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Resumen

En el campo de la medicina el uso de farmacos (diagndstico y tratamiento farmacoldgico) presentan diversos riesgos en la
salud del usuario; ya que algunos pacientes pueden presentar reacciones adversas, secundarias, de interaccion e
inmunoldgicas con los medicamentos actuales, las consecuencias de estas reacciones pueden ser de distintos grados;
desde leves, incapacitante ¢ incluso causar la muerte; por lo que el uso de agentes terapéuticos especificos y controlados
son necesarios. Utilizando la interface entre la biologia sintética y la nanotecnologia, proponemos el disefio de un material
(bacteria), con sensibilidad opto-térmica; es decir, que la sinergia entre la capacidad de las nanoparticulas metalicas para
convertir la luz absorbida en calor y la propiedad de respuesta térmica del termometro de RNA, permitan una respuesta a
la exposicion de longitudes de onda concretas a nivel local, y ademas puedan ser controlados con el uso de incrementos
globales en la temperatura del sistema, permitiendo con ello un precursor viable para el disefio posterior de nuevos
agentes terapéuticos que actiien de forma especifica y controlada.
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1. Introduccion.

Debido a que los nanomateriales son similares en escala
a las moléculas y sistemas bioldgicos, la nanotecnologia
es potencialmente 1til en aplicaciones médicas [1-5]. El
campo de la nanomedicina tiene como objetivo utilizar
las propiedades y caracteristicas fisicas de los
nanomateriales en el diagnodstico y tratamiento de las
enfermedades a nivel molecular [6]. Los nanomateriales
estan siendo disefiados para facilitar el diagndstico o el
transporte de agentes terapéuticos a través de las
barreras biologicas; obtener acceso a las moléculas para
mediar interacciones moleculares y sensibles al detectar
cambios moleculares de alto rendimiento (Kim et al,
2010), ya que pueden cruzar a través del sistema
vascular 'y localizar cualquier Odrgano diana.;
potencialmente, esto puede dar lugar a nuevas terapias,
formacion de imagenes, y aplicaciones biomédicas [5-
7].

Los termometros de ARN son sistemas de control
genético complejos basados en ARN que cambian su
conformacion en respuesta a la temperatura [8-10]. A
bajas temperaturas, el ARNm adopta una conformacion
que enmascara los sitios de uniéon al ribosoma
[secuencia de Shine-Dalgarno (SD)] dentro de la region
5’ no traducida (UTR-5’) y de esta manera, evita la
uniéon de ribosomas y la traduccion. A temperaturas
elevadas la estructura secundaria del ARN se relaja
(desdobla la estructura de tallo y asa), dando acceso a
los sitios de unién de los ribosomas para iniciar la
traduccion [8-11].

2. Parte experimental

Bacterias recombinantes.

La metodologia para construir los plasmidos incluyd
métodos clasicos para su clonacion (digestion, ligacion
y transformacion), se utiliz6 como vector de clonacion
el plasmido pUC57 con la secuencia sintetizada de
oligonucleodtidos que codifica a la proteina quelante,

para transformar Escherichia coli (E. coli) K12 DHSa
(resistencia a la ampicilina) y se transformd Escherichia
ToplO0 utilizando como vector de clonacion el
plasmido pUCS57-Kan (resistencia a la Kanamicina)
portador de la region de codificacion de mcherry y la
secuencia sintética de oligonucledtidos (termosensor).
Biosintesis y caracterizacion de nanoparticulas de Ag
por medio de E. coli K12 DHS5a recombinante.

Se utilizd6 medio liquido LB para el crecimiento de
E.coli K12DH5a, a una temperatura de 37°C, con
agitacion de 150 rpm por 24hrs. Se trabajé con
diferentes cepas; E. coli recombinante que contiene la
secuencia de la proteina quelante (Ec-PC, por las siglas
en inglés), E. coli recombinante que contiene como
marcador a la proteina verde fluorescente GFP (Ec-
GFP) y seria utilizado como control negativo, al ir
avanzando los ensayos se agregd E. coli k12 (Ec-Lab) y
E. coli Top 10 recombinante con la secuencia del
termosensor (Ec-TS). Se trabajo con biomasa,
sobrenadante, medio de cultivo fresco (sin inocular) y
cultivo completo, asi como diferentes medios de cultivo
que favorecieran la reduccion de iones para la sintesis
de AgNPs. Todos los ensayos se realizaron por
triplicado.

Adicional a la caracterizacion por medio de
espectrometria UV-vis, se realizd6 microscopia
electronica de barrido (SEM) y EDXS de algunas
muestras.

3. Resultados y discusiones

Se obtuvo la transformacion E. coli k12DHS5a y E. coli
Top 10 para la biosintesis de nanoparticulas y la
expresion del termosensor respectivamente, se
secuenciaron ambos genomas para asegurar la
incorporacion de los plasmidos a cada cepa,
adicionalmente a la resistencia de kanamicina E coli
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Top 10 presenta como marcador la expresion de la
proteina mcherry la cual proporciona un tonalidad
violeta a las UFC. La biosintesis de nanoparticulas es
favorecida por la fase log DO600 0.6, adquiriendo una
tonalidad del medio de cultivo amarrillo, marrén a café
(color caracteristico reportado para las AgNPs, que
generalmente absorben se sustituye a la cepa Ec-GFP,
ya que su crecimiento es de mayor tiempo que el resto
de las cepas. Se observa que otras bacterias que no han
sido manipuladas genéticamente, también presentan
coloracion del medio y se detecta la presencia de
nanoparticulas, se realizan ensayos en los que se trabajo
con biomasa, sobrenadante y cultivo completo, siendo
este ultimo el de mejor capacidad reductora para la
formacion de nanoparticulas. La caracterizacion se
realiza por espectrofotometria UV-vis, inicialmente los
picos que se obtenian de AgNPs era de 260 a 280 nm,
al cambiar los medios de cultivo, actualmente se
obtienen picos de A 310 a 380 nm; se realizo SEM con
algunas muestras, se reportan AgNPs de un tamafio de
48.6 nm, lo cual es muy aproximado a lo reportado
previamente [7] el cual es de 50 nm en E coli. Previos
estudios [12] refieren la biosintesis de AgNPs por
Pseudomonas stutzeri AG259 (1992) son de un rango
de 35 a 46 nm y EDXS donde se reporta la presencia
de Ag la cual aumenta de acuerdo a la concentracion
que fue agregada a la muestra. Las concentraciones de
AgNO3 que favorecen la biosintesis de nanoparticulas
fueron; 60 mM, 1mM, SmM y 10mM. Paralelamente
se ha comprobado la viabilidad de E.coli en diferentes
concentraciones, la cual ha sido probada favorable hasta
una concentracion de 240 uM de Ag (actualmente se
estd probando  viabilidad en las concentraciones
restantes). Los ensayos se realizan por triplicado.

4. Conclusiones

Se realizaron satisfactoriamente las transformaciones de
E. coli k12DHa y Escherichia coli Top 10. En la
biosintesis de AgNPs , se observd que todas las cepas
tenian la capacidad de reducir y favorecer la sintesis de
AgNPs (EC-PC, Ec-GFP), el cultivo completo presenta
un mejor poder reductor, el medio de cultivo
modificado favorece la formaciéon del pico
caracteristico de las AgNPs que se aproximan a las
reportadas en sintesis quimica, inicialmente eran de 260
a 280 nm, actualmente se obtienen picos de 310 a 380
nm, lo cual indica una mayor reduccion de iones y una
mejor biosintesis de AgNPs. Se realizd6 SEM en la que
se reporta AgNPs de 48.6 nm y EDXS que detecta la
presencia de Ag. Las concentraciones de AgNO3 que
favorecen la biosintesis de nanoparticulas son; 60 mM,
ImM, 5mM y 10mM en la cual se determina la
presencia de Ag. Se realiza prueba de viabilidad de las
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cepas, ain por determinar en las concentraciones de
0.5mM y 1 mM, en las concentraciones de 0 a 240 uM
de Ag se han tenido resultados favorables. Las UFC de
Escherichia coli Top 10 presentan coloraciones violetas
en medio sélido y rosadas en medio liquido.
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