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RESUMEN

La enfermedad del chancro bacteriano del tomate es causada por la bacteria
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm). A nivel mundial, esta
enfermedad causa severas pérdidas econdmicas a los agricultores si no se trata
adecuada y oportunamente, su control en cultivos a cielo abierto e invernadero se
basa principalmente en la aplicacién de plaguicidas quimicos, sin embargo, su uso
indiscriminado ha propiciado la resistencia del patdgeno. Los péptidos
antimicrobianos (AMPs) son oligopéptidos cationicos anfipaticos con los cuales se
ha logrado inhibir el crecimiento de microorganismos patdgenos de humanos y
fitopatogenos. A pesar de sus grandes propiedades, los AMPs suelen ser
susceptibles a las condiciones medioambientales, por lo que una alternativa que se
ha propuesto en los ultimos afios para evitar estos inconvenientes es su

encapsulacion a través de matrices orgdanicas e inorganicas.

En el presente trabajo se disefiaron dos construcciones que codifican para la
B-defensina 2 humana y dos mutantes. Los AMPs se expresaron en Escherichia coli
Rosetta 2(DE3) y se purificaron a través de cromatografia de afinidad. De igual
forma, se llevo a cabo la sintesis de nanoparticulas de silice mesoporosa (MSN) a
través del método sol-gel. Los AMPs fueron adsorbidos en las MSN, estos complejos
inhibieron el desarrollo de Cmm aun cuando fueron sometidos a un tratamiento con
la peptidasa pepsina. Este trabajo es el inicio de una linea de investigacion
nanobiotecnologica en el Cinvestav, enfocada principalmente a mitigar el desarrollo

de microorganismos fitopatogenos que afectan a cultivos de interés agricola.
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ABSTRACT

Bacterial tomato canker disease is caused by the bacterium Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm). Worldwide, this disease causes severe
economic losses to farmers if not treated properly and timely, its control in open
fields and greenhouse crops is based mainly on the application of chemical
pesticides, however, its indiscriminate use has led to the resistance of the pathogen.
Antimicrobial peptides (AMPs) are amphipathic cationic oligopeptides that have
been used to inhibit the growth of pathogenic microorganisms of humans and plant
pathogens. Despite their great properties, AMPs are often susceptible to
environmental conditions, therefore an alternative that has been proposed in recent
years to avoid these drawbacks is their encapsulation through organic and inorganic

matrices.

In the present work, two constructs encoding for human 3-defensin 2 and two
mutants were designed. The AMPs were expressed in Escherichia coli Rosetta 2(DE3)
and purified by affinity chromatography. Similarly, the synthesis of mesoporous
silica nanoparticles (MSN) was carried out through the sol-gel method. AMPs were
adsorbed on MSNs, these complexes inhibited Cmm development even when
subjected to pepsin peptidase treatment. This work is the beginning of a line of
nanobiotechnological research at Cinvestav, focused mainly on mitigating the
development of phytopathogenic microorganisms that affect crops of agricultural

interest.
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Cariturol. EsTaADO DEL ARTE

1.1.  Solanum lycopersicum L.

Solanum lycopersicum L. (tomate) es un arbusto perenne perteneciente a la
familia de las Solanaceas (Conti et al., 2021). El cultivo de esta hortaliza es uno de
los mas importantes a nivel mundial, tan solo en 2019 se destinaron 5 millones de
hectareas para su cultivo, de las cuales se obtuvieron mas de 180 millones de

toneladas de frutos cosechados (FAO, 2020).

El género Solanum contiene entre 1500 y 2000 especies, de las cuales
S. lycopersicum es la mas conocida. Esta planta es originaria de América del Sur y fue
domesticada en Asia central y meridional, sin embargo, su uso como alimento se
origind en México hace mds de dos mil afios. La palabra lycopersicum se deriva del
griego lyco, que significa lobo y persicum, que significa melocoton, esto quiere decir,

melocoton lobo (Waheed et al., 2020).

De acuerdo con Shamshiri et al., (2018) S. lycopersicum presenta cinco etapas
de desarrollo, las cuales son germinacidn y crecimiento temprano con hojas iniciales
(25-35 dias), periodo vegetativo (20-25 dias), floracion (20-30 dias), fructificacion
temprana (20-30 dias) y fructificacion madura (15-20 dias) (Figura 1). El tiempo
exacto para cada etapa depende de las variedades y factores ambientales como
absorcion de agua, temperatura del aire, condiciones de luz, condiciones del suelo y
nutrientes. Para que una variedad temprana, media y tardia alcancen la madurez
comercializable se requieren de 50-65, 70-80, y 85-95 dias, respectivamente. Es
importante mencionar que los frutos se cosechan solo cuando han alcanzado la etapa

verde madura (enredadera) (Shamshiri et al., 2018; Waheed et al., 2020).

12
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Figura 1. Diferentes etapas de desarrollo de S. lycopersicum.

1.2. Chancro bacteriano del tomate

Dependiendo de la etapa de desarrollo y condiciones ambientales el cultivo
de S. lycopersicum puede verse afectado negativamente por estrés, plagas y
enfermedades que no solo causan dafos al tallo y al fruto, sino también al sistema
de raices de la planta (Tabla 1). Especificamente, Crmm es una bacteria Gram-positiva
causante de la enfermedad del chancro bacteriano del tomate, la cual puede causar
grandes pérdidas econdmicas a los agricultores si no se trata adecuada y
oportunamente (Dey & Raghuwanshi, 2020; Parrotta et al., 2020). A principios del
siglo XX, Erwin Smith reporta por primera vez la enfermedad del chancro
bacteriano, no obstante, la bacteria fue aislada hasta 1909 dentro de un invernadero
de Michigan, EE. UU (Peritore-Galve et al., 2021). Hoy en dia Cmm se encuentra
distribuida en todo el mundo principalmente en dreas donde se produce tomate,
esto se debe en gran parte a su propagacion por semillas contaminadas y trasplantes
asintomaticos; la certificacion de estos dos tltimos hasta ahora no ha sido una opcién
viable ya que los métodos de deteccion basados en técnicas moleculares en algunas

ocasiones no pueden diferenciar con facilidad las semillas libres de Cmm de las

13



contaminadas, asi como también las cepas de Clavibacter no patdgenas

(Ramachandran et al., 2021).

Tabla 1. Enfermedades que afectan a S. lycopersicum (Lopez Marin, 2016).

Microorganismo

Sintomas

Control quimico

Hongos

Phytophthora infestans

Alternaria
solani y A. lycopersici

sp., A

Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici

Causa la necrosis del follaje, tallos y
frutos de la planta en cualquier
etapa de su crecimiento.

Forma un chancro negro en el tallo
cerca del suelo, afecta las hojas, los
frutos y los peciolos.

La planta presenta caida de los
peciolos de las hojas superiores y
amarillamiento de las hojas

Aplicacion de fungicidas como
clorotalonil,  azoxistrobina 'y
metalazil + mancozeb, entre otros.
Aplicaciéon de fungicidas como
boscalid + pyraclostrobin, ferban y
sulfato de cobre pentahidratado.

Uso de  fungicidas  como
clorotalonil, oxicloruro de cobre y
mancozeb.

Pseudomonas syringae
pv tomato

Xanthomonas
campestris pv.
vesicatoria 'y  X.
perforans

inferiores.
Bacterias
. Causa marchitamiento de las hojas -
Ralstonia . : Plaguicidas a base de cobre
en la parte superior de la planta y o
solanacearum suplementado con antibidticos.

amarillamiento de las hojas bajeras.
Provoca manchas redondeadas en
las hojas y mas alargadas en los
peciolos y tallos.

Causa manchas angulares
grasientas de 2 a 3 mm en hojas,
tallos y frutos.

Plaguicidas a base de cobre
suplementado con antibidticos.

Plaguicidas a base de cobre
suplementado con antibidticos.

Virus

Virus del mosaico del
tabaco (TMV)

Virus del bronceado
del
marchitez manchada
del tomate (TSWV)

tomate 0o

Virus de la clorosis
del tomate (ToCV)

Causa que las hojas se encrespen y
deformen reduciendo el follaje de la
planta.

Provoca enanismo, necrosis,
clorosis, atrofiamiento y lesiones

locales en las plantas.

Las hojas bajas e intermedias
presentan clorosis muy marcada,
que va agravandose conforme la

hoja envejece.

Desinfectar las semillas con

plaguicidas o) realizar un
tratamiento térmico de dos a 4 dias

a70°C.

Aplicacién de insecticidas como
cipermetrina y deltametrina.

Aplicacién de insecticidas.
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1.2.1. Infeccidn de S. lycopersicum por Cimm

Cmm puede infectar a S. lycopersicum a través de semillas en desarrollo y por
medio de la penetracion de los tejidos de los frutos. La infeccion de semillas en
desarrollo se lleva a cabo de forma sistémica, aqui el patdgeno coloniza y prolifera
en los vasos del xilema, esto produce la marchitez unilateral del foliolo, necrosis
marginal de las hojas, chancros del tallo y peciolo y generalmente conlleva a la
muerte de la planta (Chalupowicz et al, 2017; Gartemann et al., 2003;
Nandi et al., 2018).

Por otro lado, la diseminacién (salpicadura) de Cmm a través de la poda, el
enrejado y la lluvia arrastrada por el viento provocan la infeccién de los frutos; el
sello distintivo de este tipo de infeccidn son lesiones en forma de ojo de pdjaro, que
son centros necroticos rodeados por un halo blanco en la epidermis del fruto. Para
que Cmm llegue a los vasos de xilema del fruto, esta tiene que movilizarse a través
de la epidermis externa, el colénquima y las capas del parénquima; la forma en cémo
se propaga a través de los tejidos del fruto aun no es del todo esclarecida. Mediante
analisis de microscopia confocal de una cepa que expresa la proteina verde
fluorescente Tancos et al., (2013) lograron observar una colonizacion intracelular
(ataca a los tejidos de la planta y crece entre las células), lo anterior sugiere que Cmm
puede estar utilizando un sistema complejo de enzimas carbohidratos activas
(CAZymes) y explotando los procesos del huésped para difundirse hasta el xilema

del fruto (Peritore-Galve et al., 2021).

Los frutos suelen ser susceptibles a la infeccién de Cmm dos dias después de
la antesis (dpa) y suelen presentar resistencia a los 20 dpa o cuando estan por
alcanzar la etapa verde madura. La etapa en que el fruto es resistente a Crmm varia
de acuerdo con el cultivar (cultivos que tienen un fenotipo en particular pero no

poseen un genotipo semejante) y la especie de Solanum, por lo tanto, las plantas que

15



se infectan en etapas avanzadas de desarrollo suelen ser asintomaticas o presentar
un proceso de marchitamiento lento, por lo regular las plantas sobreviven la
infeccién y llegan a producir frutos comercializables (Chalupowicz et al., 2017;
Nandi et al., 2018; Sharabani et al., 2014). La infeccion de los frutos es una etapa
sumamente critica ya que tanto el producto comercializable, asi como las semillas
que contienen pueden contaminarse y ser futuros focos de infeccion
(Peritore-Galve et al., 2021). Dependiendo de las condiciones climaticas Cmm puede
sobrevivir en semillas y residuos de plantas contaminadas por meses e incluso afos

(Romero et al., 2018; Vega & Romero, 2016).

1.2.2. Estrategias para el control de Cmm

Actualmente el control de enfermedades que aquejan a S. lycopersicum se basa
principalmente en la aplicacion de plaguicidas quimicos (Nandi et al.,, 2018;
Ombiro et al., 2018). Sin embargo, con el paso del tiempo su uso indiscriminado ha
demostrado tener efectos secundarios como por ejemplo altos requerimientos de
agua para el riego, la reduccion de la calidad del fruto, la erosion del suelo, peligros
tanto para la salud humana como ambiental y principalmente ha propiciado el
desarrollo de resistencia por parte de los patégenos (Dey & Raghuwanshi, 2020;

Lahiri & Orr, 2018).

Especificamente, el control del chancro bacteriano en campo se limita a regar
las plantas sintomaticas con aerosoles plaguicidas a base de cobre (oxicloruro de
cobre, carbonato de amonio ctprico, oxido de cobre, etc.) suplementados con
antibidticos (estreptomicina, dacido oxolinico, kasugamicina, oxitetraciclina,
8-hidroxi-quinolina, bronopol, etc.) (de Ledn et al., 2008; Milijasevic et al., 2009). Para
mitigar esta enfermedad en los cultivos a cielo abierto e invernadero, los agricultores
rocian los plaguicidas de forma preventiva o después de la aparicion de los

sintomas, esto reduce considerablemente las poblaciones bacterianas
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(Peritore-Galve et al., 2021). A pesar de los grandes avances que se han tenido en la
sintesis de compuestos antimicrobianos, actualmente no existen productos quimicos
para controlar de manera integral esta enfermedad. Aunado a lo anterior, se han
propuesto otras alternativas mas ecoamigables para el control de Cmm entre las que
destacan la aplicacion de nanomateriales organicos e inorganicos con actividad
antimicrobiana (nanoparticulas de Ag, Cu, quitosano), el control bioldgico, la
aplicacion de bacteriofagos, la introduccion de cultivares resistentes (atin no se
encuentran disponibles comercialmente) y la aplicacion directa de biomoléculas con
actividad antimicrobiana (Choi et al., 2014; Cumplido-Ndjera et al., 2019;

Sanchez-Lopez et al.,, 2020; Wittmann et al., 2016).

1.3. Péptidos antimicrobianos

Los AMPs son oligopéptidos cationicos anfipaticos relativamente cortos con
longitud, secuencia y estructuras variables que protegen a su anfitriéon de un amplio
espectro de bacterias, hongos, virus y protozoos; por lo regular estan compuestos de
5-100 residuos de L-aminoacidos definidos en estructuras secundarias formadas por
a-hélices, hojas 3 o ambas (Bahar & Ren, 2013; Biswaro et al., 2018; Lei et al., 2019;
Seyfi et al., 2020). Dentro de los AMPs se incluyen poli (aminodcidos), pequefios
péptidos antibacterianos sintéticos y polipéptidos (Yan et al., 2021). A lo largo de
varias décadas, los AMPs se han aislado y purificado a partir de bacterias, hongos,
algas, plantas, insectos, anfibios y mamiferos (Figura 2). Es importante mencionar
que los AMPs presentan promiscuidad proteica, esto quiere decir que no tienen

especificidad a una sola molécula (Franco, 2011).

Algunos reportes atribuyen el descubrimiento de los AMPs eucariotas a
trabajos realizados en el afio de 1896, aqui demostraron que una sustancia de la
harina de trigo inhibia el desarrollo de Saccharomyces cerevisiae (Stec, 2006). Por otro

lado, el descubrimiento de los AMPs procariotas fue reportado hasta 1939, cuando
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lograron aislar sustancias antimicrobianas a partir de Bacillus brevis y demostraron
que presentaban actividad contra una amplia gama de bacterias Gram-positivas
(Dubos, 1939b, 1939a). La identificacion de la lisozima por Alexander Fleming a
finales de la década de 1920 fue considerada como el primer caso donde se aislaba
un péptido con actividad antimicrobiana (Fleming, 1920), no obstante, ahora se sabe
que la lisozima tiene actividad catalitica especifica, por lo cual dejo de ser
considerada como un AMP (Barbiroli et al.,, 2012). Con el descubrimiento de la
penicilina y la estreptomicina en los afios 1928 y 1943, respectivamente, comenzo la
“Edad de Oro de los Antibidticos”; este echo origind el desinterés por la
investigacion de las biomoléculas con actividad antimicrobiana como la lisozima y
los AMPs los principales componentes de la defensa inmunoldgica de la mayoria de
los seres vivos (Bentley, 2009; Zaffiri et al., 2012). Un afio previo al descubrimiento
de la estreptomicina, la sustancia que habian detectado en la harina de trigo en 1896
fue aislada del endospermo de Triticum aestivum y se descubrioé que era un péptido
que inhibia el crecimiento de una variedad de bacterias fitopatogenas, entre ellas
P. solanacearum y X. campestris (Fernandez de Caleya et al., 1972). A mediados de la
década de 1970 este péptido fue nombrado purationina un miembro de la familia de
las tioninas, estos AMPs se encuentran distribuidos en todo el reino vegetal
(Ohtani et al., 1977). El acontecimiento anterior y el surgimiento de las primeras
cepas resistentes a multiples fdrmacos en la década anterior dieron fin a la “Edad de
Oro de los Antibidticos” y con ello surgié nuevamente el interés por las moléculas
de defensa del anfitriéon (AMPs) (Davies, 2006). Este punto fue considerado como el
verdadero origen de la investigacion de los AMPs, los primeros estudios
demostraron que las proteinas cationicas de los neutrdfilos humanos eran
responsables de matar bacterias patogenas (Zeya & Spitznagel, 1966). En las décadas
de los 70s y 80s se aislaron un gran niumero de AMPs y proteinas antimicrobianas a

partir de leucocitos de humanos y conejos, entre ellas las que ahora conocemos como
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a-defensinas (Selsted et al.,, 1983, 1985). Anos mas tarde fueron aisladas e
identificadas las primeras 3 y O defensinas a partir de granulocitos de bovinos y
leucocitos de Macaca mulatta (Selsted et al., 1993; Tang et al., 1999). Para la década de
1990 se identificaron los primeros AMPs anidnicos de rumiantes y anfibios, siendo
estos ultimos una de las fuentes mas ricas de AMPs (Brogden et al., 1997, 2003). A
partir de esta década comenzd una carrera por aislar, identificar y sintetizar AMPs
con mejor especificidad y actividad antimicrobiana contra cepas tanto patégenas de
humanos como fitopatogenas. De acuerdo con la base de datos APD3 ahora se

conocen mas de 3273 AMPs incluidos algunos sintéticos (Wang et al., 2016).
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Figura 2. Fuentes de obtencion y clasificacion de los AMPs de acuerdo con su
estructura.
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1.3.1. Clasificacion de los AMPs

A causa de la gran diversidad de los AMPs naturales, estos tienen multiples
clasificaciones basadas en su fuente, actividad, caracteristicas estructurales y

especies ricas en aminodcidos (Tabla 2 y 3) (Huan et al., 2020).

En la actualidad la mayoria de los AMPs se obtienen mediante sintesis
quimica, sin embargo, este método conlleva un alto costo, los rendimientos son bajos
y en general los AMPs no se pliegan correctamente por lo cual no tienen actividad,
debido a lo anterior, el escalamiento de produccién y aplicacion de los AMPs como
farmacos o bioplaguicidas se ha visto limitado. Una alternativa a esta problematica
ha sido utilizar microorganismos como nanofabricas para la obtencion de AMPs,
entre estos destacan Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae, Bacillus subtilis y
Escherichia coli de donde se han obtenido AMPs con altos rendimientos y
correctamente plegados a bajo costo. La produccion de AMPs en E. coli suele
presentar dificultades debido a la toxicidad de los AMPs hacia el anfitridn, sin
embargo, a través la incorporacion de etiquetas fusién que neutralizan la carga
positiva de los AMPs como la proteina de union a maltosa (MBP), glutatién
S-transferasa (GST), tiorredoxina (TRX), etc., en los plasmidos de expresion ha sido
posible llevar a cabo la produccion de AMPs utilizando este modelo

(Wibowo & Zhao, 2019).

1.3.2. Mecanismo de accion de los AMPs sobre bacterias

El mecanismo de accién de la actividad extracelular de los AMPs por la cual
inhiben el desarrollo de los microorganismos atin no se ha dilucidado por completo,
no obstante, gracias a las observaciones que se han realizado mediante diferentes
técnicas complementarias y las propiedades fisicoquimicas de los AMPs se han

formulado hipdtesis de diferentes modelos del como pueden estar actuando.
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Tabla 2. Clasificacion de los AMPs (Huan et al., 2020).

Subclasificacion

Principales caracteristicas

Ejemplos

Clasificacion basada en fuentes

AMPs derivados de mamiferos

AMPs derivados de anfibios

AMPs derivados de insectos

AMPs derivados de microorganismos

Se han identificado en humanos, ovejas, ganado y otros
vertebrados. Los AMPS identificados en humanos se
encuentran en la piel, ojos, oidos, boca, tracto respiratorio,
pulmones, intestino y la uretra.

Las ranas son la principal fuente de AMPs de anfibios, sus
secreciones cutaneas son ricas en AMPs.

Se sintetizan principalmente en los cuerpos grasos y células
sanguineas.

Se han aislado de bacterias, hongos y arqueas.

Cetelicidinas y defensinas.

Magainina.

Cecropinas.

Nisina y gramicidina.

Clasificacion basada en especies ricas en aminoacidos

AMPs ricos en prolina (PrAMP)

AMPs ricos en triptéfano y arginina

AMPs ricos en histidina

AMPs ricos en glicina

Presentan un mecanismo de accion diferente a la mayoria de los
AMPs, estos ingresan al citoplasma bacteriano y se dirigen hasta
el ribosoma para interferir con la sintesis de proteinas.

Debido al alto contenido de Trp y Arg, estos AMPs presentan
un mayor efecto en la interfaz de la bicapa lipidica y promueven

interacciones a larga distancia con las paredes bacterianas.
Muestran una buena permeacion de las paredes bacterianas

promoviendo su ruptura y muerte celular.

Contienen del 14-22% de residuos de glicina, estos tienen un

papel importante sobre su estructura terciaria.

TurlA, PPXR, PRPX y pPR-AMP1.

Indoliccidina, tritrpticina y Octa 2.

HV2 y L4H4.

Péptidos derivados de catelicidinas
(GG3).
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Tabla 3. Continuacién de la clasificacion de los AMPs (Huan et al., 2020).

Subclasificacion

Principales caracteristicas

Ejemplos

Clasificacion basada en la actividad

Péptidos antibacterianos

Péptidos antiftingicos (AFP)

Péptidos antivirales (AVP)

Péptidos antiparasitarios

Péptidos anticancerigenos (ACP)

Representan una gran parte de los AMPs y tienen un amplio
efecto inhibidor contra bacterias patégenas de humanos.

Son una subclase de AMPs utilizados para el tratamiento de
infecciones provocadas por hongos resistentes a la mayoria de
los farmacos existentes.

Exhiben un efecto letal sobre los virus, inhiben su unién al
hospedero (efecto neutralizante), destruyen su capside e
inhiben su replicacion.

Han demostrado tener un efecto letal contra parasitos de
importancia médica como la malaria.

Inhiben el desarrollo del cancer a través del reclutamiento de
células inmunes (células dendriticas), inducciéon de la necrosis o
apoptosis de las células cancerosas, inhibicion de la
angiogénesis para eliminar la nutricion tumoral y prevenir la
metastasis y la activacién de proteinas funcionales que
intervienen en la transcripcion y traduccion de genes de las

células tumorales.

AMPs naturales y sintéticos como la
nisina, cecropinas y defensinas.

El péptido AurH1 derivado de la
aureina es uno de los AFP mas

importantes.

a y P defensinas, dermaseptinas,

gramicidina D y la enfuvitida.

Catelicidina y temporinas.

Tritrpticina 'y  sus  analogos,

puroindolina A y la indolicidina.

Clasificacion basada en estructuras

Péptidos lineales a-helicoidales
Péptidos de lamina (3

Péptidos de extension lineal
combinan en

Péptidos que

estructura a-hélices y laminas f3.

su

Dependiendo sus propiedades fisicoquimicas, los AMPs
pueden presentar algunas de las actividades mencionada en la
clasificacién anterior. Recientemente se han reportado AMPs

con estructuras complejas y ciclicos.

Magainina
a-defensina-4 humana

Indolicidina

Protegrina-3
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Los modelos mas aceptados hasta ahora son el de agujero de gusano o poro
toroidal, alfombra y barril-duela (Figura 3) (Lei et al., 2019). En el modelo de agujero
de gusano o poro toroidal, los péptidos se posicionan en direccion paralela con una
membrana lipidica de doble capa, en esta orientacion la region hidrofilica se coloca
hacia la region hidrofilica de los lipidos y la fase acuosa se encuentra fuera de la
membrana mientras que la region hidrofdbica se coloca en el centro hidrofobo de la
membrana; finalmente los AMPs incrustados verticalmente dentro de la membrana
celular se agregan y cambian de conformacién provocando la desestabilizacién de
la monocapa de fosfolipidos hasta generar un agujero anular con un didmetro de
1-2 nm aproximadamente (Huan et al., 2020; Lei et al., 2019; Seyfi et al., 2020). En el
modelo de alfombra los AMPs se colocan en paralelo a la pared celular, sus extremos
hidrofilico e hidréfobo se posiciona hacia el medio acuoso y la bicapa lipidica,
respectivamente; la insercion de los AMPs a concentraciones adecuadas modifica la
tension superficial e incrementa la curvatura de la membrana provocando su
deformacién, esto eventualmente causa la desintegracion de las membranas
celulares (Lei et al., 2019; Seyfi et al., 2020). Para el tiltimo modelo de barril-duela, se
plantea la hipdtesis que los AMPs se unen a la membrana celular y se internalizan
dentro de la bicapa lipidica gracias a su extremo hidréfobo, dentro los AMPs se
agregan entre si y forman canales ionicos provocando que el contenido

citoplasmatico salga y las bacterias mueran (Huan et al., 2020; Lei et al., 2019).

1.4. Defensinas

Las defensinas son una de las familias mas grandes de AMPs producidos por
vertebrados, invertebrados, hongos y plantas. Se caracterizan por tener un motivo
altamente conservado de 6-cisteina estabilizado mediante puentes disulfuro.
De acuerdo con la alienacion de sus puentes disulfuro las defensinas se clasifican en

a, By O-defensinas (Figura 4A-C) (Semple & Dorin, 2012).
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Figura 3. Modelos de accion hipotéticos de la actividad extracelular de los AMPs.

Las a-defensinas estan codificadas por cinco genes, en el cromosoma 8p23.1
se encuentran los genes de la haD1 y haD3 (Schutte et al., 2002). Los genes de la
a-defensina entérica humana y la a-defensina de neutréfilos humanos (HNP)
constan de dos y tres exones (parte de la secuencia de genes que contienen la
informacion para producir proteinas), respectivamente, el segundo y tercer exén de
la HNP son homdlogos al segundo exon de las defensinas entéricas (Swain et al.,
2018). Por otro lado, los genes que codifican la mayoria B-defensinas humanas se
encuentran ubicados en el cromosoma 8p23-p22 y algunos otros se han identificado
en los cromosomas 20p13 y 6pl2; hasta hoy, se han identificado 28 genes que
codifican (3-defensinas humanas y 43 genes para (3-defensinas de ratén (Schutte et
al., 2002). Los genes de las (3-defensinas estan compuestos por dos exones, el primero

codifica una sefial rica en leucina y el dominio lider de la preproteina, mientras que
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el segundo exdn codifica el péptido maduro con el dominio de seis cisteinas (Meade
et al., 2014). Por ultimo, las O-defensinas se producen a partir de las a-defensinas

por medio de mutaciones aleatorias en el péptido maduro (Swain et al., 2018).

El peso de las a-defensinas oscila entre 3.5-4 kDa, en su estructura presenta
tres pares de enlaces de cisteina intramoleculares (Cys I-VI, Cys II-IV y Cys II-V).
Las B-defensinas son péptidos un poco mas grandes con un peso de 4-6 kDa y al
igual que las a-defensinas presentan tres enlaces entre cisteinas con posiciones
diferentes (Cys I-V, Cys II-IV y Cys III-VI). A pesar de su diminuto tamano, estos
AMPs tienen una estructura terciaria confusa con un nucleo de tres componentes de
una ldmina 3 antiparalela (Oppenheim et al., 2003). Por otro lado, las O-defensinas
presentan una estructura ciclica debido a la formacidn de un enlace peptidico entre
sus extremos amino y carboxilo terminal, el cual se genera por la union de dos
a-defensinas truncas, de igual forma se estabilizan por tres puentes disulfuro

(Cys I-VI, Cys II-V y Cys III-V) (Wang, 2014).

Las defensinas se encuentran distribuidas en gran parte de los tejidos,
especialmente en células epiteliales y mesenquimales de humanos adultos. Ademas
de su expresion constitutiva, también se puede inducir su expresion por sefiales
microbianas, virales, citocinas proinflamatorias y desarrollo embriologico
(Kalenik et al., 2018; Swain et al., 2018). Especificamente, la hBD2 estd compuesta
por 41 aminodcidos y al igual que las otras [3-defensinas tiene un motivo de 6-cisteina
estabilizado por tres puentes disulfuro conservados (Figura 4B) (Hoover et al., 2000).
Esta fue identificada por primera vez a partir de lesiones provocadas por psoriasis
(enfermedad inflamatoria cronica de la piel que se caracteriza por la aparicion de
lesiones rojizas escamosas) y se ha determinado que se expresa en los epitelios de la
mayoria de los drganos, incluso en el epitelio superficial del pulmon y las células

serosas de las glandulas submucosas (Bals et al., 1998; Harder et al., 1997). La h3D2
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ha demostrado tener una excelente actividad antimicrobiana contra cepas patogenas
de humanos como Actinobacillus actinomycetemcomitans, Candida albicans, Pseudomona
aeruginosa, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, entre algunas otras

(Jarva et al., 2018; Routsias et al., 2010; Schroder & Harder, 1999).

A)

~

g/

Figura 4. Modelos de cintas representativos de la clasificacion de las defensinas. A)
a-defensina-6 humana, B) hfD2 y C) theta-defensina HTD-2.

La mayoria de las investigaciones se han enfocado en evaluar la actividad
antimicrobiana de los AMPs de origen humano contra cepas patogenas
multidrogorresistentes que afectan a nuestra especie, sin embargo, su actividad no
se ha explotado para inhibir el desarrollo de microorganismos fitopatégenos que
afectan a cultivos de interés agricola como el de S. Iycopersicum. A pesar de sus
grandes propiedades, los AMPs exhiben diferentes inconvenientes como
susceptibilidad a las proteasas, su actividad se ve reducida a concentraciones altas
de sal, cambios de pH y temperatura y a concentraciones superiores a los 10 pg/mL
suelen producir efectos proinflamatorios (Gordon et al., 2005). Una alternativa que
se ha propuesto en los tultimos afios para evitar los efectos antes mencionados es la

encapsulacion de los AMPs a través de matrices organicas e inorganicas.
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1.5. Nanotecnologia

La naturaleza creo los principales componentes de la vida como los acidos
nucleicos, proteinas, azucares, lipidos y hormonas a escala nanométrica; el hombre
inspirado en la naturaleza ha disefiado y sintetizado materiales a la misma escala
con el proposito de mejorar su calidad de vida en el aspecto del bienestar material
(Weiss et al., 2006). Rychard Feynman propuso por primera vez el concepto de
nanoestructuras en 1959, posteriormente, en 1974, Nario Taguchi acufio el término
nanotecnologia y lo describié como la manipulacion de particulas submicrométricas.
En la actualidad, el prefijo “nano” en la palabra nanotecnologia se refiere a una
milmillonésima (1x10). En este contexto, la nanotecnologia se define como el
disefio, sintesis, caracterizacion y manipulacion de la materia a escala nanométrica
(1-100 nm) (Bhushan, 2017). La nanotecnologia se basa en reconocer que las
particulas con tamanos inferiores a 100 nm presentan nuevas propiedades y
comportamientos en comparacion con sus homologos en estado masivo. Al reducir
el tamafo de particula incrementa la relacidon superficie-volumen, esto provoca que
los nanomateriales manifiesten una quimica y fisica distintas, lo cual se ve reflejado
en sus propiedades mecanicas, eléctricas, dpticas, antimicrobianas, etc. (Loos, 2015).
En los dltimos afios la nanotecnologia se ha convertido en uno de los campos mas
importantes y excitantes de la investigacion cientifica, asi como de muchas

industrias incluyendo la agricultura.

Las aplicaciones de la nanotecnologia en la industria de la agricultura son
nanofertilizantes para estimular el crecimiento de los cultivos, nanobioplaguicidas
para combatir plagas y enfermedades, nanobiosensores para la deteccion de plagas,
enfermedades y diferentes tipos estrés que puedan afectar a los cultivos,

nano-remediacion de suelos contaminados y la nanoencapsulacion o nanoportacion
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para la entrega controlada de fertilizantes, herbicidas y plaguicidas

(Usman et al., 2020).

1.5.1. Nanoencapsulacion

La encapsulacion es un proceso que implica el recubrimiento de un
compuesto activo (material del nticleo) con un material encapsulante (material de la
pared) (Kaur & Kaur, 2021). Por otro lado, las nanoparticulas (NPs) son entidades
estructurales con un didmetro que oscila de 1-100 nm (Bhushan, 2017). A través de
las diferentes técnicas de encapsulacion se pueden obtener NPs en forma de
nanocapsulas y nanoesferas; las nanocapsulas son sistemas vesiculares donde el
compuesto bioactivo estd confinado a una cavidad rodeada por una membrana de
polimero tnico, mientras que las nanoesferas son sistemas de matriz donde el
compuesto de interés se encuentra disperso uniformemente (Ezhilarasi et al., 2013).
En este contexto, la nanoencapsulacion se define como una tecnologia con la cual se
tiene la posibilidad de incorporar compuestos bioactivos (farmacos, proteinas,
péptidos, nutracéuticos, antioxidantes, etc.) en matrices o sistemas vesiculares a
escala nanométrica para protegerlos de condiciones adversas y ya en su aplicacion
final el compuesto de interés sea liberado de forma controlada en sitios especificos
(Ezhilarasi et al., 2013; Kaur & Kaur, 2021). Las matrices y sistemas vesiculares se
pueden construir a partir de proteinas, polisacaridos, polimeros sintéticos y

materiales inorganicos (Jafari, 2017).

1.6. Nanoparticulas de silice mesoporosa (MSN) como nanoportadores de

proteinas y péptidos

Las biomacromoléculas (proteinas, péptidos, acidos nucleicos y glicanos)
juegan un papel crucial en los seres vivos siendo responsables del

biorreconocimiento, transduccion de sefiales y rutas de replicacion.
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Desgraciadamente, la mayoria de estas biomacromoléculas son sumamente labiles
in vivo; para poder utilizarlas se requiere modificarlas quimicamente o disefiar
vehiculos que aseguren su conservacion durante un largo periodo de tiempo
(Castillo et al., 2020). Actualmente, los principales sistemas para la entrega de
biomoléculas se basan en materiales organicos como liposomas y virus, formulados
a partir de virus inactivos, lipidos y polimeros sintéticos. Este tipo de materiales solo
son adecuados para la entrega de acidos nucleicos. Ademas, a causa de su
inestabilidad intrinseca, dificil manipulacion y baja capacidad de carga, se ven
limitadas sus aplicaciones para llevar a cabo el suministro de biomoléculas de gran
tamafio y complejidad como los péptidos y las proteinas (Braun et al., 2016;

Tu et al., 2016; Xu et al., 2019)

Como se menciond anteriormente, las proteinas y los péptidos participan en
una gran variedad de procesos vitales en los seres vivos. La actividad de estas
biomoléculas ha sido aprovechada por el sector industrial desde finales del siglo
XIX, con el propodsito de mejorar la eficiencia y rentabilidad de los procesos
existentes. Las principales industrias que involucran el uso de proteinas y péptidos
son la del papel, textiles, detergentes, bebidas, farmacéutica y de alimentos
(Huan et al., 2020; Rabert et al., 2013). Para que las proteinas y péptidos puedan ser
utilizadas como farmacos, inmunoestimuladores, factores de crecimiento,
proapoptoticos, agentes antimicrobianos, suplementos alimenticios, catalizadores,
etc. (Figura 5), deben superarse varias limitantes entre las cuales destacan su
degradacion por proteasas, desnaturalizacion por compuestos quimicos e
inactivacion por cambios de pH y temperatura; por lo cual su suministro de manera
controlada en sitios especificos sigue siendo todo un desafio (Tu et al., 2016;

Xu et al., 2019).
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El rdpido desarrollo de nanomateriales inorganicos como las MSN, puntos
cudnticos, nanomateriales a base de carbono y NPs magnéticas ha traido consigo la
generacion de nuevos sistemas para la administracion de proteinas y péptidos. Esto
solo ha sido posible gracias al tamafo y carga de las NPs, dichas propiedades les
permiten establecer interacciones muy cercanas con su objetivo al igual que realizar
interacciones no convencionales entre particulas y cargas (compuestos bioactivos)
(Castillo et al., 2020). A través de los nuevos nanoportadores las proteinas y péptidos
pueden superar deficiencias como baja solubilidad, escasa estabilidad, dificultad

para atravesar membranas celulares, falta de especificidad y toxicidad.

Recientemente la FDA clasificéd a la silice amorfa como un material GRAS
(generalmente reconocido como seguro) y dio su aprobacion para utilizar MSN en
algunos  ensayos clinicos en  humanos (Benezra et al, 2011;
Kigiiktiirkmen & Rosenholm, 2021). Las MSN (poros con tamafios de 2-50 nm) han
atraido mucha atencién en el campo de la administracién de proteinas y AMPs
debido a su biocompatibilidad, alta estabilidad, distribucion de tamano de poro
uniforme, estructura rigida, alta drea superficial, morfologia facilmente controlable,
alta capacidad de carga, facilidad de modificacion de su superficie interna y externa,
produccion rentable, alto volumen de poro, eficiente transferencia de la carga y
tamafio de poro sintonizable, (Figura 5) (Dai et al, 2011, Gu et al, 2013;
Luo et al.,, 2015; Luo et al., 2017). Con base a la combinacion de estas propiedades,
las MSN tienen un gran potencial como una plataforma no invasiva para el
suministro de las biomoléculas de interés, especialmente para terapias enzimaticas,
complejos antimicrobianos, vacunas y formacion de imagenes 3D (Cai et al., 2011;
Mody et al., 2013; Shuvaev & Muzykantov, 2014). En la Tabla 4 se pueden observar
algunos ejemplos de proteinas y péptidos que han sido encapsulados dentro de

MSN.
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Péptidos

INTRAPARTICULA (hBD2) EXTRAPARTICULA
Estabilidad mejorada Entrega dirigida/biocompatibilidad
Liberacion controlada Rigidez y alta estabilidad quimica

-
—;-.

N - -

Barrera fisica/aislamiento Multiple diametro de poro

INTRAPARTICULA . INTRAPARTICULA
Glicanos y

farmacos

Figura 5. Esquema ilustrativo de una NP de silice mesoporosa. Las leyendas en color
negro indican los principales grupos de biomoléculas que pueden administrase a
través de las MSN, en cuanto a las leyendas de color azul resaltan las caracteristicas
intra/extraparticula mas importantes de las MSN.

1.6.1. Ingenieria de las MSN para la adsorcion y liberacion de proteinas

Se han disefiado y desarrollado numerosos protocolos para la sintesis de
MSN con el objetivo de controlar el tamafio y morfologia de particula, didmetro de
poro y area de superficie; la mayoria de estos protocolos involucran el proceso
sol-gel (Wu & Lin, 2013). Este proceso es una técnica quimica humeda que envuelve
la transicion de monomeros en una solucién coloidal (sol) hasta una fase solida (gel)
mediante la evaporacion de disolventes, deshidratacion y reticulacion quimica entre
las particulas solidas o precursores disueltos (Palmero, 2021). La sintesis de MSN
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por este proceso consiste basicamente en el autoensamblaje de micelas de
ceriltrimetilamonio (CTAB) o bromuro de trimetiloctilamonio (OTAB) y oligémeros
de silicato cargados negativamente a través de interacciones electrostaticas. La
agregacion de los oligomeros de silicato en las micelas del surfactante finaliza
cuando la carga eléctrica (negativa) neta de la superficie es lo suficientemente alta
como para evitar un mayor crecimiento, resultando en la formacién de MSN con
tamano y morfologias especificas (Huang et al., 2017). El didmetro de particula, el
tamano, estructura y volumen de los poros, la funcionalizacion de la superficie, asi
como el drea de superficie, son las principales caracteristicas de las MSN que juegan
un papel crucial en la adsorcion, proteccion y liberacion de las proteinas

(Xu et al., 2019), por lo cual se profundizaran sus efectos a continuacion.

Tabla 4. Proteinas y péptidos encapsulados en MSN.

Tamafio de . . .
Actividad Referencia
poro (nm)
Proteinas
Proteina morfogenética dsea o, .
. 10-30 Regeneracion Osea (Dai et al., 2011)
humana recombinante-2
Citocromo C 4.6 Proteina modelo (Gu et al., 2013)
Baylase RP (peroxidasa) 10.9-12.3 Catélisis (Sahare et al., 2016)
a-lactoalbiimina, ovoalbiimina,
albimina de suero bovino, .
) o 5 Proteinas modelo (Tu et al., 2016)
catalasa, hemoglobina, lisozima
y citocromo ¢
Dipeptidil peptidasa-4 3.9 Hipoglucémico (Huang et al., 2017)
Proteina verde fluorescente y , .
, . 2.6-4.7 Imagenologia (Shi et al., 2019)
proteina roja fluorescente
Péptidos
Péptido formador de hueso 4.95-5.56 Regeneracion dsea (Luo et al., 2015)
LL-37 3.1-3.5 Antimicrobiano (Braun et al., 2016)
AMP KR-12 1.5-3.5 Antimicrobiano (Diosa et al., 2019)
Bactofencina A 6-6.8 Antimicrobiano (Durack et al., 2019)
Nisina A 2.8 Antimicrobiano (Flynn et al., 2019)
AMP NZX 3 Antimicrobiano (Tenland et al., 2019)
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1

Tamario de particula ajustable. El tamano de particula es uno de los parametros
mas importantes para lograr una optima adsorcion y liberacion de proteinas
y péptidos. Por ejemplo, para fines médicos se requieren particulas con
tamanos de 50-300 nm, esto facilita el transporte del compuesto de interés al
citosol de las células a través de una via endocitica y su subsiguiente
procesamiento endosdmico (Martens et al., 2014; Tu et al., 2016). Sin embargo,
dependiendo de la aplicacion final del nanosistema, dichos valores pueden
incrementarse o reducirse. En los casos donde se requiere una mayor
movilidad, las particulas de menor tamano son idoneas, mientras que los
nanosistemas con fines de almacenamiento de biomoléculas, el diametro de
las particulas debe aumentarse considerablemente (Castillo et al., 2020).

Tamaiio de poro. Generalmente las proteinas se adsorben en la superficie
externa y no en el interior de los poros de las MSN, debido principalmente al
pequefio didmetro de los poros (<3 nm) (Katiyar et al., 2005). Por lo cual, es
necesario que el didmetro de los poros de las MSN sea superior a las
dimensiones de las proteinas. Regularmente, las MSN con didmetro de poro
grande (>10 nm) tienden a adsorber mayores concentraciones de farmacos y
presentar tasas de liberacién mas rapidas en comparacién con las MSN con
didmetro de poro pequefios, lo cual puede atribuirse a un efecto de
impedimento estérico (Xu et al., 2019). Para que las biomacromoléculas
puedan adsorberse facilmente dentro las MSN, se han desarrollado dos rutas
para incrementar su didmetro de poro, la primera de ellas consiste en utilizar
tensoactivos con cadenas de carbono mas largas como plantillas, en cambio,
en la segunda se usan agentes de expansion para incrementar el tamano de
las plantillas del tensoactivo (KneZevi¢ & Durand, 2015). En el presente

trabajo optamos por la segunda ruta.
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3)

5)

Volumen de poro y superficie. Para que las MSN puedan encapsular
biomacromoléculas con alta eficiencia y mejorar su solubilidad, su volumen
de poro y darea superficial deben ser superiores a 1 cm’/g y 700 m?%g,
respectivamente (Zhou et al., 2018). Por lo regular, las MSN con alto volumen
de poro y una gran area de superficie pueden adsorber una alta concentracion
de proteinas, siempre cuando, el tamafio de los poros sea superior a las
dimensiones de las proteinas (Xu et al., 2019).

Estructura de los poros. Las MSN presentan una estructura porosa ordenada de
largo alcance sin interconexiones entre canales porosos individuales, esto
permite un excelente control al realizar cinéticas de carga y liberacion de
moléculas sencillas como los fadrmacos (Zhou et al., 2018). Sin embargo, la
variabilidad de la estructura de los poros (geometria de los poros) puede
afectar la carga y liberacion de biomacromoléculas. Algunos estudios han
demostrado que las MSN con tamafios de poro grande (>40 nm) en forma de
cilindro, son idéneas para encapsular y administrar biomacromoléculas de
gran tamano como la proteina P-galactosidasa (464 kDa) y el anticuerpo
inmunoglobulina G (150 kDa) (Meka et al., 2016; Xu et al., 2015).
Funcionalizacion de superficies. La adsorcion de biomacromoléculas en la
superficie de los canales de los poros, se realiza generalmente a través de
interacciones electrostaticas (Pang et al., 2012). Mediante la modificacion
quimica de la superficie de las MSN con grupos funcionales adecuados se
pueden favorecer interacciones especificas con proteinas; esto solo ha sido
posible gracias a la alta densidad de grupos silanol presentes en las
superficies de las MSN y la gran cantidad de silanos organicos disponibles
(Bouchoucha et al., 2014; Braun et al., 2016). Si se funcionaliza adecuadamente
la superficie, es posible realizar una fuerte interaccion de largo alcance entre

las proteinas y los canales de los poros a través del incremento de las fuerzas
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electrostaticas (Li & Wang, 2013). Como resultado de la funcionalizacion se
puede aumentar la cantidad de las biomacromoléculas cargadas en las MSN

y disminuir sus velocidades de liberacion (Xu et al., 2015, 2019).

A pesar de contar con bastante informacion acerca de la sintesis de MSN, atin
sigue siendo todo un reto obtener particulas con tamafios inferiores a 200 nm, area
de superficie alta, estructura de poro especifica, volumen de poro alto y un didmetro
de poro superior a 5 nm, caracteristicas esenciales para llevar a cabo la encapsulacion
en altas concentraciones de biomacromoléculas y disminuir su tasa de liberacion en

ensayos in vivo.
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Carituro I1. JusTiFiCcACION

El control del chancro bacteriano del tomate se basa en el uso de plaguicidas
quimicos, sin embargo, su uso indiscriminado ha propiciado la resistencia del
actinomiceto, por lo que surge la necesidad de buscar alternativas nanotecnoldgicas
para su control. Biomoléculas como los AMPs han demostrado tener propiedades
antimicrobianas, no obstante, son inestables termodinamicamente a las condiciones
medioambientales. Por otro lado, a través de la nanoencapsulacion se ha logrado
mejorar la estabilidad de compuestos biologicamente activos; en este contexto, la
adsorciéon de la hpD2 y dos mutantes recombinantes en nanoparticulas de silice
mesoporosa puede ser una alternativa para evitar su inestabilidad y de esta forma

controlar el desarrollo de Cmm.
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Carituro II1. HirOTESIS

Los AMPs hpD2, TRX-hfD2-M y hBD2-M seran mas estables
termodindmicamente a las condiciones medioambientales dentro de una matriz de
silice mesoporosa y al ser liberados tendra la capacidad de inhibir el desarrollo de la

bacteria fitopatégena Cmm.
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4.1

CarituLo IV. OBjJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la capacidad de nanoparticulas de silice mesoporosa cargadas con

hBD2 y dos mutantes recombinantes en controlar el desarrollo de Cmm mediante

pruebas in vitro.

4.2

Objetivos especificos

Expresar y purificar hBD2 y dos mutantes empleando Escherichia coli Rosetta
(DE3) como sistema de expresion.

Sintetizar y caracterizar fisicoquimicamente nanoparticulas de silice
mesoporosa, para asi evaluar su capacidad de adsorcion y liberacion de
AMPs.

Evaluar la actividad antimicrobiana de los AMPs y los complejos AMPs/MSN
contra Cmm mediante pruebas en medio sélido y liquido.

Evaluar la funcion de las MSN como agentes protectores para los AMPs

contra la actividad de la pepsina porcina.
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CarituLo V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Division de la estrategia experimental

1. Subclonacion del ORF de la hBD2 en el vector de expresion pCri-4a.

a) Obtencion de la mutante h3D2-M mediante la sustitucion de dos codones

con oligonucledtidos especificos tomando como molde el gen de la hD2.

2. Expresion y purificacion de los AMPs.

3. Sintesis y caracterizacion de las MSN.

b) Adsorcion y liberacion de los AMPs.

4. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los AMPs y los complejos

MSN/AMPs.

¢) Evaluacion de las MSN como agentes protectores para los AMPs.

ETAPA 1

pCri-4a-hpD2

pCri-4a-hD2-M

Subclonacién de los ORF
en el vector de expresién

Expresion y purificaciéon
de los AMPs

—
AMPs y MSN/AMPs VS Cmm
~ ) =
K
Pepsina VS AMPs y MSN/AMPs

ETAPA 3

Sintesis y carcaterizacion
de las MSN

Adsorcién y liberacién de
los AMPs

Figura 6. Estrategia experimental para la subclonacion, expresion y purificacion de
los AMPs, sintesis y caracterizacion de las MSN y MSN/AMPs vs. Cmm.
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5.2. Plasmidos

La secuencia de aminodcidos de la hD2 humana se obtuvo del Banco de
Datos de Proteinas (1FD3). La secuencia del gen que codifica para la h3D2 con
codones optimizados para E. coli fue clonada dentro del vector pUC57
(pUC57-hpD2) entre los sitios de restriccion Ncol y Xhol, por la empresa GenScript.
El plasmido se reconstituyd en agua Milli-Q y se transform6 en células
quimiocompetentes de E. coli Machl T1 mediante el método de choque térmico
(Anexo 1). Los vectores pUC57-hpBD2 y pCri-4a se digirieron con las enzimas Ncol y
Xhol, después los productos de restriccion se ligaron con la enzima T4 ADN ligasa
(NEB, USA) para obtener el plasmido recombinante pCri-4a-hfD2. Con la
construccion pCri-4a-hpD2 se transformaron células quimicamente competentes de
E. coliMach1 T1. El vector de expresion pCri-4a permite la expresion de una etiqueta
de 6 histidinas unida a la proteina tiorredoxina (TrxA) y contiene un sitio de escision
para la proteasa del virus de ataque quimico del tabaco (TEV), por lo tanto, la hfD2

se expreso unida a TrxA (Figura 7).

Promotor T7 +———— 189 kDg —————————————p
— 14,2 kDa =—d b 4.7 kDa =
Operador lac
Ncol Xhol
RBS | "
* I
I
6X . : hpD2
| . MTiorredoxinap 0
His
A
Sitio TEV

Figura 7. ORFs de los AMPs subclonados en el vector pCri-4a.

5.2.1. Obtencion de la mutante hfD2-M

Para mejorar la actividad intrinseca de hBD2, se llev6 a cabo una mutagénesis

dirigida, incorporando un residuo de glicina en el extremo amino terminal y un
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residuo de arginina en el extremo carboxilo terminal (pCri-4a-hpD2-M). Dichas
mutaciones se realizaron a través de la técnica de PCR, utilizando los
oligonucleotidos hpD2-MF (5'GCCATGGGGGGTATTGGCGATCCAGTTACC-3)
y hBD2-MR (5 CTCGAGCTACCGTTTTITGCAGCATTTCGTACCTGGCAA-3").
Los productos de PCR se purificaron y ligaron al plasmido pCR8/GW/TOPO
(pCR8-hBD2-M). Posteriormente, el ORF de la hPD2-M se subcloné en el vector de
expresion pCri-4a (pCri-4a-hpD2-M) como se describe en la seccion 5.1. El ADNp de
las clonas positivas de hpD2 y hBD2-M se analizaron por un ensayo de doble
restriccion con las enzimas Ncol y Xhol (NEB, USA) y se verificaron mediante

secuenciacion de ADN.

5.3. Expresion de los AMPs

E. coli Rosetta (DE3) transformado previamente con el plasmido pCri4a-hpD2
o pCri-4a-hBD2-M se sembrd en 50 mL caldo de lisogenia (LB) suplementado con
sulfato de kanamicina (50 pg/ml), cloranfenicol (20 ug/ml) y glucosa (5 g/L); el
cultivo se incubo a 37 °C por 16 h a 180 rpm. 4 L de medio Terrific Broth (peptona
12 g/L, extracto de levadura 24 g/L, K:HPO4 9.4 g/L, KH2PO: 2.2 g/L, glicerol 4 mL/L)
suplementado con los mismos antibidticos y azticar mencionados anteriormente
fueron inoculados al 1% a partir del preindculo. Los cultivos se mantuvieron bajo
temperatura (37 °C) y agitacion constante (200 rpm) hasta alcanzar una densidad
optica (D.O.c00 nm) de 0.7-0.8. La expresion de las proteinas de fusion se realizd
mediante la adicion de isopropil (3-d-galactopiranosido (IPTG) a una concentracion
final de 1 mM. Después de llevar a cabo la induccion el cultivo se incub6 a 18 °C por
16 h a 150 rpm. Las células se recolectaron por centrifugacion a 5000 x g durante

30 min a 4 °C y se almacenaron a -80 °C hasta la extraccion de las proteinas.

41



5.4. Purificacion de los AMPs

Los sedimentos celulares (aproximadamente 15 g) se resuspendieron 120 mL
de tampon A (NaH2POs 20 mM, Na:HPO: 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 20 mM,
pH 7.4) y se lisaron por sonicacion en un bano de hielo utilizando el equipo
Ultrasonic Homogenizer 750 (Cole-Parmer, USA). El proceso de sonicacion se llevo
a cabo durante 7 min a una amplitud del 40% con pulsos alternados de 10 s
encendido y 40 s apagado. El lisado celular se centrifugd a 164 391x ¢ durante 35 min
a4°C.

La purificacion de las proteinas se realiz6é por cromatografia liquida rapida
de proteina (FPLC) mediante el equipo AKTA pure (GE Healthcare, USA), para ello
se utilizo una columna de cromatografia con metal inmovilizado cargada con Ni?*
(Ni>-IMAC). El clarificado obtenido se filtr a través de una membrana con tamano
de poro de 0.22 um (Millipore, USA) y se cargo en la columna HisTrap HP de 5 mL
(GE Healthcare, USA) previamente equilibrada con tampdn A. Después de cargar la
muestra, la columna se lavé con 5 VC del mismo buffer para eliminar las proteinas
contaminantes. Por ultimo, las proteinas de interés se eluyeron a través de un
gradiente lineal (0-100%) con tampon B (NaH2POs 20 mM, Na:HPOs 20 mM, NaCl
0.5 M, imidazol 500 mM, pH 8.4) durante 15 volimenes de columna. La pureza de
las proteinas se determindé mediante la técnica de Tricina-SDS-PAGE al 10%

(Schagger, 2006).

Las fracciones eluidas que contenian la proteina de interés se sometieron a un
intercambio de tampon B por C (glutation reducido 1 mM, glutation oxidado 1 mM,
Tris-HCl 25 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4) utilizando la columna HiPrep 26/10. Las
fracciones desaladas se combinaron y se adiciond la enzima TEV en una relacion
1:1000 v/v para llevar a cabo la escision de las etiquetas de fusion, la mezcla de

reaccion se dejo incubando a 4 °C durante 16 h. Después del proceso de escision, la
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muestra se volvio a purificar mediante Ni*-IMAC manejando las condiciones
mencionadas anteriormente. Las proteinas no unidas a la columna,
correspondientes a los AMPs (fase no unida) se concentraron hasta 0.5 mL con un

concentrador centrifugo con tamafo de corte de 3 kDa (Millipore, USA).

La actividad antimicrobiana de hBD2 y hD2-M se evalu¢ tanto a pH basico
(Tris 50 mM pH 8.4) como acido (CH;COOH 10 mM pH 2.4), por lo tanto, el cambio
de buffer de los AMPs se realiz6 a través de un concentrador centrifugo con tamano
de corte de 3 kDa. Para determinar la concentracion y rendimiento de proteina total
en cada uno de los procesos de purificacion se utilizé el kit comercial Pierce™ BCA™

(ThermoFisher, USA).

5.5. Sintesis de las MSN

Las MSN se sintetizaron en base a lo reportado por Gu et al., (2013). Con el
proposito de incrementar el didmetro de poro, la metodologia original se modifico
y para ello se realizaron cuatro tratamientos diferentes (Tabla 5). El método
implementado para el tratamiento 1 se describe brevemente a continuacion: en un
matraz bola de fondo plano de 500 mL bajo condiciones de temperatura ambiente
(22-25 °C) se disolvieron 0.5 g de CTAB (agente director de estructura) y 50 mg de
F127 en 0.4 mL de DHMA (mediador del tamafio de poro), a la mezcla con agitacion
vigorosa (600 rpm) se le adicionaron 240 mL de agua desionizada y 1.75 mL de
NaOH 2 M. Después de que la solucién se clarificara, se incrementd la temperatura
hasta 80 °C. Una vez estabilizada la temperatura, se afiadio 2.5 mL de TEOS gota a
gota y el matraz se conectdé a reflujo manteniendo las mismas condiciones de
temperatura y agitacion durante 2 h. Culminado el periodo de incubacion la mezcla
de reaccion se enfrid a temperatura ambiente y las MSN se concentraron y lavaron
por centrifugacion con etanol y luego con agua dos veces, respectivamente. Para

eliminar la plantilla de surfactante, 1 g del material obtenido fue disuelto en una
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solucion de etanol acidificada con acido clorhidrico (1 mL de HCl al 37% y 100 mL
de etanol absoluto) y se someti6 a reflujo a 80 °C durante 24 h a 600 rpm. Las MSN
se concentraron y lavaron de nuevo mediante centrifugacion con metanol dos veces,

el material obtenido se sec6 a 50 °C por 16 h y se almaceno para su uso posterior.

Tabla 5. Diferentes tratamientos realizados para la sintesis de las MSN.

Reactivo Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4
(MSNS5.4) (MSN 4.8) (MSNO0.9) (MSNO0.9")
F127 50 mg 50 mg 50 mg 50 mg
DHMA 0.4 mL 0.8 mL 0.4 mL 0.8 mL
CTAB 05¢g 05¢g 05g 05¢g
H20 240 mL 240 mL 240 mL 240 mL
NaOH 1.75 mL 1.75 mL 1.75 mL 1.75 mL
TEOS 2.5mL 2.5mL 1.1875 mL 1.1875 mL

5.6. Caracterizacion de las MSN

La distribucion del tamano de particula de las NPs se determind mediante
dispersion de luz dindmica con un dispersor de luz dindmica Zetasizer Nano ZSP
(Microtrac, USA). Para conocer los posibles grupos funcionales del material en
estudio, se realizd espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)
utilizando un espectrofotémetro infrarrojo Nicolet 6700 (Thermo Electron Scientific
Instruments Corporation, USA). Se utilizd espectroscopia Raman para determinar
los diferentes modos vibracionales de las MSN, el analisis se efectud en el sistema
AFM-Raman NTEGRA SPECTRA II (NT-MDT, Rusia) utilizando un laser azul de
estado solido (455 nm). La morfologia, el tamano y la porosidad del MSN se
determinaron mediante microscopia electronica de transmisién (TEM) y barrido
(SEM). Las muestras se visualizaron en un microscopio electrénico de transmision
JEM 2010 (JEOL, USA) utilizando una aceleracion de 200 KV. Mientras que por SEM
fueron observadas en un microscopio electronico de barrido AURIGA 3916-FESEM
(CARL ZEISS, USA) usando una aceleraciéon de 2 KV a una distancia de trabajo de
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3.7 mm. Las isotermas de adsorcidn-desorcion de nitrogeno del MSN se obtuvieron
utilizando un sortémetro Minisorb II (BEL, Japdn) a 77 K. Previo al andlisis, las
muestras fueron desgasificadas a temperatura ambiente durante 24 h. Las areas de
superficie especificas se determinaron en funcion de los datos de adsorcion

utilizando el modelo Brunauer-Emmett-Teller (BET) (Ecuacion 1).

1 C-1(P
W((%O)—1_Wmc WmC(PO) 1)

donde W es el peso del gas absorbido, P/Po es la presion relativa, Wi el peso
de adsorbato como monocapa y C la constante de BET. A partir de las ramas de las
isotermas de adsorcion y el modelo Barret-Joyner-Halenda (BJH), se determinaron
las distribuciones del volumen y tamano de los poros. Finalmente, el volumen total
de poros se calculd en base a la cantidad de Nz2absorbido a una presion relativa (P/Po)

de 0.99.

5.7. Ensayo de actividad antimicrobiana y determinacion del ICso de los AMPs

Cmm fue cultivada en caldo Mueller-Hinton (MHB) a 37 °C por 16 h a 180
rpm. Empleando 0.5 mL del cultivo anterior, se inocularon 50 mL de MHB fresco. El
cultivo se mantuvo bajo las condiciones mencionadas anteriormente hasta alcanzar
una D.O.s00nm de 0.2-0.3. Se afiadieron 0.5 mL del cultivo y se inocularon 9.5 mL de
agar MHB precalentado a 37 °C el cual se homogeniz6 vigorosamente y enseguida
se vertio en una caja Petri que contenia agar MHB para formar una capa uniforme
de 2 mm. Seca la superficie, se agregaron diferentes voliumenes (5, 10 y 15 uL) de los
AMPs (50 uM) en estudio. Las placas se incubaron durante 24 h a 28 °C, luego se
midieron los halos de inhibicion formados. Se usaron CH3;COOH y Tris como
controles negativos. La concentracion de 50 uM se eligid con base a la revision

bibliografica realizada.
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Una vez verificada la actividad antimicrobiana de los AMPs por el método de
difusion en agar, se determino su ICso con base a lo reportado por Tay et al., (2011)
y Liu et al., (2013). El método implementado se describe brevemente a continuacién:
se sembré Cmm en medio liquido MHB, el cultivo se incubo a 28 °C a 200 rpm
durante 16 h, a partir de este preinoculo se inoculé medio fresco de MHB al 1% y se
mantuvo bajo las mismas condiciones hasta que alcanzara una D.O.c00nm de 0.5. Del
cultivo anterior se tomaron 200 uL y se agregaron a 40 mL de medio MHB fresco
para tener una concentracion celular de 2.5x10° unidades formadoras de colonias
por mL (UFC/mL), a este ultimo se le denomino “cultivo diluido”. En una
microplaca de 96 pozos se adicionaron 25 uL. de medio MHB (para mantener el
crecimiento celular), 150 uL del cultivo diluido (para tener una concentracion final
de 1.5x10 UFC/mL), diferentes voliumenes del péptido a evaluar para tener
concentraciones finales de 0-50 pug/mL (el stock de los AMPs fue de 200 pg/mL) y
CH;3COOH o Tris (dependiendo del pH que se evalud) para completar un volumen
final de 200 pL. La microplaca se incub6 a 28 °C a 100 rpm en el espectrofotdmetro
de microplaca MULTISKAN Sky (Thermo Scientific, USA), cada 4 h el equipo
automaticamente realizé mediciones de D.O.c0 nm hasta las 32 h. Como controles
negativo y positivo se manejaron medio MHB (sin Cmm) y el cultivo de Cmm sin el
AMP, respectivamente. Los experimentos de este ensayo se realizaron por
triplicado. El ICs se define como la concentraciéon minima de AMP que se requiere

para inhibir el 50% del crecimiento de Cmm.

5.8. Adsorcion y liberacion de los AMPs

A un microtubo con 5 mg de MSNb5.4 previamente esterilizados por luz UV
se le adicionaron 0.5 mg de AMP a evaluar y la cantidad necesaria de PBS 67 mM
pH 7.0 para completar un volumen final de 1 mL. La mezcla se mantuvo en agitacion

constante en un balancin durante 16 h a 4 °C. Las muestras se centrifugaron a
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10,000 x g durante 15 min a 4°C, al final del periodo de incubacién el sobrenadante
se retir6 cuidadosamente y se analizd por el kit Pierce™ BCA Protein para
determinar la concentracion de proteina total y de esta forma estimar de forma
indirecta el porcentaje de adsorcion de los AMPs por las MSN5.4. Como controles

se manejaron los AMPs en PBS a la misma concentracion.

En lo que respecta a la determinacion del porcentaje liberado de los AMPs, se
volvid a realizar la metodologia mencionada en el parrafo anterior. Tras eliminar el
sobrenadante y secar el pellet, se agregé6 1 mL de PBS estéril y con ayuda de un
vortex se homogenizo hasta obtener una mezcla homogénea. Los microtubos
permanecieron en agitacion y temperatura (28+2 °C) constante durante todo el
periodo de andlisis planeado (2, 6, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192 y 216 h). Entre
cada punto de muestreo, los microtubos se centrifugaron a 10,000 x ¢ por 15 min a
4°C, el pellet resultante se resuspendié en 1 mL de PBS estéril (Durack et al., 2019).
Los sobrenadantes se analizaron mediante el kit Pierce™ BCA Protein para
determinar la concentracion de proteina total que se liberd hasta ese instante de

tiempo. Para ambos ensayos, los experimentos se realizaron por triplicado.

5.9. Actividad antimicrobiana de los complejos MSN/AMPs

La actividad antimicrobiana de los complejos MSN/AMPs se evalud tanto en
medio sélido (cualitativo) como liquido (cuantitativo). Para los ensayos en medio
solido, el proceso de adsorcion se llevd a cabo como se describe en la seccion 5.7. El
pellet se resuspendiéo en 1 mL de PBS estéril. Posteriormente, se depositaron
diferentes voliumenes de la mezcla MSN/AMPs en cajas Petri con medio MHB y
Cmm (seccion 5.6). Las placas se incubaron durante 24 h a 28 °C, culminado el
periodo de incubacion se midieron los halos de inhibicién con ayuda del software
Image]. Se emplearon como controles las MSN (5 mg/mL) y los AMPs (0.5 mg/mL)

en PBS. Estos experimentos se realizaron por triplicado.
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Para evaluar la actividad antimicrobiana de los complejos MSN/AMPs en
medio liquido, primero se realiz6 el cultivo de Cmm como se describe en la seccion
5.7. De igual forma se llevo a cabo el proceso de adsorcion de los AMPs por las MSN
(seccidn 5.8), después de eliminar el sobrenadante y secar los complejos MSN/AMPs
por medio de una campana de flujo laminar se resuspendieron en 3 mL del cultivo
diluido de Cmm y se incubaron a 28 °C durante 24 h a 180 rpm. Después del periodo
de incubacion, se realizaron diluciones seriadas hasta 1x10° de la cuales se tomaron
100 pL y se sembraron cajas con medio MHB (Durack et al., 2019). Las placas se
incubaron a 28 °C durante 72 h y se contaron las colonias que crecieron, estas se
expresaron como UFC/mL. Como controles negativo y positivo se emplearon las
MSN (5 mg/mL) y los AMPs (0.5 mg/mL) en PBS, respectivamente. Los

experimentos para este ensayo se realizaron por duplicado.

5.10. Efecto de la pepsina sobre los complejos MSN/AMPs

Con la finalidad de evaluar el efecto protector de las MSN sobre los AMPs
ante la degradacion enzimatica, tanto los AMPs como los complejos MSN/AMPs se
hicieron interaccionar con la pepsina de cerdo. A continuacion, se detalla el

procedimiento realizado.

El cultivo de Cmm y el proceso de adsorcion se realizaron como se describe
en las secciones 5.8 y 5.9. Después de eliminar el sobrenadante y secar los complejos
MSN/AMPs se adicionaron 200 pL de pepsina (1 mg/mL) se incubaron a 37 °C
durante 16 h en agitacion constante. A continuacion, los microtubos se centrifugaron
a 5000 x ¢ por 10 min a 4 °C. El pellet resultante se lavé dos veces con agua
desionizada y se centrifugd a 5000 x ¢ por 10 min a 4 °C, entre cada lavado. Los
complejos MSN/AMPs se resuspendieron en 3 mL del cultivo diluido de Cmm y se
incubaron a 28 °C durante 24 h a 180 rpm. Posterior al periodo de incubacion se

realizaron diluciones seriadas hasta 1x10° de la cuales se tomaron 100 uL y se
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sembraron cajas Petri con medio MHB. Las placas se incubaron a 28 °C durante 72 h
y se contaron las colonias, estas se expresaron como UFC/mL. Como controles se
manejaron las MSN (5 mg/mL) en PBS y los AMPs (1 mg/mL) tratados con pepsina
(1 mg/mL) en una proporciéon 5:1 (péptido:enzima) (Durack et al.,, 2019). Los

experimentos para este ensayo se realizaron por duplicado.

5.11. Analisis estadistico

Los datos de las mediciones del crecimiento de los halos de inhibicion y las
UFC/mL se presentaron como la media y las barras representan la desviacion
estandar. El andlisis de los datos se realizo mediante el andlisis de varianza
unidireccional (ANOVA). Se utilizo la prueba de Tukey para calcular los valores p,

valores de p<0.0028 se consideraron estadisticamente significativos.
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CariturLo VI. ResurtaDOSs Y DIscUsSION

6.1. Construcciones de hD2 y hgD2-M

Recapitulando, se disenaron dos construcciones que codificaban para la hBD2
y la mutante hpD2-M, el ORF de ambos péptidos clonados en el vector de expresion
se puede apreciar en la Figura 8. La orientacion de los fragmentos de ADN que
codificaban para hBD2 y hpD2-M en el vector pCri-4a se evalué mediante un ensayo
de doble restriccion con las enzimas Ncol y Xhol, a través de este ensayo se pudieron
apreciar bandas 130 pb aproximadamente, las cuales corresponden con el peso
tedrico de los ORFs de los AMPs (Figura 8A). Lo anterior se corroboro mediante
secuenciacién de ADN, confirmando que no habia cambios de ADN presentes en

los ORFs de ambos AMPs (Figuras 8B y C).

Q)

Mutacion en el Mutacion en el

J extremo N terminal extremo C terminal ]

WM!MM \Mh Aﬂ. M,MMM " M,W »”, ‘,} " i’

Figura 8. Analisis molecular de las construcciones. A) gel de agarosa al 1.5% de los

r

productos del ensayo de doble restriccidn; carril 1: marcador de peso molecular,
carril 2: producto del ensayo de restriccion de la construccion pCri-4a-hpD2 y carril
3: producto del ensayo de restriccion de la construccion pCri-4a-hpD2-M,
B) electroferograma del ORF de la hpD2 y C) electroferograma del ORF de la

hBD2-M donde se sefialan las mutaciones realizadas.
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6.2. Expresion y purificacion de los AMPs

Al analizar las diferentes fases obtenidas del lisado celular mediante
Tricina-SDS-PAGE, se determiné que las proteinas de fusion TRX-hD2 vy
TRX-hBD2-M se produjeron tanto en la fase soluble como insoluble. Sin embargo,
como los cuerpos de inclusion (IBs) requieren de mas procesos de purificacion se
descarto el uso de la fase insoluble. La proteina de fusion TRX-h3D2 tenia un peso
molecular de 18 kDa el cual coincide con su peso tedrico (Tabla 6). Después de la
escision por la proteasa TEV y el andlisis de la fraccion no unida del segundo proceso
de Ni**-IMAC, se observo una banda aproximadamente a 4,5 kDa la cual se asigno
a hpD2. Sin embargo, también se observo una banda de 9 kDa. Se obtuvieron
resultados similares para TRX-hD2-M y hD2-M, los procesos de purificacion
completos para ambos péptidos se resumen en las Figuras 9A y B. Estudios previos
han informado que la hBD2 coexiste como una mezcla de péptidos agregados que
son en su mayoria dimeros y su estado de multimerizacion depende de su
concentracion (a mayor concentracién, mayor cantidad de homo-oligomeros
formados), por lo que la banda de 9 kDa se puede atribuir al dimero de h3D2
(Hoover et al., 2000; Jarva et al., 2018). El dimero h3D2 se forma por la interaccién
de las cadenas 31 de ambos mondmeros, dando como resultado la formacion de una
hoja 3 de seis cadenas, sin embargo, esta interaccion esta limitada por dos puentes
de hidrégeno entre His16 y el esqueleto de Cys15. Sin embargo, también involucra
a los grupos hidroxilo de Tyr24, este dimero es estabilizado principalmente por
fuerzas de van de Waals, con los residuos Pro5, Alal3, Ile14, Cys15, His16 y Prol7
responsables de la mayoria de estas interacciones (Hoover et al.,, 2000). Los
rendimientos de las proteinas hD2, hfD2-M y TRX-hp3D2-M fueron de 1.23, 1.38 y
11.96 mg por litro de cultivo respectivamente, con mas del 90% de pureza de acuerdo

con un analisis densitométrico.
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Tabla 6. Caracteristicas fisicoquimicas de los AMPs.

Peso tedrico Punto Dimensiones

AMP ia d inoacid
Secuencia de aminoacidos (kDa) isoeléctrico (nm)e

GAMGIGDPVTCLKSGAICHPVECP
hpD2 RRYKOQIGTCGLPGTKCCKKP 4.6 kDa 9.3 2.3x3.45%x2.45
MKHHHHHHPMSDKIIHLTDDSFD
TDVLKADGAILVDFWAEWCGPCK
MIAPILDEIADEYQGKLTVAKLNID
TRX- QNPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEV
hpD2-M  AATKVGALSKGQLKEFLDANLAGS
GSGSENLYFQGAMGGIGDPVTCLK
SGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGT
KCCKKR
GAMGGIGDPVTCLKSGAICHPVEC

hpD2- 47kD . 2.74x3.25x2.2
PD2M R RYKQIGTCGLPGTKCCKKR a 9.5 x3.25x2.28

2 Las mediciones de los AMPs se realizaron con el software Pymol.

18.9 kDa 8.1 3.97x7x3.08

6.3  Ensayos de actividad antimicrobiana contra Cmm

Se evalud la actividad antimicrobiana de los AMP contra Cmm tanto en
condiciones de pH basico como acido. Los controles negativos, CHsCOOH y Tris no
mostraron actividad antimicrobiana contra la cepa en estudio. Por otro lado, ambos
AMPs exhibieron halos de inhibicion a los pH evaluados, las zonas de inhibicion
aumentaron a medida que se increment6 el volumen de la muestra

(Figuras 10A y B).

Los AMPs que inhibieron el crecimiento de Cmm por el método de difusion
en agar (hBD2, hpD2-M y TRX-h3D2-M) también exhibieron una fuerte actividad
antimicrobiana en medio liquido; presentaron valores de ICso entre 1.5 y 20 pg/mL
(Tabla 7). La actividad antimicrobiana de la hBD2-M fue mejor en comparacion con
la de hBD2 y TRX-hf3D2-M tanto en condiciones de pH acido como basico. Con base
a la bibliografia consultada, el valor de ICs de la hBD2-M es inferior a lo que se
encuentra reportado para inhibir a Cmm usando otros AMPs

(Khazigaleeva et al., 2017; Laird et al., 2020; Yokoyama et al., 2008).
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Figura 9. Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes. A) expresion y
purificacion de la hBD2; carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: fase insoluble,
carril 3: fase soluble, carril 4: fraccidon no unida al primer paso de purificaciéon por
Ni**-IMAC, carril 5: fraccion unida al primer paso de purificacion por Ni*-IMAC,
carril 6: fraccion después de la escision por la proteasa TEV, carril 7: fraccién unida
al segundo paso de purificacion por Ni*-IMAC y carril 8: fraccién no unida al
segundo paso de purificacion por Ni*-IMAC y B) expresiéon y purificacion de la
hBD2-M; el plan de carga es el mismo que para hBD2.

La actividad antimicrobiana de los AMPs en estudio también se evalud contra
las cepas Ralstonia solanacearum y Xanthomonas campestris, sin embargo, los AMPs no
inhibieron su crecimiento mediante el método de difusién en agar (AMPs a 50 uM).
No obstante, cabe la posibilidad de que si se incrementa la concentracion de los

AMPs se pueda inhibir el crecimiento de estos microorganismos fitopatdgenos.
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A) hpD2en hpD2-M en TRX-hpD2-M
CH;COOH CH,COOH en CH;COOH

TRX-hgD2-M
en Tris

Figura 10. Evaluacién de actividad antimicrobiana de los AMPs contra Cmm
mediante el método de difusion en agar.

Tabla 7. ICso de los AMPs contra Cmm.

AMP ICso (ug/mL)
hBD2 en Tris 3.61+0.47
hD2 en CH:COOH 3.64+0.33
hD2-M en Tris 1.75+0.13
hBD2-M en CH:COOH 1.56+0.16
TRX-h3D2-M en Tris 19.99+3.55
TRX-hD2-M en CHsCOOH 6.17+0.08

6.4. Caracterizacion de las MSN

En base a los diferentes tratamientos que se realizaron (Tabla 5), se
encontraron las condiciones con las cuales es posible obtener MSN con tamarios
inferiores a 150 nm. De acuerdo con el analisis de DLS, se determind que las
particulas obtenidas tenian una amplia distribucion de tamafio con una moda de
220 nm cuando se resuspendieron en PBS (recuadro izquierdo y derecho de la Figura
11A), este resultado fue corroborado por SEM donde se apreciaron particulas de

morfologia esférica con tamafios de 80-140 nm aproximadamente (Figura 11A). Por
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TEM fue posible apreciar particulas esféricas agregadas con tamafos similares a los
obtenidos por SEM con mesoporos desordenados de tamano variable (Figura 11B).
Para determinar los grupos funcionales involucrados en la adsorcion de los AMP, el
material fue analizado por FT-IR. El espectro FT-IR obtenido (Figura 11C) presento
bandas centradas a los 3431, 1080, 960, 800 y 468 cm™ atribuidas a vibraciones de
estiramiento del grupo O-H de las moléculas de agua ligadas al hidrogeno
(H-O-H-H), vibraciones de estiramiento del enlace covalente Si-O, vibraciones de
estiramiento en el plano del enlace Si-O de los grupos silanol (Si-OH), vibraciones
de tension simétrica de los enlaces Si-O-Si y vibraciones de flexion simétricas de los
enlaces Si-O-Si de los enlaces siloxano, respectivamente (Oliveira et al.,, 2020;
Sahare et al., 2016). El espectro Raman obtenido exhibi6 picos centrados en 490 y 980
cm™ asociados con la vibracion del oxigeno en Si-O-Si y la vibracion del grupo
silanol (Si-O-H), respectivamente (Figura 11C). La amplitud relativa del tltimo pico
se atribuyd a una gran superficie especifica (Alessi et al., 2013). Es importante
recordar que estos resultados solo hacen referencia al material obtenido por el

tratamiento 1.

Mediante el andlisis de adsorcion-desorcién de N, se determind que las
MSN5.4 y MSN4.8 presentaron una isotermas tipo IV con un inminente bucle de
histéresis de tipo HI, estos patrones son caracteristicos de mesoporos en forma de
canales cilindricos delgados independientes con una amplia distribucion de tamatio
(Kachbouri et al., 2018; Z. Luo et al., 2015). El tratamiento 1 (MSN5.4) exhibi6 las
mejores caracteristicas con tamafio de poro medio, volumen de poro (Modelo BJH)
y area de superficie especifica (modelo BET) de 5.4 nm, 1.77 cm®/g y 1021.4 m?%/g,
respectivamente (Figura 11D y E). Los resultados de este andlisis para los demas

tratamientos se resumen en la Tabla 8.
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Figura 11. Caracterizacion de las MSN. A) micrografia de SEM, B) micrografia de
TEM, C) espectros de FT-IR y Raman, D) isotermas de adsorcion-desorcion de N2 y
E) distribucion de didmetro de poro (modelo BJH).
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Las modificaciones realizadas a la metodologia propuesta por Gu et al., (2013)
tuvieron un efecto significativo en el tamano de poro de las MSN ya que aumentaron
de 4.6 a 4.8 y 5.4 para las MSN4.8 y las MSN5.4, respectivamente. Por otro lado, el
aumento en la cantidad de DMHA acompafado de la disminuciéon de TEOS en la
sintesis de MSNO0.9 y MSNO0.9 'condujo a una disminucion considerable en el
didmetro de poro, volumen de poro y drea superficial, por lo tanto ambos materiales
presentaron un comportamiento caracteristico de materiales microporosos con una
isoterma de tipo I (<2 nm); esto podria atribuirse a que el TEOS en menor cantidad
se incorporara directamente al drea hidrofébica de las micelas del CTAB,
impidiendo que el DMHA cumpliera su funciéon como mediador del tamafio de
poro, ademas, el exceso de DMHA no se transfiri a las micelas de CTAB si no a las
de F127 resultando en la obtencion de materiales microporosos (Gu et al., 2013;

Luo et al., 2017).

6.5 Adsorcion y liberacion de los AMPs

Utilizando diferentes técnicas complementarias, se determind que el tamafio
y didmetro de los poros de las MSN5.4 eran de 140 y 5.4 nm, respectivamente. Por
otro lado, de acuerdo con mediciones realizadas en el software Pymol se observo que
las dimensiones de los AMPs eran inferiores a 4 nm (Figura 12), por lo tanto, los
AMPs en estudio pueden entrar facilmente en los poros de las MSN5.4. Con respecto
a la adsorcion, el 99.14, 99.08 y 99.46% de la concentracion evaluada de hBD2 y
TRX-hBD2-M y hpD2-M fueron adsorbidas en las MSN, respectivamente. Esto
significa que de los 500 mg de AMPs adicionados, mas de 495 mg se adsorbieron en
las MSN. Al analizar las MSN5.4 por FT-IR y Raman, se identificaron grupos silanol
(hidrofilo) y siloxano (ligeramente hidréfobo). El proceso de adsorcion de
biomoléculas por matrices mesoporosas como las MSN 5.4 se rige principalmente

por interacciones hidrofilicas e hidrofobicas de los grupos silanol y siloxano y las
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regiones con la misma naturaleza de las biomoléculas, sin embargo, como los grupos
silanol estdn mas expuestos, se esperaria que predominaran las interacciones

hidrofilicas (Flynn et al., 2019; Sahare et al., 2016).

Tabla 8. Propiedades de las matrices de silice mesoporosa sintetizadas.

Silicatos Diametro de poro * Volumen de poro Area de superficie BET
mesoporosos (nm) (cm?/g) (m?/g)

MSN5.4 5.4 1.77 1021.4

MSN4.8 4.8 1.02 7114

MSNO0.9 0.9 0.31 653.2

MSNO0.9 0.9 0.30 688.5

2 Calculado utilizando el modelo BJH a partir de las isotermas de desorcion.

En cuanto a los ensayos de desorcion, la hBD2-M y TRX-h3D2-M mostraron
una liberacion proteica de 5 pg/mL a las 24 h, sin embargo, la concentracion de
proteina liberada disminuyo a las 48h, esto puede deberse a proteina fisisorbida en
la superficie y no en los poros de las MSN y por lo tanto se liber6 facilmente durante
las primeras 24 h (Gu et al., 2013). hD2-M y TRX-hp3D2-M liberaron un maximo de
41 pg/mL y 20 pg/mL a las 96 y 168 h, respectivamente. Por otro lado, la desorcién
de hD2 se registré después de 120 h (2,8 pg/mL); sin embargo, después de ese
tiempo su tasa de liberacion se incrementd gradualmente, incluso sobrepaso a
TRX-hD2-M (Figura 13A). En la medida en que se controld este experimento, se
determiné que aproximadamente 55, 81 y 229 ug de hfD2, TRX-h3D2-M y hpD2-M
se liberaron de las MSN5.4, respectivamente (Figura 13B). La liberacion de AMPs a
partir de las MSN a pH neutro se lleva a cabo mediante un proceso de difusion a
través de los poros que se controla mediante interacciones electrostaticas

(Balas et al., 2006; Flynn et al., 2019).
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6.6  Bioactividad de las MSN cargadas con los AMPs contra Cimm

La evaluacion de la bioactividad de las MSN5.4 cargadas con los AMPs contra
Cmm se realiz6 en medio sdlido (cualitativo) y liquido (cuantitativo). La Figura 13C
muestra el grafico de barras correspondiente a las medidas de los halos de inhibicion
producidos por los AMPs y los complejos MSN/AMPs. En general, los tres AMPs
adsorbidos por las MSN5.4 presentaron actividad antimicrobiana, esto fue
proporcional al volumen de la muestra. Por el contrario, el control negativo
MSN/PBS no mostré inhibicion del crecimiento celular. La hBD2 sin la matriz mostré
halos de inhibicion mas grandes en comparacion con el complejo MNS/hD2, lo
anterior sugiere que el material en el medio MHB liquido presento alteraciones en
su superficie como el bloqueo de sus poros por compuestos del medio y como
consecuencia el complejo tuvo una menor actividad antimicrobiana (Ding et al.,
2015; Durack et al., 2019). Por su parte, la hBD2-M presentd un halo de inhibicion

menor al complejo MSN/h3D2-M cuando se manej6 un volumen de 15 uL.
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Figura 12. Mediciones de los AMPs con el software Pymol. A) hD2, B) hfD2-M y
C) TRX-hD2-M. Modelos obtenidos por AlphaFold2 (Jumper et al., 2021).

En cuanto a las pruebas realizadas en medio liquido, los complejos
MSN/hBD2, MSN/h3D2-M y MSN/TRX-hBD2-M inhibieron el crecimiento de Cmm

en un 96, 47 y 94%, respectivamente, (Figura 13D). Las MSN5.4 en PBS (control) no
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inhibieron el crecimiento de Cmm. Por otro lado, los AMPs sin la matriz mesoporosa
inhibieron completamente el crecimiento de Cmm, esto se debe a que se superd

considerablemente la concentracion de ICso antes determinada (Tabla 7).

6.7. Efecto de la pepsina sobre los AMPs y los complejos MSN/AMPs

La adsorcion y posterior liberacion de multiples AMPs se ha llevado a cabo
en diferentes matrices mesoporosas, en general se ha determinado que la matriz
confiere proteccion a los AMPs de multiples factores y mejora su actividad
antimicrobiana cuando se liberan (Diosa et al, 2019; Flynn et al, 2019;
Oliveira et al., 2020). Para determinar si las MSN5.4 protegian a los AMPs de la
degradacion enzimadtica, se llevd a cabo un estudio de degradacién proteolitica
utilizando la peptidasa pepsina. Los resultados de este estudio preliminar indican
que los AMPs sin la matriz mesoporosa no son tan susceptibles a la actividad
catalitica de la pepsina ya que hpD2, TRX-hpD2-M y hBD2-M inhibieron el
crecimiento de Cmm en 99.98, 99.92 y 97.57%, respectivamente (Figura 13E). Existe
la posibilidad de que si se incrementa la concentracion de la pepsina la actividad
antimicrobiana de los AMPs se vea afecta debido a su degradacion, por lo cual seria

interesante evaluar concentraciones mas altas de la peptidasa.

Por otro lado, los complejos MSN/h3D2 y MSN/hD2-M tratados con la
proteasa mostraron una mayor actividad antimicrobiana ya que inhibieron el
crecimiento de Cmm en un 100 y 99.9%, respectivamente. Sin embargo, el AMP
TRX-hBD2-M tratado con pepsina presento una mayor actividad antimicrobiana en
comparacion con el complejo MSN/TRX-h3D2-M (inhibi¢ el crecimiento de Cmm en
un 96.53%), esto podria atribuirse a que la pepsina haya realizado alguna interaccion
con el material causando la obstruccion de los poros y siendo TRX-hD2-M la
proteina mds grande tuvo un menor grado de liberacién y por lo tanto el complejo

presentd una menor actividad antimicrobiana contra Cmm (Ding et al., 2015).
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Con base a los resultados de las secciones 6.5-6.7, los complejos MSN/AMPs
podrian utilizarse como un bioplagicidas para desinfectar semillas y plantulas
jovenes, asi como para combatir a Cmm cuando estd infectando plantas de

S. lycopersicum en etapas avanzadas de desarrollo y de esta manera se podria reducir

su propagacion.
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Figura 13. Caracterizacion de los complejos MSN/AMPs. A) concentraciéon de AMP
liberados, B) liberacion acumulativa de los AMPs, C) evaluacién de la actividad
antimicrobiana por difusion en agar (**, p < 0.0028; ****, p <0.0001), D) evaluacion de
la actividad antimicrobiana en medio liquido (***, p <0.0001) y E) efecto de la pepsina
sobre los AMPs y los complejos MSN/AMPs (***, p < 0.0005; ****, p <0.0001).
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Carituro VII. CONCLUSIONES

> Con base a la metodologia planteada se sintetizaron NPs de silice mesoporosa
coloidales con un didmetro de poro sintonizable de hasta 5.4 nm (BJH) y tamafios de

particula promedio de 140 nm.

> Se lograron expresar tres péptidos antimicrobianos utilizando como sistema
de expresion E. coli Rosetta (DE3), obteniendo rendimientos de 1.38, 1.23 y 11.96 mg
por litro de cultivo de hpD2-M, hpD2 y TRX-hpD2-M, respectivamente.

> Con los dos AMPs recombinantes se inhibio el crecimiento de Cmm tanto en
medio solido como en liquido, siendo hpD2-M el AMP con mayor actividad cuando

se encuentra en una solucion acida.

> Mediante las pruebas realizadas en medio liquido, se determind que los
complejos MSN/h3D2, MSN/hD2-M y MSN/TRX-h3D2-M inhiben el crecimiento

de Cmm en un 96, 47 y 94%, respectivamente.

> Al exponer los complejos MSN/AMPs a la peptidasa pepsina estos
presentaron mejor actividad antimicrobiana contra Cmm en comparacion con los

AMPs sin la matriz mesoporosa.
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Carituro VIII. PERSPECTIVAS

> El sistema de expresion y purificacion de los AMPs se podria optimizar para
obtener mayores rendimientos y de esta forma utilizar los complejos MSN/AMPs
para combatir el chancro bacteriano del tomate en cultivos a cielo abierto e

invernadero.

> La actividad antimicrobiana de los AMPs podria aprovecharse para inhibir el
desarrollo de otras cepas fitopatogenas del género Clavibater que afectan cultivos de
interés agricola, como por ejemplo la podredumbre anular en el cultivo de papa

causado por C. michiganensis ssp sepedonicum.

> Con los complejos MSN/AMPs se podria formular un bio plaguicidas para
desinfectar semillas, plantulas y plantas maduras de S. lycopersicum infectadas con

Cmm.

> Seria interesante estudiar el efecto citotdoxico de las MSN sobre la microbiota

de S. lycopersicum a través de un andlisis metagenomico.
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ANEXOS

ANEXO 1. Transformacion de células competentes

La trasformacién de células competentes se realizé por el método de choque
térmico (Sambrook et al.,2001). Para ello, las células competentes (E. coli Mach1 T1 o
E. coli Rosetta 2(DE3)) fueron llevadas a un bano de hielo donde se esperd hasta que
se descongelaran completamente. De manera muy cuidadosa se adicionaron 1 puL
del DNAp a 100 ng/uL al microtubo y se mezcl6 golpedndolo ligeramente,
inmediatamente se llevaron a un bafio de hielo por 20 min. Culminado el periodo
de incubacion, los microtubos fueron colocados en un Thermoblock con una
temperatura de 42 °C durante 45-50 s y rdpidamente se regresaron al bafio de hielo
por 2 min. Después se agregaron 200 pL de medio SOC (triptona al 2%, extracto de
levadura al 0.5%, NaCl 10mM, KCI 2.5mM, MgCl> 10 mM, MgSO: 10 mM, glucosa
20 mM) al microtubo y se incubd a 37 °C por 90 min a 150 rpm. Al término de la
incubacion se tomaron 100 uL y con ello se sembraron cajas Petri que contenian
medio LB suplementado con el antibidtico de seleccion. Las cajas se incubaron a

37 °C durante 16 h.

Las colonias que crecieron en la superficie de la placa fueron seleccionadas
como las contenedoras del plasmido recombinante, las cuales fueron tomadas con
un palillo estéril y sembradas en 5 mL de caldo LB suplementado con el antibidtico
de resistencia. Los tubos fueron incubados a 37 °C por 8 h al50 rpm. Por ultimo, la
biomasa se concentré por centrifugacion y se extrajé su ANDp utilizando el kit

comercial ZR Plasmid Miniprep-Classic (Zymo Research, USA).
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Abstract: Solanum lycopersicum L. is affected among other pests and diseases, by the actinomycete
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmmni), causing important economic losses worldwide.
Antimicrobial peptides (AMPs) are amphipathic cationic oligopeptides with which the development
of pathogenic microorganisms has been inhibited. Therefore, in this study, we evaluate antimicrobial
activity of mesoporous silica nanoparticles (MSN5.4) loaded with human B-defensin-2 (hfD2) and
two mutants (TRX-hD2-M and hBD2-M) against Crmm. h D2, TRX-hD2-M and hD2-M presented
a half-maximum inhibitory concentration (ICsg) of 3.64, 1.56 and 6.17 ug/mL, respectively. MSNs had
average particle sizes of 140 nm (SEM) and a tunable pore diameter of 4.8 up to 5.4 nm (BJH). AMPs
were adsorbed more than 99% into MSN and a first release after 24 h was observed. The MSN loaded
with the AMPs inhibited the growth of Crmm in solid and liquid media. It was also determined that
MSNss protect AMPs from enzymatic degradation when the MSN /AMPs complexes were exposed to
a pepsin treatment. An improved AMP performance was registered when it was adsorbed in the
mesoporous matrix. The present study could expand the applications of MSNs loaded with AMPs as
a biological control and provide new tools for the management of phytopathogenic microorganisms.

Keywords: mesoporous silica nanoparticles; antimicrobial peptides; human p-defensin-2; peptide
adsorption; peptide release

1. Introduction

One of the most important crops worldwide is tomato, the fruit of S. lycopersicum
L., of which just in 2019 production exceeded 180 million tons [1]. Depending on the
growth stage and environmental conditions, this crop can be negatively affected by stress,
pests and diseases that not only cause damage to the stem and fruit, but also to the root
system of the plant [2,3]. Cmm is a Gram-positive bacterium distributed worldwide that
causes bacterial tomato canker disease, which can cause large economic losses to farmers
if not treated properly and in a timely manner [4]. The use of contaminated seeds and
asymptomatic transplants causes the propagation of the disease, detection methods are
inefficient at differentiating Cmm from non-pathogenic Clavibacter strains [5]. However,
the possibility exists to make detection methods more efficient by merging emerging and
mature technologies. For example, the detection of pathogenic microorganisms by means
of antibodies functionalized to nanomaterials [6]. The infection occurs in seeds at early
stages or young seedlings. When infection occurs in adult plants it could be asymptomatic,
eventually producing marketable fruits [4,7,8]. Depending on the climatic conditions and
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Abstract: The Receptor-Binding Domain (RBD) of the Spike (S) protein from Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has glycosylation sites which can limit the production of
reliable antigens expressed in prokaryotic platforms, due to glycan-mediated evasion of the host
immune response. However, protein regions without glycosylated residues capable of inducing
neutralizing antibodies could be useful for antigen production in systems that do not carry the
glycosylation machinery. To test this hypothesis, the potential antigens NG06 and NG19, located
within the non-glycosylated S-RBD region, were selected and expressed in Escherichia coli, purified by
FPLC and employed to determine their immunogenic potential through detection of antibodies in
serum from immunized rabbits, mice, and COVID-19 patients. IgG antibodies from sera of COVID-
19-recovered patients detected the recombinant antigens NG06 and NG19 (A450 nm = 0.80 £ 0.33;
1.13 & 0.33; and 0.11 =+ 0.08 for and negatives controls, respectively). Also, the purified antigens
were able to raise polyclonal antibodies in animal models evoking a strong immune response with
neutralizing activity in mice model. This research highlights the usefulness of antigens based on the
non-N-glycosylated region of RBD from SARS-CoV-2 for candidate vaccine development.

Keywords: SARS-CoV-2; receptor binding domain; Spike protein; vaccine; viral glycosylation;
prokaryotic expression
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Citrus are among the most prevaiing fruit crops produced worldwide. The
implementation of effective and reliable breeding programs is essential for coping
with the increasing demands of satisfactory yield and quality of the fruit as well as
to deal with the negative impact of fast-spreading diseases. Conventional methods
are time-consuming and of difficult application because of inherent factors of citrus
biology, such as their prolonged juvenile period and a complex reproductive stage,
sometimes presenting infertility, self-incompatibility, parthenocarpy, or polyembryony.
Moreover, certain desirable traits are absent from cultivated or wild citrus genotypes.
All these features are challenging for the incorporation of the desirable traits. In
this regard, genetic engineering technologies offer a series of afternative approaches
that allow overcoming the difficulties of conventional breeding programs. This review
gives a detailed overview of the currently used strategies for the development
of genetically modified citrus. We describe different aspects regarding genotype
varieties used, including elite cultivars or extensively used scions and rootstocks.
Furthermore, we discuss technical aspects of citrus genetic transformation procedures
via Agrobacterium, regular physical methods, and magnetofection. Finally, we describe
the selection of explants considering young and mature tissues, protoplast isolation,
etc. We also address current protocols and novel approaches for improving the in vitro
regeneration process, which is an important bottleneck for citrus genetic transformation.
This review also explores alternative emerging transformation strategies applied to
citrus species such as transient and tissue localized transformation. New breeding
technologies, including cisgenesis, intragenesis, and genome editing by clustered
regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR), are also discussed. Other
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