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RESUMEN

Las infecciones patogenas se han convertido en uno de los principales objetivos de la
medicina, ya que la resistencia a los antibioticos es cada vez mas dificil de combatir. Se
ha llegado a un punto de inflexiéon en el que estos medicamentos se han utilizado

indebidamente, creando un problema de salud a nivel global .

El rapido ritmo al que surgen las enfermedades infecciosas es desigual en comparacion
con el ritmo de desarrollo de nuevas estrategias para su erradicacion. Por otro lado, el
hecho de que los antibidticos actuales resulten incapaces de distinguir entre el microbiota
humano normal y las bacterias patdgenas genera la necesidad y justifica la urgencia de

investigar métodos alternativos eficaces que prometan especificidad 2.

Recientemente, se han explorado nuevas estrategias para tratamientos antimicrobianos
de patdgenos resistentes a multiples farmacos (MDR, por sus siglas en inglés), siendo la
mas notable la terapia antisentido. Esta herramienta terapéutica consta de oligonucleo6tidos
antisentido (ASO, por sus siglas en inglés) que estan disefiados para exhibir
complementariedad de secuencia con objetivos de ARNm especificos responsables de
diferentes genes de resistencia a los medicamentos . La carga negativa y el gran tamafo

de los ASO pueden dificultar la difusion pasiva a través de las membranas bacterianas.

Por lo tanto, se propone el diseio de ASO dirigidos al gen KanR que confiere
resistencia a la kanamicina junto con un sistema de administracion en el que las
nanoparticulas de oro (AuNP, por sus siglas en inglés) son vehiculos prometedores *3. Al
incorporar un grupo tiol en un extremo de un ASO, podemos crear conjugados con AuNP,

mejorando potencialmente su internalizacion celular y su entrega a los sitios objetivo 7.
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Por ello, en este trabajo se propuso utilizar este sistema debido a las ventajas que
ofrece: baja toxicidad, biocompatibilidad, facilidad de produccién y anclaje de moléculas
a su superficie mediante interacciones electrostaticas o covalentes. Se trata de una nueva
herramienta terapéutica donde la combinacion del oligonucledtido antisentido, dirigido al
gen KanR, y nanoparticulas de oro, expresadas en Escherichia coli (E. coli) resistente,
resensibilizd la cepa a la kanamicina, determinando asi la concentracion minima
inhibidora de kanamicina en E. coli resistente en presencia y ausencia del sistema ASO-

AuNPs.

El conjugado disenado ASO—-AuNPs pudo permitir que se internalizaran de manera
mas eficiente en la célula bacteriana, donde los ASOs pudieron hibridar con el ARNm

diana y suprimir la expresion de la enzima fosfotransferasa.

La actividad biologica observada en los ensayos combinatorios pudiera respaldar este
mecanismo. El anélisis de la actividad biologica revel6 que los conjugados AuNPs—ASO1
y AuNPs—ASO2 exhiben una capacidad inhibitoria equivalente, alcanzando niveles de
eficacia cercanos al 80 %. A pesar de que los ASOs fueron disefiados para hibridar en
sitios distintos de la secuencia del gen kanR, no se observaron diferencias estadisticamente

significativas en su rendimiento.

Este fenémeno sugiere que la eficacia del silenciamiento génico mediado por
nanoparticulas de oro no depende estrictamente de la posicion especifica dentro del marco
abierto de lectura (ORF), siempre que el blanco se localice en una region funcionalmente
relevante. Estos hallazgos indican que la accesibilidad del complejo al transcrito de

ARNm vy la estabilidad de la hibridacion en condiciones experimentales podrian tener un

13



peso mayor en la magnitud del efecto inhibitorio que la ubicacion precisa de la secuencia

diana.

Por otro lado, los ensayos realizados bajo la exposiciéon con AuNPs sin funcionalizar
no generaron inhibicion significativa (<12%). Este resultado sugiere que la actividad
antibacteriana proviene especificamente del efecto antisentido, y no de las nanoparticulas

per se %%,

Capitulo 1

1. INTRODUCCION

1.1. El declive de los antibioticos

Los antibioticos son farmacos o moléculas bioactivas que son empleados para
tratar de ralentizar el crecimiento bacteriano o de impedir su crecimiento. Desde el
descubrimiento fortuito de la penicilina, transformaron por completo el tratamiento de las
enfermedades infecciosas, salvando incontables vidas y la lucha por combatir
enfermedades infecciosas parece no tener fin alguno. Sin embargo, lo que en su momento
fue un milagro cientifico, hoy se enfrenta a una crisis silenciosa y de proporciones

globales: el declive de su eficacia. Esto es el resultado de un uso indebido de antibidticos,

14



prescripciones inapropiadas, falta de innovacion y aplicaciones excesivas en la ganaderia,

favoreciendo asi, la propagacion de multidrogo resistentes (MDR).

Los MDR son bacterias que han desarrollado resistencia a ciertos antibidticos por
uno o mas mecanismos de supervivencia y adaptacion lo que provoca que estos ya no
pueden lograr su efecto para erradicarlos o disminuir la carga infecciosa en el organismo
8. Esta alarmante situacion, impulsada por la resistencia a los antibidticos, amenaza con
devolver a la humanidad a una era pre-antibiotica, donde infecciones comunes y curables

se convertiran nuevamente en sentencias de muerte.

La propagacion de los MDR es una de las principales preocupaciones para la salud
publica, dada a la notable carga de morbilidad, mortalidad, costos de atencion médica y
uso de antibiodticos °. El problema radica en la naturaleza evolutiva de las bacterias. A
diferencia de las enfermedades cronicas, las infecciones bacterianas son un duelo

constante entre el ingenio humano y la adaptabilidad microbiana.

Las "superbacterias" como Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
(SARM) o las enterobacterias productoras de carbapenemasas (EPC) se han convertido
en un problema de pocas opciones para los médicos. Estas infecciones, que antes
respondian a tratamientos estdndar, ahora requieren antibidticos de ultimo recurso, que
son mas caros, tienen mas efectos secundarios y, en muchos casos, no son efectivos. Los
procedimientos médicos de rutina, como una cesarea, o una apendicectomia, conllevan

ahora un riesgo mucho mayor de complicaciones fatales.

15



La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) desde el 2017, dio a conocer la lista

de patdgenos resistentes a distintos antibidticos que son los de mayor importancia para las

que se necesita con urgencia la formulacion de nuevos antibidticos o alguna terapia

personalizada que minimice su propagacion, la cual se actualiza constantemente. (Tabla

1) '°. Ademas, la OMS ha calificado la resistencia a los antimicrobianos como una de las

diez principales amenazas para la salud publica mundial, estimando que para 2050 podria

causar hasta 10 millones de muertes anuales si no se toman medidas urgentes.

Tabla 1. Clasificacion de prioridad de patogenos resistentes a antibidticos

Clasificacion de prioridad

Patégeno resistente

Resistencia de antibiotico

Clase 1. Critica

Acinetobacter baumanni

Pseudomonas aeruginosa

Carbapenémicos

Carbapenémicos, productoras de

Betalactamasas de Espectro

Clase 2. Elevada

Enterobacteriaceae
Extendido (ESBL, por sus siglas en
inglés)

Enterococcus faecium Vancomicina
Meticilina, con sensibilidad

Staphylococcus aureus

intermedia y resistencia a la

vancomicina
Helicobacter pylori Claritromicina
Campylobacter spp

Fluoroquinolonas
Salmonella
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Neisseria gonorrhoeae

Cefalosporina y fluoroquinolonas

Clase 3. Media

Streptococcus pneumoniae

Sin sensibilidad a la penicilina

Haemophilus influenzae

Ampicilina

Shigella spp

Fluoroquinolonas

Informacion obtenida de (World Health Organization [WHO], 2017)"°.

1.1.1. Factores de la crisis y sus implicaciones

El inicio del declive de los antibidticos es multifacético y requiere una respuesta

integral. En primer lugar, la falta de incentivos para la investigacion y el desarrollo de

nuevos antibiodticos por parte de la industria farmacéutica ha creado un vacio critico en la

linea de produccion.

1.2. Mecanismos de Resistencia a antibioticos

La Resistencia a antibidticos o resistencia a farmacos antimicrobianos, es la capacidad

que tiene un microorganismo para poder sobrevivir sobre los efectos de un antibidtico al

que normalmente es susceptible. Las bacterias, con su asombrosa capacidad de replicacion

y mutacion, han desarrollado mecanismos para neutralizar los antibidticos, ya sea

destruyéndolos, alterando su objetivo o expulsdndolos de sus células. Este mecanismo de

defensa se manifiesta en dos tipos de resistencia; natural o intrinseca y adquirida

11,12

e Natural o intrinseca: Cuando es una propiedad especifica de la bacteria y se da

aun cuando no se haya tenido contacto con el antibidtico. Se habla de una

capacidad intrinseca cuando el microorganismo tiene un mecanismo de resistencia

que le impide al antibiético actuar sobre este '** 4. Estos fendmenos se presentan
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en todas las bacterias de la misma especie, por lo que estas seran resistentes a
algunas familias de antibidticos y lo que les permite tener ventajas competitivas
con respecto a otras cepas.

e Adquirida: La bacteria que antes era susceptible al farmaco se convierte en
resistente '!. Este mecanismo implica un cambio genético, es decir mutaciones
(cambios en la secuencia de bases del cromosoma) y se transmite a la descendencia
por transmision vertical de genes (transferencia de material genético por medio de
plasmidos u otro material genético movible como integrones y transposones) '°.
Con la transferencia vertical no solo obtenemos la transmision de una generacion
a otra, sino que también hacia otras especies bacterianas; aumentando asi la
posibilidad de que una especie de bacteria logre adquirir resistencia a mas de un

antibidtico, aun cuando no se ha estado en contacto con este '“.

Este fenomeno de resistencia es un proceso natural, pero su velocidad se ha acelerado
de forma dramatica debido a la presion selectiva ejercida por el uso y abuso generalizado
de estos medicamentos. La sobreprescripcion en la medicina humana, la falta de
adherencia a los tratamientos completos y, de forma crucial, su uso masivo en la ganaderia
y la agricultura como promotores del crecimiento, han creado un caldo de cultivo ideal

para la proliferacion de cepas resistentes

Los mecanismos de resistencia son variados, pero los mas comunes son cuatro
principalmente: enzimas hidroliticas, modificaciones en el sitio activo, disminucion de la

permeabilidad de la pared celular al ingresar el farmaco y bombas de eflujo '>'°(Fig. 1.).

18



1.2.1. Enzimas hidroliticas

Este mecanismo de resistencia se da debido a que la bacteria tiene la capacidad de
sintetizar enzimas que sean capaces de hidrolizar el antibidtico, deteniendo su actividad
antimicrobiana sin tener la posibilidad de ejercer accion sobre la bacteria. Un ejemplo de
esto son las betalactamasas; enzimas que hidrolizan la unioén peptidica endociclica del
anillo betalactdmico. La sintesis de esta enzima resulta ser el mecanismo mas frecuente
de resistencia farmacolédgica, ya que continuamente existen mutaciones de expresion
BLEE (expresion de beta-lactamasas de espectro extendido) permitiendo asi la resistencia
a antibioticos como la ceftriaxona (cefalosporina de tercera generacion). Las BLEE suelen
encontrarse asociadas a una co-resistencia con los aminoglucosidos por medio de la

transferencia horizontal de genes .

Resistencia Natural , Resistencia Adquirida
Bombas de expulsion Sobreexpresion y - ¢

@ multiple de farmaco s odiﬁcg A ® 9 T 1)

° bombas de flujo ° e 0

resoeoeseos ‘ °

(]
L]
Mutacién Sobreexpresion y

modificacion de
enzimas inactivadoras

Enzimas inactivadoras M
C & d )
¢ \‘\ :ﬁ

o Presencia de diana : 7
Modificaciones

resistente z
en la diana para

m ser resistente

L’.ﬂ.

Permeabilidad

3 L Transferencia de
3 .
lodificacion . =] nuevos genes
de porina

Figura 1. Mecanismo de resistencia a antibidticos. La clasificacion de los

principales mecanismos de resistencia natural y adquirida en bacterias.
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1.2.2. Modificaciones del sitio activo

Las modificaciones del sitio activo pueden estar dadas por medio de un cambio en
un aminodacido en la diana, convirtiendo asi un blanco diferente y logrando la disminucion
por la afinidad del antibidtico. Las modificaciones méas comunes son por medio del
complejo enzimatico PBP (penicillin-binding-protein), el cual es el encargado de producir
el peptidoglicano, ubicado en la pared celular de las bacterias (especialmente en las Gram
positivas), y al haber una alteracion en el sitio blanco, los antibidticos no pueden actuar,
provocando asi resistencia a ellos. Otro mecanismo importante es por medio de la
modificacion ribosomal, el ribosoma es quien sufre de mutaciones en los genes erm A 'y

erm B mediante metilacion .

1.2.3. Disminucion de la permeabilidad de la pared celular

En este mecanismo se puede ver afectado el diametro o nimero de porinas en la
membrana exterior, disminuyendo la posibilidad de que el antimicrobiano ingrese por la
membrana y reducir la concentracion intracelular para alterar el metabolismo bacteriano

normal.

Los aminoglucésidos actiian por medio de este mecanismo o por bombas de
expulsion (por ejemplo, la bomba MexAB-OprM) y mecanismos de metilacion del
ARNI16s mediados por metilasas codificadas en transposones insertados en plasmidos,

que confieren una resistencia de alto nivel a todos los aminoglucésidos '% 1%,
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1.2.4. Bombas de eflujo

Las bombas de eflujo transportan el antibidtico hacia el exterior de la célula sin
modificaciones previas y sin accion antimicrobiana. Al igual que las porinas, las bombas
de eflujo son proteinas que controla el contenido intracelular y algunos patégenos
prioritarios listados por la OMS, han logrado de inhibir el efecto de los antibioticos como
el sistema de efluyjo MexAB-OprM lo es la familia de las MFS (major facilitator
superfamily) en Staphylococcus aureus, también se tiene el sistema de efluyjo AcrAB—
TolC, perteneciente a la familia RND (resistance nodulation division) normalmente

encontrado en E. coli >*?.

1.3. Aminoglucésidos

Los aminoglucosidos son antibioticos que estan conformados por aminoazucares
y un anillo aminociclitol (alcohol ciclico con grupos aminos), por enlace glicosidico, por
lo que también se le conocen aminoglucosidos-aminociclitoles 2!. Se pueden obtener de
productos naturales o derivados semisintéticos de compuestos provenientes de

actinomicetos del suelo 2! %2,

Los aminoglucdésidos dan inicio cuando se descubre que el género de Streptomyces
es un productor natural de antibitdticos, siendo uno de los mas importantes por la
.7 ;1. , . . . . . . . 22
produccion de multiples farmacos antibacterianos, antifingicos y antiparasitarios .

Todos los aminoglucdsidos naturales empleados hasta ahora son producto de los géneros

Streptomyces o Micromonospora, y cada uno de estos se identifica con el sufijo “-micina".
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La estreptomicina se aislé por primera vez de cepas de Streptomyces griseus en
1944, siendo el primer aminoglucésido (AMG) y el primer antibidtico disponible para
combatir infecciones contra Mycobacterium tuberculosis, causante de la enfermedad de

23 Pocos afios después, en 1949 se descubre la neomicina, aislada de

tuberculosis
Streptomyces fradiae, la cual tenia un potencial toxico, dando paso al descubrimiento de

la kanamicina en 1957 (aislada de Streptomyces kanamyceticus), convirtiéndose en el

AMG de eleccion 2% 2.

Los AMG se clasifican en funcion de dos tipos de anillos aminociclitoles. El grupo
de las estreptomicinas esta constituido por un anillo de estreptidina en posicion lateral.
Los grupos de las neomicinas, kanamicinas y gentamicinas estan constituidos por un anillo

central de 2-desoxiestreptamina 2.

Los aminoglucdésidos constituyen un grupo de antibidticos de amplio espectro que
han sido ampliamente utilizados en el tratamiento de infecciones bacterianas severas,
particularmente aquellas causadas por bacilos gramnegativos. Desde hace varias décadas,
estos compuestos se han empleado de manera complementaria con antibidticos -
lactdmicos, dada la sinergia farmacodinamica que se establece entre ambos. Esta
combinacion terapéutica ha demostrado mejorar la eficacia antimicrobiana, ya que los -
lactdmicos comprometen la integridad de la pared celular bacteriana, facilitando asi la
entrada de los aminoglucdsidos, los cuales ejercen su accion inhibiendo la sintesis proteica
bacteriana mediante la unién irreversible a la subunidad 30S del ribosoma, provocando
errores en la lectura del ARN mensajero y, en consecuencia, la produccion de proteinas

defectuosas.
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Sin embargo, en afos recientes se ha evidenciado una diseminacion creciente de
determinantes genéticos de resistencia frente a los aminoglucésidos, lo que representa una
amenaza significativa para su eficacia terapéutica. Los mecanismos de resistencia
descritos incluyen la modificacién enzimatica del antibidtico mediante enzimas como
acetiltransferasas, fosfotransferasas y nucleotidiltransferasas, que inactivan la molécula
antes de alcanzar su sitio de accidn; la alteracion estructural de los sitios de unidon
ribosomales; la disminucion de la permeabilidad de la membrana externa; y la
sobreexpresion de bombas de eflujo, que reducen la concentracion intracelular efectiva

del farmaco.

1.3.1. Mecanismo de accion

Los aminoglucosidos primero actuan sobre la superficie, gracias a que son
moléculas cargadas positivamente, les permite pasar la membrana externa al desplazar los
iones de magnesio y calcio que se enlazan a las moléculas de lipopolisacaridos adyacentes;
provocando un cambio en la permeabilidad de la membrana externa. Una vez que la
molécula de aminoglucdsido atraviesa facilmente la barrera de peptidoglicano
(grampositivos y gramnegativos), en donde requieren transporte activo dependiente de
oxigeno, (por lo que su actividad contra anaerobios estrictos es escasa) y se concentra en
torno a la membrana citoplasmica 2% 2*. En consecuencia, estas moléculas buscan al
ribosoma, especificamente la subunidad 30S, donde se unen diferentes proteinas S y al
ARN 168, bloqueando la actividad del complejo de iniciacion, inhibiendo la sintesis de
proteinas y a su vez, generando una lectura errébnea del ARNm. También pueden actuar

interrumpiendo la fase de elongacion peptidica 2*.
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Todos los aminoglucoésidos son eficaces contra microorganismos aerobios debido
a que los anaerobios carecen del sistema de transporte dependiente de oxigeno. Se
requieren principalmente para hacer frente a microorganismos entéricos Gram negativos
21,25 La propagacion de estos mecanismos de resistencia, tanto en el 4mbito hospitalario
como comunitario, ha limitado considerablemente las opciones terapéuticas disponibles
frente a patogenos multirresistentes, comprometiendo la efectividad de los tratamientos

combinados con aminoglucosidos y B-lactdmicos que durante décadas representaron un

pilar fundamental en la terapia antimicrobiana.

1.3.2. Mecanismo de resistencia de los aminoglucosidos

El mecanismo de resistencia se da con bacterias que impiden la entrada al interior
de la membrana por la escasa afinidad del compuesto por el ribosoma bacteriano o debido
a que las moléculas de aminoglucosido son inactivadas por transferasa que catalizan la
acetilacion de funciones amina y la trasferencia de grupos fosforilo o adenilo a los atomos
de oxigeno de los radicales hidroxilos. Las transferasas pueden ser transmitidas por
plasmidos y cada farmaco de la familia de los aminoglucdsidos confiere una sensibilidad

distinta a estas enzimas 2* 23,

Los aminoglucosidos suelen encontrar resistencia a través de tres mecanismos
clave: la alteracion enzimatica, los procesos de expulsion activa y la metilacion del
ARNI16s. Estos procesos son facilitados por metilasas, las cuales estdn codificadas en
transposones que se insertan en plasmidos. Adicionalmente, las variaciones en la

concentracion intracelular, que pueden ser causadas por cambios en la permeabilidad de
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la membrana externa o por bombas de expulsion (como MexAB-OprM), representan

mecanismos de resistencia de alto nivel aplicables a todos los aminoglucésidos.

En Enterobacterias, los dos mecanismos principales de resistencia son las

modificaciones enziméticas de los aminoglucésidos o modificacién en su diana 2.

1.3.3. Enzimas modificadoras de aminoglucosidos

Se conocen al menos tres familias de enzimas modificadoras de aminoglucosidos
(AMEs) y todas han sido descritas en Acinetobacter baumannii, una bacteria cocobacilo
patogeno Gram negativa y resistente a la mayoria de los antibioticos. Estas enzimas son
nucleotidil adenil-transferasas (ANT), fosfo-transferasas (APH) y acetiltransferasas
(AAC). Cada una cuenta con multiples de variantes que transfieren a ciertas posiciones de
las moléculas de aminoglucosidos AMP, fosfato o acetil-coenzima A, respectivamente,
anulando su efecto antibacteriano. Las enzimas que provocan mayor nivel de resistencia

son las APHs y las AACs °.

1. 4. Kanamicina

La kanamicina es un aminoglucosido de amplio espectro bactericida por hacer frente
a baterias Gram positivas y negativas aerobicas y Mycobacterium. Esta constituido por un

anillo central de 2-desoxiestreptamin 22,

El principal mecanismo de accion es la
interrupcion de la sintesis proteica durante la transferencia de aminoacidos del aminoacil-
ARNLt a los ribosomas. Una de las ventajas de este antibidtico es que crea una codificacion
falsa y genera polipéptidos incorrectos, siendo un excelente bactericida por su

citotoxicidad ?’. Este mecanismo lo hace a través de la retencion en el ribosoma de los

aminoacil-ARNt que no corresponden al codon establecido en el sitio A del ribosoma 2%,
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Las Enterobacterias hospitalarias y P. aeruginosa suelen ser actualmente resistentes a este

antibidtico 8.

Capitulo 2

2. ANTECEDENTES

2.1. Tratamientos alternativos

Dado a que el problema de resistir antibidticos parece no estar cerca de un final, ya
que existen bacterias multidrogo resistentes (MDR), extremadamente resistentes (XDR)
y pan-resistentes (PDR), siendo estas ultimas las mas peligrosas por ser resistentes a todo
tipo de antibiotico, la eficiencia de los antimicrobianos va en declive hasta la
obsolescencia. Por lo tanto, la comunidad cientifica ha disefiado nuevos tratamientos
antimicrobianos prometedores para combatir MDR, XDR o PDR. Entre las nuevas
terapias se pueden encontrar los péptidos antimicrobianos, nanoparticulas organicas
(micelas, liposomas) y metalicas (Ag, Cu, Ni y Zn), tratamientos combinatorios entre
antibioticos con nanotecnologias (nanoesferas, nanocapsulas, nanoparticulas, etc.), terapia

de fagos y oligonucleotidos antisentido 2% 3031,

2.1.1. Estrategias basadas en ADN/ARN

2.1.1.1. Sistemas CRISPR-Cas antimicrobianos

El paradigma terapéutico que aprovecha la tecnologia CRISPR-Cas como una
estrategia antimicrobiana de precision se cimienta en el principio de la direccionalidad

molecular. Este enfoque implica la programacién de un complejo ribonucleoproteico
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(RNP), compuesto por una nucleasa Cas (frecuentemente Cas9) y una molécula de ARN
guia (gARN), para reconocer y escindir secuencias especificas dentro del material
genético bacteriano. El objetivo primordial de esta intervencion es la neutralizacion de los
determinantes genéticos que confieren la resistencia a los antimicrobianos (RAM).
Especificamente, la diana molecular puede ser el acido desoxirribonucleico (ADN) de
plasmidos conjugativos que actiian como vehiculos de diseminacion de la resistencia, o
bien los genes de resistencia integrados en el cromosoma bacteriano. Como ilustran
Mayorga-Ramos et al. (2023), un sistema CRISPR disefiado con especificidad puede
inducir la "curacion de pldsmidos" (plasmid curing), un proceso que resulta en la
eliminacion selectiva de los elementos extracromosdmicos portadores de los alelos de
resistencia. Alternativamente, la nucleasa puede dirigirse a los loci cromosdmicos que
codifican para la resistencia, provocando su inactivacion funcional. La consecuencia de
cualquiera de estas acciones es la resensibilizacion de la cepa bacteriana a los agentes

antimicrobianos previamente ineficaces, restaurando asi la utilidad clinica de los farmacos

34

La introduccion de este sistema genético o proteico a la célula bacteriana es un desafio
de bioingenieria, resuelto mediante diversos vectores de entrega. Entre los mas estudiados
se encuentran los vectores plasmidiales, los bacteriofagos (modificados para expresar el
sistema CRISPR-Cas) y los sistemas basados en nanoparticulas lipidicas o poliméricas.
Una vez internalizado, el complejo CRISPR-Cas cataliza la formacion de roturas de doble
hebra (DSBs) en la secuencia de ADN diana. Si el blanco es un pldsmido esencial, la DSB
puede llevar a la pérdida del plasmido; si la diana se encuentra en el genoma cromosomico,

la falta de reparacion eficaz o la generacion de mutaciones letales a través de la union de
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extremos no homologos (NHEJ) o reparacion dirigida por homologia (HDR) fallida, a

menudo culmina en la muerte celular de la bacteria 3*.

A pesar de su promesa, la translacion clinica y bioldgica de esta tecnologia enfrenta
limitaciones inherentes. Un reto critico es la evolucion de mutantes de escape (escape
mutants), cepas que adquieren mutaciones en el sitio de reconocimiento del gRNA o en el
motivo adyacente al protoespaciador (PAM), lo que impide la accién de la nucleasa.
Adicionalmente, la existencia de mecanismos anti-CRISPR (Acr) en el microbioma, que
son proteinas codificadas por fagos o plasmidos capaces de inhibir la funcion de las
nucleasas Cas, representa una barrera evolutiva significativa **. La eficiencia de la entrega
en entornos bioldgicos complejos y la heterogeneidad fenotipica y genotipica de las
poblaciones bacterianas, que incluye variaciones en los niveles de expresion del gen de
resistencia y la existencia de células persistentes, afiaden capas de complejidad a la

optimizacién del tratamiento.

Un avance significativo se ha reportado en el disefio de un sistema CRISPR-Cas9
orientado no solo a la erradicacion, sino también a la prevencion de la adquisicion de
nuevos determinantes de resistencia. Lee ef al. (2025) describen un constructo que
"vacuna" esencialmente a E. coli, protegiéndola activamente contra la incorporacion de
genes de resistencia transmitidos por los tres principales mecanismos de transferencia
horizontal de genes (HGT): transformacion, transduccién y conjugacion. Los resultados
de este estudio demostraron una notable reduccion logaritmica en la frecuencia de
transferencia de los genes, alcanzando una disminucion de uno a tres 6rdenes de magnitud
en el evento de HGT. Estas estrategias son de imperiosa relevancia en el control

epidemioldgico de la diseminacion de la RAM, particularmente en el caso de los genes
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que confieren resistencia a aminoglucosidos, una clase de antibidticos de importancia

clinica critica *.

2.1.1.2. Analogos de ASOs: PNAs (Peptide Nucleic Acids)

El péptido nucleico analogo (PNA) representa una clase de oligomeros sintéticos
caracterizados por una modificacién estructural quimérica. En estas moléculas, el
esqueleto fosfodiéster intrinseco a los acidos nucleicos naturales (ADN y ARN) ha sido
reemplazado por una columna vertebral peptidica neutra, a menudo basada en N-(2-
aminoetil) glicina, manteniendo las bases nucleicas (adenina, guanina, citosina, timina o

uracilo) unidas a este backbone de forma espaciada y secuencial **

Esta alteracion confiere a los PNAs dos propiedades bioldgicas y fisicoquimicas de
relevancia critica. En primer lugar, la estructura peptidica le otorga una resistencia
intrinseca a la degradacion por nucleasas y proteasas, superando una limitaciéon importante
de los oligonucleodtidos terapéuticos convencionales. En segundo lugar, su naturaleza no
cargada y la configuracion de sus bases propician una afinidad de union
extraordinariamente alta (mayor que la del ADN/ADN o ADN/ARN) hacia sus secuencias

complementarias en el ARN o ADN objetivo *.

El mecanismo de accion antibacteriana de los PNAs se basa en la estrategia
antisentido. Los PNAs se disefian con una secuencia que es estrictamente complementaria
a una secuencia diana especifica dentro de la célula bacteriana. Al penetrar la membrana,

estos compuestos pueden actuar a varios niveles:

e Inhibicion de la Traduccion: Los PNAs pueden dirigirse a secuencias criticas

del ARN mensajero (ARNm) que codifican para genes de resistencia a
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antibioticos o genes esenciales para la supervivencia bacteriana. La formacion
de un duplex PNA/ARNm bloquea fisicamente el acceso del ribosoma,
impidiendo el proceso de traduccion y, consecuentemente, la sintesis de la
proteina funcional correspondiente *°.

e Perturbacion de Estructuras Esenciales: Alternativamente, los PNAs pueden
dirigirse a regiones conservadas del ARN ribosomico (ARNr). La union a estas
regiones puede perturbar la estructura terciaria o las interacciones funcionales
del ribosoma, un componente crucial de la maquinaria de sintesis proteica, lo

que resulta en una inhibicion global del crecimiento celular.

La validacion empirica de la eficacia de los PNAs como agentes antimicrobianos se
remonta a estudios seminales. Good y Nielsen (1999) demostraron la capacidad
silenciadora de los PNAs dirigidos al ARNm en cepas de E. coli, observando una
reduccion dosis-dependiente en la expresion génica del objetivo y un control significativo

del crecimiento bacteriano en sistemas de cultivo in vitro 37.

En el ambito de la patogenicidad clinica, Popella et al. (2022) realizaron un analisis
sistematico y exhaustivo de PNAs disefiados para atacar genes esenciales en cepas de E.
coli uropatégena (UPEC), evaluando su rendimiento bajo diferentes condiciones
ambientales relevantes para la infeccion. Esto subraya la necesidad de una optimizacion

in vivo de la diana .

Mas recientemente, el desafio de la baja permeabilidad de los PNAs a través de las
envolturas celulares bacterianas se ha abordado mediante la conjugacion molecular. Patel
et al. (2017) emplearon conjugados PNA-CPP (péptido de penetracion celular o cell-

penetrating peptide), demostrando un efecto antimicrobiano especifico y robusto en el
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fitopatogeno Erwinia amylovora. La accion de este conjugado fue mediada por la
reduccién cuantificable del ARNm objetivo, validando el mecanismo antisentido y
resaltando el papel crucial de los CPPs como agentes de transporte molecular para mejorar

la biodisponibilidad intracelular del PNA terapéutico *°.

2.1.1.3. Disefio basado en transcriptomica de inhibidores antisentido
La estrategia de disefio de inhibidores antisentido fundamentada en el anélisis
transcriptomico representa una metodologia de medicina de precisidon microbiana que
optimiza la seleccion de blancos terapéuticos. Este enfoque trasciende el mero ataque a
genes de resistencia conocidos, al mapear dinamicamente el perfil de expresion génica del
patogeno bajo condiciones relevantes, como la exposicion a antibidticos o el contexto de
la infeccion. Esta tecnologia permite la cuantificacion global y simultanea de todos los

transcritos de ARN presentes en una muestra bacteriana en un momento dado.

Aunins et al. (2020) emplearon secuenciacion de ARN (RNA-seq) para identificar
genes sobreexpresados en respuestas de resistencia y luego disefiaron PNAs antisentido
dirigidos a esos genes, evaluando su capacidad para inhibir el crecimiento bacteriano. Este
planteamiento permite adaptar la estrategia antisentido seguin el perfil de expresion del

patogeno *°.

El disefio del PNA se centra tipicamente en regiones de alta accesibilidad del ARNm,
a menudo cerca del codon de inicio de la traduccion (AUG) o en el sitio de union del

ribosoma (RBS). La unién del PNA a su diana en el ARNm “°:
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e Bloquea la Iniciacion de la Traduccion: Al formar un duplex estable, el PNA
impide que el ribosoma acceda al ARNm, silenciando la expresion de la

proteina.

e Induce la Degradacion del ARNm: En algunos sistemas, la formacion del
hibrido PNA/ARNm puede marcar al transcrito para su degradacion por

enzimas nucleoliticas celulares.

2.1.1.4. Terapias anti-plasmido: bloqueo de transferencia
Muchos genes de resistencia a aminoglucosidos se localizan en plasmidos
conjugativos. Una estrategia consiste en usar CRISPR para cortar plasmidos esenciales o
dianas dentro del plasmido, provocando su pérdida en la poblacion bacteriana 3**!. Hao
et al. (2020) desarrollaron un sistema CRISPR-Cas9 para eliminar plasmidos que portaban
genes de carbapenemasa, demostrando que es factible aplicar este concepto a otros genes

de resistencia *!.

2.2. Terapia con oligonucledtidos antisentido

Los ASOs son una cadena de entre 13 a 25 nucleotidos de cadena sencilla, con
complementariedad de bases de un fragmento de ARN mensajero >3!. La via en la que
actiian los ASO es por medio de un emparejamiento especifico de bases con un ARNm
complementario; esta complementariedad conlleva una inhibicion en la traduccion debido

a la interrupcion estérica en el ribosoma; a su vez, estimula la degradacion de la cadena
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de ARNm mediada por la ribonucleasa H, que estd solo degrada el ARNm del este

complejo (ARNm-ASO) 3!,

Lo que se destaca de esta novedosa tecnologia es su versatilidad de aplicacion, ya
que se ha aplicado para disminuir células cancerigenas, impedir la replicacion viral o
incluso como biomarcadores; sin embargo, su uso destaca en la regulacion genética para
infecciones de MDR, XDR o PDR, en donde se busca genes de resistencia a patogenos

para re-sensibilizarlos y emplearlos como una alternativa terapéutica 2.

Aprovechar el potencial de esta terapia trae consigo varias responsabilidades,
desde la inversion econdmica inicial y el aprender a manejarlas para su optimizacion. Sin
embargo, esto se compensa con la facilidad de disefio y sintesis de esta novedosa
tecnologia, ya que reducen el tiempo de espera en cuanto a su formulacion de 6 afios a 1

ano.

La capacidad de los ASO va mas alla que la de los antibidticos convencionales
pues puede atacar a distintas bacterias y no se ven afectados por los mecanismos de
resistencia; esto se debe a su capacidad de interfiere directamente con la expresion génica,
por la hibridacion especifica entre el ASO y el ARNm diana mediante apareamiento de

bases complementarias 2.

La ruta de accion de los ASOs puede ser categorizada en dos mecanismos, segiin
su disefio quimico y el tipo de enlace fosfodiéster o fosforotioato que posean. Las dos
rutas principales son; (1) la inhibicion estérica de la traduccion, donde el ASO se une al

ARNm e impide el acceso del ribosoma a la secuencia codificante, y (2) la degradacion
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mediada por RNasa H, que reconoce los hibridos ADN-ARN y degrada el ARNm

complementario, suprimiendo la sintesis proteica *'.

Su aplicacion para combatir la resistencia bacteriana, representan una alternativa
novedosa al uso de antibioticos convencionales, ya que estos permiten dirigir su accion
hacia genes especificos de resistencia, como nptll (KanR), responsable de la fosforilacion
e inactivacion de la kanamicina. Al bloquear la transcripcion o traduccion de los genes,
los ASOs pueden restaurar la sensibilidad del del microorganismo al antibidtico, actuando

como moduladores genéticos de la resistencia > 32,

2.2.1. Oligonucleotidos antisentido dirigidos a enzimas

modificadoras de aminoglucésidos

Varios trabajos demostraron in vitro y en modelos bacterianos que oligomeros
antisentido o secuencias guia externas (EGS, que promueven el corte por RNasa P)
dirigidas al ARNm de la enzima acetiltransferasa AAC (6')-Ib (responsable de resistencia
a amikacina y otros aminoglucosidos) reducen la expresion enzimatica y disminuyen la
resistencia en cepas experimentales *?. Estos estudios incluyen anélisis de accesibilidad
del ARNm, ensayos de degradacion por RNasa H/RNasa P y reduccion de concentracion
minima inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés) cuando se introducen los oligémeros
en bacterias permeabilizadas o mediante electroporacion 4> 4> 44, Estas investigaciones
aseguran la especificidad al dirigirse a secuencias conservadas y/o emplear dianas
multiples reduce la probabilidad de escape, pero la presion selectiva puede favorecer

variantes, lo que podria implicar resistencia evolutiva. Sin embargo, estas investigaciones
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aun se encuentran en fase preclinica para la mayoria de las aplicaciones antibacterianas;

la evidencia clinica directa falta.

2.2.2. Oligonucledtidos quimicamente modificados y
conjugados a péptidos

Para salvar la barrera de entrada celular y la degradacion enzimatica se han
probado analogos resistentes (PNAs, PMOs, LNA/BNA, 2'-O-modificaciones) y
oligdmeros unidos a péptidos penetrantes de membrana (CPP). Un ejemplo importante es
un oligbmero hibrido con 2'4'-bridged nucleic acid (BNA) conjugado a un péptido
penetrante que redujo la resistencia mediada por AAC(6')-Ib en Acinetobacter baumannii

y mostré eficacia en modelos preclinicos *°.

Investigaciones previas se han realizado estudios de ASOs y analogos dirigidos a
enzimas que confieren resistencia a aminoglucosidos, entre estas aplicaciones destacan
trabajos so6lidos sobre ASOs, EGS (external guide sequences) y PNAs dirigidos a enzimas
como AAC(6')-Ib (que confiere resistencia a amikacina y otros aminoglucésidos) y que
muestran resensibilizacion in vitro o en modelos preclinicos > # #. Estos estudios

prueban el principio de atacar ARNm de enzimas modificadoras de aminoglucésidos *°.

2.2.3. Administracion de oligonucledtidos antisentido

La administracion intracelular de ASOs en bacterias Gram-negativas, como E. coli, se
considera inherentemente dificil debido a las barreras de permeabilidad intrinsecas de su

envoltura celular *°. La barrera maés significativa es la membrana externa (OM, por sus

iniciales en inglés, Outer Membrane). Estd compuesta por una bicapa asimétrica de
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fosfolipidos en la capa interna y lipopolisacaridos (LPS) en la capa externa. La mayoria
de los ASOs son moléculas altamente hidrofilicas y estan cargadas negativamente, lo que
dificulta enormemente su capacidad para atravesar la region hidrofobica central de la
membrana externa. El paso a través de la OM esté estrictamente regulado por porinas y
otros canales de transporte. Los ASOs son generalmente demasiado grandes y cargados

para utilizar eficientemente estas vias 7.

Una vez que un ASO hipotéticamente atraviesa la OM, se encuentra con el espacio
periplasmico, que contiene una alta concentracion de nucleasas degradativas. Aunque los
analogos de ASOs, como los PNA o el 2'-O-metil ARN, son més resistentes a las nucleasas
que el ADN/ARN natural, no son completamente invulnerables. El transito lento por el
periplasma aumenta la probabilidad de ser detectados y degradados. Finalmente, para
llegar a su diana (el ARNm) en el citoplasma, el ASO debe cruzar la membrana interna,
una bicapa fosfolipidica con un estricto control de transporte *3. Esto sucede a que solo
permite el paso de moléculas especificas mediante proteinas transportadoras o canales,
por lo que solo pueden pasar nutrientes o metabolitos naturales, no moléculas grandes o
sintéticas como un ASO “®. Es por eso que se dice que hay un control estricto puesto a
que no existe un transporte libre ni por difusion, y las moléculas no reconocidas
simplemente no entran. Por lo tanto, el tamafo del ASO no es el tinico obstaculo, sino la

falta de un mecanismo natural que permita su paso a través de la membrana interna.

En resumen, la eficacia terapéutica del ASO depende de su capacidad para
alcanzar una concentracion intracelular suficiente en el citoplasma. Sin un mecanismo de

entrega (como el encapsulamiento o conjugacion con AuNPs), la mayoria de los ASOs
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simplemente se quedan fuera de la célula o son degradados antes de llegar a su destino **

46

Por lo tanto, el maximo desafio que presentan los ASO es la administracion

eficiente, pero este problema se supera con modificaciones quimicas 3" 32,

La estrategia mas empleada es la modificacion quimica es del esqueleto de los
oligonucledtidos, el anillo de ribosa y las bases nitrogenadas que lo componen; por otro
lado, el uso de moléculas transportadoras podria ser una de las estrategias mas

prometedoras %33,

2.2.4. Nanoparticulas con oligonucle6tidos antisentido

De los materiales mas empleados para transportar a los ASO son los nanotubos de
carbono, péptidos, nanoparticulas metalicas y magnéticas, siendo las nanoparticulas de
oro (AuNPs) las m4s atractivas por sus caracteristicas fisicas y quimicas >. La estrategia
de acoplar ASOs a nanoparticulas para protegerlos y facilitar su entrada bacteriana ha
mostrado resultados prometedores en otros genes de resistencia. Por ejemplo,
nanoparticulas de oro recubiertas con multicapa (MLGNPs, por sus siglas en inglés)
cargadas con ASOs dirigidos a mecA (resistencia a B-lactimicos en S. aureus) lograron
silenciamiento significativo del gen y restauraron sensibilidad al antibidtico en ensayos in
vitro, demostrando que AuNPs pueden ser vectores eficaces para ASOs en bacterias gram-

positivas #°.

Existe evidencia de que conjugados de AuNPs cargados con ASOs se han usado

para silenciar genes de resistencia; el trabajo de Beha ef al. (2021) constituye un ejemplo
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significativo de la nanoestructura aplicada a la terapia antisentido, demostrando la
viabilidad de utilizar nanoparticulas de oro como vectores de entrega para superar las

limitaciones de estabilidad y penetracion celular de los oligonucle6tidos.

El estudio se centra en el desarrollo y la aplicacion de MLGNPs, un sistema de
delivery sofisticado. Estas AuNPs no son meros soportes inertes, sino plataformas de
conjugacion disefiadas para una carga util especifica: los ASOs. La estructura multicapa
probablemente optimiza varios factores criticos, como la proteccion del ASO contra la
degradacion por nucleasas séricas o celulares, y la facilitacion de la captacion celular
(endocitosis). El blanco seleccionado es el gen mecA que codifica a la PBP2a (penicillin-
binding protein 2a), una transpeptidasa con baja afinidad por los f-lactdmicos, que es el
determinante genético primario de la resistencia a la meticilina en Staphylococcus aureus

(SARM). La estrategia terapéutica se basa en un mecanismo antisentido directo:

e Entrega Intracelular: Las MLGNPs, portando los ASOs, son internalizadas
por las células de S. aureus (SARM).

e Union al ARNm: Una vez liberados en el citoplasma, los ASOs hibridan
con la secuencia complementaria del ARN mensajero (mRNA) del gen
mecA.

e Silenciamiento Génico: Esta formacion del duplex ASO/mRNA bloquea la
traduccion del mensaje genético por el ribosoma o, alternativamente,

marca el mRNA para la degradacion por la RNasa H.

Los resultados reportados por Beha et al. (2021) establecieron una prueba de
concepto solida; se logrd una disminucion cuantificable y significativa en los niveles de

expresion del gen mecA y, por inferencia, de la proteina PBP2a. La reducciéon de PBP2a
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resultod en la reversion del fenotipo de resistencia a la meticilina. Es decir, las bacterias
SARM tratadas volvieron a ser sensibles a este antibiotico in vitro. Esto confirma la
viabilidad y eficacia de la plataforma ASO-AuNP para el silenciamiento génico en un
patégeno Gram-positivo clinicamente relevante *°. Las AuNPs resuelven estos problemas
actuando como vehiculos de transporte que facilitan el cruce de las membranas de la
bacterianas, al estar conjugados a la superficie de las AuNPs, los ASOs estan protegidos

de la accion de las nucleasas en el medio externo y en el espacio periplasmico 474,

El gran tamaio de las AuNPs favorece su adsorcion a la superficie bacteriana. Se
ha propuesto que las AuNPs pueden inducir su translocacion a través de la envoltura
celular, posiblemente al interactuar con el LPS o al inducir un tipo de endocitosis-like o
disrupcioén de membrana *#°. Las AuNPs permiten empaquetar multiples copias del ASO,

asegurando una entrega concentrada una vez que el vehiculo ha superado las barreras.

Las ventajas que ofrece este material es su baja toxicidad y biocompatibilidad, la
facilidad en su produccion y anclaje de moléculas a su superficie por interacciones
electrostaticas o covalentes. Lo destacable de los AuNPs es que su estructura quimica les
permite una adsorcion con compuestos alcanotiolados, especialmente posee una bien

establecida quimica de adsorcion con los grupos tiol.

Por lo tanto, si tomamos esa caracteristica para su optimizacion, se podria
aprovechar el enlace covalente “S-Au”, resultante de la adsorciéon quimica de un
compuesto modificado con un grupo tiol, para el anclaje de moléculas sintéticas y/o
biologicas a las AuNPs . Entonces, si tomamos un grupo tiol a uno de los extremos de la
cadena de ASO, serd posible que estos se unan a nanoparticulas de oro y de esta forma,

beneficiar la llegada hacia el interior de la célula blanco *°.
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En este contexto, el presente estudio aborda una estrategia de re-sensibilacion
bacteriana con el uso de ASOs anclados por enlaces tiol a AuNPs. Las AuNPs se proponen
como plataformas nanométricas de entrega con una funcion dual: servir como sistemas de
transporte dirigidos y conferir estabilidad estructural a los ASOs, favoreciendo su acceso

intracelular y la inhibicion especifica del ARNm del gen de resistencia kanR.

2.3. Blanco seleccionado

Para razon de esta investigacion se tomard como objeto de estudio el gen de
resistencia a kanamicina (KanR), identificado molecularmente como nptll (o
alternativamente aph(3)—Ila. Este determinante genético confiere resistencia a una
subclase de aminoglucosidos analogos, que incluyen compuestos como la Kanamicina,
Paromomicina, la Geneticina y la Butirosina °" 2. El gen nptlI tiene su origen en el
transposon Tn5, un elemento genético movil, y fue originalmente aislado en cepas de E.
coli. Este gen, codifica para la enzima aminoglucosido 3'-fosfotransferasa 11 (APH(3')-
ITa), también conocida como Neomicina Fosfotransferasa II (NPTII). El mecanismo
bioquimico de resistencia mediado por esta enzima es la detoxificacion por fosforilacion
53, La NPTII cataliza la transferencia de un grupo fosfato, utilizando el trifosfato de
adenosina (ATP) como donante, a un grupo 3-hidroxilo (-OH) especifico ubicado en la
porcion aminohexosa de la estructura quimica de los antibidticos aminoglucosilados. Esta
modificacidon quimica resulta en la inactivacion irreversible del antibiotico, impidiendo su
union a la subunidad 30S del ribosoma bacteriano y, por lo tanto, aboliendo su actividad

antimicrobiana.
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2.3.1. Mecanismo de resistencia conferido por nptll

La enzima fosfotransferasa (APH(3')-II) afiade un grupo fosfato al antibiotico, lo
que reduce su afinidad por el sitio ribosdémico donde realiza su efecto toxico
(comprometiendo la traduccién). Este proceso de modificacion impide que el antibidtico
produzca errores en la sintesis de proteinas, lo que es el mecanismo habitual de accion de
los aminoglucosidos. En cuanto a la especificidad del sustrato, APH(3')-II fosforila a
particulares aminoglucosidos que tienen el sitio 3'-hidroxilo accesible. No todos los
aminoglucoésidos son sustratos eficaces. Por ejemplo, nptll no suele conferir resistencia a
antibidticos como amikacina, aunque puede haber mutaciones que amplien su rango de

accion en condiciones de laboratorio.

La estructura genética y la ecologia de los genes de resistencia difieren entre
bacterias. Pseudomonas aeruginosa suele acumular multiples mecanismos (bombas de
eflujo, alteraciones de permeabilidad, AMEs y metiltransferasas del 16S rRNA), y los
perfiles varian por region; nptll aparece rara vez en series clinicas grandes % 3.
Enterococcus faecalis muestra también diversidad de mecanismos; los genes aph(3’)
existen en algunas poblaciones, pero nptlI no es reportado como frecuente en las ultimas

series de vigilancia. >* ¢,

En un contexto ambiental y agricola, npt/I ha sido detectado con mayor frecuencia
en contextos ambientales o agricolas (p. €j. su uso como marcador en organismos
genéticamente modificados y su diseminacion en suelos), pero esa presencia ambiental no

se traduce necesariamente en alta prevalencia clinica en humanos %7,
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2.3.2. Estudios de vigilancia

Estudios de caracterizacion genética de aislados resistentes a aminoglucosidos
publicados entre 2022 y 2024 muestran que los genes aac(6')-1b 'y ant(2")-Ia se reportan
con mucha mayor frecuencia en aislamientos clinicos (incluyendo Pseudomonas
resistentes y Enterococcus), mientras que nptll no es una diana comun en estas series. Por
ejemplo, Saeli et al. (2024) analizaron 96 aislamientos de Pseudomonas resistentes y
encontraron alta prevalencia de aac(6')-1b y ant(2")-1a; nptll no fue identificado como

diana dominante, sin embargo, si cuenta incidencia baja >*.

Estudios locales y regionales (2022-2024) que realizan PCR/WGS en
Enterococcus faecalis clinico también muestran perfiles heterogéneos de resistencia (bajo
a moderado para aminoglucdsidos dependendiendo de la region), y nptll no suele figurar
entre los genes mas detectados en su lugar aparecen otros AMEs y, cuando hay resistencia

de alto nivel, a veces metiltransferasas del 16S rRNA u otras combinaciones 3 >°.

Dada la baja prevalencia clinica, proyectos que propongan ASO-AuNP dirigidos

a nptll podrian ser muy utiles para estudios de prueba de concepto.
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Capitulo 3

3. HIPOTESIS y OBJETIVOS

3.1 Hipotesis

El uso de oligonucledtidos antisentido dirigidos al gen KanR, conjugados en
nanoparticulas de oro, resensibilizara cepas de Escherichia coli resistentes a la

kanamicina, reduciendo su concentracion minima inhibitoria.

3.2. Objetivo General

Sintetizar oligonucledtidos antisentido dirigidos al gen KanR y conjugarlos con
nanoparticulas de oro para resensibilizar cepas de Escherichia coli resistentes a
kanamicina, evaluando la concentracion minima inhibitoria de kanamicina en presencia y

ausencia del tratamiento propuesto.

3.3. Objetivos Especificos

1. Sintetizar y caracterizar AuNPs.

2. Disefiar la secuencia de ASO dirigida al gen KanR

3. Conjugar los ASO con las AuNPs y caracterizar el sistema resultante.

4. Transformar E. coli ATCC 11229 con el plasmido pUC57-Kan, que contiene el
gen KanR, para generar resistencia a kanamicina.

5. Determinar la concentracion minima inhibitoria de kanamicina en E. coli resistente

en presencia y ausencia del sistema ASO-AuNPs.
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Capitulo 4

4. METODOLOGIA DEL TRABAJO

4.1. Materiales y equipo

Todos los productos quimicos y reactivos empleados en este trabajo fueron de grado
analitico y se adquirieron de las empresas CTR Scientific (Monterrey, NL, México),
Biobasic y Addgene (USA). Los reactivos necesarios que se utilizaron en el proyecto
fueron: medios de cultivo LB Miller (Difco), agar bacterioldgico (BD, Bioxon), fosfato
dipotésico (K2HPO4), fosfato monopotasico (KH2POj4), cloruro de oro (III) (AuCls),
citrato de sodio, fosfato disédico (NaHPO4), fosfato monosdédico (NaH»POs),
kanamicina, secuencias de ASO, plasmidos, solucién salina tamponada con fosfato (PBS),

agua ultrapura (18 MO), ditiotreitol (DDT).

El material y los equipos que se emplearon se encontraron disponibles en el Centro de
Investigacion en Biotecnologia y Nanotecnologia: micropipetas de volumen variable (0.1-
10, 2 — 20, 10 — 100, 20 — 200 y 100 — 1000 pL, Eppendorf); espectrofotdmetro (Opizen
PLUS, Multiskan SkyHigh Microplate Spectrophotometer), autoclave (Lab Companion),
campana de flujo laminar (Labconco), equipo de electroforesis (miniPCR), balanza
analitica (AND), balanza granataria (Ohaus) 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

44



(Everstar), horno de secado (Shield Lab), refrigerador 4°C / Congelador -20°C (Norlake

scientific).

El 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
materiales consumibles de plastico empleados fueron; tubos para centrifuga de 15y 50
mL (Corning), puntillas para micropipetas de volumen variables 0.1-20 uL, 1-200 pL,
100-1000 pL (SSI) (Corning), columnas NAP™.5 Sephadex (cytiva), tubos de 0.2, 0.6 y

1.6 mL (SSI).

4. 2. Condiciones de cultivo

La cepa bacteriana de estudio es E. coli ATCC 11229 y se adquiri6 de Invitrogen.
Para su crecimiento se utiliz6 caldo Luria-Bertani (LB). Se inocul6 en caldo LB y se
incub6 a 37 °C con agitacion (150 rpm) en una incubadora agitadora durante 18h (cultivo
durante la noche). Posterior a la incubacion se realizd una suspension bacteriana por
centrifugacion, para cambiar a un medio nuevo y se incub6d a 37 °C con agitacion (150

rpm) nuevamente para determinar la OD a 600 nm empleando el espectrofotometro

UV/VIS (Optizen PLUS).

Para obtener la cepa resistente a kanamicina se utiliz6 E. coli ATCC 11229 y se
transformé con el plasmido pUCS57-Kan bajo las indicaciones del kit TransformAid
Bacterial de Thermo Scientific™. Todas las pruebas realizadas con E. coli ATCC 11229

y E. coli resistente a kanamicina se realizaron en medio LB Miller.
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4.3. Disefio de oligonucledtidos antisentido

Todas las secuencias de nucledtidos necesarias para el estudio fueron consultadas
en la base de datos de “GeneBank™ del NCBI (The National Center for Biotechnology

Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). El disefio de los ASOs se realizo a

través de los programas bioinformaticos; SnapGene Viewer (http://www.snapgene.com/),
IDT  OligoAnalyzer  (http://www.idtdna.com/calc/analyzer), =~ NUPACK  (http:

/lwww.nupack.org/) UCSC In-Silico PCR (http://genome.ucsc.edu/cgibin/hgPcr). Los

ASOs se disefiaron segun Hoynes-O'Connor et al (2016). Brevemente, se seleccionaron
los primeros 8 codones codificantes de la enzima para posteriormente comprobar que los
ASOs tienen un porcentaje superior al 85% de hibridacion con el ARNm diana e inferior
al 8% en zonas no  deseadas . Se  emple6  BLAST

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para verificar que los ASOs no se hibridaba en

areas no deseadas del ADN gendmico y plasmidico de E. coli.

4.3.1. Secuencia de ASO utilizada

Las secuencias de ASOs previamente disefiadas se adquirieron de T4 Oligo
(Irapuato, México). Se trabajaron tres secuencias para este estudio. La secuencia 1, fue
disefiada para hibridar en una region cercana al codén de inicio AUG; mientras que la
secuencia 2, fue disefiada para la region central del ARNm y una tercera secuencia que
sirvid como control negativo. El propdsito de esto es demostrar si la posicion exacta de
hibridacion dentro del ARNm del gen kanR si puede generar diferencias en la eficiencia
de inhibicion, aun cuando todas las secuencias se encuentren dentro del mismo marco de

lectura.
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Tabla 2.

Propuesta de Oligonucledtidos antisentido

Oligonucledtido Posicion Secuencia (5°-3”) Tamafio (pb) Modificacion
KanR 1767 — 1786 GGCAGTTCCATAGGATGGCA 20
1953 - 1922 GCCAGCCATTACGCTCGTCA 20 5'SH C6
Control 252 -271 AGGCTGCGCAACTGTTGGGA 20

4.4, Transformacion de E. coli ATCC 11229 en una cepa resistente a

kanamicina

Se utilizo la técnica de electroporacion para la transformacion de las cepas

resistentes y la propagacion de los plasmidos. Para esto, se siguid la metodologia

propuesta por Tu et al (2016), con algunas adaptaciones ®'.

4.4.1. Preparacion de células electrocompetentes

Para la obtencion de células viables electrocompetentes se tomd un inoculo de 5

mL de medio LB con 20 puL de E. coli ATCC 11229 a 37°C, 150 rpm durante 18 horas.

Con esas colonias, 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 1.6 mL, se cultivé de nuevo

a 37 °C a 900 rpm en la incubadora de piso; de 2 tubos se observo la densidad optica a 60

nm (ODeoo) y los otros 2 restantes se tomaron como control de viabilidad. Una vez que se

alcanzo el valor 0.6 como ODeoo, las células se centrifugaron 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. Fue necesario un segundo lavado, para posteriormente centrifugar a 9000 rpm

a 24 °C por 2 min para después descartar el sobrenadante y re-suspender las células en
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30 uL de agua ultrapura y los tubos se mantuvieron a temperatura ambiente. Posterior a
eso, se le agregaron 300 ng del plasmido pUC57-Kan para obtener un volumen final de
40 uL. El ADN y las células bacterianas se transfirieron a una celda de electroporacion de
I mL, con una separacion de 2 mm y se electrizaron a 2500 V. Una vez realizado lo
anterior, la celda se enjuago con 1 mL de medio LB fresco (este paso ayudo a las células
a recuperarse y evitar estrés celular) y se dejo incubando a 37 °C durante 1 hora.
Finalmente, el cultivo con células transformadas se sembr6 en agar LB con concentracién

de kanamicina de 100 ppm.

4.4.2. Seleccion de células transformadas
Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se procedidé a la seleccion de
colonias aisladas. Estas colonias se tomaron de la placa de agar LB que contenia
kanamicina y, a continuacion, fueron transferidas utilizando un asa a un tubo de 5 mL con
medio LB suplementado con kanamicina. Finalmente, los tubos se almacenaron y las

colonias se preservaron bajo refrigeracion a 4 °C.

4.4.3. Extraccion de ADN plasmidico

Para este proceso se empled el kit de extraccion PureLink™ Quick Plasmid
Miniprep, siguiendo las indicaciones del fabricante, con el fin de corroborar la integracion

de éste.

4.4.4. Analisis del ADN plasmidico

Este proceso se realiz6 mediante una restriccion enzimatica con la enzima BamHI,
siguiendo el protocolo del proveedor de la enzima (Thermo Scientific). Se agregaron 16

pL de agua ultrapura, 2 pL buffer 10X BamHI 1 pL de ADN plasmidico (0,5-1 pg/uL) y
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BamHI 0,5 - 2 35 uL, a un tubo de 0.6 mL; a un segundo tubo se agregd 2 pL buffer 10X
EcoR1 pL de ADN plasmidico (0,5-1 pg/uL) y EcoRI 0,5 - 2 35 uL; y se incubaron a
37°C por 1 hora. Las enzimas se inactivaron con una segunda incubacion a 80°C por 20

min.

El resultado de los fragmentos del plasmido se analizd por medio de una
electroforesis en el equipo de miniPCR. Para su analisis se emplearon un gel de agarosa
al 2% utilizando buffer TAE 1X para correr la electroforesis, usando una mezcla de 1.5
puL de jugo azul, 1.5 pL de GelRed y 3- 5 uL de cada muestra, para ser observado en el
equipo donde, se sometera a luz ultravioleta. El resultado que se espera observar es la

banda correspondiente al plasmido incorporado.

4. 5. Sintesis de nanoparticulas

Para la sintesis de AuNPs se empled el método de Turkevich, siendo una técnica
clasica para obtener AuNPs y se basa en el principio de calentar el dcido cloroatrico con
citrato de sodio, para formar un coloide de oro que resulta en un color rojo rubi

caracteristico.

Se sigui6 la siguiente metodologia; se agregaron 10 mL de una solucion de cloruro
de oro (III) (AuCls) al 0.01%, se llevo a punto de ebullicidon para posteriormente, agregar
100 pL de citrato de sodio 10%. La solucién obtuvo un viraje de amarillo palido a un
violeta-rojizo al transcurrir unos 10-15 minutos; transcurrido el periodo, se dejé atemperar

y se almacend a 4°C para su uso futuro .
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4.5.1 Purificacion de los ASO y anclaje a AuNPs

Se utiliz6 una columna NAPTMS para purificar los ASO. Una vez obtenida la
solucion de ASO purificada, se almaceno a -20 °C. Los ASOs una vez purificados fueron
anclados a las AuNPs mediante una modificacion alcanotiol en el extremo 5’ del ASO.
Las AuNPs se adhieren a los oligos gracias al enlace covalente Au—S, que se forma entre

el azufre del grupo tiol y el oro de la superficie. Este enlace es fuerte, estable y permite

anclar los oligos de manera orientada y funcional.

Para mantener la forma de tiol activa, se debe de reducir el enlace disulfuro previo
al anclaje de las AuNPs. Esta metodologia se basa en la de Hurst et al (2006), con algunas
adaptaciones. En un tubo de 0.5 mL, se afiadieron 52 pL de agua ultrapura, 10 pL de una
solucién de ASO (100 uM), 20 puL de DTT (0.5M), 18 uL de PBS (1 M, pH 8) 2. La

mezcla resultante se incubo a temperatura ambiente por 1 h.

4.5.1.1. Conjugacion de los ASO a las AuNP

Para la conjugacion de los ASOs y las AuNPs debe seguirse la siguiente
metodologia planteada por Hurst y colaboradores; en un tubo de 15 mL se afiadieron 60
uL de ASOs (concentracion final de 2.15 uM), 7 mL de AuNP (concentracion final 2.15
nM), se incubaron a temperatura ambiente por 16 h. Transcurrido el periodo, se agregaron,
por goteo, PBS hasta una concentracion de 10 mM (pH 7.4) y NaCl hasta una
concentracion 50 mM; se incubaron por 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, la
concentracion de sal se increment6 hasta 10 mM y se dejo incubando por 24 h. Finalmente,

el producto resultante se incub6 a 4 °C para su uso futuro.
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4.6. Purificacion y caracterizacion de las AuNPs y ASO-AuNPs

La metodologia de Balasubramanian y colaboradores fue la seleccionada para
poder realizar el proceso de purificacion. De la solucién de AuNPs se transfirié 1 mL a un
tubo de 1.6 mL y se llevo a varios ciclos de centrifugacion. En el ciclo 1, se centrifugé a
7000 g por 20 min, posterior a eso, se obtuvo un pellet aceitoso de color rojizo de forma,
de nombre Pt 1, se descarto el sobrenadante (Sb 1) y se re-suspendid nuevamente en agua
ultrapura. Sb 1 se transfiri6 a un nuevo tubo de 1.6 mL y se centrifugd nuevamente bajo
las mismas condiciones, a partir de ahi se obtuvo un nuevo pellet (Pt 2) y se descart6 el

sobrenadante. Pt 1 y Pt 2, se combinaron y comenzo6 un nuevo ciclo de centrifugacion .

El conjugado de ASO-AuNPs, se purifico mediante centrifugacion a 14,000 g por
20 min. El sobrenadante se separ6 y se analizé mediante espectrofotometria UV-Vis a 260

nm para cuantificar la cantidad de ASO remanente no conjugado.

Para conocer la morfologia y el tamafio de las AuNps; y para caracterizar la
conjugacion de los ASO sobre las AuNPs, la morfologia y el tamafio de ASO-AuNPs, se

requirieron de la espectroscopia UV-vis y microscopia electronica de transmision (TEM).

4.7. Concentracion minima inhibitoria

Para la solucion de kanamicina, se empled agua destilada, como vehiculo, en un
rango de concentracion de 100 — 1024 ppm para la cepa E. coli ATCC 11229 y de 8-8,200
ppm para E. coli resistente. Para la obtencion del indculo, se prepard un cultivo
“overnight” (20 h de cultivo a 37°C y 150 rpm) para las cepas de E. coli ATCC 11229,

posteriormente se hizo una dilucion 1:250 en medio fresco y se incub6 nuevamente hasta
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alcanzar una ODegoo de 0.2 + 0.02. Para el ajuste, se requirié medio LB fresco para obtener
un rango de concentracion de 107 -10® células/mL. A partir de este ajuste, se necesitd
preparar una dilucion 1:100 y se agregaron 100 pL a cada uno de los pozos para alcanzar

una concentracion final de 10° células/mL.

Posterior de este paso, se agregaron las células, previamente se adicionaron al pozo
diferentes cantidades de kanamicina y se aford el volumen con medio LB hasta completar
200 pL. Las microplacas procedieron a un periodo de incubacion por 24 h a 37°Cy 150
rpm. Posterior a la incubacion se leyd la ODgoo. La MIC de kanamicina para las cepas de
E. coli ATCC 11229 sera aquel valor de concentracion del antibidtico en donde, se vea
suspendido o no sea apreciable el crecimiento de la bacteria en contraste al crecimiento

sin antibiotico.

4.7.1. Combinatorias de ASO-AuNPs sobre el crecimiento de E. coli resistente

Se evaluo el efecto del tratamiento con kanamicina, AuNPs, ASO-AuNPs sobre el
crecimiento de la cepa E. coli transformada con pUC57-KanR. La metodologia se adaptd
del protocolo descrito por Meng et al. (2015), con modificaciones orientadas al sistema

experimental utilizado en este estudio.

Para la obtencion del in6culo, se realizé un cultivo overnight (18 h, 37 °C, 150
rpm) de E. coli pUC57-KanR. Posteriormente, se efectud una dilucion 1:250 en medio LB
fresco y se incub6 nuevamente hasta alcanzar una densidad optica de 0.2 = 0.02 a 600 nm
(OD600). El ajuste final se realizd6 con medio LB para obtener una concentracion

aproximada de 10"-10® UFC/mL.
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A partir de esta suspension, se prepar6 una dilucion 1:20, y se adicionaron 20 pL
a cada pozo de una placa de 96 pocillos para obtener una concentracion final de ~10°
UFC/mL. Posteriormente, se aplicaron diferentes concentraciones de kanamicina (8 -
8,200 ppm), AuNPs (5y 10 uM) y ASO-AuNPs (5 y 10 uM), en un volumen total de 100

nL por pozo. Las placas se incubaron a 37 °C con agitacion orbital de 150 rpm.

El crecimiento bacteriano se monitore6 midiendo la OD600 en un lector de
microplacas en distintos intervalos de tiempo (24 h). La combinacion mas eficaz entre
kanamicina y ASO-AuNPs se determindé como aquella que, con las menores
concentraciones de ambos componentes, produjo una inhibicion del crecimiento
significativamente mayor que los tratamientos individuales y el control positivo de
crecimiento. Asimismo, el tratamiento con AuNPs sin funcionalizar sirvi6 para confirmar
que cualquier efecto inhibitorio observado se debia principalmente a la accion de ASOs o
a la sinergia con el antibio6tico, y no a un efecto téxico intrinseco de las nanoparticulas de

0ro.
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Capitulo 5

5. RESULTADOS

5.1. Acondicionamiento de la cepa y clonacion de plasmido pUCS57-kan.

Posterior a la transformacion del plasmido pUCS57-Kan en E. coli ATCC 11229,
se procedi6 a inocular placas de agar LB con kanamicina a 100 ppm, para confirmar la
obtencion de colonias transformadas (Fig. 2. A). Se aislo una colonia transformada y se
sembraron en agar Eosina y Azul de Metileno como técnica de inhibicion selectiva en
donde E. coli, como fermentadora de lactosa, produjo un verde metélico brillante en las

colonias (Fig. 2. B) y se aisl6 una segunda colonia para inocularlo en medio LB para su

incubacion a 37°C, con agitacion continua a 150 rpm durante toda la noche (18 horas).

Figura 2. Colonias de E. coli transformada sembradas en agar LB y

EMB. Colonias de E. coli transformadas con pUC57-KAN. A) E. Coli

pUCS57 en agar LB con 100 ppm de Kanamicina, B) E. coli pUC57 en agar

Eosina y Azul de Metileno.
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A partir de un indculo ajustado a ODgoo de 0.002 se obtuvo la curva de crecimiento
de 24 horas de E. coli ATCC 11229 en medio LB y en medio LB con kanamicina a 100
ppm; E. coli transformada 100 ppm. Se emple6 como control medio de cultivo LB sin

inoculacion bacteriana (Figura 3).

Cinética de crecimiento

1.20
1.00
0.80
0.60

0.40

Absorbancoa (OD 600)

0.20

0.00
0 5 10 15 20 25

Tiempo (horas)
= \ledio LB E. coli ATCC + LB

E. coli ATCC + LB+ Kan =—E. coli pUC57 + LB Kan

Figura 3. Cinética de crecimiento de las cepas mediante lectura de absorbancia

a 600 nm durante 24 horas.

5.2.1. Caracterizacion plasmidica

Se realizo una restriccién enzimatica para visualizar fragmentos de pUC57-kan
para su visualizacion en electroforesis en gel de agarosa al 8% (figura 4). El gel de
electroforesis de plasmido pUC57-Kan en E. coli ATCC 11229 y los fragmentos
obtenidos por la restriccion enzimatica. Carriles: MP. - Marcador de peso molecular Carril
2 (PS) se visualiza el plasmido a 2500 pb, carril 3 (Bam) la banda corresponde a corte con
BamHI a 2140 pb, carril 4 (PS) corresponde a plasmido y carril 5 (Eco) la banda muestra

corte con EcoRI a 2179 pb.
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 2% para el plasmido pUC57-Kan

en E. coli ATCC 11229.

5.3. Caracterizacion de AuNPs y ASO-AuNPs

La caracterizacion de las AuNPs y los conjugados de ASOs con AuNPs (ASO-AuNPs)
utilizando Espectroscopia UV-Visible, TEM y la Dispersion Dinamica de Luz (DLS, por su
acronimo en inglés Dynamic Light Scattering) es fundamental para la presente investigacion

de materiales y nanomedicina. Estas técnicas se complementan, proporcionando una comprension
completa de las propiedades fisicas de las nanoparticulas, cruciales para predecir su rendimiento

bioldgico.

La caracterizacion inicial para las AuNPs es vital para confirmar la sintesis exitosa y la

monodispersidad del lote. Estas propiedades influyen directamente en la Resonancia de Plasmon
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Superficial Localizada (LSPR), que a su vez se correlaciona con su color y potencial uso en

bioimagenes.

La combinacién de las técnicas permitio no solo confirmar la sintesis y conjugacion del
ASO, sino también asegurar la calidad de las nanoparticulas para su uso en la presente aplicacion

biomédica.
5.3.1. Espectro de absorbancia UV-Visible de AuNPs

Siguiendo con el protocolo propuesto en la metodologia (4.5) se obtuvo la sintesis de
AuNPs, la cual paso de ser una solucion amarillo palido al momento de hidratarlo, y después de
estar en contacto con el citrato de sodio, vird a un color rojizo-violeta, siendo un color
caracteristico de este tipo de nanoparticulas (figura 5). En el espectro UV-Visible se observo un
pico (~SPR) cerca de los 520 nm ya a los 17 minutos de reaccion, que luego se desplaza a ~527
nm a los 23 minutos. Ese cambio en el maximo de absorbancia (de ~520 a ~527 nm) sugiere que

con el tiempo de reaccion las nanoparticulas crecen o cambian su entorno.

C) Sintesis de nanoparticulas

= Punto maximo 527 nm i

Longitud de onda ( nm )

— 15 i — 17 — 10 1y o —

Figura 5. Caracterizacion de AuNPs y espectro de absorbancia UV-vis. A)
Soluciones acuosas de cloruro de oro hidratado. B) Solucion de nanoparticulas de oro

sintetizadas. C) Espectro de absorbancia UV-vis de la solucion de AuNPs,
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5.3.2. Caracterizacion por FTIR y DLS de AuNPs

Después de sus sintesis, se analizaron las AuNPs estabilizadas con citrato por
Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR), para confirmar su
presencia por las vibraciones caracteristicas de los grupos carboxilato (COO") del citrato.
Ademas, la banda del grupo O-H sugiere presencia de grupos hidroxilo, que también
podrian ayudar a la estabilizacion. En la figura 6, se observan vibraciones de
caracteristicos del grupo carboxilato (COO™) de tipo estiramiento asimétrico a 1570 —

1

1600 cm °!; estiramiento simétrico a 1360 — 1400 cm ! y flexion fuera del plano de 850 —

1

900 cm “!; ademas de vibracion de estiramiento C-H a 2900 — 3000 cm “!; y vibracion de

estiramiento O-H a 3200 — 3600 cm ! correspondientes a grupos hidroxilo.

Se empled la técnica DLS, para medir el tamafio de nanoparticulas en suspension.
Las mediciones de DLS mostraron un tamafo hidrodinamico promedio (Z-average) de
12.33 nm, con un indice de polidispersidad (PDI) de 1.732, indicando una distribuciéon de
tamafo altamente polidispersa. La distribucion de tamafos mostré dos poblaciones
principales: una centrada en 5.49 nm, que representa el 60.7 % del volumen total, y otra
en 21.7 nm, correspondiente al 39.3%. Ademas, se obtuvo un diametro medio por volumen
(MV) de 16.57 nm, lo que refleja una contribucion volumétrica promedio ligeramente
mayor debido a la presencia de particulas de mayor tamafio dentro de la muestra. Esto
ocurre porque las pocas particulas grandes (21.7 nm, 39.3 % del volumen) aportan mucho

al volumen total.
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Figura 6. Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR) de

AuNPs.

La AuNPs tienen un tamafio hidrodindmico medio alrededor de 12 -16 nm. En la
figura 7 se observa un grafico de DLS, en escala logaritmica, que muestra la distribucion
de tamafios de particulas de la muestra. Se obtuvo una distribuciéon bimodal de tamafios
de nanoparticulas. El primer pico, centrado entre 2—4 nm, representa nanoparticulas
individuales o muy pequefias. El segundo pico (~15-30 nm) podria deberse a agregados
o nanoparticulas recubiertas. Esto significa que, ademas de las particulas principales,
pueden existir pequenas fracciones de particulas de mayor tamafio o agregados que
contribuyen a la sefial de dispersion de luz, manifestindose como picos adicionales en el

andlisis DLS %°. La cola extendida hacia mayores tamafios indica que existe una fraccion
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de agregados mas grandes, aunque en baja proporcion. La curva de %Passing muestra que
mas del 90 % de las particulas estan por debajo de los 100 nm, lo cual es aceptable para
formulaciones coloidales, aunque la presencia de multiples poblaciones sugiere

polidispersidad.
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% Channel
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Figura 7. Grafico de DLS en escala logaritmica.

5.3.3. Caracterizacion por TEM de AuNPs

Se obtuvieron imagenes por TEM de las nanoparticulas de oro. En las imagenes
de alta resolucion (figura 8) se observa su estructura y morfologia esférica y algunas con
forma irregular poligonal. Las imdgenes reveladas fueron analizadas con el programa

Imagen] para revelar detalles finos, como su tamafio, el cual su didmetro era de 15.04 nm.
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Figura 8. Micrografia TEM de AuNPs. A) Micrografia de TEM; B) Analisis de

tamafio mediante Imagel.

5.3.4. Concentracion minima inhibitoria

5.3.4.1. Concentracion minima inhibitoria de E.coli ATCC 11229

Para establecer un punto de referencia de sensibilidad a la kanamicina, se
determiné la MIC de la cepa de referencia E.coli ATCC 11229 no transformada. La Figura
9 muestra el porcentaje de crecimiento bacteriano a distintas concentraciones de
kanamicina (expresadas en ppm, equivalentes a pg/mL). La MIC se sitia a 4 ppm, como

se observa en la figura 9.
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Figura 9. Concentracion minima inhibitoria de E. coli ATCC 11229 no
transformada. Porcentaje de crecimiento de E. coli ATCC 11229. Las barras de

error representan la desviacion estandar. Tratamientos realizados por triplicado.

5.3.4.2. Concentracion minima inhibitoria de E.coli pUC57 Kan

A diferencia de la cepa control, la E.coli transformada con el plasmido pUC57-
KanR exhibe un patron de crecimiento drasticamente distinto, como se ilustra en la Figura

10.

El crecimiento es totalmente inhibido a 4,100 ppm, por lo tanto, fue la MIC
considerada para este estudio. Comparando los resultados obtenidos, se determin6 que la
cepa transformada (E.coli pUC57-KanR) es 1,025 veces mas resistente a la kanamicina

que la cepa no transformada (E.coli ATCC 11229).
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Figura 10. Concentracion minima inhibitoria de E. coli resistente a KanR.

Porcentaje de crecimiento de E. coli pUCS57- KanR. Las barras de error representan la

desviacion estandar. Tratamientos realizados por triplicado.

5.4. Pruebas combinatorias

Con el proposito de evaluar el efecto antimicrobiano de los conjugados AuNPs-
ASOsl y AuNPs—ASOs2, se realizaron ensayos combinatorios. Estos ensayos utilizaron
una concentracion de kanamicina equivalente a un cuarto de su MIC resultante, es decir,

1024 ppm (MIC= 4100 ppm), para estudiar la capacitad potenciadora de los ASOs.

Se eligid trabajar a esta concentracion de 1024 ppm ya que, en ensayos
preliminares (fig.10), se observo que a 4100 ppm la bacteria presentaba un crecimiento
significativamente reducido, lo que habria enmascarado cualquier potencial efecto

sinérgico o inhibitorio del conjugado.
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Este disefio experimental compar6 distintas concentraciones del conjugado a 2.5
uM y 5 uM, frente a nanoparticulas de oro sin funcionalizar a las mismas concentraciones,

las cuales su equivalencia en ppm serian las siguientes:

e AuNPs-ASOs-1: 1595 ppm a 2.5 uM y 31.91 ppm a SuM.
e AuNPs-ASOs-2: 16.32 ppm a 2.5 uM y 32.63 ppm a 5 uM
e AuNPs-ASOs-3: 15.92 ppm a 2.5 uyM y 31.83 ppm a 5 uM

e AuNPs sin funcionalizar: 16.5 ppma 2.5uM y 33.75 ppm a 5 uM

% Inhibicion de AUNPS-ASOs y AuNPs
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AuNPs-ASOs1 AuNPs-ASOs2 AuNPs-ASOsC AuNPs
B % Inhibicion 83.04 82.54 81.50 80.52 9.65 21.87 8.71 11.43

Porcentaje de inhibicion

Figura 11. Porcentaje de inhibicion de par de conjugados AuNPs-ASOs1, AuNPs-ASOs2,

AuNPs-ASOsC y AuNPs a 1024 ppm de Kanamicina.

El objetivo fundamental de este ensayo fue determinar si la conjugacion del
oligonucleétido al nanocompuesto (AuNPs-ASOs-1 y AuNPs-ASOs-2, y AuNPs-ASOsC

como control) potenciaba el efecto inhibitorio sobre el crecimiento bacteriano en
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comparacion con los componentes individuales. Ademas de demostrar si la posicion de
hibridacion dentro del ARNm del gen kanR puede generar diferencias en la inhibicion,

aun cuando todas las secuencias se encuentren dentro del mismo marco de lectura.

Los resultados obtenidos en la Figura 11 muestra el porcentaje de inhibicién de E.
coli resistente tratadas con los conjugados ASO-AuNPs (ASO 1 y ASO 2) y
nanoparticulas de oro sin oligos (AuNPs). Los conjugados AuNPs-ASOs-1 y AuNPs-
ASOs-2 se disenaron para hibridar dentro del marco de lectura del gen kanR (Start1713—
End2522), mientras que el oligonucleotido control AuNPs-ASOsC, se localiza fuera del
gen, previo al origen de replicacion del plasmido pUC57-kan (2579 pb). Los tratamientos
se evaluaron a 2.5 y 5 uM. Los datos representan la media + desviacion estandar de tres

experimentos independientes realizados por triplicado.

Los AuNPs-ASOs-1 y AuNPs-ASOs-2, ambos disefiados para hibridar dentro del
marco de lectura del gen kanR, mostraron porcentajes de inhibicion elevados y
comparables entre si. AuNPs-ASOs-1 alcanz6 inhibiciones del 83.04 % y 82.54 % a 2.5
y 5 uM, respectivamente, mientras que AuNPs-ASOs-2 presentd valores del 81.50 % y
80.52 %. En ambos casos, el efecto inhibitorio fue consistente y no dependiente de la

concentracion evaluada.

En contraste, el oligo control AuNPs-ASOsC, dirigido a una region fuera del gen
de resistencia (previo al origen de replicacidon), mostrd una inhibicién considerablemente

menor, con valores de 9.65 % a 2.5 uMy 21.87 % a 5 uM.

Asimismo, las AuNPs presentaron porcentajes de inhibicion bajos (8.71 %y 11.43

%), por lo que se considera que la inhibicidon observada estd podria estar asociada
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6tfprincipalmente a la presencia y localizacion especifica de los ASOs. Todos los
experimentos se realizaron por triplicado y los datos se presentan como media +

desviacion estandar.

Capitulo 6

6. DISCUSION

La emergencia de bacterias resistentes a los antibidticos representa una amenaza
creciente para la salud publica global, en particular frente al uso extensivo de
aminoglucésidos como la kanamicina (que acta sobre la subunidad 30S ribosomica).
Las bacterias pueden desarrollar resistencia a la kanamicina mediante mecanismos
diversos, entre ellos la expresion de enzimas modificadoras (fosfotransferasas,
adenililtransferasas, acetiltransferasas) que inactivan el farmaco (por ejemplo, la

fosforilacion del grupo amino) ¢°.

En este contexto, los ASOs han sido explorados como herramientas para silenciar
selectivamente genes bacterianos de resistencia, al hibridar con el ARNm diana e
impedir su traduccion o inducir su degradacién (por ejemplo, mediante RNasa H) ¢°.
No obstante, su uso practico en bacterias enfrenta importantes obstaculos: baja
estabilidad frente a nucleasas, dificil penetracion de la barrera celular y posible

eliminacion por mecanismos de defensa bacteriana.

Para superar estas limitaciones, las estrategias de vectorizacion con nanoparticulas
se han convertido en una opcion atractiva. En particular, la conjugacién de ASOs con

nanoparticulas de oro mediante enlaces tioloro (Au—S) permite una union estable y la

66



formacion de estructuras tipo acido nucleico esférico (spherical nucleic acids) que
pueden mejorar la penetracion y proteccion del oligonucledtido (concepto de SNA)
(ver discusion sobre SNA en literatura general). Ademas, las nanoparticulas pueden
facilitar la internalizacion celular y, al mismo tiempo, actuar sinérgicamente con

mecanismos antimicrobianos .

La fase inicial de esta investigacion requirié la modificacion genética de la cepa
bacteriana E. coli ATCC 11229 para transformarla en un organismo resistente a la
kanamicina. Esta modificaciéon fue esencial, ya que proporciond el fenotipo
seleccionable necesario para validar la funcionalidad del sistema de entrega de
conjugados ASOs-AuNPs propuesto. La resistencia a la kanamicina se confirmé
mediante la introduccion del plasmido pUCS57-Kan en la cepa sensible de E. coli (Fig.
2). La técnica empleada para la transferencia de este material genético fue la
electroporacion, un método de ingenieria genética de alta eficiencia que utiliza pulsos
eléctricos para incrementar temporalmente la permeabilidad de la membrana celular

bacteriana, permitiendo la entrada del plasmido.

El objetivo primario de esta preparacion fue crear un sistema de prueba robusto
donde la resistencia a la kanamicina sirviera como marcador para evaluar la capacidad
de entrega y la funcionalidad bioldgica de nuestro conjugado innovador: ASOs unidos

a AuNPs.

Al modificar una bacteria genéticamente es posible que esta tenga efectos en su
crecimiento, por lo que se caracterizé el crecimiento de esta por medio de una cinética
de crecimiento. Como se observa en la figura 3, la adquisicion de un pldsmido que

confirio resistencia antibidtica impuso costos de aptitud al hospedador bacteriano en
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ausencia de la presion del antibiotico como lo es; menor tasa de crecimiento, periodos
de latencia mas largos, menor rendimiento en la fase estacionaria, en comparativa con
la cepa no transformada. Este fendmeno se ha observado con plasmidos de resistencia

multiple en distintos sistemas bacterianos '°.

La caracterizaciéon del plasmido pUCS57-Kan mediante digestion enzimatica
(figura 4) permiti6 confirmar su integridad y tamafio esperado. De acuerdo con la
figura 4 se puede observar que el plasmido presentd una banda principal alrededor de
las 2,500 pb, lo cual concuerda con el tamaiio teorico reportado por el fabricante Gene
Universal (2,579 pb). La digestion con las enzimas BamHI y EcoRI gener6 fragmentos
de aproximadamente 2,140 pb y 2,179 pb, respectivamente, lo que sugiere cortes
unicos y especificos en el mapa de restriccion del vector. Estos resultados concuerdan
con los mapas plasmidicos reportados para pUC57-Kan depositados en bases de datos
de Addgene y NCBI, donde se describe un sitio de restriccion unico para BamHI y

EcoRI dentro de la region del clon multiple (MCS) 774,

La concordancia entre los tamafios observados y los teoricos indica que la
clonacion del gen de resistencia nptll (KanR) se mantiene estable en el vector, lo cual
es fundamental para garantizar la resistencia a kanamicina en las bacterias
transformadas ">. Estudios previos han demostrado que los plasmidos derivados de
pUC, debido a su alto nimero de copias, pueden alcanzar entre 100 y 500 copias por
célula, lo que aumenta significativamente la expresion de genes de resistencia "> 7>,

Esto explica la diferencia observada entre la cepa transformada y la cepa control en

los experimentos de cinética de crecimiento, donde E. coli pUCS57-Kan mostrd un
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crecimiento sostenido en presencia de kanamicina, mientras que la cepa E. coli ATCC

11229 no fue capaz de proliferar bajo las mismas condiciones.

En conjunto, estos resultados confirman que el plasmido pUC57-Kan se encuentra
correctamente digerido y funcional, y que su tamafio y comportamiento coinciden con
los descritos en la literatura para vectores de alta copia portadores del gen nptll,

responsable de la fosforilacion y desactivacion de la kanamicina 7°.

La caracterizacion espectroscopica y morfoldgica de las AuNPs sintetizadas
evidencio la formacion de estructuras metalicas bien definidas, aunque con cierta
heterogeneidad en tamafio. El espectro UV-Visible (fig. 5) mostré6 un pico de
absorbancia méximo (SPR) a 527 nm, caracteristico de nanoparticulas de oro esféricas
con tamafio entre 10 y 25 nm 824, Este desplazamiento al rojo respecto al valor tipico
de 520 nm sugiere un incremento en el tamafio medio de particula o la modificacion
del entorno superficial, posiblemente asociado a la unién de ligandos estabilizantes o

de los ASOs por enlaces tiol-oro, lo cual modifica el indice de refraccion local 778!

El analisis FTIR (figura 6) reveld bandas de vibracion caracteristicas de grupos
carboxilato (COO") entre 1570-1600 cm™ (estiramiento asimétrico) y 1360-1400
cm™! (simétrico), asi como una banda de flexion fuera del plano entre 850—900 cm™,
ademads de sefiales correspondientes a estiramientos C—H (2900-3000 cm™) y O-H
(3200-3600 cm™). Estas sefiales indican la presencia de grupos funcionales tipicos del
agente reductor utilizado, siendo este el citrato de sodio, los cuales juegan un papel
esencial en la nucleacion y estabilizacion de las AuNPs 3. La presencia de estos

grupos hidroxilo y carboxilato sugiere una superficie activa susceptible de interaccion
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con biomoléculas cargadas negativamente, como los ASOs, lo que favorece la

conjugaciéon mediante enlaces Au—S .

Los resultados del analisis por DLS confirmaron esta heterogeneidad (figura 7). El
tamafio hidrodinamico promedio (Z-average) fue de 12.33 nm, con un PDI de 1.732,
lo cual indica una dispersion muy amplia en la distribucion de tamaiios. Segin lo
descrito por Bhattacharjee (2016), valores de PDI > 0.7 reflejan una poblacion
altamente polidispersa, lo que coincide con la presencia de dos poblaciones principales
detectadas: una de particulas pequefias (~5.49 nm) y otra de mayor tamafio (~21.7 nm)
78, La fraccién dominante (60.7 %) pertenece a las nanoparticulas pequefias, lo que
sugiere que el proceso de nucleacion inicial fue eficiente, aunque se produjo cierta
agregacion o crecimiento secundario en el sistema. Este comportamiento ha sido
previamente observado en sistemas similares donde la estabilizacion superficial es

incompleta o heterogénea 5+ 86,

El valor de Mean Volume Diameter (MV) de 16.57 nm respalda que la mayoria
de las particulas se encuentran en el rango esperado para AuNPs con un maximo de
absorbancia alrededor de 525-530 nm 78!, por lo que los resultados de DLS y UV-
Vis son consistentes entre si. Sin embargo, el PDI elevado indica que la muestra
contiene una mezcla de nanoparticulas individuales y posibles agregados menores, lo
que puede repercutir en la reproducibilidad del conjugado ASO-AuNPs, un aspecto

critico para aplicaciones biologicas 5°.

Finalmente, las imagenes obtenidas por TEM corroboraron la formacion de
nanoparticulas predominantemente esféricas, aunque con algunas formas poligonales

irregulares (figura 8). El andlisis de tamafio mediante Image] indicé un didmetro
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promedio de 15.04 nm, valor que se encuentra en concordancia con los resultados
espectroscopicos y de DLS (figura 8. B). Esta correspondencia entre las tres técnicas
confirma que la sintesis produjo nanoparticulas metalicas de tamafio nanométrico
adecuado y que la dispersion de tamanos observada por DLS refleja principalmente
diferencias en la hidratacion superficial y no un crecimiento macroscopico
descontrolado. Resultados similares han sido reportados por Jain et al. (2011) y
Paramelle et al. (2014), quienes observaron que AuNPs de 10-20 nm presentan picos
SPR entre 520-530 nm y buena estabilidad coloidal siempre que exista un

recubrimiento funcional adecuado 8% 8,

En conjunto, los resultados de UV-Vis, DLS, FTIR y TEM demuestran la
formacion exitosa de AuNPs y confirman su potencial para aplicaciones
biotecnoldgicas. No obstante, el valor elevado de PDI sugiere que la optimizacion del
tiempo de reaccion y del agente estabilizante podria mejorar la monodispersidad y la

uniformidad de los conjugados.

La determinacion de la MIC mostr6 que la cepa E. coli ATCC 11229 presentd una
MIC de 4 ppm, lo que concuerda con la sensibilidad esperada para cepas no resistentes
a kanamicina (figura 9). Segun la base de datos EUCAST (2024), las cepas de E. coli
consideradas sensibles presentan valores de MIC < 8 ppm, confirmando que esta cepa
actia como un control adecuado para la evaluacion de resistencia antibiotica®®. En
contraste, la cepa E. coli transformada con el plasmido pUCS57-KanR (2579 pb)
mostrd una MIC de 4100 ppm, evidenciando un incremento de aproximadamente 1025
veces en la resistencia (figura 10). Este comportamiento es coherente con lo reportado

por Beck et al. (2020) y Watanabe et al. (2021), quienes demostraron que el gen nptll
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(KanR) confiere resistencia a aminoglucosidos mediante la fosforilacion de la
kanamicina en el carbono 3' del anillo A, lo que impide su unién al ribosoma 30S vy,

por tanto, evita la inhibicién de la sintesis proteica 87+,

La notable diferencia en la MIC entre ambas cepas valida funcionalmente la
expresion del gen de resistencia en el plasmido, y proporciona un sistema modelo ideal

para evaluar la eficacia de los ASO dirigido contra KanR.

Los ensayos combinatorios con los conjugados AuNPs-ASOs1, AuNPs-ASOs2 y
AuNPs-ASOsC, mostraron un patrén inhibitorio significativo respecto al control
(AuNPs sin funcionalizar). Como se observa en la figura 11, el analisis de la actividad
antimicrobiana revelo una inhibicion del crecimiento bacteriano significativo para los
conjugados funcionales. Los resultados mostraron que las formulaciones AuNPs-
ASO1 y AuNPs-ASO2 presentaron altos niveles de inhibicion génica, alcanzando
valores 83.04 % y 82.54 % y 81.50 % y 80.52 %, a concentraciones de 2.5 y 5 uM
respectivamente. Estos resultados son consistentes con la posibilidad de una
interferencia directa en la expresion del gen de resistencia, aunque el mecanismo

molecular especifico no fue evaluado en este estudio.

En contraste, la secuencia control (AuNPs-ASOc) mostré una inhibicion
significativamente menor (9.65 % a 2.5 uM y 21.87 % a 5 uM.), mientras que las
nanoparticulas sin ASO exhibieron una inhibicién minima (8.71 % y 11.43 %). Estos
resultados indican que el efecto inhibitorio observado se podria deberse
principalmente a la accion especifica de los ASOs dirigidos contra el gen KanR, y no
a las nanoparticulas por si solas. Los AuNPs-ASOs al estar dirigidos a regiones

internas del marco de lectura del gen kanR pudieron inducir una inhibicién marcada
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en el crecimiento bacteriano, lo cual sugiere un bloqueo directo de la expresion génica
a nivel molecular. La hibridacién del oligonucleétido antisentido con el ARN
mensajero del gen kanR probablemente interfiere con la elongacion ribosomal o
promueve la degradacion del transcrito, impidiendo la sintesis de la enzima
responsable de la resistencia a kanamicina, la aminoglucésido-3'-fosfotransferasa

(APH(3')).

Ademas, no se observo un efecto significativo dependiente de la concentracion, ya
que los valores de inhibicion no aumentaron significativamente a 2.5 uM en
comparacion con 5 uM. Este comportamiento concuerda con estudios previos que han
demostrado una relacion dosis-respuesta en el silenciamiento génico mediado por

ASOs conjugados a nanoparticulas *%.

En contraste, el AuNPs-ASOsC fue disefiado para hibridar en una region
extracodificante del pldsmido, localizada antes del ori. Estas regiones cumplen
funciones estructurales y regulatorias relacionadas con la replicacion plasmidica, pero
no participan en la traduccion de proteinas. Por lo tanto, la ausencia de un efecto
inhibitorio significativo al emplear AuNPs-ASOsC sugiere que la simple unién del
ASO al ADN plasmidico no es suficiente para inducir silenciamiento, y que la
localizacion dentro del marco de lectura del gen blanco es un requisito critico para la

eficacia del tratamiento.

El mecanismo de inhibicion observado podria ser explicado por la hibridacion
especifica del ASOs al ARNm del gen KanR, impidiendo su traduccion y reduciendo
la produccion de la enzima aminoglucosido fosfotransferasa tipo II (APH(3')-11a). Esto

conduce a una pérdida de resistencia, volviendo a la bacteria susceptible a la
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kanamicina. Resultados similares fueron observados por Hernadndez-Cruz et al.
(2021), quienes lograron disminuir la resistencia a B-lactamicos mediante ASOs
dirigidos a genes de P-lactamasas conjugados con AuNPs, confirmando que la
conjugacion con nanoparticulas facilita la entrada del oligo en la célula bacteriana,
superando las limitaciones de permeabilidad que suelen dificultar la eficacia de los

ASOs libres ¥.

La ligera disminucién en la eficacia a 5 uM también puede deberse a la formacion
de agregados coloidales o saturacion del sistema, que reduce la interaccion efectiva
con el mRNA blanco *°. Ademés, estudios de DLS y UV—Vis previos en este mismo
trabajo revelaron cierta tendencia a la polidispersion y presencia de agregados en

concentraciones elevadas, lo que apoya esta hipotesis.

Entre las dos secuencias dirigidas, presentan porcentajes de inhibicion muy
similares, cercanos al 80 %, sin diferencias significativas entre ellos, aun cuando los
oligonucledtidos fueron disefiados para hibridar en regiones distintas del gen kanR.
Este comportamiento sugiere que, al menos bajo las condiciones experimentales
evaluadas, la localizacion exacta dentro del marco de lectura no parece ser un factor
determinante para la magnitud del efecto inhibitorio, siempre que el ASO se dirija a

una region funcional del gen.

No obstante, en estudios previos han demostrado que las secuencias situadas cerca
del inicio de traduccién o del sitio de union ribosomal (RBS) presentan una mayor

eficacia al bloquear la iniciacién de la traduccién %%

. Regiones con menor
plegamiento o apareamiento intramolecular suelen ser mas accesibles y permiten una

hibridacién mas estable con el oligonucleodtido '°. En este estudio, ASO1 se dirige a
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la region 1767—-1786, mientras que ASO2 lo hace a 1953—1922 del gen KanR; esta
ultima podria coincidir con una zona de mayor relevancia funcional o accesibilidad

estructural para el bloqueo de la elongacion del ARNm.

Una posible explicacion es que ambas secuencias blanco se encuentren en zonas
del ARNm accesibles estructuralmente, permitiendo una hibridacion eficiente del
ASO independientemente de su posicion relativa dentro del transcrito. En este
escenario, tanto ASO1 como ASO2 podrian interferir de manera comparable con
procesos clave como la elongacion ribosomal o la estabilidad del ARNm, resultando
en niveles similares de inhibicién. Estudios similares han reportado que
modificaciones quimicas y una correcta orientacion del ASO en relacion con la

estructura del ARNm son determinantes para obtener una inhibicion eficiente 1019,

Otra posibilidad es que el mecanismo predominante de accion no dependa de la
interrupcion de una region funcional especifica del gen, sino més bien de la formacion
del daplex ASO—-ARNmMm, que podria favorecer la accion de RNasa H o provocar una
obstruccion estérica general de la traduccion *%19+1%4, Bajo este supuesto, la eficiencia
del silenciamiento estaria mas relacionada con la capacidad de union del ASO y su
estabilidad intracelular, que con la posicion precisa de la secuencia blanco dentro del

gen kanR %6197,

Asimismo, la ausencia de diferencias significativas podria estar influenciada por
factores experimentales asociados al uso de nanoparticulas de oro como sistema de
entrega. Las AuNPs podrian homogeneizar la biodisponibilidad intracelular de ambos

ASOs, reduciendo posibles variaciones atribuibles a la secuencia o posicion del oligo
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198 Esto sugiere que el sistema AuNPs—ASO podria amortiguar diferencias finas en el

disefio del ASO, al menos dentro del rango de concentraciones evaluado.

Finalmente, no puede descartarse que el efecto observado represente un fenémeno
de saturacion, en el cual concentraciones de 2.5 uM ya serian suficientes para alcanzar
un nivel méaximo de inhibicién detectable mediante el ensayo de crecimiento,
ocultando diferencias més sutiles entre ASO1 y ASO2 %110 En este caso, estudios a
concentraciones menores o analisis cinéticos tempranos podrian revelar variaciones

que no son evidentes en las condiciones actuales.

En cuanto a la inhibicion parcial observada con la secuencia control (hasta 21,87
%) podria deberse a efectos inespecificos o a interacciones electrostaticas entre el
complejo AuNP-ASO y componentes celulares, lo cual ha sido documentado también
por otros autores '°!, pero no a un mecanismo de silenciamiento génico dirigido. Esto
se ve reforzado por los bajos porcentajes de inhibicion obtenidos con las AuNPs sin
oligos. Sin embargo, la diferencia significativa respecto a las secuencias dirigidas

pudria abrir camino a la especificidad de los ASOs disefiados contra KanR.

En conjunto, estos hallazgos sugieren, pero no demuestran de manera concluyente,
que la estrategia terapéutica basada en AuNPs-ASOs depende del disefio racional de
oligonucledtidos antisentido que hibriden especificamente dentro de regiones
funcionales del gen de resistencia, aprovechando la organizacion molecular del
plasmido. Este enfoque permite discriminar entre efectos estructurales plasmidicos y
silenciamiento génico real, consolidando a las AuNPs-ASOs como una posible

plataforma precisa y dirigida para revertir la resistencia antimicrobiana.
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Capitulo 7

7. CONCLUSIONES

En esencia, la resistencia adquirida permitid plantear un sistema experimental en el
que la posible interrupcién o modulacion especifica de dicha resistencia por el conjugado
ASOs—AuNPs pudiera ser observada y cuantificada bajo condiciones de seleccion con
antibiotico. Este enfoque facilito la evaluacion indirecta del impacto del tratamiento sobre

el fenotipo de resistencia a kanamicina.

Los resultados obtenidos sugieren que el conjugado ASO—AuNPs podria inhibir de
manera significativa la expresion del gen de resistencia KanR, reduciendo la resistencia a
la kanamicina en E. coli transformada bajo presion selectiva. En particular el tratamiento
a 2.5 uM podria representar una condicién Optima, al mostrar una alta eficiencia
antisentido sin evidencia clara de actividad antimicrobiana atribuible exclusivamente a las
nanoparticulas de oro. Estos efectos podrian estar asociados a una reduccion funcional de
la resistencia, reflejada en cambios en la MIC y en la dinamica de crecimiento bacteriano;
sin embargo, estos parametros requieren validacion directa. Estos hallazgos respaldan el
potencial del uso de nanoparticulas funcionalizadas con oligonucleétidos antisentido
como estrategia innovadora para revertir la resistencia antimicrobiana, en concordancia
con lo reportado por estudios recientes sobre terapias génicas bacterianas. El conjugado
propuesto pudo mediar la interrupcion de la traduccion del ARNm de KanR por la
induccion de RNasa H, dado a la estabilidad de los oligonucleotidos y su liberacion en el

citoplasma.
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La conjugacion de ASOs a nanoparticulas de oro mediante grupos tiol podrian
representar constituye una estrategia eficaz para mejorar la entrega intracelular y la
estabilidad de los oligonucleotidos. Las interacciones Au—S podrian conferir una union
estable y resistente a condiciones fisiologicas, mientras que el nicleo metalico de las
AuNPs podria actuar como un vector pasivo que puede difundir o interactuar con las
membranas bacterianas, aumentando la probabilidad de internalizacion. De esta forma,
los ASOs-AuNPs podrian combinar la especificidad genética del antisentido con las
ventajas fisicoquimicas de la nanotecnologia, generando un efecto sinérgico frente a cepas

resistentes.

Los resultados obtenidos sugieren que las formulaciones AuNPs-ASO1 y AuNPs-
ASO2 podrian inducir una inhibicidn significativa del gen KanR, evidenciando la eficacia
del uso de oligonucleotidos antisentido conjugados con nanoparticulas de oro para
silenciar genes de resistencia antibiotica. En particular, tanto el ASOl1 y ASO2 no
mostraron diferencias significativas en cuanto al porcentaje de inhibicion, lo que sugiere
que la eficacia en la inhibicion de la expresion génica no esta relacionada a la disrupcion
de un dominio funcional critico dentro del marco de lectura del gen. Por el contrario, el
éxito del silenciamiento podria depender de Ila formacion de heteroduplex
termodindmicamente estables, los cuales desencadenarian la degradaciéon mediada por
RNasa H o el impedimento fisico del complejo ribosomal. En consecuencia, el
rendimiento de los ASOs estaria determinado primordialmente por su afinidad de union y
su vida ttil intracelular, restando relevancia a la cartografia posicional de la secuencia

diana en el locus Kan R.
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La similitud en la inhibicion observada para ASO1 y ASO2 no contradice la hipotesis
de silenciamiento dirigido, sino que sugiere que multiples regiones dentro del marco de
lectura del gen kanR podrian ser igualmente susceptibles a la intervencion antisentido. Sin
embargo, para discriminar con mayor precision la contribucion de la posicion del ASO,
seria necesario complementar estos resultados con analisis de accesibilidad estructural del
ARNmM, cuantificacion directa del ARNm y la proteina KanR, asi como estudios de dosis-
respuesta y cinética de inhibicion, ademas de analisis de estructura secundaria del ARNm,
cuantificaciéon del nivel de proteina KanR y ensayos fenotipicos de sensibilidad a

kanamicina para encaminar la accion del modelo propuesto

En conjunto, los datos respaldan el potencial de la tecnologia AuNPs-ASO podrian ser
empleados como una estrategia prometedora para combatir la resistencia a antibidticos,
pero subrayan la importancia de optimizar la seleccion del sitio diana en el disefio de

ASOs.

Ademas, debe considerarse que el grado de inhibicion molecular no siempre se traduce
directamente en una pérdida proporcional de resistencia fenotipica. Seria necesario
evaluar la viabilidad bacteriana en presencia de kanamicina y cuantificar la proteina KanR
para confirmar la correlacién entre inhibicion génica y restauracion de sensibilidad

antibiotica.
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ANEXOS

Los residuos generados durante esta investigacion se dispondran de acuerdo con las
caracteristicas de éstos. Se utilizaran los recipientes proporcionados por el Departamento
de Medio Ambiente y Seguridad de la Facultad de Ciencias Quimicas, basados en la
Norma PR-CLB-SRR/001, quienes se aseguraron de llevar a cabo las labores pertinentes

de almacenaje previo a la disposicion final de los residuos.

Las bacterias resistentes fueron inactivadas por esterilizacion por calor himedo, para
eliminar la viabilidad de los microorganismos, se separaron de otros residuos en bolsas
rojas. En cuanto el resto de las nanoparticulas de oro, se recupera lo mayor cantidad
posible por medio de precipitacion para luego almacenarlo para uso futuro y el residuo se
maneja como un residuo peligroso como lo indica el Departamento de Medio Ambiente y

Seguridad de la Facultad de Ciencias Quimicas.
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