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Resumen

El uso irracional de los antibidticos, prescripciones inapropiadas, aplicacidn extensiva
en la agricultura, la falta de innovacion y obstaculos en las aprobaciones regulatorias, ha
favorecido el surgimiento de bacterias patdgenas con uno 0 mas mecanismos capaces de resistir
y sobrevivir a los tratamientos convencionales con antibidticos y, a su vez, transmitir esta
capacidad de resistir a otras bacterias, propiciando la capacidad de generar mdltiples
resistencias hacia los antibidticos. Esto ha llevado a la comunidad cientifica a desarrollar
nuevos tratamientos para combatir de manera mas eficiente a las cepas de bacterias

multirresistentes.

En el presente trabajo, se decidid utilizar oligonucle6tidos antisentido, modificados con
un extremo tiol, anclados a nanoparticulas de oro ayudarlos a llegar hacia el interior de la célula
blanco. Este sistema se pretendié utilizar para la re-sensibilizacidn de bacterias resistentes a

antibidticos.

Mediante el uso de diferentes metodologias, se sintetizaron AuNPs con una morfologia
esférica y un tamafio promedio de 19 nm. Posteriormente los ASO lograron adsorberse sobre
la superficie de las AuNPs, manteniendo una morfologia esférica y aumentando su tamafio
aparente a 21 nm. Aunado a eso, los ASO-AuNPs logran mantenerse estables en solucion a una

concentracion de 0.1 M de NaCl.

Utilizando el plasmido pSK9065, se transformd la E. coli DH5a y se obtuvo una cepa
transformada con la capacidad de resistir ampicilina. Se determiné la concentracién minima

inhibitoria de esta cepa y se obtuvo un valor de 32,768 ppm de ampicilina.

Posterior a la obtencion de los ASO-AuNPs y la concentracion minima inhibitoria de
ampicilina, se probaron diferentes combinaciones de concentraciones de ASO-AuNPs con

ampicilinay ver el efecto que poseia en el crecimiento de nuestra cepa transformada. Los ASO-

12



AUNPs, en concentraciones de 0.125 - 0.5 pM de ASO y 0.05 - 0.2 nM de AuNPs, en
combinacion con 10,000 ppm de ampicilina, no lograron inhibir el crecimiento de Escherichia
coli PSK. De acuerdo con la literatura, estos resultados pueden atribuirse a diferentes causas:
La cantidad de oligonuclettidos adsorbida sobre la superficie de la nanoparticula y la

estabilidad coloidal de las nanoparticulas.

A pesar de los resultados obtenidos, se espera poder mejorar las diferentes
metodologias utilizadas y poder conseguir una nueva arma en el combate contra la resistencia

a antibioticos.
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Capitulo 1

1. Introduccion

1.1 La crisis de salud

Desde su descubrimiento, los antibidticos han sido una de las mejores armas para
combatir las infecciones bacterianas, salvando millones de vidas en el proceso.
Lamentablemente, el uso irracional de los antibioticos, prescripciones inapropiadas, aplicacion
extensiva en la agricultura, la falta de innovacion y obstaculos en las aprobaciones regulatorias,
ha favorecido el surgimiento de bacterias patdgenas con uno 0 mas mecanismos capaces de
resistir y sobrevivir a los tratamientos convencionales con antibidticos y, a su vez, transmitir

esta capacidad de resistir a otras bacterias (Medina & Pieper, 2016; Ventola, 2015).

Con el aumento en casos de infecciones con bacterias multirresistentes a antibioticos,
el mundo se encuentra en una crisis de salud. En 2017, la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) publicé una lista de patdgenos con diferentes resistencias a antibi6ticos que son
prioritarios por su capacidad de encontrar nuevos mecanismos para resistir a mas antibiéticos

(Tabla 1) (World Health Organization [WHO], 2017).
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Tabla 1: Lista de patdgenos con resistencia antibiotica y sus caracteristicas

Prioridad Bacteria Caracteristica

Critica Acinetobacter baumannii Resistente a carbapenémicos
Pseudomonas aeruginosa Resistente a carbapenémicos
Enterobacteriaceae Resistente a carbapenémicos y

productoras de “ESBL”

Alta Enterococcus faecium Resistente a vancomicina
Staphylococcus aureus Resistente  a  meticilina vy
vancomicina
Neisseria gonorrhoeae Resistente a cefalosporinas y

fluoroquinolonas

Media Streptococcus pneumoniae No susceptible a penicilinas

Haemophilus influenzae Resistente a ampicilina

ESBL: B-lactamasas de amplio espectro

1.2. Mecanismos de resistencia
Los mecanismos de resistencia a antibidticos mas comunes son: las modificaciones
mediante enzimas al antibidtico; alteraciones en la permeabilidad de la membrana, como

transportadores de eflujo y porinas; y modificaciones en sitio de unién (figura 1) (Blair,
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Webber, Baylay, Ogbolu, & Piddock, 2015; Kapoor, Saigal, & Elongavan, 2017; Mulani,

Kamble, Kumkar, Tawre, & Pardesi, 2019).

9, (e 4
. Bombas de d . Baja captacién

eflujo

Inactivacién por
enzimas

q Alteraciones en el
0~ . 3 BI d
SO A’i
ey) I

Enzimas alternativas

@ : Modificaciones del sitio

blanco

W@ : Modificaciones en la
membrana

‘ : Inactivacion del

antibioticos

Figura 1: Clasificacion de los mecanismos de resistencia a antibidticos. Los mecanismos de resistencia
a antibidticos mas comunes son la modificacion enzimatica del antibiético, alteraciones en la
permeabilidad de la membrana, y la modificacion del sitio de unién

1.2.1. Modificacién enzimatica

Debido a que muchas bacterias producen enzimas que modifican irreversiblemente los
antibioticos, este mecanismo es uno de los mas importantes a combatir. Existen dos caminos
para inactivar antibidticos mediante enzimas: degradaciéon del farmaco y transferencia de

grupos funcionales (Reygaert, 2018; Santajit & Indrawattana, 2016).

1.2.1.1 Degradacion del antibi6tico
Uno de los ejemplos més recurrentes en la literatura sobre enzimas degradadoras de

antibidticos son las B-lactamasas. Estas enzimas tienen la capacidad de degradar el anillo -
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lactdmico mediante una hidrolisis y evitar asi que el antibiotico cumpla su funcion (Fisher &

Mobashery, 2014; Rice, 2012).

Las metalo-B-lactamasas (en especial la enzima metalo-B-lactamasa (NDM-1)) son una
sub-clasificacion de las B-lactamasas que preocupan a la comunidad cientifica, ya que tienen
la capacidad de hidrolizar a los antibiéticos carbapenémicos, siendo estos considerados
antibidticos de Gltimo recurso. Estas enzimas se caracterizan por estar presentes en bacterias
gue poseen resistencia a “todo tipo de antibidticos”, limitando las posibilidades de
supervivencia de los pacientes que lleguen a infectarse con estos microorganismos patdgenos
(Boyd, Livermore, Hooper, & Hope, 2020; Ventola, 2015; Z. Wang, Fast, Valentine, &

Benkovic, 1999).

1.2.1.2 Transferencia de grupos funcionales

Otro de los diferentes mecanismos que han encontrado los microorganismos para
inactivar antibioticos, es mediante la transferencia de grupos funcionales. Uno de los ejemplos
mas interesantes, presentes en la literatura es la llamada familia “enzimas modificadoras de
aminoglucosidos” (EMA). Las EMA se clasifican dependiendo del grupo funcional que se
transfiera sobre los diferentes aminoglucoésidos: un grupo acetil (AAC), un grupo monofosfato
de adenosina (ANT) o un grupo fosfato (APH) (figura 2)(Garneau-Tsodikova & Labby, 2016;

Ramirez & Tolmasky, 2010; Wright, 1999).
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Figura 2: Las modificaciones estructurales de aminoglucésidos causados por las EMAs. Las EMAs
se clasifican y nombran dependiendo de: 1) la estructura del aminoglucdsido y 2) la modificacion
realizada. En la imagen, los recuadros de colores representan a las EMAs. Adaptado de: Ramirez &
Tolmasky, 2010.

Dentro de la familia de las EMAs, la enzima bifuncional AAC (6’)-le/APH (2”) es
aquella que mas atencion ha recibido por parte de la comunidad cientifica ya que es capaz de
conferir resistencia a un amplio espectro de aminoglucdsidos (Goudarzi et al., 2019;
Mahdiyoun, Kazemian, Ahanjan, Houri, & Goudarzi, 2016; Rouch, Byrne, Kong, & Skurray,

1987; Schwarz, Kadlec, & Strommenger, 2008).

1.2.2 Modificacion de la membrana
Otro mecanismo que utilizan las bacterias para resistir el efecto antibacteriano de
algunos farmacos es reducir la acumulacion de farmacos en su interior a través de

modificaciones de la membrana, como alteraciones en las porinas o bombas de eflujo.
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1.2.2.1 Porinas

Las porinas son proteinas que, naturalmente, se encuentran en la membrana de muchos
microorganismos, siendo més comunes en bacterias Gram negativas. Su funcion es ser canales
que permitan la difusion pasiva de nutrientes para el microorganismo y moléculas con un rango
de tamafio especifico. Pueden ser clasificadas, dependiendo de su actividad en la regulacion
intracelular, en especificas y no especificas. Una modificacion en la estructura o la regulacion
de su expresion de las porinas puede conferir resistencia a una gran cantidad de antibioticos
(Blair et al., 2015; Choi & Lee, 2019; Impey, Hawkins, Sutton, & Soares da Costa, 2020; Lucia

& W., 2012; Santajit & Indrawattana, 2016; Vergalli et al., 2020).

En los altimos afios, diferentes aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa y
Acinetobacter baumannii han presentado una alta resistencia a la familia de los carbapenémicos
(B-lactdmicos de ultimo recurso) mediante una disminucién de la expresion de la porina OprD

(Chalhoub et al., 2016; Noori et al., 2019; Uppalapati, Sett, & Pathania, 2020).

1.2.2.2 Bombas de eflujo

Al igual que las porinas, las bombas de eflujo son otro tipo de proteinas de membrana
utilizadas para la regulacion del contenido intracelular mediante la expulsién de compuestos
toxicos para la célula, incluyendo a diferentes compuestos antimicrobianos y antibi6ticos.
(Santajit & Indrawattana, 2016). Existen seis grandes familias de bombas de eflujo: “ATP-
binding cassette” (ABC), “major facilitator superfamily” (MFS), “small multidrug resistance”
(SMR), “resistance nodulation division” (RND), “multidrug and toxic compound extrusion”
(MATE) y “proteobacterial antimicrobial compound efflux” (PACE). (Blair, Richmond, &

Piddock, 2014; Sun, Deng, & Yan, 2014).

Algunos de los patégenos prioritarios listados por la OMS, han encontrado formas de
resistir a los antibiéticos mediante bombas de eflujo, tales como: NorA, perteneciente a la
familia de las MFS en Staphylococcus aureus; el sistema de eflujo MexAB-OprM, de la familia
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RND, que se encuentra en Pseudomonas aeruginosa; y el sistema de eflujo AcrAB-TolC,
perteneciente a la familia RND, normalmente encontrado en Escherichia coli (Lamut, Peterlin
Masi¢, Kikelj, & Tomasi¢, 2019; Spengler, Kincses, Gajdacs, & Amaral, 2017). Dada su
naturaleza, estos sistemas de eflujo atraen la atencion de la comunidad cientifica ya que
contribuyen al desarrollo de multirresistencias a varias familias de antibiéticos, incluyendo:
tetraciclinas, puromicina, B-lactamicos, cloranfenicol, macrolidos, quinolonas y rifampicina
(Fayyazi, Halaji, Sadeghi, & Havaei, 2020; Hassanzadeh, ganjloo, Pourmand, Mashhadi, &
Ghazvini, 2020; Hassuna, Darwish, Sayed, & Ibrahem, 2020; Nobuhisa et al., 2000;

Schuldiner, 2018).

1.2.3 Modificacion del sitio de union

Para sobrevivir, algunas bacterias pueden desarrollar resistencia al modificar el sitio al
que se dirige el antibiotico (Munita & Arias, 2016; Reygaert, 2018). Uno de los ejemplos mas
importantes y reconocidos por la comunidad cientifica es la resistencia a la meticilina presente
en cepas de MRSA. Esta resistencia esta dada por el gen mecA, gue consiste en la sintesis de
proteinas de unidn que poseen baja afinidad a las penicilinas (PBP 2a), impidiendo la inhibicion
en la sintesis de peptidoglicanos de la pared celular provocada por la meticilina, dandole
ademas, inmunidad a un amplio espectro de la familia de antibioticos B-lactdmicos (Munita &

Avrias, 2016; Sauvage, Kerff, Terrak, Ayala, & Charlier, 2008).

De manera similar, diferentes cepas del género Enterococcus han desarrollado
mecanismos de resistencia a glicopéptidos, especialmente a vancomicina. Uno de los operones
mas reconocidos es vanA. Este operdn consta de un grupo de genes que reemplazan el residuo
D-Ala D-Ala, que posee afinidad con la vancomicina, por el residuo D-Ala D-Lac, impidiendo
la inhibicion en la sintesis del peptidoglicano provocado por este farmaco (Cetinkaya, Falk, &

Mayhall, 2000; Garcia-Solache & Rice, 2019).
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Retomando el problema planteado al principio de este capitulo, el uso inapropiado de
los antibidticos ha propiciado el surgimiento de microorganismos con la capacidad de resistir
a los tratamientos con antibidticos, estos microorganismos son conocidos como: bacterias
multirresistentes (MDR), extremadamente resistentes (XDR) y pan-resistentes (PDR), siendo
estas Ultimas las mas peligrosas porque poseen resistencia a todo tipo de antibiéticos, llevando
a los antibidticos lentamente hacia la obsolescencia. Esto ha llevado a la comunidad cientifica
al desarrollo de nuevos tratamientos para combatir de manera mas eficiente a las cepas de

bacterias multirresistentes.

1.3 Desarrollo de nuevos tratamientos

Dentro de las nuevas estrategias de tratamientos antibacterianos mas prometedoras se
encuentran los péptidos antimicrobianos, nanoparticulas organicas (micelas, liposomas) y
metalicas (Ag, Cu, Niy Zn), tratamientos combinatorios entre antibiéticos con nanotecnologias
(nanoesferas, nanocépsulas, nanoparticulas, etc.), terapia de fagos y oligonucle6tidos
antisentido (Aslam et al., 2018; Cheng, Williamson, & Zheng, 2019; Laws, Shaaban, &
Rahman, 2019; Leo6n-Buitimea, Garza-Cérdenas, Garza-Cervantes, Lerma-Escalera, &
Morones-Ramirez, 2020; Petchiappan & Chatterji, 2017; Rodrigues, McBride, Hullahalli,
Palmer, & Duerkop, 2019; Rojas-Aguirre, Aguado-Castrejon, & Gonzélez-Méndez, 2016; X.-

Y. Xue et al., 2018).

1.3.1 Oligonucleo6tidos antisentido

Los oligonucle6tidos antisentido (ASO) son acidos nucleicos cortos de cadena sencilla
(longitud entre 13-30 pares de bases) que tienen complementariedad con moléculas de ARN-
m (Hegarty & Stewart, 2018; Meng et al., 2015). En bacterias, los ASO se presentan como un
mecanismo natural para la regulacion de proteinas metabolicas y factores de virulencia (X.-Y.

Xue et al., 2018).
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El mecanismo de accidn de los ASO consiste en apareamiento especifico de bases via
Watson-Crick con un ARN-m complementario. Este apareamiento conlleva a la inhibicion de
los procesos de traduccion por el impedimento estérico con el ribosoma; ademas, induce la
degradacion de la cadena de ARN-m por ribonucleasa H, que degrada solo el ARN-m del
complejo ARN-m-ASQO (figura 3) (Chan, Lim, & Wong, 2006; Hegarty & Stewart, 2018; Z.

Liu & Corey, 2019).

a) b)

Ribosoma RibonucleasaH

) : ARN-m

BCH - Aso

Figura 3: Mecanismo de accion de los ASO. Los ASO poseen 2 mecanismos de accion en la inhibicion
de la traduccidn de proteinas: a) Impedimento estérico con el ribosoma y b) Induccidn de la degradacion
del ARN-m del complejo ARN-m-ASO.

Esta tecnologia tiene el potencial de aplicarse en tratamientos para evitar la replicacion
de virus, tratamientos contra cancer, biomarcadores, y destacando su uso en la regulacion de
genes de resistencia a antibidticos en bacterias patdgenas para re-sensibilizarlos a estos (Kapur,

2019; Meng et al., 2015; H. Wang et al., 2010; Xu, Zhang, & Zhang, 2018).

Utilizar los ASO para la regulacién de genes y re-sensibilizacion a resistencias trae
varias ventajas contra los tratamientos convencionales con antibidticos, incluyendo: 1)
facilidad de disefio, 2) sitios blanco especificos y 3) baja probabilidad de generar resistencia a
los ASO (Meng et al., 2015; X.-Y. Xue et al., 2018). A pesar del gran potencial de los ASO,
aun hay dificultades para la aplicacion practica de este sistema, siendo la internalizacion a la
celula blanco, la principal de estas (Chopra, 1999; Hegarty & Stewart, 2018; Stach & Good,

2011; X.-Y. Xue et al., 2018).
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Diferentes estrategias se han utilizado para mejorar la internalizacion intercelular de
los ASO, incluyendo la modificacidn quimica de: el esqueleto de los oligonucledtidos, el anillo
de ribosa y las bases nitrogenadas que lo componen; por otro lado, utilizar moléculas como
transportadores es una de las estrategias mas prometedoras (Delong et al., 2010; Hegarty &
Stewart, 2018; Z. Liu & Corey, 2019; Riley & Vermerris, 2017; Roberts, Langer, & Wood,

2020; Stach & Good, 2011; Valsamatzi-Panagiotou, Popova, & Penchovsky, 2020).

1.3.1.1 Transportadores de ASO

De los nanomateriales mas prometedores como transportadores de ASO, se encuentran
los nanotubos de carbono, “quantum dots”, péptidos, nanoparticulas magnéticas y metalicas,
siendo las nanoparticulas de oro (AuNPs) las que atraen el mayor interés (Delong et al., 2010;
Giljohann et al., 2010; Jamdagni, Khatri, & Rana, 2016; Loh & Lee, 2012; Riley & Vermerris,

2017; Tiwari, Vig, Dennis, & Singh, 2011a).

1.3.1.1.1 Nanoparticulas de oro

Las AuNPs atraen la atencién de la comunidad cientifica por su gran variedad de
caracteristicas fisicas y quimicas. Ventajas como, baja toxicidad y biocompatibilidad, la
facilidad en su producciéon y anclaje de moléculas a su superficie por interacciones
electrostaticas o covalentes, es lo que las hace atractivas como transporte de distintos
compuestos de interés farmacéutico (Han, Ghosh, & Rotello, 2007; Okkeh et al., 2021). Una
particularidad de las AuNPs es que poseen una bien establecida quimica de adsorcién con
compuestos alcanotiolados, especialmente los grupos tiol. Es por esto que es posible
aprovechar el enlace covalente “S-Au”, resultante de la adsorcion quimica de un compuesto
modificado con un grupo tiol, para el anclaje de moléculas sintéticas y/o bioldgicas a las AUNPs
(Hurst, Lytton-Jean, & Mirkin, 2006; H. Wang et al., 2010; Y. Xue, Li, Li, & Zhang, 2014).
De esta forma, agregando un grupo tiol a uno de los extremos de la cadena de ASO, es posible

anclarlos a las nanoparticulas de oro y ayudarlos a llegar hacia el interior de la célula blanco.
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Por todo lo anterior, en el presente trabajo se buscard re-sensibilizar a bacterias
resistentes a antibiéticos mediante oligonucleétidos antisentido anclados, mediante un grupo

tiol, a nanoparticulas de oro.
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Capitulo 2

2. Antecedentes

Desde la primera aplicacion en 1978, los ASO aun enfrentan complicaciones para su
aplicacién practica; sin embargo, hasta la fecha, muchos estudios se han publicado
demostrando la efectividad de los ASO para controlar la expresién génica. Como primer
ejemplo, se encuentra el trabajo de Good y colaboradores, quienes sintetizaron un péptido
anclado a un PNA antisentido (acido peptidonucleico) para impedir la sintesis de la proteina
Acp (proteina esencial en la biosintesis de acidos grasos), logrando inhibir el crecimiento de
Escherichia coli K-12. Ademas, determinaron que el sistema no presenta toxicidad a
concentraciones menores a 2 UM de PNA en células HeLa infectadas con E. coli K12 (Good,

Awasthi, Dryselius, Larsson, & Nielsen, 2001).

Recientemente, Zhang y colaboradores utilizaron un PNAs antisentido, anclado a
nanoestructuras tetraédricas de ADN como sistema de entrega, para la inhibicion del
crecimiento de MRSA mediante el silenciamiento génico de la proteina FtsZ, proteina esencial
para la division y viabilidad bacteriana. Este sistema logré disminuir la expresion de la proteina
FtsZ en una concentracion dependiente de la presencia de los PNAs. Ademas, estos autores
sugieren que el uso de estos sistemas podria ser la base para el desarrollo de nuevos
tratamientos contra infecciones causadas por bacterias multirresistentes (Yuxin Zhang et al.,
2018). Afios més tarde, Zhang y colaboradores lograron disminuir la produccién de biopelicula
en Streptococcus mutans. Para esto utilizaron un sistema de ASO, anclado a una estructura de
t-FNA (&cido nucleico de marco tetraédrico), dirigido a genes involucrados en la produccion

de exopolisacarido (EPS), que es un precursor en la sintesis de biopelicula. Con una
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concentraciéon de 750 nM de ASO-tFNA, estos investigadores lograron reducir
significativamente la sintesis del EPS, y por defecto la calidad de la biopelicula generada por

S. mutans (Yuxin Zhang et al., 2020).

Por otra parte, diferentes estudios se han publicado en donde se aprovechan de las
propiedades fisicoquimicas de las AuNPs para utilizarse como nanovehiculos para la entrega
de ASO. Por ejemplo, Ekin y colaboradores desarrollaron un sistema de entrega de AuNPs
funcionalizadas con el micro ARN Hsa-miR-145 (supresor tumoral que se encuentra inhibido
en ciertas células cancerigenas). La transfeccion del sistema en las lineas celulares PC3 (células
de cancer de prostata) y MCF-7 (células de cancer de mama) conlleva a un incremento en la

expresion del supresor tumoral (Ekin, Karatas, Culha, & Ozen, 2014).

De manera similar, Ghaffari y colaboradores sintetizaron un PNA antisentido anclado
a AuNPs para inhibir la replicacion del BVDV (virus de la diarrea viral bovina, el cual es
similar a Hepatitis C), en células MDBK (células de rifion de ganado). Determinaron que las
nanoparticulas de oro lograron internalizar de manera eficiente el PNA y evitar la replicacion
del BVDV en células MDBK (Ghaffari, Rezatofighi, Ardakani, & Rastegarzadeh, 2019).
Ademas, concluyen que este sistema puede ser extrapolado para el tratamiento de la Hepatitis

C debido a que esta relacionado al virus MDBK.

Mas recientemente, en nuestro grupo de investigacion, Alishah Aratboni desarroll6 un
sistema de control de silenciamiento génico mediante ASO conjugados a un nanovehiculo
conformado por cadenas de ADN sencillas (ssDNA) ancladas mediante extremos tioles a
AuUNPs. Este sistema fue aplicado en Chlamydomonas reinhardtii para estimular la
acumulacion de &cidos grasos, mediante el silenciamiento de la proteina CACT (Translocasa
de carnitina-acilcarnitina), proteina involucrada en el transporte de los acidos grasos hacia la
mitocondria, para que los &cidos grasos sean convertidos en energia para la célula. El

silenciamiento génico de la proteina CACT lleva a una acumulacién de acidos grasos dentro
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de la célula que pueden ser extraidos y usarse como precursores para biocombustibles (Alishah

Aratboni, 2020).

Finalmente, es posible encontrar en la literatura cientifica la aplicacion de los ASO
para el control de expresion de genes de resistencia, como el caso de Morse y colaboradores
quienes desarrollaron un conjunto de ASO para evitar el crecimiento de Pichia pastoris y
Pseudomonas putida, silenciando genes de resistencia a zeocina y kanamicina para su posible
tratamiento en la desinfeccidn de agua industrial y potable (Morse, Morey, & Gunsch, 2010).
Por otro lado, Wang y colaboradores sintetizaron un liposoma para encapsular y transportar
ASO para inhibir la expresion del gen oprM en Pseudomonas aeruginosa. oprM es un gen que
codifica una bomba de eflujo contra mdltiples antibidticos. Este tratamiento redujo
significativamente la MIC (Concentracion minima inhibitoria) de las cepas contra los 5
antibidticos mas comdnmente utilizados contra esta bacteria desde un rango entre 4-1024
pg/mL hasta 0.5-64 pg/mL (H. Wang et al., 2010). De manera similar, Meng y colaboradores
disefiaron un sistema de entrega de ASO mediante liposomas aniénicos dirigidos contra cepas
de Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis resistentes a meticilina. Estos ASO
estaban dirigidos al gen mecA. El tratamiento de los ASO encapsulados en el liposoma mostré
una reduccion en las MICs de distintos antibiéticos p-lactdmicos (oxacilina, flucloxacilina,
piperacilina, cefalotina, cefoxitina y cefoperazona) desde 16 — 1024 pg/mL hasta 0.13 - 64
pg/mL (Meng et al., 2015). Ademas, estos tratamientos logran aumentar el porcentaje de

supervivencia en un modelo de infeccion en ratones hasta en un 60%.

Finalmente, Beha y colaboradores, utilizan AUNPs como un vehiculo para transportar
ASO dirigidos al gen mecA en MRSA.. La administracion de este sistema en MRSA result6 en
un silenciamiento de hasta el 74 % del gen mecA. El tratamiento a MRSA, en presencia de
oxacilina, un antibiotico B-lactdmico, mostré una disminucion en el crecimiento bacteriano de

hasta 71% (Beha, Ryu, Kim, & Chung, 2021).
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Con el panorama presentado en la introduccion y antecedentes, es posible asumir que
el sistema que se pretende utilizar en este proyecto conformado por oligonucledtidos
antisentido, dirigidos a genes de resistencia, y nanoparticulas de oro, podra ser utilizado para
resensibilizar bacterias resistentes a antibioticos y, una vez que estas bacterias vuelvan a ser
sensibles, seran susceptibles a estos antibidticos. A continuacion, se presenta un esquema

general del proyecto y como funcionara el sistema propuesto (figura 4).

N B ﬁ
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£ E. coli

Figura 4: Esquema general del sistema propuesto. Agregando un extremo tiol a los ASO, estos
pueden anclarse a AuNPs y dirigirse hacia E. coli para resensibilizarla hacia antibiéticos. Finalmente,
cuando el antibidtico se ponga en contacto con E. coli tratada con el sistema propuesto, E. coli no podra
resistir al antibiético.
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Capitulo 3

3. Hipotesis y objetivos

3.1 Hipdtesis
La combinacion del oligonucledtido antisentido, dirigido al gen ampR, y
nanoparticulas de oro, dirigidos a Escherichia coli resistente, re-sensibilizaran la cepa a

ampicilina.

3.2 Objetivo general
Anclar oligonucle6tidos antisentido, dirigidos al gen ampR, a nanoparticulas de oro,
dirigirlos a Escherichia coli resistente a ampicilina y cuantificar la concentracién minima

inhibitoria de ampicilina en presencia y ausencia del tratamiento propuesto.

3.3 Objetivos especificos

1. Sintetizar y caracterizar AUNPs .
2. Disefar la secuencia de ASO dirigida al gen ampR.
3. Recubrir las AuNPs con los ASO vy caracterizarlos.

4. Transformar E. coli DH5a con el plasmido pSK9065, que contiene el gen ampR, para

generar resistencia a ampicilina

5. Determinar la concentracién minima inhibitoria de ampicilina en E. coli resistente en

presencia y ausencia del sistema ASO-AuUNPs.
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3.4 Metas

e Terminar la maestria en tiempo y forma.
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Capitulo 4

4. Materiales y metodologia

4.1 Materiales y equipos

El material y los equipos que se emplearon se encuentran disponibles en el Centro de
Investigacién en Biotecnologia y Nanotecnologia: micropipetas de volumen variable (0.1-10,
2 — 20, 10 — 100, 20 — 200 y 100 — 1000 L, Eppendorf); incubadora con agitacion (Lab.
companion); incubadora estatica (Lab companion); centrifuga de piso (Thermo Scientific)
equipada con un rotor para tubos de 1.6, 5 y 50 mL (Fiberlite); microcentrifuga (Ohaus),
microondas (Everstar), horno de secado (Shield Lab), espectrofotdmetro (Opizen PLUS,
Multiskan SkyHigh Microplate Spectrophotometer), autoclave (All american), campana de
flujo laminar (Labconco), refrigerador 4°C/Congelador -20°C (Norlake scientific), equipo de
electroforesis (miniPCR), balanza analitica (AND), y balanza granataria (Ohaus). EI material
de vidrio utilizado fue el siguiente: Matraz Erlenmeyer de vidrio 125, 250, 500 y 1000 mL

(Kimax), vaso de precipitado de 250, 500, 1000 y 2000 mL (Pyrex).

Los siguientes consumibles fueron empleados en el presente proyecto: tubos de 0.2,
0.6 y 1.6 mL (SSI), tubos para centrifuga de 15 y 50 mL (Corning), puntillas para micropipetas
de volumen variables 0.1-20 pL, 1-200 pL, 100-1000 pL (SSI) (Corning), columnas NAP™-5

Sephadex (cytiva).

Los reactivos necesarios que se utilizaron en el proyecto fueron: medios de cultivo LB

Miller(Difco), agar bacterioldgico (BD, Bioxon), secuencias de ASO, plasmidos, solucién
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salina tamponada con fosfato (PBS), agua ultrapura (18 M), fosfato dipotésico (K;HPOs),
fosfato monopotéasico (KH.PQ.), cloruro de oro (111) (AuCls), citrato de sodio, fosfato disodico
(NazHPQO,), fosfato monosddico (NaH:PO.), ditiotreitol (DDT), ampicilina. Todos los

reactivos fueron proporcionados por las empresas: Proveedores CTR, Biobasic y Addgene.

4.2 Cepas bacterianas

La cepa de Escherichia coli DH5a se obtuvo por cortesia del Laboratorio de Biologia
Sintética y Sistemas (LBSS). Para la obtencion de la cepa resistente a ampicilina de E. coli, se
utilizé E. coli DH5a y se transformé con el plasmido pSK9065 (anexo 1). Todas las pruebas
realizadas con E. coli DHSa y E. coli resitente a ampicilina se realizaron en medio LB Miller

(Difco).

4.3 Metodologia

4.3.1 Disefio de secuencias

La secuencias de ASO se disefié usando los programas: SnapGene viewer
(http://www.snapgene.com/), IDT OligoAnalyzer (http://www.idtdna.com/calc/analyzer),
NUPACK  (http://www.nupack.org/) UCSC In-Silico PCR (http://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgPcr). Todas las secuencias necesarias fueron consultadas en las bases de datos del
“genbank” del NCBI (The National Center for Biotechnology Information,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). La compafiia donde se mandaron a sintetizar el ASO,

dirigido al gen ampR, fue en Biobasic (https://www.biobasic.com/us/).

4.3.1.1 Disefio de los ASO
Se disefiaron los ASO con una metodologia similar el protocolo de Hoynes-O"Connor
y colaboradores. A manera de resumen, la metodologia consiste en la seleccién de los primeros

8 codones codificantes de la enzima, para posteriormente, verificar que los ASO tengan un
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porcentaje mayor al 85% de hibridacion con el ARN-m blanco y menor al 85% en zonas no
deseadas (Hoynes-O’Connor & Moon, 2016). Esto ultimo se realizd con la herramienta BLAST
(https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi) para verificar que los ASO no hibriden en zonas no

deseadas del ADN gendmico y plasmidico de E. coli.

4.3.1.1.1 Secuencia de ASO utilizada

El ASO fue adquirido de Biobasic (Canada) y su secuencia se muestran en la tabla 2.

Tabla 2: Oligonucle6tido antisentido y sus caracteristicas

Oligonucledtido Secuencia (5° ->3”) Tamafio | Modificacion
(bp)
ampR GACACGGAAATGTTGAATACTCAT | 24 5°SH C6,
Poly A
spacer

4.3.2 Obtencion de cepas resistentes
Se utilizo la técnica de electroporacion para la transformacion de las cepas resistentes
y la propagacion de los plasmidos. Para esto, se sigui6é la metodologia propuesta por Tu y

colaboradores con ligeras modificaciones (Tu et al., 2016).

4.3.2.1 Preparacion y transformacion de bacterias electrocompetentes

Para la preparacion de células electrocompetentes se obtuvo un cultivo “overnight”,
haciendo un indculo de 5 mL de medio LB con 20 pL E. coli DH5a a 37°C, 150 rpm durante
20 horas. A partir del cultivo “overnight”, se prepararon 5 nuevos indculos con 1.4 mL de
medio LB y 100 uL del cultivo overnight, para después ser depositados en tubos de 1.6mL (2
de los tubos se utilizaron para medir la densidad dptica a 600 nm (ODsoo) Y 2 se utilizaron como
control de viabilidad) se cultivo de nuevo a 37 °C a 900 rpm en la incubadora de piso. Después

de 2 horas de incubacion, cuando la ODeqo alcanzo el valor de 0.6, las células se centrifugaron
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a 9000 rpm a 24 °C por 2 min para después descartar el sobrenadante y re-suspender las células
en 1 mL de agua ultrapura. Este Gltimo paso, se repitié una vez mas. Posterior al segundo
lavado, las células se centrifugaron a 9000 rpm a 24 °C por 2 min para después descartar el
sobrenadante y re-suspender las células en 30 pL. de agua ultrapura y los tubos se mantuvieron
a temperatura ambiente. Después, se agregaron maximo 300 ng del plasmido pSK9065 para
obtener un volumen final de maximo 40 pL. La mezcla de células y ADN se transfirié a una
celda de electroporacion del mL con separacion de 2 mm y se electroporé a 2500 V.
Posteriormente, la cubeta se enjuagd con 1 mL de medio fresco para permitir que las células se
recuperen mediante incubacion a 37 °C durante 1hora. Finalmente, el cultivo con células

transformadas se sembré en agar LB que contenia una concentracion de ampicilina de 100 ppm.

4.3.2.2 Seleccidn de bacterias transformadas
Después del tiempo de incubacion, se seleccionaron las colonias aisladas que crecieron
en el agar con el ampicilina y se transfirieron, con una asada, a un tubo con 5 mL de medio LB

con ampicilina, para su almacenamiento y preservacion.

4.3.2.3 Extraccién de ADN plasmidico

Después de seleccionar las colonias que crecieron en el agar con antibi6tico, se llevd
a cabo una extraccion de ADN plasmidico mediante el kit de extraccion PureLink™ Quick
Plasmid Miniprep, siguiendo las indicaciones del fabricante, con el fin de corroborar la

integracion de éste.

4.3.2.4 Andlisis del ADN plasmidico por restriccion enzimatica y electroforesis

Para caracterizar el plasmido utilizado (pSK9065), se decidid realizar un andlisis
mediante restriccion enzimética utilizando la enzima BamHlI, siguiendo el protocolo descrito
por el proveedor de la enzima (Thermo Scientific). Brevemente, se agregaron 16 pL de agua

ultrapura, 2 pL buffer 10X BamHI, 1 pL de ADN plasmidico (0,5-1 pg/pL) y BamHI 0,5-2
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ML, a un tubo de 0.6 mL; para después incubar a 37°C por 1 hora. Pasado el tiempo de
incubacion, se inactivé la enzima incubando nuevamente a 80°C por 20 min(“BamHI (10

U/uL),” n.d.).

Los plasmidos y sus fragmentos fueron analizados mediante electroforesis en el equipo
de miniPCR. Se analizaron empleando un gel de agarosa al 0.7% utilizando buffer TAE 1X
para correr la electroforesis, usando una mezcla de 1.5 uL de jugo azul, 1.5 pL de GelRed y 3-
5 uL de cada muestra, para ser observado en el quipo donde, sometido a luz ultravioleta, se

espera observar la banda correspondiente al plasmido incorporado.

4.3.3 Sintesis de AuNPs

Para la sintesis de AuUNPs se siguié una metodologia similar a la reportada por Ghaffari
y colaboradores. Brevemente, 10 mL de una solucién de cloruro de oro (111) (AuCls) al 0.01%
se lleva a punto de ebullicién para, posteriormente, agregar 100 pL de citrato de sodio 10%.
La solucion cambia de amarillo péalido a un color violeta-rojizo después de 15 min;
posteriormente, se deja enfriar a temperatura ambiente y se almacena a 4°C para su uso futuro.

(Ghaffari et al., 2019).

4.3.4 Anclaje de ASO a las AuNPs

Los ASO fueron anclados a las AuNPs mediante una modificacién alcanotiol en el

extremo 5’ del ASO.

4.3.4.1 Reduccion y purificacion de los ASO

Previo a el anclaje a las AuNPs, se debe reducir el enlace disulfuro, para mantener la
forma de tiol activa, presente en la estructura del ASO (figura 5). Para esto, se siguié una
metodologia similar a la de Hurst y colaboradores con ligeras modificaciones. Brevemente, en
un tubo de 0.5 mL se mezclan 52 pL de agua ultrapura, 10 puL de una solucion de ASO (100

pM), 20 pL de DTT (0.5M), 18 pL de PBS (1 M, pH 8). La mezcla resultante se dejo incubar
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a temperatura ambiente por 1 h. Pasado el tiempo de reaccion, se utiliz una columna NAPTM-
5 para purificar los ASO. Una vez obtenida la solucion de ASO purificada, se almacend a -20

¢ OTT
OH-{CHaje-5-5-{CHaje (5 )-CATACATATTTCATTTTCARCTATATTCAT —} HS-(CHaJo{5')-CATACATATTTCATTTTCAACTATATTCAT
NAPS

Column

(Hurst et al., 2006).

Figura 5: Reduccion del enlace disulfuro para activar los ASO. Una vez que se lleve a cabo la
reduccion del enlace disulfuro, el ASO con el grupo tiol quedaran activos.

4.3.4.2 Conjugacion de los ASO a las AuNPs mediante envejecimiento con sal

Para conjugar ASO a la superficie de las AuUNP, se siguié una metodologia similar a la
de Husrst y colaboradores con ligeras modificaciones. La metodologia consistié en agregar en
un tubo de 15 mL: 60 pL de ASO (concentracion final de 2.15 uM), 7000 uL de AuNP
(concentracion final 2.15 nM). La mezcla resultante se dejo incubar por 16 h a temperatura
ambiente. Pasado el tiempo de incubacién se agregaron, por goteo, PBS hasta una
concentracion de 10 mM (pH 7.4) y NaCl hasta una concentracion 50 mM. La mezcla resultante
se dejo incubar por 1 hora. Pasado el tiempo de incubacion, se increment6 la concentracion de
sal hasta 100 mM e incub6 por 24 h (Hurst et al., 2006). Finalmente se almacenaron las mezclas

resultantes a 4 °C para su uso futuro (figura 6).
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f % \ NaCl, PBS pH 7.4
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. : AuNPs : Grupo tiol
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Figura 6: Anclaje de los ASO a las AuNPs. Al mezclar las soluciones de ASO y AuNPs, los ASO se
quimisorben sobre las AUNPs mediante la formacion de un enlace “S-Au”. Este enlace esta formado por
el azufre del grupo tiol en el ASO y los atomos de oro en la superficie de la AUNP.

4.3.5 Purificacion y caracterizacion de las AUNPs y ASO-AuNPs

Para el proceso de purificacion de AuNPs, se opt6 por seguir una metodologia similar
a la de Balasubramanian y colaboradores. Brevemente, 1mL de la solucion recién sintetizada
de AuNPs se transfiri6 a un tubo de 1.6 mL para después pasar por varios ciclos de
centrifugacion. En el primer ciclo, se centrifugd a 7000g por 20 min, pasado ese tiempo un
pellet aceitoso de color rojizo de forma, que pasara a llamarse P1, se separa del sobrenadante
(S1) y se re-suspende nuevamente en agua ultrapura. S1 se transfiere a un nuevo tubo de 1.6
mL y se centrifuga nuevamente en las mismas condiciones, a partir de ahi se obtendra un nuevo
pellet (P1a) y se descarta el sobrenadante. P1lay P1, se combinaran y comenzara un nuevo ciclo
de centrifugacion (Balasubramanian et al., 2010). Para el conjugado ASO-AuNPs, se purifica
mediante centrifugacion a 14,000 g por 20 min. El sobrenadante se separa y se analiza para

cuantificar la cantidad de ASO remanente.

Se utilizaron las técnicas de espectroscopia UV-vis y microscopia electronica de
transmision (TEM) para determinar el tamafio y morfologia de las AuNPs. A su vez, la

conjugacion de los ASO sobre las AuNPs, la morfologia y el tamafio del ASO-AuUNPs se
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caracteriz6 mediante espectroscopia UV-vis y microscopia electronica de transmision (TEM).

(Verma, Singh, & Chavan, 2014).

4.3.6 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

La concentracion minima inhibitoria (MICs) de ampicilina fue determinada de acuerdo
con la metodologia de dilucién en microplaca reportada por la NCCLS. Para la solucion de
ampicilina se utilizo agua destilada como vehiculo en un rango de concentracion de 100 —
34,000 ppm. Para la obtencion del inoculo se realizo un cultivo “overnight” (20 h de cultivo a
37°Cy 150 rpm) para las cepas de E. coli DH5a y PSK , posteriormente se realizd una dilucion
1:250 en medio fresco y se incubd nuevamente hasta alcanzar una ODggo de 0.2 £ 0.02. El ajuste
se realizé con medio LB fresco para obtener un rango de concentracion de 107-108 células/mL.
A partir de este ajuste, se prepard una dilucion 1:100 y se agregaron 100 L a cada uno de los
pozos para alcanzar una concentracion final de 10° células/mL. Después de agregar las células,
se adiciono al pozo diferentes cantidades de ampicilina y se aforo el volumen con medio LB
hasta completar 200 pL. Las microplacas se incubaron por 24 h a 37°C y 150 rpm. Posterior a
la incubacion se leyd la ODggo en un lector de microplacas a 600 nm (Garza-Cervantes et al.,
2017). La MIC de ampicilina para las cepas de E coli DH5a y PSK serd aquel valor de
concentracién del antibiético en donde se vea suspendido o no sea apreciable el crecimiento de

la bacteria en contraste al crecimiento sin antibidtico.

4.3.7 Ensayo de Combinatorias

Este ensayo se utilizé para determinar si el tratamiento de ampicilina, ASO-AuNPs y
sus combinaciones tienen algun efecto en el crecimiento de la cepa E. coli PSK. Para esta
metodologia se opté por seguir el protocolo de Meng y colaboradores con ligeras
modificaciones. Para la obtencion del indculo se realizé un cultivo “overnight” (20 h de cultivo
a 37°C y 150 rpm) para E. coli PSK, posteriormente se realizé una dilucion 1:250 en medio

fresco y se incubd nuevamente hasta alcanzar una ODeqo de 0.2 + 0.02. El ajuste se realizé con
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medio LB fresco para obtener un rango de concentracion de 107 - 108 células/mL. A partir de
este ajuste, se prepar6 una dilucién 1:20 y se agregaron 20 pL a cada uno de los pozos para
alcanzar una concentracion final de ~10° células/mL, para posteriormente ser mezclados con
diferentes concentraciones de ampicilina (10,000 ppm — 34,000 ppm), ASO-AuNPs (0.05 nM
— 0.2 nM) y sus combinaciones a una placa de 96 pocillos. Finalmente, se incubaron a 37 °C
con una agitacion de 150 rpm. El crecimiento de la bacteria fue monitoreado midiendo la ODsgoo
en el lector de microplaca en distintos tiempos (Meng et al., 2015). ). La mejor combinacion
entre ampicilina y ASO-AuNPs para las cepa de E coli PSK sera aquella en la que, con las
menores concentraciones posibles de ampicilina y ASO- AuNPs, se observe un crecimiento

menor a los tratamientos individuales y al crecimiento maximo de la bacteria
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Capitulo 5

5. Resultados

5.1 Caracterizacion de AuNPs y ASO-AuNPs

5.1.1 Espectro de absorbancia UV-Visible de AuNPs

Siguiendo el procedimiento descrito en la metodologia, se llevd a cabo la reaccion de
sintesis de AuUNPs y se obtuvo la solucién mostrada en la figura 7 a). La solucién obtenida fue
de un color violeta rojizo, lo que es una de las caracteristicas de las AuNPs. Posterior a la
sintesis, se procedié a correr un espectro de absorbancia en el rango de UV-visible, que se
muestra en la figura 7 b). De acuerdo con los datos obtenidos del espectro UV-vis, la solucion

posee una absorbancia maxima cerca de los 523 nm.
a) b)
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——AuNPs
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Figura 7 Solucion de AuNPs y espectro de absorbancia UV-vis. a) Solucion obtenida posterior a la
sintesis de AuNPs. b) Espectro de absorbancia UV-vis de la solucién de AuNPs. De acuerdo con la
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literatura, el color rojizo de la solucién a), posterior a la reaccion, es indicador de la presencia de
nanoparticulas de oro. En la gréafica del espectro de absorbancia, se observa un pico cerca de los 520 nm,
indicador de la presencia de AuNPs.

5.1.2 Caracterizacion por TEM de AuNPs

Pasando a la siguiente metodologia de caracterizacién, se obtuvieron imagenes TEM
de las nanoparticulas de oro (figura 8 a), b) y c) ). A partir de las imagenes, se observo que la
morfologia de las nanoparticulas es esférica; ademas, se realizé un gréafico sobre distribucion
de tamafio de las AuNPs (figura 8 d) y se obtuvo que el tamafio promedio de las nanoparticulas

es19.14 + 2.56 nm.
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Figura 8: Micrografias TEM de AuNPs y curva de distribucién del tamafio de AuUNPs. Micrografias
de las AuNPs previamente sintetizadas a escala de: a) y b) 20 nm, y ¢) 0.5 um.; d) histograma de la
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distribucion de tamafio de AuNPs. A partir de las iméagenes 8a y 8b, se puede apreciar la morfologia
esférica de las nanoparticulas.

5.1.3 Espectro de absorbancia UV-Visible de AUNPs y ASO-AuNPs

Siguiendo el procedimiento descrito en la metodologia, la mezcla resultante de los

ASO y las AuNPs (ASO-AuUNPs, figura 9 a) y b)) se caracterizd6 mediante un espectro de

absorbancia en el rango de UV-visible (figura 9 d)). A comparacion de las AuNPs, se observa

una disminucion en la absorbancia maxima cuando se forma el conjugado ASO-AuUNPs.

d)
0.25 Agua ultrapura
— AuNPs
0.20
ASO-AuNPs (10 mM
PBS. 0.1 M NaCl)
£ 015 —— AuNPs (10 mM PBS,
g 0.05 M NacCl)
f
z 0.10

0.05 M

300 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 9 Soluciones de AuNPs, ASO-AuNPs y espectro de absorbancia UV-vis. a) Solucion de AuNPs
sin tratamiento salino, b) Solucién de ASO-AuNPs con tratamiento salino, c) Solucién de AuNPs con el
tratamiento salino y d) Espectro de absorbancia UV-vis de las diferentes soluciones. Después de someter
la solucién de AuNPs (figura 9 a) al tratamiento salino en presencia de los ASO (figura 9b), se observa un
cambio en la coloracion y una disminucién en la intensidad de la sefial en el espectro UV vis, indicador
de que la conjugacion ha sucedido. Contrario a lo que sucede en la figura 9b), si la solucién de AuNPs se
somete al tratamiento salino sin los ASO, la solucion pierde su color, se forma un precipitado y la sefial
en el espectro UV-vis disminuye drasticamente, indicando que esta solucién ya no es viable para usarse.

5.1.4 Caracterizacion por TEM de ASO-AuNPs
Se obtuvieron imagenes TEM del sistema ASO-AuNPs (figura 10 a), b) y c)). A partir

de las iméagenes, se observd que la morfologia de las ASO-AuNPs se mantiene esférica y

aparece un halo alrededor de las nanoparticulas, lo que indica la presencia de los ASO y su
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respectiva conjugacion sobre la superficie de las AuNPs; ademas, se realizé un grafico sobre
distribucién de tamafo de los ASO-AuNPs (figura 10 d) y se obtuvo que el tamafio promedio

de las nanoparticulas aument6 a 21 + 8.24 nm.
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Figura 10: Micrografias TEM de ASO-AuNPs y curva de distribucion del tamafio de ASO-AuUNPs.
Micrografias de los ASO-AuNPs previamente conjugados a escala de: a) y b) 20 nm, y c¢) 0.5 pm. d)
histograma de la distribucion de tamafio de ASO-AuNPs. A partir de las imagenes 10a y 10b se puede
apreciar la morfologia esférica de las nanoparticulas y la aparicion de un halo tenue alrededor de las
nanoparticulas, indicando la presencia de los ASO.
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5.2 Propagacion del plasmido pSK9065
Se procedio a transformar el plasmido pSK9065 (Anexo 1) en E. coli DH5a. Una vez
transformado, se procedi6 a incubar en placas de agar LB, con ampicilina a 100 ppm, para la

obtencion de colonias transformadas (figura 11) y, posteriormente, extraer el plasmido

pSK9065 y caracterizarlo.

Figura 11: Colonias de E. coli DH5a en agar LB. Placas de agar LB con colinas de E. coli DH5a. 1) E.
coli DH5a, 2) E. coli DH5a + ampicilina 100 ppm, 3) y 4) E. coli DH5a + ampicilina 100 ppm + pSK9065.
En las figuras 3 y 4 se pueden observar varias colonas de E. coli en presencia de ampicilina, indicando
que la bacteria se transform¢ exitosamente.
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5.3 Caracterizacion del plasmido pSK9065
Una vez que se obtuvieron suficientes copias del plasmido, se procedid a hacer una
restriccion enzimatica y obtener los fragmentos de pSK9065 (tabla 3) para, posteriormente, ser

analizados mediante electroforesis en un gel de agarosa (figura 12).

Tabla 3: Longitud de fragmentos de corte por BamHI

Nucleétido de inicio — Nucle6tido | Longitud (bp) Enzima
Final

710 - 6811 6102 BamHI
6812 - 709 773 BamHI

5000 bp

3000 bp
2000 bp

1500 bp

1000 bp
750 bp

500 bp

250 bp

100 bp

Figura 12: Electroforesis en gel de agarosa para el plasmido pSK9065 en E. coli DH5a. Gel de
electroforesis de la extraccion del plasmido pSK9065 en E. coli DH5a y los fragmentos obtenidos por la
restriccion enzimatica. Carriles: MP. - Marcador de peso molecular, 1.- E. coli DH5a, 2.- E. coli DH5a +
pSK9065, 3.- Fragmentos de pSK9065 después de la restriccion enzimatica 4.- Fragmentos de pSK9065
después de la restriccion enzimatica
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5.3 Ensayos antimicrobianos

5.3.1 Determinacion de la MIC de ampicilina en E. coli DH5a y PSK

Una vez que se obtuvieron las cepas de E. coli resistente (E. coli PSK), se procedi6 a
determinar la MIC de ampicilina en E. coli DH5a (figura 13) y PSK (figura 14),
obteniendo valores de concentracion de 16 ppm y 32,768 ppm de ampicilina,

respectivamente.

MIC E. coli DH5a

4
0.35
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Figura 13: Gréfico de concentracion minima inhibitoria de ampicilina E. coli DH5a. Se observa que
el crecimiento de E. coli DH5a se estanca cuando se expone a una concentracion de 16 ppm de ampicilina,
con este dato podemos asumir que la MIC de ampicilina para esta cepa es de 16 ppm

CC: Control de crecimiento.

46



MIC E. coli PSK
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Figura 14: Gréfico de concentracion minima inhibitoria de ampicilina en E. coli PSK. No se observa
crecimiento de E. coli PSK cuando se expone a una concentracion de 32,768 ppm de ampicilina. Con este
dato podemos asumir que la MIC de ampicilina para esta cepa es de aproximadamente 32,768 ppm

CC: Control de crecimiento.

*MIC: Concentracion minima inhibitoria
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5.3.2 Combinatoria entre Ampicilina y ASO-AuUNPs

Una vez que se obtuvo la MIC de ampicilina en E. coli PSK, se procedieron a probar
distintas concentraciones de ASO-AuNPs (0.05 - 0.2 nM) y observar el efecto en la
concentracién necesaria para inhibir el crecimiento de la cepa resistente, obteniendo la figura

15.

Combinatoria Ampicilina y ASO-AuNPs

El  Control de crecimiento
MIC ampicilina

Hl Sin ampicilina

El  10.000 ppm ampicilina
0.20
| I I I
0.00 - I

0 0 0.1 0.2 0 0.05 0.1 0.2

Concentracién ASO-AuNPs (nM)

ODG600

o

Figura 15: Combinatoria entre diferentes concentraciones de ampicilina y ASO-AuNPs en E. coli
PSK. De este grafico se puede observar que: 1) el conjugado ASO-AuUNPs no presenta ningun tipo de
actividad antimicrobiana en la cepa E. coli PSK 'y 2) Los ASO-AuNPs, combinados con una concentracion
sub-inhibitoria de ampicilina, no presenta efecto a comparacidon de la concentracion del antibiético por si
solo

*MIC: Concentracion minima inhibitoria

*Amp: Ampicilina
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Capitulo 6

6. Discusion y conclusiones

6.1 Discusiones

Como ya se habia mencionado con anterioridad, el surgimiento de bacterias patégenas
con multiples resistencias ha puesto al mundo en una crisis de salud, esto ha llevado a la
comunidad cientifica a la blusqueda de nuevos tratamientos para combatir de manera mas
eficiente a estos microorganismos. En el presente proyecto se propuso el uso de
oligonucledtidos antisentido anclados a nanoparticulas de oro como un agente para re-

sensibilizar a cepas de E. coli resistente.

Para lograr los objetivos propuestos en el presente trabajo, primeramente, se realizaron
experimentos para obtener nanoparticulas de oro. Como se observé en la figura 7 a), la solucion
obtenida fue de un color violeta rojizo. De acuerdo con diferentes autores, como Doremus y
colaboradores, muestran que, pasado el tiempo de reaccion entre AuCls y citrato de sodio, los
tonos de color violetas y rojizos indican la presencia de nanoparticulas de oro esféricas con un
tamafio superior a los 20 nm (Doremus, 1964). De manera similar, Tyagi y colaboradores
reportan que, a diferentes pH y relaciones molares entre AuCls y citrato de sodio, al finalizar
la reaccion de sintesis, se observan cambios de tono, pasando de amarillo palido a rojos o
violetas, dependiendo de las condiciones utilizadas (Tyagi, Kushwaha, Kumar, & Aslam,
2016). Con lo anteriormente mencionado, podemos asumir que las soluciones obtenidas

contienen nanoparticulas de oro, siendo el tamafio la siguiente incognita.
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Una de las formas de poder caracterizar el tamafio y morfologia de las hanoparticulas
de oro, es observar el valor maximo obtenido de un espectro de absorbancia en el rango de UV-
visible (Haiss, Thanh, Aveyard, & Fernig, 2007; Pissuwan, Cortie, Valenzuela, & Cortie,
2010). El valor maximo obtenido del espectro de absorbancia es una de las caracteristicas mas
interesantes de las nanoparticulas, también conocido como resonancia del plasmén de
superficie localizado (LSPR). Un plasmon es una oscilacidn colectiva con cierta frecuencia de
los electrones libres presentes en la superficie de los metales. Dado que el tamafio de las
nanoparticulas es mucho menor gue la longitud de onda incidente, ocurre un acoplamiento
entre la luz y las oscilaciones de los electrones libres presentes en la nanoparticula, y a ciertas
longitudes de onda se obtiene una fuerte banda de absorbancia que es caracteristica para el
material, morfologia, tamafio de nanoparticulas. Esta banda de absorbancia, en nanoparticulas
metélicas, esta localizada en la region del espectro UV-Vis y puede observarse como un pico
en este mismo (Amendola, Pilot, Frasconi, Maragd, & lati, 2017). En los experimentos
presentados se encontrd que el LSPR en aproximadamente 524 nm de longitud de onda,
confirmando asi la presencia de las AuNPs. De acuerdo con Nath y colaboradores, el pico de
absorbancia de 524 nm es caracteristico de nanoparticulas de oro esféricas con un didmetro de
25 nm (Nath & Chilkoti, 2004). Por otro lado, Haiss y colaboradores, reportan una lista con
diferentes tamafios de nanoparticulas de oro esféricas asociadas a un valor de LSPR. En esta
lista, se encuentra reportado que, para un LSPR localizado a 524 nm, las AuNPs poseen un
didametro de 18 nm (Haiss et al., 2007). Con lo anterior, podemos asumir que el diametro real
de nuestras nanoparticulas, se encuentra entre 18 y 25 nm; sin embargo, tanto el tamafio real y
la morfologia de las AuNPs debe ser confirmado por microscopia electronica de transmision
(TEM). La figura 8 nos presenta la morfologia y el tamafio promedio de las nanoparticulas de

oro. De acuerdo con lo obtenido, nuestras nanoparticulas presentan una morfologia esférica y
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un tamafio promedio de 19.14 +2.56 nm. Este resultado concuerda con la literatura citada

anteriormente y los resultados obtenidos con los espectros de absorbancia UV-vis.

Continuando con los objetivos del presente proyecto, de acuerdo con la literatura, el
anclaje de los oligonucleétidos antisentido a las nanoparticulas de oro fue monitoreado
mediante espectroscopia UV-visible. Observando la figura 9 a), es posible notar que, después
del tratamiento con los oligonucle6tidos, el color de la solucion pasa de un tono violeta rojizo
a morado. Aunado a lo anterior, en los resultados mostrados en la figura 9 b) se aprecia como
laintensidad del pico de absorbancia del espectro UV-Vis, disminuye. Esto Gltimo era esperado
ya que autores como Alishah, reportan el cambio en el color de la solucién de AuNPs y una
disminucién en la intensidad del pico de absorbancia del espectro UV-Vis cuando los
oligonucleédtidos son anclados a las AuNPs (Alishah Aratboni, 2020). De manera similar
Storhoff y colaboradores, reportan que, después de anclar oligonucle6tidos modificados con
grupo tiol, se puede observar una disminucion en la intensidad del pico de absorbancia de la

solucion de AuNPs (Storhoff, Elghanian, Mucic, Mirkin, & Letsinger, 1998).

Otro resultado interesante de analizar es la concentracion de NaCl presente en nuestra
solucion. De acuerdo con la literatura, para lograr la mayor adsorcion de los oligonucleétidos
en la superficie de las AUNPSs, es necesario agregar NaCl; sin embargo, el agregar esta sal, trae
problemas a la estabilidad de la solucion de AuNPs. por lo que es necesario utilizar el método
de “salt agging” para lograr la funcionalizacion de las AuNPs con los ASO y que mantengan
su estabilidad hasta una concentracién de 0.3 M NaCl (B. Liu & Liu, 2017). De acuerdo con
nuestros resultados, al alcanzar 0.05 M de NaCl, la solucion de las AuNPs comienza a
aglomerarse y precipitar; sin embargo, el conjugado de ASO y AuNPs mantiene su estabilidad
hasta 0.1 M de NaCl. Este altimo resultado se le atribuye a la propiedad estabilizante del ASO.
La estabilidad coloidal las AuNPs depende de su agente estabilizante, que en nuestro caso es

el ion citrato remanente de la reaccion de sintesis de las nanoparticulas. El ion citrato estabiliza
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ala AuNPs, pero es facilmente desplazado por otros agentes estabilizantes (Javed et al., 2020).
El grupo tiol presente en el ASO tiene una fuerte afinidad por la AuNPs, por lo que ASO
desplaza al ion citrato presente en la superficie de la AuNP y funciona como agente
estabilizante (Giljohann et al., 2010). Sin embargo, nuestro resultado sobre estabilidad del
conjugado ASO-AUNPs es contrario a lo que se presenta en la literatura. De acuerdo con Mirkin
y colaboradores, atn en concentraciones muy altas de NaCl (hasta 0.3 M), la estabilidad de los
conjugados entre oligonucledtidos y AuNPs se mantenia aun después de 3 meses (Mirkin,
Letsinger, Mucic, & Storhoff, 1996). De manera similar, Li y colaboradores, quienes
establecieron un sistema de unién de AuNPs con oligonucleétidos modificados con un grupo
tiol, concluyeron que la unién del oligonucleétido incrementé la estabilidad de las
nanoparticulas (Li, Jin, Mirkin, & Letsinger, 2002). Nuestro resultado, que difiere de la
literatura, puede deberse a errores en la metodologia llevada a cabo, como el periodo de
incubacion previo o posterior a agregar el NaCl (16 h y 1.5 h, respectivamente); o la velocidad
a la que se agrega el NaCl. De acuerdo con Gill y colaboradores, los periodos de incubacién
previos y posteriores a la adicion de NaCl, son de aproximadamente 16 y 8 h,
respectivamente(Gill et al., 2008). Por otro lado, Hurst y colaboradores utilizan un periodo de
incubacion en la adicion de NaCl de 20 min entre cada incremento(Hurst et al., 2006). A pesar
de que solo se alcanza una concentracion de 0.1 M de NaCl, ain es posible utilizar estos
conjugados ya que, como se discutira mas adelante, la adsorcion se llevé a cabo. Continuando
con la caracterizacién de las ASO-AuNPs, se tomaron imagenes con TEM para poder observar
la morfologia y el didmetro de los conjugados. De la figura 10 a) y b), es posible observar que
se mantiene la morfologia esférica, pero aumenta el didmetro promedio a 21 + 8.24 nm. Un
detalle interesante que se puede observar en las imagenes TEM cercanas es que, comparado
con las AuNPs solas, en los ASO-AuNPs aparece un halo alrededor de las nanoparticulas,
indicando que los oligonucledtidos han sido adsorbidos sobre la superficie de las AUNPs. De

manera similar a nuestros resultados, Gill y colaboradores, realizan conjugados de
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oligonucledtidos con nanoparticulas de oro y, en las micrografias con TEM, es posible observar
un halo alrededor de las AuNPs posterior a la conjugacion (Gill et al., 2008). Con la
informacidn recopilada por la literatura y la evidencia presentada, es posible concluir que fue

posible conjugar los ASO y las AUNPs.

Continuando con los experimentos realizados en el presente proyecto, el siguiente paso
fue la propagacién y caracterizacién del plasmido pSK9065. Este plasmido posee la
caracteristica de conferir resistencia a ampicilina, de tal manera que, aquellas cepas de E. coli
DH5a que lograran transformarse en el proceso de electroporacion, lograrian crecer en un
ambiente donde se encuentre el antibiético anteriormente mencionado. En la figura 11 se tienen
diferentes placas de agar LB donde se cultivaron las cepas de E. coli DH5a con y sin el
plasmido. Las placas de agar LB 1) y 2) corresponden a E. coli DH5a sin pSK9065, la
diferencia entre estas 2 placas es que la 2) posee ampicilina, por lo tanto E. coli DH5a no
desarrolla colonias; por otro lado, las placas de agar LB 3) y 4) contienen E. coli DH5a con

pSK9065 y ampicilina, por lo tanto, era de esperarse que se obtuviera crecimiento.

A partir de la placa 3) y 4) se seleccionaron colonias para extraer el plasmido pSK9065
y hacer una restriccion enzimatica. Haciendo un analisis in silico se esperaban observar 2
fragmentos de pSK9065 (un fragmento de 6102 y otro de 773), después de la restriccion
enzimatica con BamHlI, lo cual fue confirmado mediante el gel de agarosa presentado en la
figura 12. Una vez que se tuvo caracterizado el plasmido pSK9065 y se confirmo su presencia
en las colonias de E. coli DH5a, se procedié a determinar la MIC de ampicilina en esta cepa

transformada.

De acuerdo con la literatura, Escherichia coli no resistente posee una MIC a ampicilina
entre 8 — 32 ppm (Brinas, Zarazaga, Saenz, Ruiz-Larrea, & Torres, 2002; de Boer, Heuer,
Hussein, & McDougall, 2015; Garza-Cervantes, 2016; Salmon & Watts, 2000). En la figura 13

se compara el crecimiento de E. coli DH5a sin y con diferentes concentraciones de antibiotico.
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De acuerdo con lo que se observa nuestro grafico, la concentracion minima necesaria de
ampicilina en donde el crecimiento de E. coli DH5a se ve limitado es de 16 ppm, entrando en

el rango reportado en la literatura.

Pasando a los resultados de la MIC en Escherichia coli resistente, la literatura nos
indica que una cepa que se considera resistente a ampicilina, de esta bacteria, posee una MIC
> 32 ppm (Briias et al., 2002; Lamp & Vickers, 1998; Olesen, Hasman, & Maller Aarestrup,
2004). Siguiendo con los resultados obtenidos, de la figura 14, nos indica que la concentracion
minima necesaria de ampicilina para inhibir el crecimiento de nuestra cepa transformada de E.
coli PSK es de 32,768 ppm. Una vez obtenidos este dato, se utilizaron menores concentraciones
de ampicilina, en combinacién con nuestro sistema, para analizar si es posible re-sensibilizar

nuestra cepa resistente.

Avanzando con la metodologia propuesta, se probaron diferentes combinaciones de
concentracién de los ASO-AuNPs (0.05 - 0.2 nM), con ampicilina (10,000 ppm), para
determinar si este rango de concentraciones logra resensibilizar a E. coli PSK a ampicilina.
Analizando la figura 15, se observa que las concentraciones probadas del sistema ASO-AuUNPs,
no presentan ninguna actividad antimicrobiana. Esto era de esperarse debido a 2 grandes
razones: 1) Los ASO no estan dirigidos a ningun gen esencial para el desarrollo de nuestra
cepa, por lo que no pueden inhibir su crecimiento silenciando genes; y 2) Las AuNPSs no poseen,
por si solas, actividad antibacteriana (Bagga et al., 2017; Payne et al., 2016; Shamaila et al.,
2016; Tiwari, Vig, Dennis, & Singh, 2011b; Ying Zhang, Shareena Dasari, Deng, & Yu, 2015).
Continuando con los resultados de la figura 15, se puede observar que los ASO-AUNPSs, en
combinacion con la ampicilina no logran inhibir el crecimiento de la cepa resistente. Este
altimo resultado puede atribuirse a diferentes causas: La cantidad de oligonucledtidos

adsorbida sobre la superficie de la nanoparticula y la estabilidad coloidal de las nanoparticulas.
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Diferentes autores prueban diferentes concentraciones de ASO para la inhibicion de
las resistencias a antibidticos. Como primer ejemplo, Wang y colaboradores sintetizaron un
liposoma para encapsular y transportar ASO para inhibir la expresién del gen oprM en
Pseudomonas aeruginosa. oprM es un gen que codifica una bomba de eflujo contra multiples
antibidticos. De acuerdo con estos autores, utilizando un rango entre 3 - 100 pg/mL de ASO
encapsulados, se logra reducir la MIC de las cepas contra los 5 antibiéticos (Piperacilina,
Ciprofloxacina, Levofloxacina, Cefoperazona, Imipenem, Amikacina) mas comunes utilizados
contra esta bacteria desde entre 4-1024 pg/mL hasta 0.5-64 pg/mL. (H. Wang et al., 2010). De
manera similar, Meng y colaboradores disefiaron un sistema de entrega de ASO mediante
liposomas dirigidos contra cepas de Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis
resistentes a meticilina. Estos ASO estaban dirigidos y optimizados para atacar zonas
vulnerables del gen mecA. Utilizando concentraciones de 0.7 - 18 uM de ASO encapsulados
en el liposoma, se mostrd una reduccion en las MICs de distintos antibidticos p-lactdmicos
(oxacilina, flucloxacilina, piperacilina, cefalotina, cefoxitina y cefoperazona) desde 16 — 1024
pg/mL hasta 0.13 - 64 ug/mL (Meng et al., 2015). Mientras que, en nuestra metodologia, solo
se utilizaron concentraciones de ASO entre 0.125- 0.5 uM. Con esto en mente, ain hay un
amplio rango de concentraciones que pueden ser probadas para lograr el efecto de re-

sensibilizacion de E. coli resistente a nuestro antibiético.

Uno de los puntos mas importantes al analizar las nanoparticulas es su estabilidad como
coloides. Como se menciono anteriormente, la cantidad de NaCl afecta la estabilidad de las
nanoparticulas, de tal forma que, habiendo un ligero desbalance, las AuNPs se agregan y
precipitan. En nuestros resultados, se logré mantener la estabilidad hasta una concentracion de
0.1 M de NaCl en la solucion de ASO-AuNPs. Un detalle interesante a considerar es que el
medio de cultivo posee una concentracion de NaCl de 0.1 M, por lo que se esperaba que no

hubiera problemas. A pesar de que la concentracion en el medio de cultivo es idéntica a la que
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son estables nuestros conjugados, el caldo LB es un medio complejo que posee mas
componentes que pueden promover, o facilitar, la agregacion y precipitacion de los ASO-
AuNPs. De acuerdo con la literatura, factores como: los iones, la presencia de macromoléculas
(proteinas, lipidos, etc.); complican la interaccion de las NP con el entorno del medio de cultivo
(Moore et al., 2015). Considerando entonces que, en conjunto, la concentracion de NaCl a la
gue se estabilizan los conjugados y los componentes del medio LB, es posible asumir que estos
factores causen la inestabilidad de los ASO-AuNPs, causando que no puedan llevar a cabo su

funcion.
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que:

Capitulo 7

7. Conclusiones

Con los resultados y las discusiones presentadas, del presente trabajo podemos concluir

Se lograron sintetizar nanoparticulas de oro con morfologia esférica y un
tamafio promedio de 19 £+ 2.56 nm.

Los oligonucle6tidos antisentido, modificados con un extremo tiol, se pudieron
anclar a las nanoparticulas de oro.

La adsorcion de los ASO a las AuNPs se pudo seguir mediante espectroscopia
UV-vis y se confirm6 mediante imagenes de TEM

Se transformo Escherichia coli DH5a con el plasmido pSK9065, dando lugar
a la cepa resistente Escherichia coli PSK.

La MIC de ampicilina en la cepa Escherichia coli DH5a es de 16 ppm

La MIC de ampicilina en la cepa Escherichia coli PSK es de 32,768 ppm

Los ASO-AuUNPs son estables en solucion con una concentracion de 0.1 M de
NaCl

Los ASO-AuNPs, en concentraciones de 0.125 - 0.5 pM de ASO y 0.05 - 0.2
nM de AuNPs no lograron inhibir el crecimiento de Escherichia coli PSK en

presencia de ampicilina.
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Teniendo en cuenta estas conclusiones, en un futuro, se espera mejorar el
procedimiento de conjugacién de los ASO en las AuNPs para gue se mantengan estables a
mayores concentraciones de NaCl; ademas, se espera que al aumentar la cantidad de ASO para

tratar las cepas resistentes, sea posible lograr inhibir la resistencia a antibioticos.

Auln queda mucho trabajo experimental por realizar, pero, con este panorama en mente,
se desea que este sistema pueda ser utilizado como un arma mas en el combate contra los

patdgenos resistentes a antibidticos.
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Capitulo 7

8. Anexos

Anexo 1: Plasmidos utilizados

(6811) BamHI

pSK9065
6875 bp

Plasmido pSK9065
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