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1. Introduccién
La resistencia antimicrobiana es uno de los desafios de salud global mas

importante de nuestros tiempos (Sampaio de Oliveira et al., 2020).
Impactantemente las predicciones estadisticas indican que para el 2050 la
principal causa de mortalidad sera debido a la resistencia antimicrobiana
ocasionando 10 millones de muertes (Lin et al., 2021). Histéricamente las
bacterias tienen la habilidad de adaptarse y evolucionar frente a los antibiéticos
convencionales, debido a esto es de vital importancia encontrar nuevos
antimicrobianos (Lin et al., 2021). Los péptidos antimicrobianos (PAMs) son una
alternativa para poder combatir la resistencia antimicrobiana gracias a la
capacidad que tienen para lisar las membranas bacterianas, proporcionando
efectos antimicrobianos rapidos y de amplio espectro (Nordstrom et al., 2018).
Debido al alto potencial clinico que tienen los PAMs se ha prestado mayor
atencion en este tipo de péptidos por lo que se ha incrementado el numero de
investigaciones relacionadas con estos desde el afio 2000 (Cresti et al., 2024).
A diferencia de los antibidticos los PAMs tienen distintos mecanismos de accién
en diferentes sitios de accidén que en conjunto contribuyen a su amplio espectro
antimicrobiano (Browne et al., 2020), lo anterior los hace atractivos como
posibles farmacos antimicrobianos. Las bacteriocinas son péptidos sintetizados
ribosomalmente por bacterias acido lacticas Gram positivas que pueden ser
divididas en cuatro clases, nisina pertenece a la clase | las cuales son conocidas
como lantibidticos (Zaschke-Kriesche et al., 2019, Mataczewska y Kaczorek-
tukowska, 2021). Esta bacteriocina tiene efectos antimicrobianos frente a las
bacterias Gram positivas, durante afios nisina ha sido explotada principalmente
en la industria alimenticia principalmente en productos lacteos, enlatados, carnes
procesadas, pescados, jugos y frutas sin embargo gracias a sus propiedades
antimicrobianas, se ha explorado como posible agente frente a enfermedades
infecciosas disminuyendo de esta manera el uso de antibidticos, de hecho ha
sido utilizado en la industria veterinaria para prevenir mastitis y recientemente se
ha evaluado el potencial antitumoral de este péptido (Joo et al., 2012; Komal et
al., 2019; Jensen et al., 2020; Field et al., 2023).



La produccién de esta bacteriocina de forma recombinante es una alternativa
para obtener grandes cantidades del péptido nisina a precios econdémicos.
Existen diversas plataformas de expresién para la producciéon de proteinas
recombinantes (PR), las microalgas son una alternativa que se ha explorado
desde hace algunos afios (Rosales-Mendoza et al., 2012). Recientemente se
han utilizado microalgas oleaginosas tales como Nannochloropsis oculata,
Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus, como plataforma de expresién del
péptido antimicrobiano nisina (Ponce-Alonso, 2019). Estas microalgas tienen
periodos cortos de crecimiento y son capaces de crecer en contenedores
cerrados, reduciendo asi cualquier preocupacion de contaminacién ambiental,
ademas, tienen la habilidad de realizar modificaciones postraduccionales y son
consideradas GRAS (Generally Regarded As Safe) lo que implica que es seguro
su consumo humano, por lo que se requiere poca o incluso ninguna purificacion
(Arias-Gémez, 2012; Campos-Quevedo et al., 2013; Pratheesh y Kurup 2013).
Debido a lo anterior en este trabajo se evaluo el efecto antimicrobiano del péptido

transgénico nisina y el efecto citotoxico con la finalidad de evaluar su eficacia.

2. Antecedentes
2.1 Resistencia antimicrobiana

Con el descubrimiento de los antibiéticos, la comunidad sanitaria suponia que
la batalla contra las enfermedades infecciosas estaba ganada. Sin embargo,
ahora hay bacterias resistentes a multiples agentes antimicrobianos y las
enfermedades infecciosas son actualmente una causa importante de morbilidad
y mortalidad en todo el mundo (Reygaert, 2018).

La resistencia antimicrobiana (RAM) se define como la capacidad de un
microorganismo para resistir los efectos de los antibidticos (Giono-Cerezo et al.,
2020). La RAM se ha convertido en uno de los principales problemas de salud
publica del siglo XXI, de hecho, se le ha llamado como la “pandemia silenciosa”,
este tipo de resistencia amenaza la prevencién y el tratamiento eficaces de una
gama cada vez mayor de infecciones causadas por bacterias, parasitos, virus y
hongos que ya no son susceptibles a los medicamentos habituales para su
tratamiento (Prestinaci et al., 2015). En la Figura 1 se describen los distintos
factores que estan involucrados en el desarrollo y propagacion de la resistencia
antimicrobiana las cuales deben de ser atendidas de manera inmediata, pues si
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no se aplican medidas de prevencion para frenar el crecimiento de la resistencia
antimicrobiana se estima que para el afio 2050 habra 1.91 millones de muertes
anuales atribuibles a la RAM a nivel mundial y 8.22 millones de muertes anuales
asociadas a la RAM (Naghavi et al., 2024).

En el 2017 la OMS publico la lista de "patéogenos prioritarios” (Tabla 1)
resistentes a los antibidticos: un catalogo de 12 familias de bacterias que
representan la mayor amenaza para la salud humana

(https://lwww.who.int/news/item/27-02-2017-who-publishes-list-of-bacteria-for-

which-new-antibiotics-are-urgently-needed) con la finalidad de promover la

investigacion y desarrollo de nuevos antibioticos frente a estos patdgenos.

| Desarrollo y propagacion de la resistencia a los antibidticos ‘
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Figura 1. Factores que intervienen en la propagacion de la resistencia a

los antibiéticos en diferentes sectores. Traducido de Prestinaci et al. (2015).
Tabla 1. Lista de patégenos prioritarios para investigacion y desarrollo

de nuevos antibiéticos segun la WHO, 2025.
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(t)))
2
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Q

Staphylococcus aureus

Resistente a meticilina

importante conocer

»

Haemonbhilus influenzae
Resistente a ampicilina
|

.

Group B Streotococci
Resistente a penicilina

los multiples

mecanismos de las bacterias para hacer frente a los antibiéticos, los cuales son:
1) modificaciones de la molécula antimicrobiana, 2) impedimento para alcanzar
la diana del antibidtico (al disminuir la penetracion o extruir activamente el
compuesto antimicrobiano), 3) cambios o eludir los sitios diana, y 4) resistencia
debida a procesos adaptativos celulares globales (Munita y Arias, 2016).

Estos mecanismos de resistencia pueden desarrollarse espontaneamente
(mutaciones) o adquirirse (mediante procesos de transduccioén, transfeccion o

conjugacion), como se muestra en la Figura 2 (Alvarez-Martinez et al., 2020).
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Figura 2. Mecanismos de resistencia antibacteriana obtenidos mediante

mutacién y adquisicion. Imagen traducida de (Alvarez-Martinez et al., 2020).

Es importante conocer los multiples mecanismos por los cuales las bacterias
generan resistencia frente a los antibidticos para poder desarrollar nuevos
farmacos, asi como implementar las medidas de prevencion para que no se

continle diseminando la resistencia antimicrobiana.

2.2 Proteinas recombinantes
Las proteinas son moléculas complejas en términos de su estructura y

funcién. Si bien existen métodos de sintesis quimica que permiten la fabricacion
de péptidos y algunas proteinas de menor tamano, la produccion de proteinas
mas grandes y/o funcionalmente complejas se realiza principalmente mediante
procesos bioldgicos. En estos casos, la proteina se expresa en una célula
huésped frecuentemente de una especie diferente a la de origen utilizando ADN
recombinante.

Las proteinas recombinantes son aquellas que se producen por un organismo
diferente al nativo, usando ingenieria genética y uso éptimo de codones, lo que
permite incrementar su eficiencia de expresion y obtener niveles adecuados de

produccion (Overton, 2014).



Desde que la FDA (Food and Drug Administration) aprobo6 la insulina
recombinante el tipo de proteinas terapéuticas ha tenido un crecimiento
exponencial (Rasala et al., 2010). Gracias a los avances en el area de proteinas
recombinantes la produccion de las mismas ha cambiado, favoreciendo una
mayor produccion con precios mas bajos, permitiendo de esta manera la
produccion de proteinas a escala industrial abriendo la posibilidad para la
produccion de proteinas para multiples tratamientos de distintas enfermedades
y desordenes (Tripathi y Shrivastava, 2019).

La metodologia general para la produccion de proteinas recombinantes
mediante la tecnologia del ADN recombinante se visualiza en la Figura 3, en
donde primero se comienza con la seleccion del gen de interés, posteriormente
se inserta un fragmento especifico de ADN que contiene el gen de interés en un
vector de expresion apropiado. El vector se inserta posteriormente en un sistema
de expresion, que se cultiva en un biorreactor para producir varias copias del gen
de interés y asi obtener los productos deseados (Sahreen et al., 2023). Los
vectores son elementos de ADN autdbnomos y autorreplicantes, en los que se
introduce un fragmento de ADN foraneo. Los vectores de expresion son los
vehiculos que transportan los genes recombinantes de interés a la célula
huésped y, ademas del transgén, suelen constar de elementos de expresion
como promotores, potenciadores, sitios de clonacion multiple (MCS), secuencias
de intrones, terminadores de la transcripcion, marcadores de seleccion y
elementos de ADN que modulan la estructura de la cromatina (O’Flaherty et al.,
2020).
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Figura 3. Metodologia general para la produccién de una proteina

recombinante. Imagen traducida de (Sahreen et al., 2023).

Gracias a esta tecnologia, se han salvado millones de vidas debido a la
accesibilidad casi ilimitada a proteinas terapéuticas y profilacticas que, antes de
la era de la biotecnologia moderna, solo podian obtenerse en cantidades muy
pequefias de fuentes inseguras.

Hoy en dia, mas de 75 proteinas recombinantes se utilizan como productos
farmacéuticos, y mas de 360 nuevos medicamentos basados en proteinas
recombinantes estan en desarrollo (www.phrma.org). El impacto de la
produccion de proteinas recombinantes también se ha extendido al desarrollo de
bioinsecticidas, kits de diagndstico, enzimas con numerosas aplicaciones y
procesos de biorremediacion, entre muchos otros. En particular, areas como la
produccion de detergentes y el procesamiento de alimentos se encuentran entre

los éxitos mas notables (Palomares et al., s.f.; Demain y Vaishnav, 2009).

2.3 Plataformas de expresion
El primer aspecto para tener en cuenta para la obtencién de una proteina por

via recombinante es la correcta seleccion del sistema o plataforma de expresion.
Un sistema de expresién lo conforma un organismo hospedero y un vector de

expresion que contiene los elementos génicos necesarios para realizar los



procesos de transcripcion y traduccion del gen de interés en dicho organismo
hospedero (Gonzales y Fillat, 2018).

La eleccion del mecanismo ideal para la expresidon de proteinas
recombinantes depende de la proteina diana, asi como de su funcidén y
aplicacién. Las aplicaciones de las proteinas recombinantes incluyen la industria
alimentaria, la terapia génica, el desarrollo de anticuerpos recombinantes de
diagndstico o kits de antigenos, y la fabricacién de nuevos farmacos (Morbioli et
al., 2016).

Las proteinas terapéuticas recombinantes se han producido tradicionalmente
en células de mamiferos, insectos, bacterias, levaduras y plantas. Las células de
mamiferos son los sistemas de expresion preferidos para producir proteinas

glicosiladas complejas (Swiech et al., 2012).

2.4 Bacterias
Los sistemas de expresion bacterianos se utilizan ampliamente para la

expresion de productos de obtenidos mediante la tecnologia de ADN
recombinante. Este tipo de plataformas bacterianas ofrecen diversas ventajas,
como un alto nivel de expresion de proteinas recombinantes, una rapida
multiplicacion celular y un sencillo requerimiento de medios. Sin embargo,
presentan algunas limitaciones, como la acumulacién intracelular de proteinas
heterdlogas, el plegamiento inadecuado del péptido, la ausencia de
modificaciones postranscripcionales, la posibilidad de degradacién del producto
debido a trazas de impurezas de proteasas y la produccion de endotoxinas

(Balamurugan et al., 2006).

2.5 Plantas

2.5.1 Expresion estable
Las plantas son biofabricas de proteinas diversas y complejas y ofrecen

diversas ventajas. Permiten una produccién escalable y rentable gracias a su
capacidad para ser cultivadas en grandes cantidades y producir una gran
biomasa. Las células vegetales poseen la notable capacidad de procesar
proteinas postranscripcionales para crear estructuras de glicanos a medida
(modificacion postraduccional) y un plegamiento correcto, lo que proporciona
una ventaja en la produccion de proteinas recombinantes con patrones de

glicosilacion especificos, la Unica desventaja es que el proceso de



transformacion estable puede tomar varias semanas (Venkataraman et al.,
2023).
2.5.2 Expresion transitoria

Existen diversas estrategias de expresion génica que pueden utilizarse para
producir proteinas especificas en plantas. Con la expresion transitoria (ET), se
inserta una secuencia génica en las células vegetales mediante virus vegetales,
métodos balisticos (pistola génica) u otros, sin incorporar el nuevo material
genético al cromosoma vegetal. Los sistemas de ET pueden implementarse
rapidamente y producir grandes cantidades de proteinas, pero, dado que el ADN
no cromosémico no se copia durante la mitosis o la meiosis, la expresion génica
no es permanente ni hereditaria.

Si bien los sistemas de ET son muy utiles para la investigacion y el desarrollo,
y podrian ser utiles para la produccién de farmacos, requieren la produccion de
nuevas plantas transformadas con cada siembra y pueden ser menos atractivos
para la produccion de proteinas a largo plazo o en grandes volumenes (Goldstein
y Thomas, 2004).

2.6 Levaduras

La levadura, un microorganismo unicelular con la capacidad de procesar
proteinas como los eucariotas, es decir, ensamblaje, plegamiento vy
modificaciones postraduccionales aunque puede generar hiperglicosilaciones.
Ha sido usado frecuentemente como sistema de expresion debido a su facil
manipulacion de genes y a sus eficientes tasas de crecimiento. Ademas, no

poseen oncogenes ni endotoxinas (Sahreen et al., 2023).

2.7 Células de mamiferos
Las células de mamiferos tienen la capacidad de expresar proteinas

recombinantes de gran tamafio y complejas. Las modificaciones post
traduccionales estan presente en lineas celulares de mamiferos; sin embargo,
su patréon de glicosilacion es diferente al de la glicosilacion humana.
Desafortunadamente, el cultivo de estas células a escala comercial aun se
encuentra en fase de desarrollo. Otras desventajas de este sistema incluyen la
contaminacion con virus animales. Los medios de cultivo para una linea celular
son complejos y caros, ya que requiere varios componentes (Tripathi y
Shrivastava, 2019).



2.8 Animales transgénicos

Se estan utilizando animales transgénicos para la produccion de proteinas

recombinantes en leche, clara de huevo, sangre, orina, plasma seminal y

capullos de gusanos de seda. Hasta el momento, la leche y la orina parecen ser

las mejores. Uno de los puntos negativos de la produccion de proteinas por

animales transgénicos es el tiempo necesario para evaluar el nivel de

produccion. Este tarda 3.5 meses en ratones, 15 meses en cerdos, 28 meses en

ovejas y 32 meses en vacas (Demain y Vaishnav, 2009). A continuacién, se

presenta una tabla de comparacién de las diferentes plataformas de expresion.

Tabla 2. Comparacién de proteinas recombinantes en plantas, levaduras y
sistemas mamiferos. Tabla traducida de Goldstein y Thomas, 2004.

Plantas Virus Cultivos Animales
Caracteristica - de Levaduras | Bacterias | celulares de .

transgénicas . transgénicos

plantas mamiferos
Costo/almacenamiento 2?;?)t§r;tura Barato/ | Barato/— | Barato/— | o Caro
! -20°C |20°C 20 °C

ambiente
Distribucion Facil Facil Factible Factible Dificil Dificil
Tamano del gen No limitado I(;|m|tad E)esconomd :I();(a)sconoc Limitado Limitado
Glicosilacion ¢ “Correcta”™? é;t;grre Incorrecta Ausente “Correcta” “Correcta”
Ensar’nblaje de_ - Si No No No No Si
proteinas multiméricas
Costo de produccién Bajo Bajo Medio Medio Alto Alto
Escala de producciéon | Mundial Mundial | Limitada Limitada Limitada Limitada
Vehiculo de si si si si si si
produccion
Propagacion Facil Factible | Facil Facil Dificil Factible
Precision en el
plegamiento de Alta? JAlta? Media Baja Alta Alta
proteinas
Homogeneidad de s Alta? Media | Media Baja Media Alta
proteinas
Rendimiento de Alto Muy | alto Medio | Medio—alto | Alto
proteina alto
Percepcion publicade | ., Alta Media Baja Alta Alta
riesgo
Seguridad Alta Alta gesconoc'd Baja Media Alta
Costos qe Bajos Bajos Altos*™* Altos** Altos** Altos**
escalamiento
*Riesgo terapéutico ** Desconocido Dgscon Desconocid Alto Si Si

ocido o

Tiempo requerido Medio Bajo Medio Bajo Alto Alto

* Riesgo de secuencias virales residuales, oncogenes, endotoxinas.

** Fermentadores grandes y costosos.
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2.9 Microalgas como plataformas de expresion
Desde hace algunos afios las microalgas han sido de gran interés para ser

utilizadas como plataforma de expresion para la produccion de proteinas
recombinantes. Se han reportado resultados exitosos mediante la manipulacion
genética de microalgas para la produccion de antigenos para vacunas,
anticuerpos, inmunotoxinas, hormonas y agentes antimicrobianos (Castiglia et
al., 2021).

Las microalgas proporcionan una plataforma de fabricacion para la expresion
de genes foraneos debido a su rapido crecimiento en condiciones
fotoautotréficas y su bajo costo de mantenimiento, en comparacion con las
plantas terrestres, las células de mamiferos, las levaduras y las bacterias (Doron
et al.,, 2016). Ademas, son consideradas como GRAS (generalmente
considerada segura) para uso humano, tienen la posibilidad de escalado en
biorreactores cerrados y controlados, y la capacidad de ensamblar proteinas
multisubunitarias (Dehghani et al., 2020). A diferencia de otros hospederos como
los microbianos, las microalgas tienen la habilidad de realizar modificaciones
postraduccionales y una sintesis y maduracion proteica compleja, incluyendo la
capacidad de glicosilacion y la formacién de enlaces disulfuro (Mufioz-Solérzano
et al., 2024). La expresion de las proteinas recombinantes en esta plataforma de
expresion se da principalmente en el cloroplasto o en el nucleo. En el cloroplasto,
el nivel de expresién transgénica puede alcanzar el 20% de la proteina soluble
total (PST). La expresién en el cloroplasto solo es adecuada para proteinas no
glicosiladas debido a su origen bacteriano. Las proteinas recombinantes
expresadas desde el nucleo, por otro lado, pueden dirigirse a la via de secrecidn
mediante la adicidén de péptidos sefal especificos a la secuencia de aminoacidos
recombinante, lo que resulta en la secrecion y glicosilacion de la proteina
recombinante. Desafortunadamente, la expresion nuclear produce rendimientos
muy bajos debido a la integracion aleatoria, la baja eficiencia de transformacion
y los mecanismos de silenciamiento génico (Barolo et al., 2020). Sin embargo, la
ingenieria de proteinas recombinantes en microalgas se ha enfocado a mejorar
la insercion estratégica de un gen exdgeno que codifica la proteina deseada en
el genoma del alga sin que se silencie, lo que permite que la proteina se exprese
en altos niveles y se dirija a una region subcelular especifica de las células de la
microalga (Sproles et al., 2021). Chlamydomonas reinhardtii es la microalga
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modelo en la que se han identificado elementos potentes de expresién, como
promotores, terminadores y sus correspondientes regiones no traducidas (UTR)
5"y 3’, para el establecimiento de una fuerte expresién heteréloga constitutiva o
inducible (Perozeni y Baier, 2023).

Los avances en la investigacion sobre genes de seleccion exdgenos,
promotores eficientes, métodos y condiciones de transformacién adecuados,
optimizacion de codones, etc., han mejorado la eficiencia de la transferencia de
ADN exdgeno al nucleo de C. reinhardtii, lo que podria mejorar la eficiencia de
Chlamydomonas como organismo hospedero en la produccion de nuevas

proteinas bioactivas (Zhang et al., 2021).

2.10 Péptidos antimicrobianos
Los péptidos antimicrobianos (PAMs) son pequefias moléculas

polipeptidicas, generalmente compuestas de entre 12 y 50 aminoacidos, que se
encuentran en todas las clases de organismos vivos (Rima et al., 2021). Los
PAMs antibacterianos son los mas estudiados hasta la fecha y la mayoria son
cationicos y también son anfipaticos, con dominios hidrofilicos e hidrofobicos.
Estas estructuras les confieren la capacidad de unirse a componentes lipidicos
(regidn hidrofdbica) y a grupos fosfolipidos (regiéon hidrofilica) (Bahar y Ren,
2013).

La diversidad de PAMs naturales dificulta su clasificacién. Los PAMs se
clasifican segun (1) su origen, (2) su actividad, (3) sus caracteristicas
estructurales y (4) su especie rica en aminoacidos como se muestra en la Figura
4 (Huan et al., 2020).
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Figura 4. Clasificacion de los péptidos antimicrobianos (PAMs) de acuerdo

con su fuente, actividad, estructura y especies de aminoacidos. Imagen
traducida de Huan et al., 2020.

A diferencia de las proteinas de gran tamafio mencionadas previamente,
algunos péptidos antimicrobianos pueden obtenerse mediante sintesis quimica.
No obstante, este método presenta limitaciones importantes: su produccion a
gran escala es costosa y el precio se incrementa aun mas cuando los péptidos
contienen enlaces disulfuro, lo que dificulta la obtencion eficiente de estas

moléculas (Parachin et al., 2012).

2.11 Bacteriocinas

Las  bacteriocinas  son péptidos  antimicrobianos  sintetizados
ribosémicamente y producidos por bacterias, y pueden tener un espectro amplio
o estrecho de actividad inhibitoria. Las bacteriocinas son compuestos
antimicrobianos prometedores con posibles aplicaciones en entornos

alimentarios, veterinarios y clinicos (Soltani et al., 2022).

A pesar de la diversidad entre las bacteriocinas, generalmente se pueden

clasificar en dos grupos, si experimentan o no modificaciones postraduccionales.
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Las bacteriocinas de clase | (modificadas) se han subdividido en los siguientes

subgrupos: lantibidticos, linaridinas, péptidos lineales que contienen azol(ina)e,

cianobactinas, tiopéptidos, péptidos lazo, sactibidticos, glicocinas y microcinas

modificadas. Las bacteriocinas de clase Il (sin modificar) se dividen en cinco

subgrupos: cuatro corresponden a bacteriocinas de bacterias lacticas (BAL) sin

modificar y uno a microcinas sin modificar, incluyendo las clases lla (similares a

la pediocina), lIb (bactericinas de dos péptidos), llc (bacteriocinas circulares), lld

(bactericinas lineales, no similares a la pediocina) y lle (bactericinas similares a

la microcina E492) (Hegarty et al., 2016).

Tabla 3. Clasificacion de bacteriocinas. Traducida de Zimina et al., 2020.

Microorganismo Clase Tamano (kDa) Ejemplos
Colicinas Colicinas A, B, E2,
30-80
E3
Bacteriocinas tipo S-piocinas,
30-80
colicina klebicinas
Bacterias  Gram- | Bacteriocinas,
negativas similares a colas de | 20-100 R- y F-piocinas
fagos
Microcina C7,
Microcinas <10 microcina B17,
colicina V
Nisina,
Clase | <5 mersadicina,
lacticina 3147
Bacterias  Gram- Pediocina RA1,
positivas Clase Il <10 carnobacteriocina
B2
Helvecina,
Clase Il >10
enterocina AS-48
Halocina A4, CS8,
Halocinas >5
Arqueas H1, H4
Sulfolobaceae ~20 Sulfolobaceae
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2.12 Mecanismo de accion general de los péptidos
En general, los PAMs eliminan a los microbios alterando la integridad de la

membrana (a través de las membranas celulares con carga negativa), inhibiendo
la sintesis de ADN, ARN y proteinas, a veces interactuando con componentes
intracelulares.

Los PAMs catidnicos son un tipo de péptidos que a diferencia de los
antibidticos tradicionales, estos PAMs interactuan con las membranas celulares
bacterianas (Figura 5) neutralizando la carga, penetrando a través de las
membranas bacterianas y causando la muerte bacteriana, reduciendo asi la
posibilidad de resistencia bacteriana a los farmacos (Lei et al., 2019). Por otro
lado, los PAMs no solo matan directamente a los microorganismos patégenos
invasores, sino que también los pueden matar indirectamente al activar el

sistema inmunoldgico como se observa en la Figura 6 (Zhang et al., 2021).

-
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Figura 5. Representacion esquematica del mecanismo potencial de
disrupcion y/o translocacion de Ila membrana por péptidos
antimicrobianos. (a) Modelo de carpeta: una de las caras de la membrana es
cubierta por los PAMs formando una “alfombra”, y la membrana sufre cierta
perturbacién y deformacién. (b) Modelo de barril: los PAMs interactuan
lateralmente y forman poros transmembrana. (c) Modelo de poro toroidal: los
PAMs penetran la bicapa de la membrana y forman un toroide de alta

curvatura. (d) Modelo de agregados. Imagen traducida de (Ramazi et al., 2022)
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Figura 6. Mecanismos inmunodulatorios de los PAMs.

Los PAMs no solo erradican directamente a los microorganismos patégenos
invasores, sino que también los eliminan indirectamente al activar el sistema
inmunolégico. Por un lado, los PAMs pueden activar células inmunitarias como
neutrofilos, macréfagos, mastocitos y células NK en el sistema inmunolégico
innato e inducir la produccidon de citocinas y quimiocinas para engullir las
bacterias patdégenas y matarlas. Por otro lado, los PAMs también son capaces
de activar respuestas inmunitarias adaptativas, presentar antigenos a las
células T al activar células dendriticas (DCs) e inducir la activacion de células
T citotdxicas para matar bacterias patdgenas. Imagen traducida de Zhang et
al., 2021.

2.13 Nisina
Nisina es uno de los péptidos antimicrobianos mejor caracterizados, es

secretada de forma natural por Lactococcus lactis y perteneciente a la clase | de
los PAMSs, este péptido se ha utilizado como conservante de alimentos durante
mas de cincuenta afios (Abts et al., 2011). Existen varias variantes naturales de
la nisina (nisina A, Z'y Q) con secuencias de aminodacidos ligeramente diferentes,
pero con una estructura secundaria conservada (Weixler et al., 2022). El péptido

maduro consta de 34 aminodacidos, en su estructura (Figura 7) se encuentran
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cuatro aminoacidos inusuales: deshidroalanina (DHA), deshidrobutirina (DHB),

lantionina y B-metillantionina, que forman puentes tioéter en cinco posiciones.

COOH

O QOO
DO O

Gen)
@ Acido butirico 5 @ Lantionina
@ Deshidroalanina (@5'@ B-Metillantionina

Deshidrobutirina

Figura 7. Estructura del péptido nisina. Imagen traducida de Khelissa et
al., 2021.

La actividad antibacteriana (Figura 8) de nisina se atribuye a su interaccion
con lipidos anionicos en la membrana citoplasmatica de las células bacterianas,
lo que provoca la perturbacion de la membrana plasmatica. El poro formado por
la interaccién de la nisina con los lipidos anidnicos provoca la salida de Adenosin
trifosfato (ATP), aminoacidos y rubidio preacumulado, o el colapso de los
gradientes ionicos vitales, lo que provoca la muerte celular (Tong et al., 2014).

En primer lugar, la nisina se une al lipido Il con los dos anillos de lantionina
de su extremo N-terminal, formando asi una jaula de pirofosfato alrededor del
grupo de cabeza del lipido II. La regidn bisagra flexible en el centro de la molécula
de nisina permite la insercion de su extremo C-terminal en la membrana,
probablemente acompafada de un cambio de orientacion del péptido de paralela

a transmembrana (Scherer et al., 2015).
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Figura 8. Mecanismo antimicrobiano de la nisina dependiente del lipido
Il

Mecanismo antimicrobiano de la nisina dependiente del lipido Il. Cuando la
nisina alcanza la superficie de la membrana celular (a), los anillos Ay B en el
extremo N-terminal de la nisina se unen al grupo pirofosfato del lipido Il (b). La
region C-terminal se inserta en la membrana para formar un poro mediante un
mecanismo de bisagra flexible (c). El complejo del poro tiene una
estequiometria de cuatro moléculas de lipido Il por ocho moléculas de nisina
(d) (Zheng et al., 2022).

La produccion industrial de nisina implica un sistema de fermentacion por
lotes en el que las células de Lactococcus lactis productoras de nisina A, se
cultivan en un medio suplementado de suero o leche, y el producto se purifica
parcialmente. El alto costo de la produccion industrial de nisina restringe el uso
generalizado de esta bacteriocina en los sistemas alimentarios debido al bajo
rendimiento de produccion de las células productoras, lo cual se debe a factores
de inhibicién por retroalimentacion que dependen de las condiciones de
fermentacion y de la sensibilidad de los organismos productores a la nisina (Ozel
et al., 2018). En la Tabla 4 se presentan algunos enfoques innovadores que se
han utilizado para aumentar la produccion del péptido antimicrobiano nisina en

su organismo productor, L. lactis.
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Tabla 4. Enfoques innovadores recientes que resultan en una alta

produccién de nisina. Tabla traducida de Burcu Ozel et al., 2018

Productores de nisina

Produccién de nisina

Enfoques innovadores

L. lactis ATCC11454

7,900 Ul mL™

El gen aox1 fue clonado y
el productor recombinante
de nisina fue inducido a

respiracion oxidativa.

L. lactis ATCC11454

14,000 Ul mL™

El gen aox1 se clond junto
con los genes pfk13 vy
pkaC para aumentar la
actividad glucolitica, asi
como la respiracion

oxidativa.

L. lactis PLAC7

10,500 Ul mL™

El dominio de uniéon a
quitina fue clonado en el
productor L. lactis y se
utiliz6 en un sistema de
fermentacion continua en

presencia de quitina.

L. lactis YF11

4,023 Ul mL™

Se aplico barajado
genomico (genome
shuffling) para mejorar la
producciéon de nisina Z en
L. lactis ssp. lactis YF11
mediante fusion

protoplastica recursiva.

L. lactis N8

5,410 Ul mL™

La fermentacion
alimentada (fed-batch) se
realiz6 con hemina bajo

condiciones aerobicas.

L. lactis ATCC11454

4,657 Ul mL™"

La nisina fue recuperada
mediante fraccionamiento

con espuma a partir del

medio de fermentacion.
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La nisina se produjo en un
sistema de fermentacion
L. lactis LD2 15,400 Ul mL™" alimentada aireada con
una tasa de alimentacion
variable.

Los genes hdeAB, Ildt y

murF fueron clonados vy

expresados
L. lactis F44 5,560 Ul mL™ . P ]
simultaneamente para
mejorar la tolerancia acida

del productor L. lactis.

La tolerancia acida fue
aumentada mediante la
L. lactis F44A 5,346 Ul mL™" sobreexpresion del gen
asnH en el productor de

nisina L. lactis.

Este productor fue usado
junto con Yarrowia
lipolytica ATCC18942 en el

sistema de fermentacion.

L. lactis UTMC106 10,800 Ul mL™

2.14 Antecedentes directos

Previo a este proyecto en el afio 2019 en el laboratorio de Biotecnologia
Molecular de Células Vegetales de la UASLP, se transformé el nucleo de las
microalgas de estudio Nannochloropsis oculata CCAP 849/7, Scenedesmus
acutus UTEX 72y Chlorella vulgaris OW-01 con el vector de expresion pChlamy-
Nis. La transformacién nuclear de las microalgas se realizé mediante co-cultivo
con Agrobacterium tumefaciens utilizando higromicina B como agente de
seleccion, demostrando la funcionalidad de estas microalgas como plataformas

de expresion del péptido antimicrobiano Nisina.
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3. Justificacion
Una de las principales problematicas a nivel mundial es la resistencia
antimicrobiana la cual ha aumentado a lo largo de los afios y se estima que esta
sea la principal causa de muerte para el 2050 si no se toman medidas
preventivas y activas frente al problema. Una alternativa para atacar esta
situacion es la investigacion y desarrollo de nuevos farmacos y péptidos
antimicrobianos para erradicar bacterias resistentes. Es por ello que en este
proyecto se propone evaluar la actividad biologica del péptido antimicrobiano
transgénico nisina producida en las microalgas Nannochloropsis oculata,
Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus, con la finalidad de valorar su eficacia

y proponerlo como una posible alternativa frente a la resistencia antimicrobiana.

4. Hipoétesis
El péptido nisina producido mediante la tecnologia del ADN recombinante en
microalgas presenta actividad antimicrobiana frente a microorganismos

patdgenos, sin causar citotoxicidad.

5. Objetivo general
Evaluar in vitro la actividad antimicrobiana y los efectos citotoxicos del péptido

nisina producido en microalgas.

5.10bjetivos especificos

e Confirmar la expresion del péptido antimicrobiano nisina por
transformaciéon nuclear de Nannochloropsis oculata CCAP 849/7,
Scenedesmus acutus UTEX 72 y Chlorella vulgaris OW-01.

e |dentificar y cuantificar el péptido recombinante nisina en las lineas
transgénicas.

e Realizar ensayos antimicrobianos con la proteina recombinante frente a
cepas ATCC y cepas provenientes de aislados clinicos.

e Determinar la citotoxicidad del péptido antimicrobiano mediante su
evaluacion en células THP-1 (ATCC TIB-202), a través de la cuantificacion
de las citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10, y un ensayo cualitativo de

hemaglutinacion.
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9. Anexos

10.1 Extraccion de ADN de microalgas

Se centrifugaron 5 mL de microalgas a 16,000 g durante 2 minutos, una vez que
se tenia suficiente biomasa se siguio el protocolo de (Doyle, 1991). Se agregaron
700 pL de buffer de Bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) (Tris-HCI 100 mM pH
8; EDTA 20 mM; NaCl 1.4 M; CTAB 2%; 2-Mercaptoetanol 0.2%; Metabisulfito
de sodio 0.1%; Polivinilpirrolidona 0.1%) previamente calentado a 65 °C en bafo
maria. Se mezclo en vortex por 50 segundos e incubo por 30 minutos a 65 °C
mezclando en vortex cada 4 minutos. Enseguida se coloco la muestra en hielo y
se centrifug6 a 13,000 rpm por 10 minutos y el sobrenadante se transfirié a un
tubo de microcentrifuga nuevo. Se agregaron 0.4 uL de RNAsa a 100 mg/mL y
se mezcld por inversion, después se incubd por 20 minutos a 37°C. Se agregaron
500 pL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se agitdé por inversion. Se
centrifugd a 13,000 rpm por 10 minutos y se recuperd el sobrenadante en un
tubo de microcentrifuga nuevo. Se agregd 1 volumen igual de isopropanol frio y
se mezclo por inversion. La mezcla se incubd a -20 °C durante 45 minutos o toda
la noche. Se centrifugd a 15,000 rpm por 5 minutos y se descartd el
sobrenadante. Se agreg6 1 mL de buffer de lavado frio (acetato de sodio 10 mM
pH 4.8; etanol 76%) y se mezclé por inversion. Se centrifugd a 13,000 rpm por 5
minutos, se elimind el sobrenadante y se conservo la pastilla a la cual se le
agrego 1 mL de etanol al 70% frio y se mezcl6 por inversion. Posteriormente se
centrifugd a 13,000 rpm por 5 minutos, se descarté el sobrenadante y la pastilla
se seco a -40 °C por 10 minutos y se resuspendié en agua destilada. Finalmente,
la calidad del ADN se verifico mediante una electroforesis utilizando un gel de

agarosa al 1% a 100 V por 15 minutos.

9.2 Preparacion de gel de poliacrilamida

Gel concentrador al 4% (Para 1 gel 4 mL)
Acrilamida 0.198 mL
Agua 0.904 mL
Tris 0.5M ph6.8 0.375 mL
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SDS 10% 0.025 mL
PSA 10% 0.025 mL
TEMED 0.0025 mL
Gel separador al 12% (Para 1 gel 4 mL)
Acrilamida 2474 mL
Agua 1.200 mL
Tris 1.5 M pH 8.8 1.250 mL
SDS 10% 0.060 mL
PSA 10% 0.050 mL
TEMED 0.005 mL

10.3 Preparacion de medios de cultivos y soluciones

Medio Tris Acetato Fosfato (TAP) para 1L

Tris base 2429
K(PO)4 0.375 mL
Solucion de metales 1mL
Sales TAP 25 mL
Agar 2049
Medio Luria Bertani (LB) para 1L
Triptona 10g
NaCl 109
Extracto de levadura 59

Ajustar pH 7.5 y esterilizar 15 psi durante 15 min
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soluble protein fraction, with the highest yield reach-
ing 234 ppfpl. Amtindcrobisl osseys densorcarmied
growih inhibition in &l thee: esied Gram-positive
hacieria. 5 mweess and L somocviopenes wee inhib-
itzd affier 6 min of expoesre w0 143 pgfal of rans-
gemic misin, wherems £ jeecally meeded 55 pgiml
axd 180 min for mbahivon. Mo antimicrobial sctiviny
was observed with wild-iype & aeanis sl soluble
prosein.

Conclitons Nisin was successhally expressed in
the meclens of L acone, exbibitieg atindcrohisl
mcivity agminst X goweus, [ sonoowopenes, ond
E faevalls. These Gndings highlighe 5. aowwes o o
promisisg platiorm for the prodecton of tressgenic
Enimicrobiz] peprides, offering o potetial shernative
for coonbating pathogenic bacterin

Kevwords  Agrobaste riom fmalackens
Antimicrohial pepeide « Expression plafionm « Misin .
Msc lear ransformasion - Microalga

st st om

Antinmicrobinl resssnce is o global crisis driven by
mulziple foctors, including the ovensse of antbio-
ics, comtmminmed wuler scewces, and improger anti-
hictic msage. Antmicrobial peptdes (AMPs) have
atimacied corsidernhle siemtion as potentizl aliena-
tives 1o comentional amibiotics due bo their saciur]

diversmy and raped, beosd-specmem  simscrobial
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