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1  Resumen 

La plasticidad genómica identificada en Escherichia coli ha permitido el desarrollo de seis 

patotipos bacterianos asociados a diarrea, con mecanismos de patogénesis diversificados; 

para los cuales la terapia antibiótica es un tema controversial. Debido a esto en el presente 

trabajo se diseñó una terapia génica basada en oligonucleótidos antisentido (dirigidos al gen 

recA) acarreados por la nanoestructura de ZIF-8; con el objetivo de controlar factores de 

virulencia inherentes a este patógeno. Para esto se expusieron las cepas de E. coli: K-12, 

enterohemorrágica, enteroagregativa y enterotoxigénica a 32, 64 y 128 nM/mL de ZIF-

8/ASO/ARNm-recA por 3, 6 y 24 h para determinar la viabilidad bacteriana por cuenta en 

placa; la motilidad tipo swarming en agar suave; la producción de biopelículas mediante el 

uso de cristal violeta y la expresión del gen recA y otros genes relacionados a la producción 

de toxinas. Las concentraciones más efectivas se detectaron después de pre-exponer los 

cultivos a 64 y 128 nM/mL del compuesto por 24 h. En la mayoría de las cepas en estudio se 

inhibió la expresión del gen recA (de 0.029 a 0.92 veces; p <0.05); además, redujeron el 

crecimiento (x̄ = 5.26±1.0 UFC Log10/mL; control x̄ = 8.4±0.2 UFC Log10/mL; p < 0.05), 

la motilidad tipo swarming (x̄ = 1.6±1.1; control x̄ = 4.0±0.3; p < 0.05) y la producción de 

biopelículas (x̄ = 0.72±0.16 veces; control normalizado a 1; p < 0.05), esta última con 

excepción de EAEC que promovió este factor de virulencia hasta 1.78 veces. 

Adicionalmente, se identificó que 128 nM/mL de ZIF-8/ASO/ARNm-recA durante 24 h, 

inhibió la expresión de los genes relacionados a la producción de toxinas como stx2 (0.01 

veces); lt (0.02 veces), y pic (0.04 veces), (p <0.05). Los resultados obtenidos demuestran 

que el silenciamiento del gen recA mediante ZIF-8/ASO/ARNm-recA reduce la expresión de 

algunos factores de virulencia en al menos tres patotipos de E. coli. El trabajo muestra 

resultados prometedores para una potencial terapia de genes dirigida a recA para el control 

de patógenos relevantes en la industria de alimentos y la salud pública. 
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Abstract 

The genomic plasticity identified in Escherichia coli has facilitated the development of six 

bacterial pathotypes linked to diarrhea, each exhibiting distinct pathogenesis mechanisms. 

Consequently, antibiotic therapy for these pathotypes remains a subject of ongoing debate. 

In this study, a gene therapy utilizing antisense oligonucleotides (targeting the recA gene) 

delivered via the ZIF-8 nanostructure was designed to effectively control certain virulence 

factors associated with this pathogen. E. coli strains: K-12, enterohemorrhagic, 

enteroaggregative and enterotoxigenic were pre-exposed to 16, 32, 64 and 128 nM/mL of 

ZIF-8/ASO/mRNA-recA for 3, 6 and 24 h to determine bacterial viability by plate counting; 

assess swarming motility on soft agar; quantify biofilm production using crystal violet; and 

measure the expression of the recA gene and other toxin-related genes. The most effective 

concentrations were detected after pre-exposing cultures to 64 and 128 nM/mL of ZIF-

8/ASO/mRNA-recA for 24 h. The results showed that in most of strains studied, the 

expression of the recA gene was inhibited (0.029- to 0.92-fold; p <0.05); also a reduction 

was observed in: growth (x̄ = 5.26±1.0 CFU Log10/mL; control x̄ = 8.4±0.2 CFU Log10/mL; 

p < 0.05), swarming motility (x̄ = 1.6±1.1; control x̄ = 4.0±0.3; p < 0.05) and biofilm 

production (x̄ = 0.72±0.16-fold; control normalized to 1; p < 0.05). The only exception was 

with  the enteroaggregative E. coli, which promoted biofilm production up to 1.78-fold. The 

addition of 128 nM/mL ZIF-8/ASO/mRNA-recA for 24h inhibited the expression of toxin- 

related genes: stx2 (0.01 times); lt (0.02-fold), and pic (0.04-fold), (p <0.05). This study 

demonstrated the relevance of silencing the recA gene by ZIF-8/ASO/mRNA-recA in E. coli 

pathotypes. These promising results indicate a significant efficacy of our genic compound to 

control pathogens relevant to the food industry and public health. 
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2  Introducción 

La dispersión en el ambiente de genes de virulencia y resistencia a antibióticos entre 

las bacterias patógenas, comensales y ambientales, se prevé que impactará negativamente en 

las opciones profilácticas y terapéuticas para humanos y animales durante los siguientes 50 

años (Larsson et al., 2022). Por esta razón, necesitaremos alternativas urgentes para controlar 

o disminuir a estos microorganismos. 

En específico, Escherichia coli durante su proceso de cohabitar con diferentes 

especies, ha evolucionado convirtiéndose algunas de sus cepas en patógenos con alta 

plasticidad genómica, causando daño en la salud de sus hospederos. Actualmente se conocen 

seis patotipos de E. coli enteropatógena (afecta el intestino) con factores de virulencia y perfil 

de resistencia a antimicrobianos diferentes entre ellos. Esto provoca manifestaciones clínicas 

y respuestas adaptativas muy variadas entre patotipos como agentes causales. 

La diversa producción de toxinas que se han identificado en estas cepas, así como la 

capacidad de movilidad, adhesión a células epiteliales, producción de biopelículas y 

adquisición de genes de resistencia han sido elementos de interés científico durante décadas. 

Estas características confirieren a las E. coli diarreogénicas mayor persistencia, incluso en 

ambientes poco favorables (Farfán et al., 2016; García & Fox, 2021). Sin embargo, esos 

mecanismos de patogénesis e índices de resistencia a antimicrobianos tan diferentes entre 

patotipos, dificultan el desarrollo de blancos farmacológicos que controlen a todos de manera 

simultánea (Croxen et al., 2013). 

En ese sentido, la proteína RecA ha sido reconocida como un blanco farmacológico 

al utilizar la herramienta Eco-Evo (Ecología-Evolución, Baquero et al., 2011) para el control 

profiláctico de la dispersión de genes de resistencia a antibióticos. Algunos autores refieren 

que RecA juega un papel determinante en la expresión de la virulencia de bacterias patógenas 

(Pavlopoulou, 2018), debido a su participación en la reparación de ADN, donde interviene 

de modo directo en las rutas metabólicas relacionadas a la respuesta SOS bacteriana, no 

reportándose moléculas que puedan inhibir a RecA en el citoplasma bacteriano (Petrova et 

al., 2009). 

En ese sentido, a diferencia de los antibióticos tradicionales que tienen mecanismos 

de acción dirigidos a un proceso celular específico, los ASO (del inglés, antisense 

oligonucleotides) pueden tener como blanco cualquier ARNm mediante la complementación 
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de secuencias, ampliando la selección disponible de posibles objetivos terapéuticos. En 

teoría, esto permitiría no sólo matar las bacterias objetivo, sino también modificar sus 

funciones de virulencia, incluida la mitigación de la producción de toxinas y la interrupción 

de vías metabólicas, al tiempo que minimiza las alteraciones ecológicas intestinales del 

hospedero (Tarn et al., 2021). 

Aunque se ha demostrado la efectividad del uso de ASO para la inhibición del ARNm 

de interés en células eucariotas (Roy et al., 2023), su aplicación para células procariotas está 

limitado. Los principales obstáculos han sido la restricción del paso de ASO a través de la 

membrana citoplasmática, así como su fácil degradación. Para dar solución a esto, estudios 

recientes proponen el uso de nanopartículas de zeolita (ZIF-8) biomineralizada y encapsulada 

con enzimas como acarreadores de moléculas (Zhang et al., 2023); así como la incorporación 

de fosforotioato en algunos enlaces del ASO para mejorar su estabilidad, ampliando así los 

fines terapéuticos. 

La experiencia de nuestro laboratorio en el estudio de moléculas como blancos para 

el control de la virulencia de patógenos dilucidando posibles mecanismos de acción (García- 

Heredia et al., 2016; Ortiz et al., 2021), nos lleva a proponer el uso de nanopartículas de ZIF-

8 combinado con ASO usando como blanco farmacológico el ARNm de la proteína RecA, 

para el control de la virulencia de tres patotipos de E. coli enteropatógenas. En general, la 

presente propuesta nos permitirá forjar las bases para el desarrollo futuro de principios 

activos basados en nanopartículas de ZIF-8 / ASO que ayuden en el control de la virulencia 

de estas bacterias. 
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3  Antecedentes 

3.1.-Clasificación y patogenicidad de las E. coli enteropatógenas. 

Escherichia coli es una bacteria que forma parte del microbioma intestinal en 

animales y humanos facilitando su transmisión por vía fecal/oral, así como eventos de 

recombinación genética. Aunque la mayoría de las cepas son comensales, por ende, no 

patógenas, algunas pueden causar severas infecciones. Cuando estas cepas causan daño al 

intestino se conocen como enteropatógenas o diarreogénicas y se clasifican en los patotipos 

de E. coli enteropatogénico (EPEC), enteroinvasivo (EIEC), enterotoxigénico (ETEC), de 

adherencia difusa (DAEC), enteroagregativo (EAEC) y enterohemorrágico (EHEC). 

Los factores de virulencia que provocan manifestaciones clínicas y respuestas 

adaptativas en estas cepas presentan una gran diversidad (Farfán et al., 2016; García & Fox, 

2021). Teniendo en cuenta el alcance del trabajo consideramos de interés describir los 

mecanismos de patogenicidad de los patotipos EHEC, ETEC y EAEC. 

3.1.1.- E. coli enterohemorrágica (EHEC). 

EHEC se caracteriza por producir toxinas Shiga (Stx, clasificadas en Stx1 y Stx2) y 

habitar en el tracto gastrointestinal del ganado bovino, siendo su principal reservorio. Este 

patógeno zoonótico de gran importancia en la salud pública y veterinaria, causa dolor 

abdominal, diarrea sanguinolenta y fiebre en humanos, y en algunos casos puede provocar 

severas consecuencias como SUH (Síndrome Urémico Hemolítico; Nguyen & Sperandio, 

2012). 

El mecanismo de patogenicidad de EHEC inicia con la adhesión. Enseguida el 

sistema de secreción tipo III (del inglés, T3SS) de la bacteria ingresa la proteína Tir a la 

célula eucariota para que funcione como receptor de intimina. Esta última, ubicada en la 

membrana externa bacteriana al unirse a Tir permite la fijación inicial a los enterocitos, lo 

que produce lesiones A/E (del inglés, attaching and effacing), que implica extenso daño a las 

microvellosidades reduciendo la absorción de nutrientes (Fitzhenry et al., 2002). Los factores 

que participan en la formación de la lesión se codifican en la isla de patogenicidad LEE (del 

inglés, Locus of enterocyte effacement). 

Este patotipo además produce las toxinas Stx1 y/o Stx2 que son inmunológicamente 

diferentes y en la que Stx2 es más asociada a los casos de SUH (Friedrich et al., 2002). Ambas 

toxinas están compuestas por una subunidad A que tiene dos fragmentos, A1 con actividad 



15 

                                                                                                                        

 

enzimática y A2 que se une a la subunidad B. Este último es el pentámero encargado de la 

unión al receptor Globotriaosilceramida 3 (Gb3) de la célula hospedera. Existen otros 

factores como EspP que estimulan la reorganización de actina en ausencia de receptores, 

permitiendo la entrada de Stx al enterocito por medio de macropinocitosis para atravesar la 

célula y alcanzar la circulación sanguínea. Una vez distribuida por el organismo Sxt 

encuentra el receptor Gb3, entra a las células y se dirige al complejo de Golgi, donde se 

separan las subunidades A y B. La subunidad A se dirige al ribosoma para bloquear la síntesis 

de proteínas y producir la muerte celular (Farfán et al., 2016). 

3.1.2.- E. coli enterotoxigénica (ETEC). 

ETEC es agente causal de diarrea aguda en infantes, se estima que produce mil 

millones de casos de diarrea al año y la mortalidad atribuible en este grupo etario en 2015 

fue de 23 600 (Hosangadi et al., 2019). Los síntomas pueden presentarse como diarrea leve, 

sin presencia de moco o sangre; o diarrea profusa causando deshidratación grave. Algunos 

casos presentan cefalea y vómito (Qadri et al., 2005). 

Los mecanismos de patogenicidad de ETEC se enfocan en la presencia de factores de 

virulencia como los CFs (del inglés, colonization factors), responsables de la unión 

bacteriana a receptores de los enterocitos (fibronectina, glicoesfingolípidos y glicoproteínas), 

permitiendo su colonización. Además, produce las enterotoxinas termoestable ST (del Inglés, 

heat-stable enterotoxin) y termolábil LT (del inglés, heat-labile enterotoxin). La ST se une a 

la guanilato-ciclasa-C y aumenta el GMP cíclico causando diarrea aguda. Además, se conoce 

que inhibe la síntesis de ADN en líneas celulares de cáncer de colon (Sato & Shimonishi., 

2004). 

Por otro lado, existen dos tipos de LT (LT-I y LT-II, ambas con subunidades A-B) de 

las cuales LT-I está directamente asociada a aislados de origen humano. La LT se secreta en 

vesículas de la membrana externa que se unen al gangliósido GM1 e ingresan al citoplasma 

por endocitosis. La subunidad LT-A1 ribosila los nucleótidos de guanina y activa la 

adenilatociclasa, lo que aumenta el AMP cíclico y estimula la secreción de cloruro y 

electrolitos, causando diarrea acuosa (Clements et al., 2012). 
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3.1.3.-E. coli enteroagregativa (EAEC). 

EAEC es causante de diarrea aguda o persistente en adultos y niños, destacando su 

presencia en países en vías de desarrollo se identifica con frecuencia en cuadros diarreicos 

de personas de países industrializados. Este patotipo se adhiere a la mucosa intestinal, la 

coloniza y produce un efecto citotóxico que causa diarrea de tipo acuosa con secreción de 

moco (Franca et al., 2013). 

Puede colonizar el intestino después de adherirse a los enterocitos mediante la fimbria 

de adherencia agregativa (FAA/I), la cual permite formar un patrón en forma de ladrillos 

apilados. Ese efecto se produce por la presencia de factores de virulencia codificados en el 

plásmido pAA (plásmido de adherencia-agregativa) que son regulados por el activador 

transcripcional AggR. Entre estos factores se encuentran FAA/I, Irp2 (del inglés, 

yersiniabactin biosynthesis), ShET1 (enterotoxina), Fis (proteína de unión al ADN), YafK 

(promueve la formación de biopelículas) y el sistema de secreción tipo VI. Además, hay otras 

proteínas de la membrana externa como Hra-1, Hra-2 y Tia que participan en la adhesión e 

invasión (Nishi et al., 2003). 

Las enterotoxinas, aunque no son reguladas por AggR, son un factor de virulencia 

importante. Aquí se incluyen la enterotoxina EAST1, (afecta el transporte de iones y el nivel 

de GMPc) y las proteínas SPATEs (serina proteasas auto-transportadoras). Estas últimas 

pueden ser citotóxicas como: Pet, EspP, Sat y SigA o no citotóxicas como: Pic y SepA, que 

modulan la producción de moco y la inflamación intestinal (Navarro et al., 2010). 

3.2.- Epidemiología actual de E. coli 

Las infecciones por estas cepas con frecuencia tienen su origen por la ingesta de agua 

y alimentos contaminados, afectando humanos y animales a nivel mundial (Croxen et al., 

2013; Yang et al, 2017). En específico EHEC es el patotipo más asociado a brotes y fue 

identificado por primera vez en un paciente con diarrea sanguinolenta y trastorno 

gastrointestinal en 1982 conduciendo a una pandemia mundial (Welinder & Kaijser, 2005). 

Los productos asociados con esta infección son cárnicos poco cocidos, jugo de manzana no 

pasteurizado, leche o verduras crudas como lechuga y brotes de soja (Prado-Silva et al., 

2015). 
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El serotipo más importantes de EHEC es O157:H7 que ha ocasionado graves 

problema de salud en Japón, Europa y América del Norte (Van-Hoek et al., 2019). Otro 

serotipo reconocido por su virulencia es el O104:H4 asociado a un brote de SUH por el 

consumo de alimentos en Alemania en 2011, donde se determinó era híbrido EHEC-EAEC 

(Kampmeier et al., 2018). 

Los CDC (del inglés, Centers for Diseases Control and Prevention) estimó que E. 

coli O157:H7 transmitida por los alimentos es responsable de más de 63,000 infecciones al 

año llevando a más de 2,100 hospitalizaciones y muertes en los Estados Unidos. Por su lado 

ETEC también afecta niños menores de dos años y según los informes de la Organización 

Mundial de la Salud, causa anualmente más de 157,000 casos de diarrea humana que 

conducen a la muerte (Buuck et al., 2020). EAEC se ha considerado un patógeno emergente 

transmitido por los alimentos asociados principalmente con diarrea infantil persistente aguda 

y retraso del crecimiento (Rogawski et al., 2017). 

El riesgo de consumir alimentos contaminados, la falta de acceso al agua potable y la 

pésima atención médica ante cualquier problema de salud, pueden ser factores principales 

causantes de diarrea por E. coli enteropatógena. Aunado a ello, las bacterias muestran mayor 

tolerancia hacia todas las clases de antibióticos conocidos, lo que lleva a la aparición de 

enfermedades infecciosas con terapia limitada (Martens & Demain, 2017). Por esa razón es 

importante visualizar otro enfoque contra estas infecciones destacando el uso de RecA como 

blanco simultáneo para las E. coli enteropatógenas. 

3.3.- Papel de la proteína RecA en la evolución genómica de E. coli. 

Se ha demostrado que el estrés inducido por algunos antibióticos, que desencadena 

la respuesta al daño del ADN bacteriano, se controla principalmente por RecA (Zgur-Bertok, 

2013). Esta proteína desempeña funciones relacionadas a la recombinación homóloga y la 

reparación recombinacional del ADN, al catalizar la reacción de intercambio de cadenas de 

ADN en bacterias (Chen et al., 2008), y la proteína represora LexA (Butala et al., 2009) y 

por ende participa en la respuesta SOS bacteriana (Baquero et al., 2011). 

En condiciones normales, el dímero LexA se une a una secuencia de ADN 

palindrómica de consenso de 20 pb, lo que lleva a la represión transcripcional de un regulón 

SOS que alberga un conjunto de más de 50 genes. Los genes de respuesta SOS se inducen de 
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forma temporal, donde los genes implicados en la reparación por escisión de nucleótidos 

(uvrABC) o la recombinación (recA) se inducen primero; mientras que los genes que 

codifican las ADN polimerasas propensas a errores Pol II (polB), Pol IV (dinB) y Pol V 

(umuC y umuD) se inducen en las últimas etapas de la reparación de la respuesta SOS. Bajo 

estrés antimicrobiano, RecA se activa polimerizándose alrededor del ADN monocatenario 

(ssDNA) expuesto para formar un filamento de nucleoproteína de una manera dependiente 

de ATP (Zgur-Bertok, 2013). 

La actividad de la coproteasa RecA promueve la escisión autocatalítica de LexA, 

aliviando así la represión del regulón SOS como se describe en la Figura 1 (Butala et al., 

2009). Se ha demostrado que la eliminación de recA en E. coli y Staphylococcus aureus 

resultó en una reducción significativa de la resistencia inducida por antibióticos (Singh et al., 

2010). Es de destacar que el compuesto suramina inhibió eficaz y selectivamente la actividad 

recombinacional y coproteasa de la proteína RecA de Mycobacterium tuberculosis. Este 

compuesto también suprimió la expresión del gen recA inducida por antibióticos (Nautiya et 

al., 2014). 

 

Figura 1: El sistema de respuesta SOS. El estrés inducido por antibióticos conduce a la activación de RecA, 

que estimula la autoescisión del represor LexA y la posterior activación de los genes SOS. Fuente de la 

imagen: Pavlopoulou, 2018. 

 

Existen otros estudios de mutagénesis dirigida para revelar mutaciones de 

aminoácidos específicos que afectan aspectos estructurales y funcionales específicos de la 

proteína RecA. Adikesavan et al., (2011) demostraron que los aminoácidos E123, G165, 

A168, S172, R176, G212 agrupados en la interfaz extendida RecA-RecA/ADN son 

importantes para la formación de filamentos de nucleoproteína RecA-ADN. Las mutaciones 
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en estos residuos impidieron gravemente la actividad de la recombinasa RecA y la capacidad 

de RecA para mediar la autoproteólisis de LexA tras el daño del ADN inducido por los rayos 

UV (Adikesaven et al., 2011). 

También se encontró que las mutaciones del aminoácido E96 (E96D), esencial en la 

hidrólisis del ATP durante todo el proceso de recombinación mediado por RecA, así como 

los residuos H97, S117, I128, N249, K250, F255, ubicados en la interfaz de la subunidad 

RecA, causan segregación cromosómica defectuosa y toxicidad celular en E. coli incluso en 

ausencia de inducción de respuesta SOS (Campbell & Davis., 1999). Por lo que, la supresión 

o atenuación del sistema de respuesta SOS mediante la inhibición preferencial de RecA se 

propone como una posible estrategia terapéutica para suprimir el desarrollo de 

multirresistencia a los antibióticos (Thi et al., 2011; Mo et al., 2016). 

Sin embargo, aunque existen reportes recientes que describen a la proteína RecA 

como un objetivo farmacológico hipotético que potencialmente retrasa la evolución genética 

de la multirresistencia, aún falta profundizar en el estudio de su impacto en el control de la 

virulencia de los patotipos de E. coli (Pavlopoulou, 2018). Se conoce que algunas moléculas 

inhibidoras de esta proteína han limitado la captación de ADN exógeno en E. coli. 

Además, se han propuesto como inhibidores de RecA quelatos metálicos y 

compuestos naftílicos polisulfatados (Wigle et al., 2009), pero no se ha podido aplicar debido 

a la poca permeabilidad de estas moléculas en la membrana bacteriana. Otro inhibidor 

estudiado es la proteína PsiB (que se une a RecA, Petrova et al., 2009), sin embargo, hay 

reportes de inhibición para RecA libre y no en el citoplasma bacteriano, siendo necesario 

encontrar nuevas alternativas para la inhibición de la síntesis de esta proteína. 

3.3.1.- RecA como parte de la estrategia Eco-Evo 

El concepto Eco-Evo es una perspectiva en la que los organismos se evalúan 

ampliamente a la luz de la evolución y la ecología, en lugar de limitarse a su comportamiento 

en el laboratorio o en la práctica clínica en relación con las infecciones humanas (Pallen & 

Wren, 2007). Tal perspectiva indica la necesidad de utilizar fármacos "eco- evo" que actúan 

no necesariamente para curar al paciente; sino para "curar" ambientes específicos de la 

resistencia a antibióticos y para prevenir o debilitar las posibilidades evolutivas de los 

elementos biológicos implicados en dicha resistencia (Baquero et al., 2011). 
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Las anteriores perspectivas hacen que la inhibición de la recombinación sea un blanco 

hipotético que debería disminuir la adquisición e integración de nuevos genes de resistencia, 

retrasando la evolución de las complejas estructuras genéticas implicadas en la 

multirresistencia. Siendo uno de sus focos de interés la proteína RecA (Baquero et al., 2011). 

3.4.- Características de los ASO 

El diseño racional, el costo relativamente económico y los avances en la 

secuenciación del genoma humano han llevado al uso de fragmentos cortos de ácido nucleico 

como agentes terapéuticos o herramientas para controlar la expresión de genes (Eckstein, 

2014). La biotecnología ASO implica dos posibles mecanismos de acción i) la escisión 

(mediada por la RNasa H) del transcrito blanco, el cual se manifiesta como dúplex 

ARNm/ASO, y/o ii) el uso de ASO sustituido con residuos 2′-O-metilados (2′-OMe) que no 

es reconocido por la RNasa H y no degrada el transcrito; sin embargo, permite la inhibición 

de la expresión génica mediante el bloqueo estérico del ensamblaje de subunidades del 

ribosoma y el acceso a la unión del ARNm cerca del sitio Shine-Dalgarno y del codón de 

inicio (AUG, Figura 2), afectando la progresión de la traducción de proteínas (Hegarty & 

Stewart, 2018). 

 

 

 
Figura 2. Mecanismo de acción de los ASO a) ASO como obstáculo estérico que afecta la progresión de la 

traducción de proteínas y no es reconocido por la RNasa H b) Degradación del dúplex ASO/ARNm reconocido 

y degradado por la RNasa H. Fuente de la imagen Hegarty & Stewart, 2018 
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Como consecuencia los ASO pueden atacar cualquier gen mediante la 

complementariedad de bases, ampliando la selección de objetivos terapéuticos. En teoría, esto 

permite eliminar las bacterias objetivo, o modificar sus funciones de virulencia, incluida la 

mitigación de la producción de toxinas, la motilidad y la producción de biopelículas. Los 

ASO además se ha estudiado para suprimir mecanismos bacterianos de resistencia a los 

antibióticos (Harth et al., 2000). 

La eficacia de estas moléculas de ADN depende de la longitud del oligonucleótido, 

la resistencia a las nucleasas y la cinética de unión. Los obstáculos específicos que deben 

superarse incluyen la protección contra la degradación enzimática, el transporte a través de 

la barrera física de la envoltura externa bacteriana (membrana plasmática y pared celular) y 

las interacciones electrostáticas con la superficie celular y el ARN objetivo (Crooke, 2017). 

3.4.1.- Estructura química 

Los ASO tienen como media 20 nucleótidos de longitud y en su mayoría han sido 

optimizados con combinaciones de azúcares, y modificaciones de los extremos terminales 

3′ y 5′ para conferir resistencia contra las nucleasas, mejorar la estabilidad del híbrido 

ARNm/ASO y preservar la especificidad del objetivo (Khvorova & Watts 2017). Para esto 

actualmente se utilizan los enlaces fosforotioato, que son ASO modificados compatibles con 

la escisión mediante la RNasa H. Sin embargo, en ocasiones pueden presentar una afinidad 

de unión reducida hacia su objetivo de ARN lo cual se puede contrarrestar mediante la 

incorporación de nucleótidos flanqueantes modificados con azúcar 2′-OMe. Una limitación 

de este último es que no permite la actividad de la RNasa H (Eckstein, 2014). 

Otras modificaciones químicas de los ASO que facilitan la eficacia de las terapias 

incluyen: 

i) Ácido nucleico peptídico, un análogo de oligonucleótidos en el que la cadena 

principal de azúcar del ácido nucleico se reemplaza por unidades aquirales de N-(2- 

aminoetil) glicina. Esto permite resistencia a proteasas y nucleasas; sin embargo, su eficacia 

antisentido se ve obstaculizada por una entrega intracelular deficiente (Hansen et al., 2016). 

ii) Oligómeros de fosforodiamidato morfolino que están compuestos de bases de 

ADN estándar en las que el azúcar ribosa se reemplaza con anillos de morfolina obteniéndose 

una cinética de unión mejorada. Son completamente resistentes a la digestión con nucleasas 

y pueden soportar el tratamiento en autoclave sin degradación (Sully & Geller, 2016). 
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iii) Ácidos nucleicos bloqueados, son ribonucleótidos que contienen un puente de 

metileno que conecta el oxígeno 2′ de la ribosa con el carbono 4′ para “bloquear” los 

oligonucleótidos en estructuras conformacionales restringidas resultando en una mayor 

estabilidad y afinidades de unión (Kurreck et al., 2002). 

3.4.2.- Características del blanco o target antisentido. 

Un objetivo destacado en el diseño de ASO es lograr una alta especificidad con 

efectos mínimos adicionales. Para predecir la eficacia se seleccionan los genes de interés 

para el organismo objetivo y se revisa la estructura secundaria del ARNm blanco (Sully & 

Geller, 2016). Alterar una estructura secundaria objetivo para lograr la hibridación 

ARNm/ASO genera un costo termodinámico durante la unión, por lo cual es más 

recomendable apuntar a regiones monocatenarias abiertas y no estructuradas. Una región 

blanco de éxito es cerca de la región de iniciación de la traducción (codón de inicio y 

secuencias de Shine-Dalgarno), ya que esta área es accesible para el ensamblaje de ribosomas 

y sensible a la inhibición estérica (Crooke, 2017). 

Además, se debe predecir aquellos efectos que puedan ocurrir fuera del objetivo. La 

hibridación ASO fuera del objetivo dentro de una célula generalmente ocurre solo en sitios 

no estructurados altamente accesibles en el ARNm. Se conoce que estas interacciones están 

inhibidas por estructuras de orden superior y proteínas de unión a ARN. La especificidad de 

ASO se puede evaluar utilizando métodos de medición cuantitativa como qPCR de genes no 

objetivo predichos o transcriptómica celular (Hagedorn et al., 2017). 

3.5.- Terapia génica mediante ASO 

El desarrollo de tecnologías de ASO como agentes terapéuticos ha llevado a la 

aprobación por la FDA (del inglés, Food and Drug Administration) para la comercialización 

el primer ASO llamado Vitravene como fármaco para el tratamiento de la retinitis por 

citomegalovirus. Su mecanismo de acción como inhibidor de los transcritos blancos puede 

ser bastante eficiente, alcanzando una regulación negativa de hasta el 95% de la expresión de 

la proteína a combatir (Egli, & Manoharan., 2023). 

Referido a su uso en la terapia contra infecciones bacterianas, Harth et al. (2000) 

demostraron que los ASO podían producir una disminución de la expresión de genes de 

glutamina sintetasa y como consecuencia reducir el crecimiento de Mycobacterium 
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tuberculosis. En ese sentido, Tilley et al. (2006) reportaron regulación negativa en la 

expresión de un gen de proteína portadora de acilo (acpP) en una cepa de E. coli; mientras 

que el mismo ASO en aislados clínicos de Burkholderia cepacia resultó en una reducción de 

la viabilidad >4 Log (Greenberg et al., 2010). Doyle et al. (2001) reportaron mayor eficacia 

cuando el blanco se dirigía a la 5′-UTR de un gen, con longitudes de nucleótidos de 15 a 18 

bases. 

Otras terapias dirigidas contra la subunidad A de la ADN girasa redujeron la 

viabilidad de Staphylococcus aureus en un modelo murino de infección de herida cutánea, 

mejorando el tiempo de curación (Sawyer et al. 2013). De forma similar el tratamiento de E. 

coli resistente al cloranfenicol con una combinación de dos secuencias ASO redujo la 

supervivencia bacteriana en un 99.9 % en presencia del antibiótico (Wesolowski et al. 2011). 

Además, se descubrió que el uso del gen de división celular ftsZ de S. aureus como objetivo 

en un modelo de sepsis en ratón causó una reducción en la carga bacteriana del tejido (Meng 

et al., 2015). Es de destacar que algunos ASO parecen ser activos frente a múltiples 

patógenos Gram negativos incluso en el contexto de resistencia a los antibióticos 

tradicionales. 

3.6.- Nanoestructuras de ZIF-8 como potenciador de efectividad de los ASO. 

En la práctica, lamentablemente resulta complejo que los ASO puedan hibridarse con 

éxito con un ARNm específico, sugiriendo como principal limitante la accesibilidad a la 

célula objetivo, en especial en bacterias. Sin embargo, el ensamblaje de nanopartículas 

mediado por un compuesto con estructura de imidazolato zeolítico poroso (ZIF-8) se 

visualiza como una buena opción para funcionar como acarreador, pues se ha demostrado 

que permite unir a su superficie moléculas de interés como los ASO, proteínas y péptidos y 

de este modo llevarlo hasta el citoplasma de células eucariotas y procariotas (Zhang et al., 

2023; Roy et al., 2023). La nanoestructura de ZIF-8 además, puede ser biomineralizada 

mediante la encapsulación con enzimas (He et al., 2023) y hasta el momento no han revelado 

efectos tóxicos en las células del hospedero. Esto la hace prometedora como la próxima 

generación a usarse para la administración de agentes terapéuticos basados en genes 

(Abdelhamid, 2020). 

También llamado nanoportador debido a la baja toxicidad del ion zinc, ZIF-8 se ha 

utilizado para administrar medicamentos contra el cáncer como curcumina, doxorrubicina y 
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oligodesoxinucleótidos (Abdelhamid et al., 2020). Zhang et al. (2022) reportaron el uso de 

ZIF-8/ASO para controlar el crecimiento de S. aureus resistente a meticilina a través del gen 

ftsZ, demostrando efecto bactericida y la reducción de hasta un 88% en la producción de 

biopelículas, sugiriendo su uso como terapia alternativa. Huang et al (2022) describieron 

sistemas para la liberación de ASO como alternativa no-viral, siendo que la viral ha sido 

favorecida debido a que usualmente no conlleva el uso de acarreadores. 

Durante los últimos 3 años, la tecnología de oligonucleótidos antisentido se ha 

convertido en un enfoque válido para modular selectivamente la expresión genética. En la 

actualidad se están desarrollando numerosos ensayos terapéuticos, algunos de los cuales 

parecen preliminarmente alentadores (Huang et al., 2022; Zhang et al., 2022). A pesar de esto 

el enfoque sigue siendo dirigido en mayor medida hacia células eucariotas, con poca 

literatura que refiera resultados positivos para control de bacterias, pues en su mayoría no se 

han administrado utilizando nano-acarreadores. 

En nuestro laboratorio tenemos antecedentes de trabajo y experiencia determinando 

la respuesta virulenta de microorganismos en presencia de concentraciones subletales de 

antibióticos y antimicrobianos naturales para dilucidar posibles blancos farmacológicos con 

sus correspondientes mecanismos de acción (García-Heredia et al., 2016; Ortiz et al., 2021). 

Por esa razón proponemos en el presente proyecto utilizar ASO combinados con 

nanopartículas de ZIF-8 (biomineralizada y encapsulada con enzimas), con blanco en el 

ARNm-de la proteína RecA (ZIF-8/ASO/ARNm-recA) para el control de factores de 

virulencia en E. coli enteropatógena. Ante esto, hemos visto la oportunidad de contribuir a la 

ciencia aplicada a partir del estudio de ASO para caracterizar nuevos objetivos 

farmacológicos y compuestos terapéuticos potenciales. 
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4  Hipótesis 

El uso de ASO dirigidos al ARNm del gen recA acarreados por nanoestructuras de 

ZIF-8 (ZIF-8/ASO/ARNm-recA) inhibe los factores de virulencia de diversos patotipos de 

E. coli diarreogénica. 

 

5  Justificación 

Si bien la mayoría de los síntomas producidos por los patotipos de E. coli están 

relacionados con diarrea, con o sin presencia de sangre o moco, las cepas productoras de 

toxina Shiga pueden producir secuelas importantes como el síndrome urémico hemolítico 

(SUH; Gomes et al., 2016). Por otra parte, la EAEC ha sido asociada con el alza en casos de 

síndrome del intestino irritable. Esto último es causado por el daño en el epitelio intestinal 

que genera inflamación crónica y reducción de la capacidad de absorción de nutrientes 

(Croxen et al., 2013). En el caso de las E. coli patógenas, el uso de antibióticos en los cuadros 

diarreicos causados es controversial. Esto debido a la respuesta inductora en la producción 

de toxinas y a la resistencia a antibióticos reportada en la última década;  

La transferencia horizontal de genes, ha conllevado a la aparición de serotipos 

híbridos multirresistentes como O104:H4, que generó múltiples casos de infección y para el 

cual estuvo muy limitada la terapia (Muniesa et al., 2012).  

Estás condiciones dificultan la terapia para las cepas de E. coli diarreogénicas. 

Además, son limitadas las investigaciones basadas en la determinación de blancos 

farmacológicos “múltiples” para eliminar o reducir virulencia con efecto en más de un 

patotipo. En ese sentido la mayoría de los reportes están enfocados al control de cepas EHEC 

(importante en la industria de alimentos de origen animal) o blancos como la toxina Stx. Esta 

última se ha logrado inhibir mediante terapias alternativas con fagos, bacteriocinas, 

probióticos, análogos y bloqueadores del receptor de Stx (Muniesa et al., 2012; Chung et al., 

2017). Sin embargo, el enfoque en el control de múltiples patotipos está muy limitado. Por 

esas razones proponemos estudiar una terapia alternativa no tradicional con blanco en común 

para los diversos patotipos de E. coli diarreogénica. 
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6  Objetivos 

6.1.- Objetivo general 

Determinar la influencia del compuesto ZIF-8/ASO/ARNm-recA en el control de los 

factores de virulencia de diversos patotipos de E. coli diarreogénicas. 

 

6.2.- Objetivos Específicos 

1. Determinar el efecto de ZIF-8/ASO/ARNm-recA en la expresión del gen recA y el 

crecimiento de E. coli K-12, EHEC, ETEC y EAEC. 

2. Definir el impacto de ZIF-8/ASO/ARNm-recA en la motilidad tipo swarming y la 

producción de biopelículas de E. coli K-12, EHEC, ETEC y EAEC. 

3. Cuantificar la expresión de genes relacionados a la producción de toxinas en 

EHEC, ETEC y EAEC tratadas con ZIF-8/ASO/ARNm-recA. 
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7  Materiales y métodos 

7.1.-Condiciones del cultivo 

Se utilizaron las cepas de E. coli K-12 MG1655, EAEC serotipo 042 pic+; EHEC 

serotipo O157:H7 ATCC 43894 stx1+ y stx2+ y ETEC ATCC 35401 lt+ y stII+. Todas las 

cepas se mantuvieron en nuestro laboratorio a -80°C en caldo Infusión Cerebro Corazón 

(ICC) con 20% de glicerol. Fueron activadas en caldo ICC, incubadas a 37oC por 24h y 

posteriormente transferidas a tubos conteniendo 16 mL de agar ICC para almacenar a 4oC por 

período no mayor 8 semanas. 

7.2.- Diseño de ASO 

Por la complejidad estructural del ARNm del gen recA identificada en la herramienta 

RNA fold, se utilizaron dos ASO de tipo Gapmer 5-metilcitosina diseñados en el presente 

trabajo (Integrated DNA Technologies IDTE, Coralville, IA, USA Figura 3). Estos son 

RNasa dependientes (la RNasa detecta y escinde los heterodúplex formados entre el ASO y 

el ARNm). La dilución del producto liofilizado se realizó con solución TE pH 7.5 (IDTE) 

para elaborar una solución stock de 400 mM, de la cual se realizaron alícuotas de trabajo 

asegurando que el producto sólo fuese descongelado para realizar los experimentos. La 

conservación de los ASO se realizó a -80°C.  

 

 
 

Figura 3: Estructura de los ASO dirigidos a las posiciones 734 y 880 del gen recA en E. coli K-12, 

EHEC, EAEC y ETEC. * = enlaces de fosforotioato; /52MOEr_/, /i2MOEr_/, /32MOEr_/ = 2'MOE (2'-O-

Methoxyethyl base); /iMe-dC/ = 5-Methylcytosine (5-methyl-dC). 

 

7.3.-Nanoacarreador ZIF-8 y su interacción con ASO 

La nanopartícula ZIF-8 (2-metilimidazol zinc), fue obtenida de Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MA, USA). Se disolvió en 1 mL agua ultrapura (IDTE) 25 mg de ZIF-8 y se combinó 

con 0.05 mM de cada ASO previamente descritos y 1 mM de glucosa. El producto se agitó 

a 250 rpm, a temperatura ambiente por 30 min para favorecer la unión de los ASO a la 

nanoestructura. Después el precipitado se colectó por centrifugación (14000 rpm / 5 min) y 

se resuspendió con 1 mL agua libre de nucleasas siguiendo la metodología de Zhang et al. 
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(2022). Una alícuota de 10 µl del producto, fue inoculada en 5 mL de caldo ICC, se incubó 

a 37°C por 24h para prueba de esterilidad. 

 

7.3.1-Microscopía de fluorescencia 

El compuesto génico ZIF-8/ASO/ARNm-recA y en su forma por separado como ZIF-

8 fueron observados mediante microscopía de fluorescencia (Zeiss Axioskop 40, 

Oberkochen, Baden-Württemberg, Germany). Para esto se tiñó una muestra de 10 μL con 

0.05 mM de SYTO 9 Green Fluorescent (Invitrogen, Waltham, MA, USA), se incubó por 

10 min y se observó directamente al microscopio utilizando el filtro de 430nm. 

7.3.2-Microscopía electrónica de barrido. 

De forma similar, al compuesto elaborado y su componente ZIF-8 se les determinó 

la morfología de las nanopartículas mediante microscopía electrónica de barrido (SEM). La 

muestra se secó al vacío durante la noche, se colocó sobre una platina conductora y se 

recubrió con una capa fina de oro. Las imágenes se obtuvieron a un voltaje de aceleración 

de 5 kV. Estas muestras además se observaron mediante microscopía de luz. 

7.4.-Efecto de ZIF-8/ASO/ARNm-recA en algunos factores de virulencia de E. coli. 

7.4.1- Viabilidad 

Para determinar el efecto de ZIF-8/ASO/ARNm-recA en la viabilidad bacteriana los 

cultivos crecidos durante la noche en caldo Luria Bertani (LB; Merck, Readington, NJ, USA) 

se ajustaron a 108 UFC/mL (A600nm = 0.132) resuspendiendo en caldo LB. Para pre-exponer 

las bacterias se prepararon matraces conteniendo 5mL caldo LB 2X, 1mL inóculo 4mL, 

compuesto génico disuelto en agua para obtener concentración final de 16, 32, 64 y 128 

nM/mL de ZIF-8/ASO/ARNm-recA y 0.01U de RNasa H. El producto se agitó a 150 rpm / 

37oC / 24h. Las muestras se analizaron cada 2h durante 8 h y a la hora 24h, para esto se tomó 

200 μL de cultivo para realizar diluciones seriadas y la correspondiente siembra en agar LB 

(Merk; Ortiz et al., 2021) para determinar las Unidades Formadoras de Colonia (UFC). La 

nanoestructura de ZIF-8, los ASOs y la RNasaH se analizaron de manera individual.  

7.4.2.-Movilidad tipo swarming 

Una alícuota (10 μL) del inóculo bacteriano tratado con 32, 64 y 128 nM/mL de ZIF-

8/ASO/ARNm-recA por 3, 6 y 24 h ajustado a A600nm = 0.132 en caldo LB se depositó en 
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el centro de placas de LB con agar suave (0.35 %) y se incubó a 37oC / 24 h. La zona de 

migración del movimiento swarming se midió como diámetro en centímetros (cm; García-

Heredia et al., 2016). 

 

7.4.3.-Producción de biopelículas. 

La producción de biopelículas se realizó en placas de 96 pozos. Se agregó por pocillo 

100 μL caldo LB 2X, 20 μL de inóculo bacteriano tratado con 32, 64 y 128 nM/mL de ZIF-

8/ASO/ARNm-recA por 3, 6 y 24 h ajustado (A600nm = 0.132), y 80 μL de agua se incubó 

durante 37oC / 24 h. Después se midió a A630nm en un espectrofotómetro, se lavó la monocapa 

y se aplicó 200 μL de cristal violeta y se incubó a 37oC / 15 min. Posterior a cinco lavados 

con agua estéril, el cristal violeta se liberó con etanol absoluto y la solución se midió a A570 

nm. El índice de formación de biopelícula se determinó mediante la fórmula: BFI= (AB – 

CW) / G; donde BFI, Índice de formación de biopelícula; AB, Densidad óptica de la matriz 

y células teñidas (570nm); CW, Densidad óptica del medio sin inóculo (control) teñido 

(570nm); G, Densidad óptica de las células en suspensión (630nm; García-Heredia et al., 

2016). El resultado se normalizó a 1. 

7.5.- Análisis de expresión de genes 

La expresión de los genes recA presentes en todas las cepas en estudio, stx2 de EHEC, 

lt y stII de ETEC y pic de EAEC se analizaron a 3, 6 y 24 h de exposición a 32, 64, 128 

nM/mL de ZIF-8/ASO/ARNm-recA (Tabla1). Para esto se obtuvo el ARNm de las cepas 

tratadas y control utilizando el método descrito por los fabricantes del TRIzol (Molecular 

Research Center, Inc., Cincinnati, OH, USA). Después se sintetizó el ADNc siguiendo el 

protocolo del kit de transcripción inversa de ADNc de alta capacidad (Thermo Scientific, 

Waltham, MA, USA). La expresión génica se cuantificó mediante qPCR utilizando el kit 

Maxima SYBR Green Master Mix (Thermo Scientific). Se calculó el cambio en la expresión 

relativa (gen constitutivo 16S rRNA), normalizándose a 1 mediante el método de umbral del 

ciclo ΔΔCq reportado por Horizon (2010). Por lo tanto, los resultados fueron la expresión 

relativa en número de veces, comparando las bacterias control y las tratadas con ZIF-

8/ASO/ARNm-recA. 
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Tabla 1. Oligonucleótidos utilizados para determinar la expresión de los genes recA y los relacionados 

a la producción de toxinas en EHEC, EAEC y ETEC. 

Cepas 
Genes 

analizados 

Proceso fisiológico 

involucrado 
Secuencia (5´-3´) 

Tamaño 

(pb) 

Temp 
oC 

Referencias 

EHEC 

EAEC 

ETEC 

recA Proteína RecA 

F_ ATATCGACGCCCAGTTTACG 
235 56 

Shilpakala  

et al., 2009 R_ GTTCCATGGATGTGGAAACC 

16S-rRNA  
16S ribosomal RNA 

(Housekeeping 

gene) 

F_ CGATGCAACGCGAAG 
178 55 

Safadi  

et al., 2012 R_ CCGCACCGCTGGCAA 

EHEC 

stx1 
Toxina Shiga 1 

(Stx1) 

 

F_ CTGGATTTAATGTCGCATAGTG 
150 58 

Abbasi  

et al., 2014 R_ AGAACGCCCACTGAGATCATC 

stx2 
Toxina Shiga 2 

(Stx2) 

 

F_ GAAGATGTTTATGGCGGT 
115 55 

Safadi 

et al., 2012 

R_ CACTGTAAATGTGTCATC 

EAEC pic Toxina Pic 
F_ CCTGACAGAGGACACGTTCA 

147  
R_ TCAACCCCTGTTCTTCCAAC 

ETEC 

lt Toxina termolábil 

(LT) 

F_GCACACGGAGCTCCTCAGTC 
218 60 

Vidal 

 et al., 2005 R_TCCTTCATCCTTTCAATGGCTTT   

st Toxina termoestable 

(ST) 

F_ TTTCCCCTCTTTTAGTCAGTCAA 
159 58 

Abbasi  

et al., 2016 R_ GCAGGATTACAACACAATTCACAGCAG 

 

7.6.-Análisis Estadístico 

El análisis estadístico se realizó mediante ANOVA Dunnett y Duncan test, 

comparando el comportamiento fenotípico y de expresión de genes de las bacterias tratada 

con ZIF-8/ASO/ARNm-recA con el control no tratado. Todos los experimentos se realizaron 

con tres réplicas biológicas, derivando de cada una tres repeticiones técnicas. 
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8  Resultados 

8.1. Nano-ensamblaje de ZIF-8/ASO/ARNm-recA. 

El uso de SYTO 9 -colorante verde fluorescente que se une específicamente a ácidos 

nucleicos- permitió determinar la presencia de los ASO en la superficie de las nanopartículas 

(Figura 4). La microscopía de fluorescencia mostró señal fluorescente en las muestras de 

ZIF-8/ASO/ARNm-recA, mientras que ZIF-8 no emitió señal indicando que los ASO se 

encuentran expuestos y disponibles en la superficie de las nanopartículas en una cantidad 

suficiente para ser reconocidos mediante la tinción. Utilizando microscopía de luz se observó 

la unión entre las nanoestructuras de ZIF-8/ASO/ARNm-recA. 

 

              

  

Figura 4. Nano-ensamblaje de ZIF-8/ASO/ARNm-recA a) Microscopía de fluorescencia 100X realizada a 

muestras de ZIF-8/ASO/ARNm-recA y la nanoestructura original de ZIF-8 teñidas con SYTO 9; b) 

Microscopía de luz realizada a muestras de ZIF-8/ASO/ARNm-recA y ZIF-8 cubierta de oro. 

 

Además, mediante microscopía electrónica de barrido se observó que ZIF-

8/ASO/ARNm-recA y ZIF-8 presentan una estructura tridimensional cúbica-hexagonal de 

distintas proporciones (de entre 50 y 100 nm), asegurando que se mantiene la integridad de 

la nanoestructuras de ZIF-8 posterior al tratamiento de ensamblaje (Figura 5). 
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Figura 5. Estructura identificada mediante microscopía electrónica a) ZIF-8/ASO/ARNm-recA, b) ZIF-8. 

8.2.- Efecto del compuesto ZIF-8/ASO/ARNm-recA en viabilidad bacteriana. 

Las cepas de E. coli K-12, EHEC, EAEC, ETEC fueron pre-expuestas a 16, 32, 64 y 

128 nM/mL de ZIF-8/ASO/ARNm-recA durante 24h para determinar su efecto en la 

viabilidad bacteriana. Cuando los cultivos se pre-expusieron a 16 nM/mL del compuesto, se 

identificó una ligera inhibición de la viabilidad de las cepas en estudio, sin embargo, no 

representó un cambio significativo en comparación con el control no tratado. Aunque, el 

aumento de concentración a 32 nM/mL de ZIF-8/ASO/ARNm-recA durante 24h, tampoco 

mostró cambios relevantes en el crecimiento de los patotipos de EHEC y EAEC, sí redujo la 

viabilidad de E. coli K-12 y ETEC conforme aumentaba el tiempo de exposición al 

compuesto; siendo más evidente después de 24h donde sólo creció en promedio 5.7±0.11 

UFC Log10/mL (p ≤ 0.05) comparado con los controles de ambas cepas no tratadas (x̅ = 

8.52±0.04 UFC Log10/mL; Figura 6). 

Cuando las bacterias se pre-expusieron a 64 y 128 nM/mL el compuesto mostró 

mayor efectividad reduciendo la viabilidad de todas las cepas en estudio. En general, entre 

la hora 2 y 24 la presencia del compuesto sólo mantuvo bacterias viables en un promedio 

de 6.5±0.14 y 5.8±0.47 UFC Log10/mL (p ≤ 0.05) respectivamente, comparado con el 

control no tratado (x̅2h = 8.0±0.03 y x̅24h = 8.4±0.03 = UFC Log10/mL). En específico, EHEC 

fue el patotipo más afectado. En presencia de 128 nM/mL se observó sólo el 3.7±0.03 UFC 

Log10/mL de células viables (control = 8.52±0.04 UFC Log10/mL). 
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Figura 6. Efecto del compuesto ZIF-8/ASO/ARNm-recA en la viabilidad de E. coli. 

 

El estudio por separado de ZIF-8, ASO, y RNasa H realizado no mostró cambios 

significativos respecto al control no tratado (ASO x̄ = 8.44±0.10 UFCLog10/mL; ZIF-8 x̄ = 

7.97±0.23 UFCLog10/mL; RNasa H x̄ = 8.41 ±0.12 UFCLog10/mL). Debido a que la 

concentración de 16 nM/mL no mostró cambios relevantes, se descartó su uso en el resto de 

los ensayos.  

 

8.3.- Impacto de ZIF-8/ASO/ARNm-recA en el silenciamiento del gen recA. 

Se determinó el efecto de ZIF-8/ASO/ARNm-recA en el silenciamiento del gen 

recA de E. coli. Para ello, los cultivos se expusieron a 32, 64 y 128 nM/mL del compuesto 

por 3, 6 y 24 h, después se cuantificó la expresión relativa del ARNm-recA mediante qPCR 

(Figura 7). Cuando las cepas de E. coli en estudio se pre-expusieron a 32 nM/mL se observó 

inhibición en la expresión del gen recA a las horas 3 y 6 de pre-exposición (x̅ = 0.34±0.31 
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veces), comparado con el control no tratado normalizado a 1. Sin embargo, al aumentar el 

tiempo a 24 h aunque provocó sobre-expresión de este gen en EHEC y EAEC (x̅ = 2.9±0.52 

veces), en E. coli K-12 y ETEC se mostró inhibición en la expresión de recA (x̅ = 0.17±0.14 

veces). 

De modo similar, cuando se aplicó 64 nM/mL de ZIF-8/ASO/ARNm-recA durante 

3, 6 y 24 h se redujo en todas las bacterias tratadas la expresión del gen recA en un rango de 

0.001 a 0.79 veces; excepto EHEC y ETEC que sobre-expresaron este gen después de 6 h (x̅ 

= 2.83±0.24 veces) y 24 h (x̅ = 2.31±0.38 veces) respectivamente. El aumento de la 

concentración hasta 128 nM/mL del compuesto génico redujo la expresión del gen recA (x̅ = 

0.09±0.07) en todas las cepas evaluadas a las horas 3, 6 y 24. 

Además, se analizaron los componentes de ZIF-8/ASO/ARNm-recA por separado 

mostrando los siguientes resultados: ASO x̄ = 1.36±0.28 veces; ZIF-8 x̄ = 1.58 ±0.38 veces; 

RNAsa H x̄ = 1.21 ±0.28 veces)  

 

 
 

Figura 7: Análisis de la expresión del gen recA en E. coli K-12, EHEC, EAEC y ETEC pre-expuestas a    

ZIF-8/ASO/ARNm-recA durante 3, 6 y 24 horas. 

8.4.- Movilidad tipo swarming 

El uso de 32, 64 y 128 nM/mL de ZIF-8/ASO/ARNm-recA durante 3h (Figura 8) 

redujo la motilidad tipo swarming obteniéndose en E. coli K-12 x̅ 2.3=0.15 cm; en EHEC x̅ 

= 4.6 ±0.11 cm; en EAEC x̅ = 3.1±0.17 cm y en ETEC x̅ = 1.1±0.10 cm comparado con el 

control no tratado (E. coli K-12 = 6.9 cm; EHEC = 5.9 cm; EAEC = 5.4 cm; ETEC = 5.5 

cm; Figura 8). 
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De forma similar, pre-exponer los cultivos bacterianos por 6 y 24h afectó la 

migración de las bacterias en presencia de todas las concentraciones del compuesto génico 

utilizadas. Los rangos de desplazamiento bacterianos fueron para E. coli K-12 desde 1.7 a 

4.1 cm (p ≤ 0.05; x̅ control = 4.2±0.3); EHEC desde 3.1 a 4.0 cm (p ≤ 0.05; x̅ control = 

5.2±0.9); EAEC de 2.1 a 3.8 cm (p ≤ 0.05; x̅ control =4.0±0.2) y ETEC de 1.0 a 3.4 cm (p ≤ 

0.05; x̅ control = 3.7±0.3).  

El estudio de los controles de ZIF-8, ASO, y RNasa H realizado después de 24h de 

exposición no mostró cambios significativos en la motilidad de las bacterias en relación al 

control no tratado (ASO x̄ = 4.17±0.13; ZIF-8 x̄ = 3.67 ±0.52; RNasa H x̄ = 4.15 ±0.22) 

 

 
 

Figura 8. Efecto de ZIF-8/ASO/ARNm-recA en la motilidad tipo swarming de E. coli, a) fotografía de la 

motilidad tipo swarming de bacterias pre-expuestas al compuesto génico por 3 h; b) migración de los cultivos 

tratados (cm) a 3, 6 y 24h de pre-exposición. 

8.5.- Producción de biopelículas 

El uso de 32 nM/mL de ZIF-8/ASO/ARNm-recA durante 3, 6 y 24h de pre-exposición 

no mostró cambios significativos en la producción de biopelículas de las cuatro cepas en 

estudio, con excepción de EHEC tratada por 6h que redujo la producción de biopelículas 

hasta 0.68 veces (p ≤ 0.05) y ETEC tratada por 24h que promovió este factor de virulencia 

hasta 1.72 veces (p ≤ 0.05; control normalizado a 1; Figura 9). 
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Cuando se usó 64 nM/mL del compuesto génico E. coli K-12 inhibió la producción 

de biopelículas (x̅ = 0.50±0.14 veces; p ≤ 0.05) en todos los tiempos evaluados. El compuesto 

además redujo este factor en EHEC tratada por 6 h (0.57 veces; p ≤ 0.05), mientras que con 

3 y 24h de tratamiento los cultivos no mostraron alteraciones. En contraste, EAEC promovió 

la producción de biopelículas desde 1.41 hasta 1.78 veces (p ≤ 0.05) en todos los tiempos 

evaluados, mientras que ETEC no mostró alteraciones.  

En general, el uso de 128 nM/mL, inhibió la producción de biopelículas de E. coli K-

12, EHEC y ETEC tratadas durante 6 y 24 h (x̅ = 0.64±0.17 veces); mientras promovió la 

producción de biopelículas en EAEC (de 1.34 hasta 1.89 veces; p ≤ 0.05). 

El estudio por separado de ZIF-8, ASO, y RNasa H mostró el siguiente resultado en 

relación al control no tratado (ASO x̄ = 1.11±0.2; ZIF-8 x̄ = 1.37 ±0.1; RNasa H x̄ = 1.03 

±0.1). 

 

 

Figura 9. Efecto de ZIF-8/ASO/ARNm-recA en la producción de biopelículas de E. coli. La expresión del 

control no tratado se normalizó a 1, >1 indica sobrexpresión, <1 indica inhibición. 

8.6.- ZIF-8/ASO/ARNm-recA vs. expresión de genes asociados a producción de toxinas en 

E. coli 

Cuando las bacterias fueron tratadas con 32 nM/mL por 3 h los genes stx2 de EHEC, 

pic de EAEC y stII de ETEC se sobre-expresaron en promedio de 42.9±29 veces (p ≤ 0.05; 

Tabla 2); mientras el gen lt de ETEC se inhibió a 0.18 veces (p ≤ 0.05) en comparación al 

control normalizado a 1. Cuando aumentó el tiempo de exposición a 6 h se observó inhibición 

en la expresión del stx2, pic y stII (0.13±0.1 veces; p ≤ 0.05), sin embargo, lt no mostró 

cambios. Inesperadamente, pre-exponer durante 24h aumentó la expresión de los genes stx2 

y stII (x̄ = 9.3±3.1 veces; p ≤ 0.05) y redujo la expresión de pic y lt (x̄ = 0.23±0.1 veces; p ≤ 

0.05). 
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Cuando se utilizó 64 nM/mL por 3, 6 y 24 h la expresión de todos los genes se inhibió 

a un promedio de 0.22±0.2 veces (p ≤ 0.05), excepto algunos genes que de forma puntual 

aumentaron su expresión como es el caso de: stx2 (7.13 veces; p ≤ 0.05) de EHEC expuesta 

por 3 h; stII (2.16 veces; p ≤ 0.05) de ETEC expuesta por 6 h y lt (2.51 veces; p ≤ 0.05) de 

ETEC expuesta por 24h. 

Pre-exponer las bacterias a 128 nM/mL durante 3h inhibió la expresión de los genes 

de ETEC (stII y lt) hasta 0.10±0.03 veces (p ≤ 0.05), aumentó la expresión del gen pic de 

EAEC hasta 2.67 veces (p ≤ 0.05), mientras el gen stx2 de EHEC no mostró cambios. En 

contraste, aumentar del tiempo de exposición a 6 y 24h provocó que todos los genes en 

estudio manifestaran una inhibición promedio en su expresión de 0.15±0.09 veces (p ≤ 0.05). 

 

Tabla 2: Efecto de ZIF-8/ASO en la expresión de genes relacionados a la producción de 

toxinas en patotipos de E. coli diarreogénica. 

 

Las diferentes letras indican los subconjuntos poblacionales formados mediante el ANOVA / pruebas de 

Duncan y Dunnett, equivalente a significancia estadística bilateral, (*) significa p ≤ 0.05. El grupo control 

representado con la letra b se normalizó a 1. Los datos <1 indican aumento; mientras >1 indican reducción 

en la expresión de genes. La desviación estándar 0.0 significa ≤ 0.04. 

Tiempo de 

exposición (h) 

ZIF-8/ASO 

(nM/mL) 

Genes asociados a la producción de toxinas en E. coli 

EHEC EAEC ETEC 

stx2 pic lt stII 

 
32 16.0±7.4d* 38.9±6.7d* 0.18±0.1a* 73.7±8.97f* 

3 64 0.70±0.0b 17.2±2.07d* 0.02±0.0a* 0.22±0.2a* 

 
128 1.30±0.6b 2.67±0.3c* 0.07±0.0a* 0.12±0.0a* 

 
32 0.31±0.2a* 0.00±0.0a* 1.11±0.4b 0.09±0.0a* 

6 64 0.24±0.1a* 0.05±0.0a* 0.03±0.0a* 2.16±0.6c* 

 
128 0.00±0.0a* 0.03±0.0a* 0.06±0.0a* 0.00±0.0a* 

 
32 7.13±2.3c* 0.02±0.0a* 0.44±0.1a* 11.6±1.4d* 

24 64 0.14±0.0a* 0.02±0.0a* 2.51±0.8c* 0.58±0.1 a* 

 
128 0.00±0.0a* 0.52±0.2a* 0.02±0.0a* 0.00±0.0a* 
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9  Discusión 

Generalmente las infecciones causadas por E. coli provocan cuadros clínicos 

diarreicos, que en algunos casos pueden evolucionar a SUH y/o síndrome de mala absorción 

(Gomes et al., 2016). A pesar de esto, el uso de algunos antibióticos para controlar esta 

infección ha sido muy controversial debido a que promueve la producción de toxinas y la 

transferencia de genes de virulencia y resistencia identificado en algunos patotipos (Muniesa 

et al., 2012). Está variabilidad genómica ha provocado complejidad en el diagnóstico y la 

terapia para las cepas de E. coli diarreogénicas. 

Actualmente, es limitada la información basada en la determinación de blancos 

farmacológicos que puedan reducir la virulencia en más de un patotipo de E. coli, utilizando 

terapias alternativas a los antibióticos. El ritmo acelerado de esta problemática nos llevó a 

desarrollar el presente trabajo basado en el diseño de una terapia génica para el control de 

factores de virulencia en E. coli diarreogénica. En nuestro caso se utilizó como blanco el gen 

recA, el cual fue silenciado en EHEC, EAEC, ETEC y E. coli K-12 mediante el uso de ZIF-

8 como nanoacarreador de ASO/ARNm-recA, como potencial alternativa terapéutica a los 

antibióticos convencionales. 

En este estudio, se utilizó SYTO 9, un colorante verde fluorescente que se une 

específicamente a ácidos nucleicos, para evaluar la presencia de los ASO en las 

nanopartículas. Las muestras de ZIF-8/ASO/ARNm-recA mostraron fluorescencia, mientras 

que las ZIF-8 carecieron de señal fluorescente; indicando que los ASO se encuentran 

expuestos y disponibles en la superficie de las nanopartículas en una cantidad suficiente para 

ser reconocidos por el tinte. 

Aunque SYTO 9 se emplea principalmente para teñir ácidos nucleicos en células 

vivas, puede además marcar material genético libre si este es accesible. Cuando los ASO 

están encapsulados, los complejos nanopartículas/ASO pueden llegar a requerir un 

fluoróforo específico o técnicas alternativas de contraste para su visualización por 

microscopía de fluorescencia (McGoverin et al., 2020; Wang, 2018). Por tanto, la 

fluorescencia observada en nuestras muestras sugiere que el ASO se encuentra expuesto en 

la superficie de ZIF-8, permitiendo su interacción con SYTO 9. 

Es importante destacar que la capacidad de un microscopio para detectar una 

nanopartícula individual depende más de su visibilidad óptica que de su resolución. Si la 
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partícula está suficientemente separada y presenta intensidad de fluorescencia adecuada, 

puede ser localizada y rastreada. Sin embargo, esto no garantiza que la imagen refleje su 

tamaño o morfología real (Wang, 2018), como fue el caso con las imágenes obtenidas 

mediante microscopía de fluorescencia con SYTO 9. En nuestro estudio los ASO parecen 

haber sido adsorbidos sobre la superficie de ZIF-8 mediante interacciones electrostáticas, lo 

cual es consistente con la naturaleza cargada negativamente de los ácidos nucleicos y la 

superficie cargada positivamente de las ZIF-8.  

Los nanomateriales como ZIF-8, suelen presentar heterogeneidad estructural entre 

partículas individuales. Las imágenes obtenidas mediante microscopía electrónica 

proporcionan una visión estática que permite caracterizar su morfología y organización 

superficial (Wang, 2018). Khan et al. (2018) describieron la morfología de ZIF-8 como una 

estructura tridimensional cúbica-hexagonal analizada desde imágenes de microscopía 

electrónica de barrido por emisión de campo (FESEM;); mientras que Abdelhamid et al. 

(2020) reportaron nanopartículas ZIF-8 de entre 25 y 100 nm. 

Además, las ZIF-8 presentan sensibilidad al pH, debido a que los enlaces entre el ion 

Zn²⁺ y el 2-metilimidazol se hidrolizan fácilmente en condiciones ácidas. Esta característica 

las hace atractivas para la entrega intracelular de moléculas terapéuticas, ya que pueden 

liberar su carga en ambientes endosomales o lisosomales (Zhang et al., 2020a). 

Por otro lado, está demostrado que la proteína RecA junto con el sistema UvrABC, 

forma parte del sistema de respuesta SOS en bacterias (Baquero et al., 2011). Estos hallazgos 

respaldan la hipótesis de que el uso del complejo ZIF-8/ASO/ARNm-recA ejerce su efecto 

bloqueando la respuesta SOS bacteriana mediante la inhibición de la actividad de RecA.  

Debido a la complejidad estructural del ARNm de recA se diseñaron dos ASO 

Gapmers para uso combinado con blanco en el ARNm-recA, considerado conservado en E. 

coli. La selección de genes diana en bacterias debe centrarse tanto en funciones esenciales 

para el crecimiento, como la biosíntesis de ácidos grasos, la división celular y la transcripción 

por ARN polimerasas cuyas interrupciones comprometen la viabilidad microbiana 

(Rasmussen et al., 2007; Ji et al., 2013). Además, deben de contemplarse mecanismos de 

virulencia y resistencia incluyendo la formación de biopelículas, producción de toxinas, así 

como dirigirse a proteínas multifuncionales que permiten bloquear simultáneamente 

múltiples rutas (Oh et al., 2014) 



40 

                                                                                                                        

 

Además del diseño de estos ASO, se optó por implementar en el tratamiento la 

nanoestructura de ZIF-8 como un “acarreador”. Esto debido a la baja absorción de los ASO 

por las bacterias basado en factores como la carga electrostática o la barrera de tamaño 

impuesta por la envoltura celular (Hegarty & Stewart., 2018). El uso de ZIF-8 ayuda con la 

absorción bacteriana de los ASO, fundamentado en estudios previos donde se aplicó contra 

S. aureus resistente a meticilina mejorando ampliamente su absorción en ensayos in vivo e 

in vitro (Zhang et al., 2022). 

En general, en este trabajo el uso de las concentraciones de 32, 64 y 128 nM del 

complejo ZIF-8/ASO/ARNm-recA sobre las cepas E. coli K-12, EHEC, EAEC y ETEC 

produjo una regulación negativa en los transcritos del gen recA. Sharma et al. (2013) también 

implementaron sRNAs artificiales para reducir la expresión del gen recA en E. coli logrando 

reducir hasta un 86% su expresión. La represión del gen recA, redujo la manifestación de la 

mayoría de los factores de virulencia analizados en el presente trabajo. En particular 

concentraciones de 64 y 128 nM/mL del complejo ZIF-8/ASO/ARNm-recA redujeron 

significativamente la viabilidad y la motilidad tipo swarming de las cepas en estudio. 

Zhang et al. (2022) aplicaron ZIF-8/ASO dirigido al gen ftsZ (relacionado a la 

división celular), obteniendo una notable reducción de la viabilidad de S. aureus en heridas 

infectadas. Además, Zhang et al. (2020b) evaluaron la capacidad de un sistema de entrega 

para introducir ASO dirigidos a genes claves implicados en la síntesis de exopolisacáridos 

(gtfBCD, gbpB y ftf) en Streptococcus mutans. La inhibición de la producción de biopelículas 

fue del 93.7%, lo cual correlacionaron con una disminución significativa en la síntesis de EPS 

y con un menor grosor de la capa formada. Debido a la inconsistencia en los resultados de 

biopelículas obtenidas en nuestro estudio sugerimos realizar el ensayo por la técnica de 

autoinoculación para comparar lo obtenido; así como describir las características de EAEC 

que la hicieron menos sensible al compuesto.  

Van-Nederveen et al. (2025) describen que las cepas típicas de EAEC codifican y 

producen fimbrias de adherencia agregativa (AAF) necesarias para desarrollar la adherencia 

agregativa a las células epiteliales. Además, probaron su implicación en la producción de 

biopelícula mediante bacterias mutantes, las cuales mostraron bajo índice de colonización. 

En general, EAEC es una bacteria con múltiples factores de virulencia y mecanismos 

adhesivos como curli, pilis o adhesinas adicionales que le han permitido adaptarse e incluso 



41 

                                                                                                                        

 

formar cepas híbridas. 

Por otro lado, la producción de genes relacionados a toxinas asociados con los 

diversos patotipos de E. coli como, stx2a en EHEC, stII e it en ETEC, y pic en EAEC; 

también fue inhibida su expresión por efecto de nuestro compuesto, siendo la variante de 

128 nM/mL durante 24h la más efectiva debido a que redujo la expresión de todas las toxinas 

en estudio. 

Aunque los estudios que relacionan la expresión de genes asociados a toxinas con 

ASO son escasos, Dyer et al., (2015) utilizaron una versión “desarmada” de la toxina del 

ántrax como vehículo de entrega de sus oligonucleótidos antisentido y siRNA ofreciendo un 

control preciso en la regulación de la expresión de proteínas asociadas a la toxicidad. Sus 

resultados mostraron en células HeLa una reducción en la producción del gen Syntaxin5 hasta 

5.4%. Otras células (THP-1 y Vero) mostraron reducciones del 35.2% y 22.9% 

respectivamente, demostrando que el sistema es versátil. 

Cabe mencionar que el estudio de los compuestos por separado ZIF-8, ASO y RNasa 

H no mostró cambios relevantes en el comportamiento bacteriano por lo que consideramos 

que ZIF-8 se comportó como un nanoportador de baja toxicidad. A pesar de las limitaciones 

descritas para estudios con procariotas, las investigaciones sobre terapia génica se han 

incrementado en los últimos tres años debido al aumento de la resistencia a antimicrobianos 

y a la complejidad genómica de algunas especies de patógenos como es el caso de E. coli.  

Aunque en el presente estudio los ensayos de biopelículas mostraron resultados no 

consistentes, otros factores de virulencia como el crecimiento, la motilidad tipo swarming y 

la expresión de las toxinas se inhibieron por efecto del compuesto génico en E. coli K-12, 

EHEC, EAEC y ETEC. Esto confirma que el gen recA es un objetivo farmacológico que 

interfiere con rutas metabólicas asociadas a factores de virulencia. Esta investigación 

propone un nuevo enfoque de terapia genética que resulta prometedor para el control de 

patógenos transmitidos por los alimentos. 
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Conclusiones 

1. Se logró el nano-ensamblaje entre ZIF-8 y ASO/ARNm-recA mediante microscopía 

de fluorescencia; así como la integridad de la nanopartícula mediante microscopía 

electrónica de barrido. 

2. Todos los cultivos bacterianos tratados con 64 y 128 nM/mL de ZIF-8/ASO/ARNm-

recA durante 24h, mostraron reducción en la viabilidad de ≈5.0 UFC/Log10/mL; 

además de inhibición en la expresión del gen recA (x̅ = 0.09±0.07).   

3. La mayoría de las concentraciones de ZIF-8/ASO/ARNm-recA redujeron la 

motilidad tipo swarming de manera significativa en cultivos pre-expuestos durante 3, 

6 y 24h.  

4. La producción de biopelículas fue inhibida (x̅ = 0.64±0.17) en todas las bacterias 

tratadas con 128 nM/mL de ZIF-8/ASO/ARNm-recA por 6 y 24h; excepto EAEC que 

promovió hasta 1.78-veces este factor de virulencia. 

5. La expresión de genes relacionados a toxinas (stx2, pic, lt y stII) fue inhibida (x̅ = 

0.15±0.09) en los cultivos tratados con 128 nM/mL de ZIF-8/ASO/ARNm-recA por 

6 y 24h. 

6. Los resultados obtenidos demuestran que ZIF-8 es un acarreador eficiente de 

ASO/ARNm-recA, siendo un potencial modulador de algunos factores de virulencia 

de los patotipos de E. coli enterohemorrágico, enteroagregativo y enterotoxigénico.   

 

 

Perspectivas 

La continuidad del desarrollo tecnológico de ZIF-8/ASO/ARNm-recA deberá escalar 

a modelos en líneas celulares y murino, así como desarrollar estudios de estabilidad para el 

compuesto. La investigación muestra potencial para la solicitud a futuro de una patente. 
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