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Resumen de la tesis que presenta José Martin Castillo Sabori como requisito parcial para la obtencién del
grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacion en Biotecnologia Marina.

Capsides del BMV como nanovehiculos de antibidticos.

Resumen aprobado por:

Dr. Rubén Dario Cadena Nava
Director de tesis

En este trabajo de investigacidn se estudid la capacidad de las cdpsides virales derivadas de virus de
plantas como nanovehiculos de antibiéticos, particularmente usando como modelo el virus del mosaico
bromo (BMV). Para llevar a cabo esta investigacion, las capsides del BMV fueron funcionalizadas con los
antibidticos B-lactdmicos: ampicilina y aztreonam; ademas del aminoglucésido kanamicina. La
funcionalizacion de la capside viral con antibidticos fue llevada a cabo por medio de la reaccidn con
carbodiimida para unir los antibidticos a los grupos funcionales carboxilo del BMV. Encontrando que el
incremento considerable del reactivo carbodiimida puede generar agregados de particulas virales. Los
resultados muestran que este virus de planta no presenta actividad antimicrobiana, observandose un
efecto contrario al incrementarse el crecimiento bacteriano a causa de que la capside viral esta constituida
por proteinas y constituyen una fuente de carbono; al igual que en el virus moteado amarillo del caupi
(CCMV) en las pruebas realizadas el virus no presenta actividad antimicrobiana alguna en las cepas
bacterianas S. aureus y E. faecalis. Para evaluar la capacidad del sistema en conjunto con péptidos
antimicrobianos se usé el péptido LL-37. Los ensayos realizados muestran que el péptido LL-37 es mas
eficiente que la ampicilina. Ademas, se evalud la capacidad antimicrobiana cualitativamente del virus BMV
funcionalizado con antibidticos, obteniendo que estos pueden potenciar la actividad antimicrobiana.
Adicionalmente, se evalud la sinergia del sistema en conjunto con el péptido antimicrobiano LL-37. Los
resultados indican que en la cepa S. aureus resistente a la kanamicina presenta inhibicion cuando es
tratada con el péptido LL-37 y kanamicina en conjunto, en comparacién cuando son utilizados de forma
individual y finalmente la cepa E. coli es mas susceptible al péptido LL-37 utilizando el BMV funcionalizado
con aztreonam o BMV funcionalizado con kanamicina. Los resultados obtenidos demuestran en principio
que las capsides virales pueden ser excelente nanovehiculo y potenciar la capacidad antimicrobiana de
antibidticos convencionales, contra bacterias gram positivas y negativas. Ademas, el efecto sinérgico del
péptido LL-37 con las cdpsides funcionalizadas con antibidticos, pueden permitir el desarrollo de terapias
antimicrobianas para afrontar de manera innovadora la creciente problematica en relacién al incremento
de patdgenos resistentes a antibidticos convencionales y la nueva tendencia a resistencia a péptidos
antimicrobianos.

Palabras clave: Capsides, funcionalizacion, nanovehiculos, actividad antimicrobiana.
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Master of Science degree in Life Science with orientation in Marine Biotechnology.

BMV capsids as nanocarriers of antibiotics

Abstract approved by:

PhD. Rubén Dario Cadena Nava
Thesis Director

In this work, we investigated the ability of viral capsids as nanocarrier of antibiotics, particularly using
brome mosaic virus (BMV) as a model. To carry out this research, BMV capsids were functionalized with
B-lactam antibiotics: ampicillin and aztreonam; in addition to the aminoglycoside kanamycin.
Functionalization of the viral capsid with antibiotics was performed by the reaction with carbodiimide to
bind the antibiotics to the carboxyl functional groups of BMV capsid. We found aggregation of viral
particles by increasing the concentration of a carbodiimide reagent in solution. The results show that this
plant virus does not present antimicrobial activity, an opposite effect is observed to increase the bacterial
growth because the viral capsid is constituted by proteins and it is a carbon source. The Cowpea Chlorotic
Mottle Virus (CCMV) in the essays performed, the virus does not present antimicrobial activity in the
bacteria strain S. aureus and E. faecalis. LL-37 peptide was used to assess the ability of the system in
conjunction with antimicrobial peptides. Assays performed show that LL-37 peptide is more effective than
ampicillin. In addition, we evaluated the qualitative antimicrobial capacity of the BMV virus functionalized
with antibiotics, obtaining that they could enhance the antimicrobial activity. In addition, the synergy of
the system was evaluated along with the antimicrobial peptide LL-37. The results indicate that in the
kanamycin-resistant strain S. aureus is inhibited when treated with the LL-37 peptide together with
kanamycin, when compared individually and finally the E. coli strain is more susceptible to the LL-37
peptide using aztreonam-functionalized BMV or kanamycin-functionalized BMV. The results obtained
demonstrate, in principle, that viral capsids can be excellent nanocarriers and enhance the antimicrobial
capacity of conventional antibiotics against gram positive and negative bacteria. In addition, the synergistic
effect of LL-37 peptide with antibiotic-functional capsids may allow the development of antimicrobial
therapies to innovate in the growing problem in relation to the increase of pathogens resistant to
conventional antibiotics and the new trend toward resistance to antimicrobial peptides.

Keywords: Capsids, functionalization, nanocarriers, antimicrobial activity.
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Capitulo 1. Introduccidn

La nanotecnologia se define como el estudio y la aplicacion de materiales a escala nanométrica. La
nanotecnologia aplicada al drea de la salud se denomina nanomedicina y se define como la comprensidn,
la prevencién y el tratamiento de las enfermedades mediante el uso de nanomateriales y o dispositivos

basados en estos (Del Llano, Quecedo, Rao, 2007).

Actualmente, la nanotecnologia aplicada a la medicina clinica y la fisiologia se encuentran en sus primeras
fases de desarrollo y la mayor parte de la investigacidon es de ambito bdsico. En los préximos 10 a 15 afios,
sin embargo, los avances comenzaran a integrarse en el sector salud. Las primeras aplicaciones se
centraran en los estudios in vitro, el seguimiento remoto de los pacientes y la evolucién en la funcionalidad
de los dispositivos médicos. Futuras aplicaciones ofreceran una combinacion de diagnéstico y terapéutica
en tiempo real para atender a las necesidades de prevencion de enfermedades graves y crdnicas (Llano
et al.,, 2007). Utilizando estas novedosas herramientas, este trabajo estd enfocado al area de
bionanotecnologia para el desarrollo de un sistema antimicrobiano en base a particulas derivadas de virus
funcionalizadas con antibidticos en conjunto con péptidos antimicrobianos. Existen trabajos relacionados
a esta area donde podemos mencionar a la molécula Pentobra; la cual estd constituida por la
funcionalizacién de péptidos antimicrobianos con aminoglucésidos; esto con el objetivo de lograr mayor
eficiencia en la actividad antimicrobiana, esto gracias a la utilizacion de multiples mecanismos de accién

antimicrobiana.(Schmidt et al., 2015)

1.1 Antecedentes

El drea emergente de las bionanoparticulas la podemos dirigir a diversas aplicaciones bioldgicas, por
ejemplo, las particulas tipo virus que son derivadas de virus. Los virus pueden ser agentes bioldgicos
simples: formados por un &acido nucleico de un solo tipo (acido ribonucleico [ARN] o acido
desoxirribonucleico [ADN]), alrededor del cual se dispone una estructura proteica llamada cépside (Agut,

Deback, & Boutolleau, 2007).

Recientemente, los virus y particulas tipo virus (VLPs) han recibido gran atencién en el area de la
bionanotecnologia y nanomedicina. Las VLPs al igual que los virus estan constituidas por proteinas que

conforman la cdpside y estdn organizadas formando estructuras simétricamente ordenadas a escala
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nanométrica, llamadas capsides, por lo cual, actualmente han sido de gran interés en nanotecnologia y
nanomedicina particularmente en el area de nanovehiculos (Nava, 2010). Con el desarrollo de la
nanotecnologia, y los avances en ingenieria de proteinas y nanomateriales sera posible revolucionar la
medicina. Estos nanovehiculos son plataformas innovadoras con gran potencial en el mejoramiento del
empaguetamiento, liberacién y direccionamiento de farmacos. Estos sistemas presentan diversas
ventajas. Por ejemplo: prevencion de la prematura degradacidon del farmaco o la interaccion de este con
el ambiente bioldgico, aumenta la absorcidn en tejidos blanco deseado (tumores) y un control en los
perfiles de distribucion. Para ejemplificar estos nanovehiculos podemos enumeras a los dendrimeros,

liposomas, polimersomas, micelas y particulas tipo virus (VLPs) (Ma, Nolte, & Cornelissen, 2012).

Una clase de particulas tipo virus que han causado gran interés actualmente son las derivadas de virus de
plantas. Un ejemplo de virus de planta es el virus mosaico del bromo. El virus mosaico del bromo (BMV)
es un virus fitopatdgeno que puede ser producido en grandes cantidades en plantas y es de facil manejo.
EI BMV es un virus de forma icosaedra pequefia de 28 nm de didmetro externo, su capside estd compuesta
de 180 proteinas idénticas de 20,000 Daltons. Las proteinas de la cdpside estan ordenadas en subunidades,
formando pentameros (5 proteinas) y hexdmeros (6 proteinas). La cavidad del interior de la capside es de
aproximadamente 21 nandmetros, por lo cual puede ser usada para el almacenaje de diferentes
moléculas. Estudios realizados anteriores han demostrado que el BMV puede desensamblarse en buffers
con pHs superiores a 7.5 y a una fuerza idnica de 0.5 Molar (Sun et al., 2007). Las proteinas de la capside
del BMV son capaces de autoensamblarse espontdaneamente conteniendo a diferentes cargos no virales
entre ellos: RNA heterdlogos, nanoparticulas de oro coloidal cargadas negativamente. (Waterbeemd et
al., 2016).Las particulas tipo virus como se menciond anteriormente, tienen la posibilidad de revolucionar
las terapias en medicina. Dentro de los muchos retos que hoy en dia enfrenta la medicina es la resistencia

que estan desarrollando los patdgenos a los antibidticos.

En este trabajo de investigacion consideramos que las particulas tipo virus podrian ayudar a afrontar este
problema de indole mundial. Muchas de las bacterias asociadas a epidemias en enfermedades humanas
han evolucionado para convertirse en formas multiresistentes (MDR por sus siglas en inglés) a los
antibiéticos. Por ejemplo, MDR M. tuberculosis es el mayor patdégeno encontrado en las naciones en
desarrollo e industrializadas y se convirtié en la nueva version de un patédgeno antiguo. Otras infecciones
relacionadas con los hospitales son causadas por bacterias que han mutado en cepas resistentes a
antibidticos convencionales, por ejemplo: Acinetobacter baumannii, Burkholderia cepacia, Campylobacter
jejuni, Citrobacter freundii, Clostridium difficile, Enterobacter spp., Enterococcus faecium, Enterococcus

faecalis, Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas
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aeruginosa, Salmonella spp., Serratia spp., Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Stenotrophomonas maltophilia, y Streptococcus pneumoniae. Conocer el mecanismo de accién y
resistencia nos permite buscar alternativas innovadoras de tratamiento como por ejemplo el disefio de

nanoparticulas para la liberacién de antibidticos por diferentes vias de accion. (Davies & Davies, 2010)

Por su parte histérica de uso los antibidticos B-lactamicos, cuyo mecanismo de accién es la inhibicidn de
la ultima etapa de la sintesis de la pared celular bacteriana, constituyen la familia mas numerosa de
antimicrobianosy la mas utilizada en la practica clinica. Se trata de antibidticos de accidon bactericida lenta,
con actividad dependiente del tiempo, que en general tienen buena distribucidn y escasa toxicidad. Aun
asi, la penicilina continua siendo el tratamiento de eleccion en un gran ndmero de infecciones; las
cefalosporinas tienen un gran abanico de indicaciones; los carbapenemicos se usan en infecciones
nosocomiales y en infecciones causadas por bacterias multirresistentes, y los inhibidores de las
betalactamasas permiten recuperar el espectro de actividad de las penicilinas a las que acompafia cuando
la resistencia esta causada por la produccién de betalactamasas. Por ejemplo el acido clavuldnico (Sua,

2015).

La kanamicina por su parte, pertenece al subgrupo de antibiéticos aminoglucdsidos el cual esta formado
por kanamicina A, kanamicina B, trobamicina y dibekacina. Estos compuestos interfieren en la sintesis de

proteinas teniendo como blanco el sitio decodificado A del Ribosoma (Salian et al., 2012).

Sabiendo que las opciones de antibidticos son limitadas se deben conocer sus mecanismos de resistencia
para encontrar nuevas alternativas de tratamiento antibacteriano. Entre los mecanismos de resistencia a
antibidticos convencionales se puede enumerar, la hidrolisis, eflujo, modificaciones en la sintesis de
peptidoglicano, modificaciones postraslacionales, formaciéon de enzimas dirigidas al antibiético y
alteracion del banco molecular del antibiético, en la tabla 1 se muestran algunos mecanismos de
resistencia a antibidticos convencionales desarrollados por algunas cepas bacterianas. (Davies & Davies,

2010).

Otra innovadora fuente de moléculas antimicrobianas son los péptidos antimicrobianos (AMP); la relacion
a los mecanismos de accidn de péptidos antimicrobianos que en base a su naturaleza en la mayoria de los
casos anfifilica y su carga catidnica en comparacién con los antibidticos convencionales con un solo

mecanismo de accion.



Tabla 1. Mecanismo de resistencia en antibidticos convencionales. (Davies & Davies, 2010)

Antibiotic class

Example(s)

Target

Mode(s) of resistance

B-Lactams

Aminoglycosides

Glycopeptides
Tetracyclines
Macrolides

Lincosamides
Streptogramins

Oxazolidinones
Phenicols
Quinolones
Pyrimidines
Sulfonamides
Rifamycins
Lipopeptides
Cationic peptides

Penicillins (ampicillin), cephalosporins
(cephamycin), penems (meropenemy),
monobactams (aztreonam)

Gentamicin, streptomycin, spectinomycin

Vancomycin, teicoplanin
Minocycline, tigecycline
Erythromycin, azithromicin

Clindamycin
Synercid

Linezolid
Chloramphenicol
Ciprofloxacin
Trimethoprim
Sulfamethoxazole
Rifampin
Daptomycin
Colistin

Peptidoglycan biosynthesis

Translation

Peptidoglycan biosynthesis
Translation
Translation

Translation
Translation

Translation
Translation
DNA replication
C, metabolism
C, metabolism
Transcription
Cell membrane
Cell membrane

Hydrolysis, efflux, altered target

Phosphorylation, acetylation,
nucleotidylation, efflux, altered target

Reprogramming peptidoglycan biosynthesis

Monooxygenation, efflux, altered target

Hydrolysis, glycosylation, phosphorylation,
efflux, altered target

Nucleotidylation, efflux, altered target

C-0O lyase (type B streptogramins),
acetylation (type A streptogramins),
efflux, altered target

Efflux, altered target

Acetylation, efflux, altered target

Acetylation, efflux, altered target

Efflux, altered target

Efflux, altered target

ADP-ribosylation, efflux, altered target

Altered target

Altered target, efflux

El dogma del su mecanismo siempre fue la interaccién con las membranas bacterianas aumentando su
permeabilidad; hoy en dia se conocen mecanismos adicionales tales como: funciones
inmunomoduladoras, formadoras de poro en forma de barril, interacciones con el ADN y proteinas

relacionadas y mecanismos que alteran la sintesis y plegamiento de proteinas.(Téllez & Castafio, 2010)
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Figura 1. Diversos mecanismos de accion de péptidos antimicrobianos. 1) Interacciones en la membrana; 2.
Funciones Inmunomoduladoras; Formacién de poro; 4. Mecanismo de agregados; 5. Formacién de poro en forma de
barril; 6. Interacciones con el ADN y proteinas relacionadas 7. Mecanismos que alteran la sintesis y plegamiento de
proteinas. (Tellez & Castafio, 2010)

Se debe considerar que también las bacterias generan resistencia ante los AMPs, estos mecanismos de
supervivencia de las bacterias contra de los péptidos antibidticos son diversos, entre ellos, los que van
desde la modificacion y alteracion de las cargas de las membranas por el mecanismo de cambio de cargas
positivas en los fosfolipidos que los constituyen; regularmente las bacteria sus fosfolipidos estan cargados
negativamente y la mayoria de los péptidos antimicrobianos son cargados positivamente lo que favorece
interaccion y actividad antimicrobiana. Otros mecanismos relacionados a la resistencia contra AMPs en
bacterias son: modificacién en la pared celular y algunas alteraciones metabdlicas en rutas metabdlicas
relacionadas con estrés y mutagenicidad. Sin embargo, para antibiéticos como ampicilina y kanamicina es
mucho mas grande la expresion de genes relacionados a mutagenicidad en comparacion con los AMPs.

(Maria-Neto et al., 2015)
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Actualmente, los péptidos antimicrobianos han recibido especial atencion debido a su capacidad
antimicrobiana por ejemplo, las Catelicidinas son una familia de péptidos antimicrobianos y proteinas que
contiene un dominio conservado de aproximadamente 100 aminodcidos (Catelina) en el N- terminal del
polipéptido precursor. En la mayoria de las Catelicidinas, el sitio activo es una parte altamente variable del
C-terminal del péptido la cual es cortada del precursor durante o después de la secrecidn. Un ejemplo es
el segmento LL-37 de 37 aminoacidos en C-terminal es un péptido libre de cisteinas que rapidamente
forma una alfa hélice. Para muchas Catelicidinas bovinas y porcinas la enzima neutrofilica elastasa es su
activador, la cual corta en la secuencia conservada para esta funcidn. La Catelicidina humana LL-37 se

encuentra en neutrdfilos, testiculos y piel inflamada.(Ganz & Lehrer, 2001)
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Figura 2. Mecanismos de accidon de péptidos antimicrobianos.( Jalian H.R & Kim J.,2008)

Especificamente el péptido LL-37 ha mostrado actividad antibacteriana contra: P. auruginosa, Listeria
mocoytogenes, S. aureus, S. epidermidis, Salmonella thypimurium, E. coli, y Enterococci resistente a
Vancomicina (VRE por sus siglas en ingles). Este péptido se produce en los granulos laminares de los
keratocitos. Ademas, tiene propiedades de regeneracion y cicatrizacion de heridas. Las proteasas de
serina presentes en el sudor cortan el péptido en tamafios mas pequefios que aumentan la actividad
antimicrobiana contra Staphylococus spp. y Candida spp. Ademads de ser un modulador de la respuesta

inmune innata. (Jalian H.R. & Kim J; 2008) Aun cuando las propiedades antimicrobianas que pueden
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presentar los péptidos antimicrobianos, su uso no se ha explotado debido al costo para su produccion
qguimica, por lo cual se busca la manera de disminuir las concentraciones de estos en su uso in-vitro como
terapia antimicrobiana emergente cuando es usado en conjunto con antibidticos o VLPs funcionalizadas

con antibidticos.

1.2 Justificacion

Las estadisticas de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en el 2013, indican que las enfermedades
infecciosas son un problema, ya que son dificiles de tratar y existe el riesgo de que ocurra resistencia a los

antibidticos convencionales.

Adicionalmente, con base a los datos del Centro de Control de Enfermedades (CDC) en estados Unidos, al
menos 2 millones de personas son infectadas con bacterias que son resistentes a antibiéticos y al menos

23,000 perecen cada afio a consecuencia directa de dichas infecciones.

Ademas del ya mencionado problema actual de las terapias ante patdgenos y las enfermedades que
causan, es la resistencia tanto como a antibidticos convencionales como a péptidos antimicrobianos, por
lo cual la busqueda de diferentes sistemas o moléculas que ayuden a resolver este problema es de gran

interés e impacto a nivel mundial.

Considerando lo anterior, en este trabajo se pretende desarrollar un sistema de liberacién de moléculas
antimicrobianas, basado en cdpsides virales funcionalizadas con antibidticos que permita el uso de los

péptidos antimicrobianos para potenciar el efecto de cada uno por mediante el fendmeno de sinergia.



1.3 Hipotesis y objetivos

1.3.1 Hipotesis

Es posible disefiar y sintetizar nanobioparticulas antibacterianas por medio de funcionalizaciéon quimica de
la capside de un virus con antibidticos, pudiendo tener un efecto sinérgico en conjunto con péptidos
antimicrobiano. En este caso las capsides virales pueden servir como nanovehiculo para la liberaciéon
controlada de antibidticos. Para llevar a cabo este objetivo se usard la capside de virus BMV vy los

antibiéticos aztreonam, kanamicina, ampicilina y el péptido antimicrobiano LL-37.

1.3.2 Objetivos

1.3.2.1 Objetivo general

Construir bionanoparticulas antimicrobianas por medio de la funcionalizacién quimica de la capside del

virus BMV con antibidticos convencionales y estudiar la sinergia con el péptido antimicrobiano LL-37.

1.3.2.2 Objetivos especificos

*  Estudiar la actividad antimicrobiana de los virus CCMV y BMV.

* Disefar un protocolo para la funcionalizacién quimica de la cdpside del virus de planta BMV con

antibidticos.

* Estudiar la actividad antimicrobiana de las cdpsides funcionalizadas quimicamente con

antibiéticos (VLPs-antibidtico).

*  Estudiar la sinergia de las VLPs-antibidtico y el péptido antimicrobiano LL-37.



Capitulo 2. Metodologia

2.1 Expresion heterdloga de la CP del CCMV en E. coli BL21DE3

La expresion heterdloga de la proteina de las capside (CP) del virus fitopatogeno se llevé a cabo usando el
pldsmido psB1C3-CCMV CP que contiene la secuencia para la expresidn de la CP del virus moteado amarillo
del caupi (CCMV) en E. coli. Las bacterias que contienen el plasmido para la expresién de la CP del CCMV
fueron inducidas en un pre-cultivo de 5 mililitros (ml) bde medio LB con una concentracién final de 34
pug/mL del antibidtico cloranfenicol. El cultivo fue incubado a 37 °C, 150 rpm durante toda la noche.
Posteriormente este pre-cultivo fue usado para inocular, un litro de medio LB enriquecido con glucosa a
una concentracion final de 1.25 milimolar (mM), y que contiene una concentracion final de 34 ug/ml de
cloranfenicol. El cultivo se incubo a una temperatura de 30 °C, a 150 rpm durante 50 horas. El cultivo fue
inducido con isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) a una concentracién de 1.25 mM, cuando la
densidad optica fue de 0.4 mediada a una longitud de onda de 600 nandémetros (nm) en
espectrofotémetro. Después de 50 horas de incubacién el cultivo se centrifuga a 4700 revoluciones por
minuto (rpm) a 4°C, por 20 min. Usando una centrifuga Avanti JXN26 de Beckman. El pellet se resuspende
en buffer de desensamble (CaCl,: 500 mM; Tris-HCI pH 7: 50 mM; EDTA (Acido etilendiaminotetraacético)
pH 8: 1 mM; DTT (Ditiotreitol): 1 mM; PMSF (Fluoruro de fenilmetilsulfonil): 0.50 mM) y es sonicado para
lisar las células mecanicamente (a 4°C). La solucién obtenida es centrifugada a 15000 rpm por 18 minutos
a 4 °C. El pellet es recuperado y resuspendido en buffer de desensamble con 8 molar (M) de urea (10 ml),
esta solucion se homogeniza mediante vértex. Se agregaron 15 ml de buffer de desensamble (sin urea), y
se centrifugd a 15000 rpm por 40 minutos a 4 °C. Se recuperd el sobrenadante en un tubo de 50 ml.
Posteriormente se concentro el extracto por medio de ultrafiltracion usando una membrana de 10, 000
Daltons en un Amicom. Después la muestra fue dializada en buffer de desensamble toda la noche a 4 °C.
Después la muestra fue dializada en buffer de ensamble (NaCl: 1 M; C;H3NaO;: 50 mM, pH 8; EDTA: 1 mM;
DTT: 1 mM) por 12 horas. Finalizada la didlisis de la muestra fue ultracentrifugada en un colchén de
sacarosa al 20% utilizando un rotor SW 41-Tiy una ultracentrifuga OptimaXPN-100 de Beckman Coulter a
40,000 rpm por 300 minutos a 4 °C. Finalmente se elimind el sobrenadante y el pellet se resuspendié en

buffer de virus y fue almacenado a -20 °C para su uso.
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2.2 Purificacion del virus BMV

Se colectaron las hojas de cebada infectadas con BMV y se molieron en un mortero usando el buffer de
extraccién (0.5 M de NaAc, 0.08 M MgAc, pH 4,5, 1/100 de volumen de B-mercaptoetanol) y usando arena
de mar acidificada para facilitar la molienda. Después la solucién fue filtrada a través de tela tipo gasa para
eliminar los fragmentos de gran tamafo. La solucidn obtenida se mezcléd con un volumen igual de
cloroformo en un vaso de precipitados y después de 20 minutos se centrifugd a 10,000 xg durante 15 min
a 4 °C, y se recupera la fase de arriba. Posteriormente, la solucién es ultracentrifugada en un colchdn de
10% de sacarosa usando el rotor SW 32 Ti a 30,000 rpm durante 2 horas a 4 °C, en una ultracentrifuga
XPN100 de Beckman. El pellet es resuspendido en buffer de suspensidn (buffer de extraccion diluido 1:10).
Consecutivamente después de resuspender el pellet, el virus fue ultrapurificado a través de un gradiente
de sacarosa usando el rotor SW 32 Ti a 30,000 rpm durante 2 horas a 4 °C, al terminar la
ultracentrifugacién la banda que contiene al virus fue colectada. Finalmente, la sacarosa fue eliminada por
medio de ultracentrifugacién usando el rotor tipo 50.2 Ti a 40000 rpm durante 3 horas, a 4 °C. El virus fue
cuantificado usando la relacion [BMV]= Ao / 5.8, y considerando que el virus es ultrapuro cuando la razén

Azs0/A2s0 = 1.5. De manera similar se realizé la medicién para el virus CCMV.

2.3 Funcionalizacion del BMV con antibidticos

La funcionalizacion de la superficie exterior de la capside del virus BMV. La superficie exterior del BMV fue
conjugada quimicamente con diferentes antibiéticos, incluyendo ampicilina, kanamicina y aztreonam. Los
antibidticos fueron conjugados por funcionalizacién directa a través de la reaccidon de carbodiimida

utilizando el procedimiento que brevemente se describe a continuacion:

2.4 Funcionalizacidon directa por reaccion carbodiimida

Los grupos de acido carboxilico expuestos a la superficie se activaron primero en el éster de succinimidilo

utilizando la concentracion en exceso de 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) y N-
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hidroxisuccinimida (NHS). Posteriormente, las cépside virales activadas se hicieron reaccionar con
antibidticos ampicilina, kanamicina y aztreonam que contenia amina. El virus BMV (100 pg, 1 mg / ml) se
incubd con 100, 500, 1000 y 2000 moléculas de EDC y NHS en buffer de fosfato (PBS, 10 mM, pH 7,4) a
temperatura ambiente. Después de una hora, la mezcla anterior se traté posteriormente con 100, 500,
1000 y 2000 mol de solucién de ampicilina o kanamicina o aztreonam en PBS (10 mM, pH 7,4) y se incubd
durante 12 horas a 4 °C. Las moléculas pequeias en exceso y que no se adhirieron a la superficie de la
capside se eliminaron por ultrafiltracion usando filtros con membrana de corte de 100 kD, de esta manera

también las particulas se concentraron y se diluyeron en buffer de suspensién de virus o PBS.

Para la conjugacion de los grupos carboxilos (~ 1980), primero se trataron las cdpsides virales (100 pg, 1
mg / ml) con 2000 moles de EDCy NHS a temperatura ambiente durante una hora en PBS (10 mM, pH 7.4).
Posteriormente, esta mezcla se tratd con la solucidn de antibidtico que contenia amina (ampicilina o
aztreonam, 2000 moles de exceso) en PBS y se incubé durante 3 horas a temperatura ambiente. El exceso
de reactivo se elimind por ultracentrifugacion con los filtros (corte de 100 kiloDalton (kDa)). Las particulas
se resuspendieron en PBS (10 mM, pH 7.4). Los grupos carboxilo de antibiético (ampicilina o aztreonam,
1100 mol de exceso) se activaron con éster succinimidilico con EDCy NHS (relacion molar 1: 1: 1) durante
una hora a temperatura ambiente. Esta solucién se mezcléd con las particulas resuspendidas para el
acoplamiento del antibiético en los sitios amino de BMV, y se incubd durante 3 horas a temperatura
ambiente. De nuevo, el exceso de reactivos o moléculas se elimind por centrifugacion a través de filtros
con membrana de corte de 100 kD. Posteriormente las cdpsides modificadas con antibiéticos fueron

visualizadas por medio de microscopia electrénica de transmisién (TEM).

2.5 Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

Las muestras del virus BMV funcionalizadas con el antibiético B-lactdmicos ampicilina en 100, 500 y 1000
sitios disponibles, una vez funcionalizadas las muestras fueron depositadas en una rejilla de Cobre (6 pL)
y fueron tefiidas con Acetato de Uranilo al 1%; estas se dejaron secar toda la noche en una cdmara sin
humedad. Al dia siguiente se observé su morfologia en Microscopio Electrénico de Transmisidon para

observar su forma e integridad ante tal funcionalizacién.
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2.6 Crecimiento de cepas bacterianas

La activacion de las cepas bacterianas de S. aureus (Aislado clinico). E. faecalis (ATCC), E. coli DH5a. A partir
de un stock de glicerol preservado en criogenia a -80 °Cy con una densidad dptica de 0.6-0.7 a Absorbancia
a s00nm, S€ tomd una alicuota de un mililitro y se inoculé un volumen de 50ml de medio LB (Luria Bertani)
para crecer las bacterias en matraces Erlenmeyer de 250ml., a una temperatura de 37 °Cy una agitacién
de 180 rpm usando una incubadora MaxQ6000 de Thermo Scientific. Una vez que el medio de cultivo
alcanzé una densidad éptica de 1.0s00nm, para su conservacion se almaceno en refrigeracion a 4°C hasta su
uso, los cultivos fueron utilizados antes de las 48 horas de haberse almacenado con la finalidad de evitar
la lisis de las bacterias. Ademas, es importante resaltar que Enterococcus faecalis como posee un rango
menor de resistencia a bajas temperaturas (4°C) por lo cual se usaron antes de las 24 horas. Todo lo
anterior fue llevado a cabo en un ambiente estéril usando una campana de flujo laminar. La absorbancia

de los cultivos fue obtenida por medio de un espectrofotdmetro UV-vis Multiskan-Go de Thermo Scientific.

2.7 Métodos de bioensayos

2.7.1 Ensayo por difusidn en sensidisco

Para realizar el bioensayo en sensidisco se utilizé el medio LB-agar en cajas de Petri. La preparacién de las
cajas de Petri se realizd en campana de flujo laminar y usando como medio de cultivo Luria Bertani (LB) y
Agar 1.5% previamente esterilizado. Las cajas fueron almacenadas a 4 °Cy utilizadas durante las 2 primeras
semanas. Para los bioensayos en sensidiscos, se inoculo cada caja de Petri de 9 cm con 15 pl de la cepa de
interés crecida previamente a una absorbancia de 1.0 a una longitud de 600 nm. Los sensidiscos fueron
fabricados usando papel filtro Whatman grado 1 y utilizando una perforadora manual para producirlos en

forma de discos. Los sensidiscos fueron esterilizados en autoclave.

Se procedié a dejar secar las cajas inoculadas en un ambiente estéril utilizando una campana de flujo
laminar con la finalidad de tener una biopelicula, posteriormente se procedié a colocar los sensidisco con

la ayuda de pinzas previamente esterilizadas.
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Después, se procedio con la aplicacion de los péptidos antimicrobianos a probar o antibidticos sobre los
sensidisco, este procedimiento debe ser realizado en pequenos volimenes para evitar el lavado de las
células circundantes al sensidisco y para no tener un halo de inhibicién falso causado por el lavado de la
superficie por el liquido. Una vez colocado las moléculas de interés en el sensidisco, también se dejan secar
por completo en esterilidad. Posteriormente se incubaron las cajas por 8 horas a 37 °C en posicidon no
invertida, este procedimiento es diferente a la incubacidn usual de cajas Petri ya que se tiene el objetivo
de evitar que se despegue el sensidisco de la caja. Finalmente se procedié a documentar los resultados de
los bioensayos por medio de fotografias digitales para su posterior andlisis de inhibicién bacteriana. Los
cultivos se llevaron a cabo en una incubadora MaxQ6000 de Thermo Scientific. La absorbancia de los

cultivos fue obtenida por medio de un espectrofotémetro UV-vis Multiskan-Go de Thermo Scientific.

2.7.2 Ensayo en pocillo en medio Luria-Bertani (LB) agar 2%

Esta técnica de pocillo a diferencia de una caja convencional de medio LB-Agar nos permite tener cajas de
Petri con la cantidad de bacterias deseadas embebida en el medio LB-Agar para realizar el bioensayo y no
un biofilm. Para los bioensayos en pocillos se utilizé el medio de cultivo Luria Bertani (LB) y Agar al 2%
(para aumentar firmeza del medio semi-sélido). La preparacidn de las cajas Petri se realizd en un medio
estéril utilizando una campana de flujo laminar. Para la preparacidn del medio con la bacteria de interés,
se afiadié 3.3 ml de bacterias a una densidad dptica 1 medida a una longitud de onda de 600 nm al medio
LB agar 2.0 % sin solidificar a temperaturas mayor al punto de gelificacién pero menor a la temperatura
de muerte de las células bacterianas y evitando con ello que se gelifique el agar para la distribucion
homogénea de las bacterias en el medio, para ello se debe mezclar gentilmente por inversion varias veces
y evitar la formacién de burbujas. Una vez gelificado el medio LB-Agar en las cajas Petri a temperatura
ambiente y en un ambiente estéril, se procede a hacer los pozos con la ayuda de un sacabocados o la
cabeza de una pipeta Pasteur estéril, esta perforacidn nos permite tener pozo de forma cilindrica y nos
permitira cargar la muestra liquida que contiene las moléculas antimicrobianas. Después de perfora el
medio LB-Agar solidificado se debe retirar el bocado remanente con un palillo estéril, el cual dard espacio
al pozo cilindrico. Para realizar los bioensayos correspondientes se aplicd un volumen de 100 ul de las
soluciones de péptidos antimicrobianos y los controles a evaluar en cada uno de los pozos. Se dejaron las
cajas en posicién no invertida por lo menos 3 horas en refrigeracion a 4°C para la difusidn de las muestras
a evaluar, una vez que trascurrié el tiempo de difusién en el agar se procedio a incubar por 8 horas a 37°C
en posicién no invertida. Finalmente se procedié a documentar los resultados de los bioensayos por medio

de fotografias digitales para su posterior analisis de inhibicion bacteriana. Los cultivos se llevaron a cabo
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en una incubadora MaxQ6000 de Thermo Scientific. La absorbancia de los cultivos fue obtenida por medio

de un espectrofotometro UV-vis Multiskan-Go de Thermo Scientific.

Una de las principales ventajas de este método es que se tiene un crecimiento bacteriano homogéneo y
de igual concentracion para cada una de las cajas Petri. Ademads, los halos de inhibicidn son muy nitidas y

vistosas pero su principal desventaja el limitante del espacio del pozo creado que en general es de 100 pl.

2.7.3 Ensayo antimicrobiano en liquido

Para realizar los bioensayos en medio liquido se usé el procedimiento llevado a cabo por Schittek y
colaboradores (Schittek et al., 2001). Las cepas bacterianas previamente activadas se crecieron en medio
liqguido LB hasta una densidad éptica con absorbancia en el rango de 0.4-0.6 medida a 600 nm de longitud
de onda. Se tomaron 25 ml de la cepa y se centrifugd en un tubo falcén de 50 ml a 3500 rpm por 10 min a
4 °C usando una centrifuga Sorvall Legent RT, se obtuvo un pellet y se descartd el sobrenadante.
Posteriormente se lavo el pellet bacteriano dos veces con 10 ml de PBS. Después el pellet bacteriano fue
resuspendido gentilmente con PBS y se llevd hasta un volumen de 5 ml. Nuevamente se midié la
absorbancia para determinar la concentracién de bacterias en la solucién. Se debe tomar en cuenta la
cantidad de células por mililitro reportada para cada cepa en cuestidén a una densidad 6ptica de 1.0 medida
a 600 nm., para el caso de E. coli: 8.2 x 10 %, S. aureus: 1.9 x 10%, E. faecalis 9 x 10° células/ml.
Posteriormente se ajustd la solucién de para cada una de las bacterias a una concentracion de 2 x 10°
células/ml. Finalmente, se realizé la dilucién 1:200 para tener una concentracion de 10,000 células/ml
inicialmente para cada bioensayo y de esta manera poder realizar facilmente el conteo de unidades

formadoras de colonia (UFC) en las placas.

Las cepas pueden ser mantenidas en un periodo de 2 a 5 dias en refrigerador a 4°C, cuando se tiene una
densidad 6ptica de 1.0 medida a una longitud de onda a 600 nm. Los cultivos se llevaron a cabo en una
incubadora MaxQ6000 de Thermo Scientific. La absorbancia de los cultivos fue obtenida por medio de un

espectrofotdmetro UV-vis Multiskan-Go de Thermo Scientific.

Para llevara a cabo el bioensayo en medio liquido se tomé un mililitro (10,000 células) para cada uno de
los diferentes tratamientos, asi como de sus controles, y se incubaron a 37 °C por 4 horas. Una vez
transcurrido el tiempo del tratamiento se toma una alicuota para inocular un medio LB-Agar contenido en
una caja Petri mediante estria multiple. Se tomé una alicuota de 25 pl para inocular en cajas Petri de 6.0

cm con LB-Agar 1.5 % y 50 pl para cajas Petri de 9 cm. Finalmente, se incubaron las cajas Petri a 37 °C de
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8 a 12 horas y se documentaron los resultados de los bioensayos por medio de fotografias digitales para

su posterior andlisis de inhibicién bacteriana, para determinar el nimero de unidades formadoras de

colonia (UFC).

Capitulo 3. Resultados y discusion

3.1 Actividad antimicrobiana del CCMV por el método de sensidisco en la cepa
S. aureus y E. faecalis.

Para determinar la actividad antimicrobiana por el método de sensidisco se realizaron diluciones del virus
CCMV de 10, 30y 60 ug /ml para saber si su secuencia o estructura puede causar inhibicion antimicrobiana
sin ningun antibidtico como se muestra en la figura 3. Tanto en el caso de S. aureus y E. faecalis no se
tuvieron ningun resultado positivo en relacidn a inhibicién bacteriana. Solo se obtuvo inhibicién en el
antibidtico ampicilina 60 pg/ml con un halo mayor a 2cm. Este método fue descartado de la parte
experimental para probar las particulas funcionalizadas ya que presenta muchas desventajas como lo es
la capacidad de retencién del sensidisco que en general es alrededor de 15 pl cantidad muy pequeia para
este tipo de ensayo. Otra desventaja es la homogeneidad en el biofilm producido con el estriado de la
muestra bacteriana en la caja de agar LB. Otro método utilizado contra esta cepa bacteriana, fue el método
de pocillo el cual es muy eficiente en relacién a homogeneidad de las bacterias en el medio, en el cual no

se obtuvieron resultados positivos con el péptido LL-37 contra E. faecalis.

Figura 3. Imagenes de placas de LB agar incubada por 8 horas, donde se probd la actividad antimicrobiana del i) virus
CCMV a concentraciones de 10, 30 y 60 pl/ml, ampicilina(A) como control positivo a 60ug /ml. Control negativo Buffer
de virus. (B) en la cepa S. aureus. ii) Triplicado 10 pg/ml de CCMV, 60 pg/ml de ampicilina (A) y Buffer de virus (B).
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Figura 4. Imagen de una placa de LB agarincubada por 8 horas donde se probd la actividad antimicrobiana del virus
CCMV de la cepa E. faecalis a concentraciones de 10, 30 y 60 ul /ml y ampicilina como control positivo a 60 pg /ml
(A). Control negativo buffer de virus (B).

3.2 Actividad antimicrobiana por el método de pozo para E. faecalis utilizando
el péptido LL-37.

No se pudo determinar actividad antimicrobiana por este método ya el péptido LL-37 no presentaba
actividad antimicrobiana a causa de su degradacién por mal manejo en el transporte de los reactivo
péptidos, tanto los controles positivos como negativos los resultados fueron los esperados. El control de
ampicilina tuvo inhibicién menor a 2 cm. Para el control negativo no hubo inhibicién en el medio PBS. Para
contrarrestar este inconveniente se utilizé otra compafiia y proveedor del péptido para probar su
actividad. El método que se utilizard para determinar actividad antimicrobiana serd el método de liquido

de Schittek y colaboradores, el cual esta probado es eficiente contra las cepas utilizadas.
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Figura 5. En esta fotografia se observa el efecto del péptido LL-37 en la cepa E. faecalis por medio del método de
pozo. 1) PBS control negativo, 2) LL-37,10 pg, 3) control positivo ampicilina 10 ug.

3.3 Actividad antimicrobiana de ampicilina y LL-37 en Enterococcus faecalis en
liquido

Las bacterias Enterococcus faecalis fueron crecidas mediante el procedimiento descrito en la metodologia,
para esto se llevd el cultivo hasta una densidad dptica (0.D.) de 0.7728 medida a una longitud de onda

de 600 nm, y fue mantenida por 32 horas en refrigeracidon a 4 ° C en medio LB.

El bioensayo fue realizado mediante el método de liquido de Schittek (Schittek et al., 2001) modificado y
usando especificamente como control positivo 2,000 células/ml en PBS a pH 7.4, esta concentracion fue
alcanzada realizando una dilucién 1:500. Se tomé una alicuota de esta dilucién y se paqueo usando 25
microlitros del cultivo diluido. Como control positivo se utilizé ampicilina (0.10 nanogramos (ng)/ul). Para
el ensayo de actividad antimicrobiana del péptido LL-37 se usaron (0.10 ng/pl). En la tabla 2 se muestran
los resultados obtenidos. El control positivo y la muestra que contenia el péptido fueron realizados por

duplicado.
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Tabla 2. Resultados de la actividad antimicrobiana del péptido LL-37 en Enterococcus faecalis, se usé como
control positivo el antibiético ampicilina 0.10 ng/ul y el medio PBS como control negativo.

En este bioensayo en el control negativo se obtuvo 135 unidades formadoras de colonia (UFC) con la
dilucién de 2,000 células/ml en el medio PBS, en las primeras 13 horas de incubacién a37° C. A 28 horas
de la incubacién el nimero de colonias aumento hasta 169 UFC. El ensayo se realizd hasta las 28 horas de
incubacién debido a que a las 13 horas las colonias en E. faecalis fueron muy pequefias, dificultando su
conteo. Se debe considerar que el porcentaje de actividad bactericida basada en el nimero de unidades
formadoras de unidades para el caso de LL-37 fue del 100% utilizando 0.1 ng/ul y 5.3% para Ampicilina

misma concentracién a las 28 horas (hrs) a4 ° C.

En el control positivo de este ensayo utilizando ampicilina se optd por una concentracion de 0.1 ng/ul que
ya habia sido probada en bioensayos previos. Como es de esperar, se observé una disminucion significativa
de mas de un orden de magnitud en el nimero de colonias en comparacién con el control negativo a los

dos tiempos analizados.

Finalmente, la concentracién del péptido antimicrobiano LL-37 se mantuvo en 0.1 ng/ul en comparacién
con la ampicilina, en ensayos previos se habian utilizado hasta 0.06 ng/ul sin ningln resultado positivo;
esto causado por la degradacion de los péptidos. Los resultados de una inhibicién total con el péptido
LL-37 fueron muy satisfactorios, ya con el nuevo lote de la compafiia BACHEM no presento el problema de

la degradacidon comparado con los péptidos de la compafiia Peptide 2.0.
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Figura 6. Imagen tipica de las placas obtenidas del bioensayo en liquido de la cepa E. faecalis (2,000 células/ml). A)
28 horas de incubacion en PBS, control negativo; B) ampicilina 0.1 ng/ul incubada durante 28 horas, control positivo.
C) Imagen de la placa del cultivo tratado con péptido catidnico LL-37 a una concentracion final de 0.1 ng/ul, incubada
durante 28 horas. En todos los casos la incubacion se realizé a 37 °C.

En el caso de la inhibicién con ampicilina contra la cepa bacteriana E. faecalis es menor en comparacion
con el péptido LL-37, esto es posiblemente debido a que actla a nivel de sintesis de péptidoglicano. Esto
nos indica el potencial antimicrobiano del péptido LL-37 en comparaciéon con la ampicilina es mayor para
utilizarse como antimicrobiano a causa de su mecanismo de accién en la membrana bacteriana. Y se puede
considerar que es mas rapido que el mecanismo lento de ampicilina que actlda a nivel de sintesis de

péptidoglicanos.

3.4 Actividad antimicrobiana del BMV-ampicilina en Escherichia coli.

Se presentan los resultados de la actividad antimicrobiana de las particulas tipo virus (VLP-ampicilina)
obtenidas al modificar la superficie de la capside del virus BMV mediante el método de clic quimico en
una proporcion de 40% y 100% de los grupos funcionales libres de la cdpside con el antibidtico ampicilina.
La funcionalizacion de la capside con el antibiético fue observada por medio de microscopia electrénica
de transmision ya que al incrementar la carbodiimida reactivo de esta funcionalizacién que tiene la funcion
de activar mas grupos funcionales y asi incrementar el nimero de antibiéticos en la capside ocurriendo
que las particulas virales se unen entre si covalentemente. La tabla 3 muestra en resumen los resultados
de la actividad antimicrobiana de la VLP-ampicilina. En el ensayo el control positivo y la muestra que

contenia las particulas funcionalizadas fueron realizados a concentraciones de 5y 20 ug, considerando el
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hecho de que la ampicilina usada para cubrir el 40y 100 % de los grupos carboxilo y amino de la superficie

del BMV respectivamente.

Tabla 3. Resultados de la actividad antimicrobiana del BMV funcionalizado con ampicilina al 40 y 100% de sus grupos
funcionales y usando como control el antibiético ampicilina 5y 20 ug, y el medio PBS con 10,000 bacterias/ml como
blanco de este ensayo. Las placas fueron incubadas a 37 °C por 12 horas.

N/A 567+/-26 0

5ug 552+/-33 2.6

20 pg 168+/-4 70.4
40% Funcionalizado 486+-/6 14.3
100% Funcionalizado 211+/-2 62.8

En este bioensayo, en el control negativo se obtuvieron 567 unidades formadoras de colonia (UFC) con la
dilucién de 10,000 células/ml en el medio PBS, en las 12 horas de incubacién a 37 grados centigrados. En
el control positivo de este ensayo, utilizando ampicilina a una concentracion de 5 ng/ul se obtuvieron 552
UFC y cuando se incrementa hasta 20 ng /ul las colonias disminuyeron a 168 UFC de la bacteria E. coli en
placa LB. Para el bioensayo de funcionalizacién del virus BMV con el antibidtico B-lactamico ampicilina,
para una funcionalizacion de 40% de los grupos funcionales libres del virus BMV con el antibidtico
ampicilina se obtuvieron 486 unidades formadoras de colonias y para la funcionalizacién del 100% de los

grupos funcionales se obtuvieron 211 UFC.

Los resultados muestran que al incrementa la cantidad de la ampicilina en la superficie de la capside la
capacidad antimicrobiana es mas efectiva para combatir E. coli. Esto es debido que se tiene mas cantidad
de ampicilina. Es posible llegar a una inhibicidn total antimicrobiana al incrementar la cantidad de
particulas virales funcionalizadas con el antibidtico de tal manera que se tenga la cantidad adecuada de
antibidtico, sin embargo, se tendrian que usar cantidad considerables de estas particulas haciendo
ineficiente el sistema, por lo cual una posibilidad es usar un antibiético que tenga un mecanismo de accion
diferente a ampicilina como lo es el aztreonam, o en conjunto con péptidos antimicrobianos, ddndonos la

directriz para el potencial uso del virus BMV como una bionanoparticula con muchas posibilidades para su
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uso en terapias en antimicrobianas al ser usado como un nanovehiculo para antibiéticos. Se debe
considerar que el porcentaje de actividad bactericida es muy cercano pudiéndonos ser posible que la
eficiencia total de la ampicilina no funcionalizada y funcionalizada se vea protegida por el sistema de

funcionalizacion de capsides.

Figura 7. Imagen tipica de las placas obtenidas del bioensayo en liquido de la cepa E. coli (10 000 células/ml). A) 12
horas de incubacion en PBS, control negativo; B) Ampicilina 20 pg incubada durante 12 horas, control positivo
concentracion mas alta. C) Placa del cultivo tratado con la nanoparticula BMV funcionalizada con el antibiético
ampicilina 100% funcionalizado, incubada durante 12 horas. En todos los casos la incubacion se realizé a 37 °C.

3.4.1 Microscopia Electrénica de Transmision de las nanobioparticulas del BMV-
ampicilina a diferentes razones de funcionalizacion

Se funcionalizé el virus BMV con ampicilina en diferentes razones en relacidn a los grupos funcionales
desde 100, 500 y 1000 moles (Gillitzer, Willits, & Douglas, 2002). Siendo 100 y 500 los ideales para la
funcionalizacidn ya que los 1000 moles se presentan agregacion en los virus a causa de la activacion de los
grupos funcionales con la reaccién carbodiimida lo cual causa unidn covalente entre los virus; este
fendmeno es desfavorable ya que se pretende tener un efecto de distribucidon uniforme para una efectiva

actividad antimicrobiana.
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Figura 8. Imagenes de TEM donde se puede observar la funcionalizacién de A) 100, B) 500 y C) 1000 moles de
ampicilina con el virus BMV.
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3.5 Sinergia de la actividad antimicrobiana entre Kanamicina y LL-37

Como se mencioné en la seccién de métodos, las bacterias S. aureus fueron crecidas mediante el
procedimiento de crecimiento en placa LB-agar, se aislé una de la colonia y se realizé una dilucién en
Buffer PBS pH 7.4, hasta tener una concentracion de células de 10,000 bacterias / ml. De acuerdo a lo
descrito en la seccidn anterior en este ensayo se busca determinar si existe sinergia entre los antibidticos
y el péptido. Para este ensayo se realizaron proporciones del péptido antimicrobiano y kanamicina para
estudiar su posible sinergia y buscar cual seria la proporcién ideal de uso contra S. aureus resistente a
kanamicina. Las proporciones en concentraciones finales en el bioensayo usadas de péptido
antimicrobiano: antibiético fueron 5:5 pg, 5:10 pg, 5:20 pg vy finalmente 20:20 pg. Se utilizé un blanco de
S. aureus a una concentracion de 10,000 células/ml en todos los casos. Cada ensayo se incubo a 37 grados
centigrados por 48 horas. En |la tabla 4 se presentan los resultados obtenidos para cada una de las pruebas

realizadas.

En este estudio se obtuvieron resultados en relacién a las proporciones y en cuanto a sinergia entre
antibidticos y péptidos antimicrobianos, cabe destacar que las condiciones de incubacién fueron
modificadas del método de 24 a 48 horas para observar maxima eficiencia de estos antimicrobianos y sus

diferentes proporciones de prueba.

Como consecuencia de los cambios en la incubacién no se pudo hacer un conteo eficiente en el control y
se reportaron numeros incontables de unidades formadoras de colonias, mismo caso para la kanamicina
la cual también se reportd en el mismo criterio de nimeros incontables de UFC, con la diferencia de la

visiblemente disminuida la densidad de las colonias.

En el péptido antimicrobiano LL-37 (20 ug) se observd una disminucion significativa para la cepa S. aureus
teniendo como resultado 52 +/-1 colonias, pero al disminuir la cantidad de péptido a 5 ug se observé un

aumento hasta 264+/- 45 UFC.

Para estudiar el comportamiento de los péptidos y su interaccién antimicrobiana con la cepa de S. aureus

realizaron las proporciones LL-37: kanamicina. (Proporciones 1:1, 1:2,1:4 y 1:1 en masa).

Como uno de los resultado se pueden observar que en relacién masa 1:1(5:5 ug) para el primer ensayo de

sinergia antimicrobiana. Se observé que en comparacion con el LL-37 por si solo a 5ug la actividad se ve
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aumentada por lo que observamos una disminucion en el conteo de colonias. De 264+/-45 UFC con LL-37

el conteo disminuyd a 150+/-54 UFC con la adicién de kanamicina.

Para las proporciones de 1:2 y 1:4 no se observé diferencia significativa en relacién al péptido (5ug) solo,
este es un resultado no esperado ya que las cantidades de kanamicina aumentaron de 5 en el primer
ensayo de sinergia a 10 y 20 pg respectivamente para el antibidtico B-lactamicos contra S. aureus, esto
hipotetizado en relacion a las cargas del antibidtico y las cargas del péptido en por fuerzas electrostaticas
se observa este fendmeno de inhibicion parcial. Se obtuvo un resultado de 216+/-56 UFC para la
proporcion 1:2. Se obtuvieron 278 +/- 30 UFC en la proporcién 1:4 de prueba de sinergia de AMPs-

antibidticos.

Se aumentar la cantidad en masa del péptido LL-37 de 5 pug a 20 ug y una proporcidon en masa idéntica de
kanamicina logrando la inhibicién casi total de la cepa S. aureus. Obteniendo una cuenta de una UFC. Este
resultado comparado con el Péptido solo LL-37 (20 pg) si se observd una disminucidn al afiadirle los 20 pg

de kanamicina de 52+/-1 UFC.

Tabla 4. Sinergia de la actividad antimicrobiana del péptido LL-37 en conjunto con kanamicina y actividad
antimicrobiana del péptido y antibidtico individualmente.

_ Incontables
_ 20 Incontables
_ 5:10 216 + 56
_ 5:20 278 +30
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Figura 9. Imagen tipica de las placas obtenidas del bioensayo en liquido de la cepa S. aureus (10,000 células/ml). A)
12 horas de incubacion con kanamicina 20 ug, B) LL-37 20 pg incubada durante 12 horas. c) Imagen de la placa de
cultivo tratado con péptido catidnico LL-37: kanamicina proporcién 20:20 ug, incubada durante 12 horas. Blanco con
la cepa E. faecalis no mostrado en imagen con nimero incontables de bacterias. En todos los casos la incubacién se
realizé a 37°C.

De los resultados obtenidos se corrobora que existe una sinergia del péptido LL-37 y el antibidtico
kanamicina. Ya que tanto kanamicina y LL-37 no logran inhibir a E. faecalis separadamente. La
concentraciéon optima de inhibicidn del S. aureus se obtiene a una concentracion donde se
obtiene a una razén en masa 20:20 pg en masa, sin embargo para una razén 5:5 ug se obtienen
una inhibiciéon considerable en comparacién con el antibiético a altas concentraciones, y en el
caso del LL-37 a altas concentraciones también se tiene una inhibicién considerable. Sin embargo,
a razones de 5:20 ug se incrementa hasta en un 200% el numero de colonias, esto indica que el
antibidtico interfiere con la capacidad antimicrobiana del péptido. Esto puede sugerir dos
posibles situaciones, un escenario es que el antibidtico evita la formacion de las estructuras tipo
barril del péptido posiblemente a interacciones electrostaticas del antibidtico con el péptido. El
antibiotico kanamicina tiene cuatro cargas positivas en condiciones fisiolégicas. Sin embargo, el
LL-37 a pH fisioldgico, 16 de sus 37 residuos tienen 11 cargas positivas (6 Lys y 5 Arg) y 5 cargas
negativas (3 Glu y 2 Asp), es decir el péptido LL-37 tiene una carga neta de 6 cargas positivas
(Duplantier & Hoek 2013). Otro escenario posible es que la kanamicina interaccione con la

membrana de la bacteria e impida que los péptidos se inserten en esta. Ambas situaciones
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podrian explicar la razon por la cual se incrementa el nimero de UFC al incrementar la cantidad

de antibidticos cuando se mantiene constante la concentracion de los péptidos.

3.6 Comparativa de la actividad antimicrobiana del BMV funcionalizado con
antibioticos del tipo B-lactdamicos y aminoglucdsidos y su sinergia con
péptido LL-37 en Escherichia coli.

Los resultados anteriores permitieron el disefo del siguiente bioensayo para demostrar el principio de la
sinergia de las VLPs-antibidticos con péptidos antimicrobianos. Las bacterias Escherichia coli fueron
crecidas mediante el procedimiento de crecimiento en placa de Agar LB, se aislé una de la colonia
mediante y se realizd una dilucidon en Buffer PBS, hasta tener una concentracién de 10,000 células / ml.
Después de realizar la funcionalizacién de la superficie de la cdpside del virus BMV mediante clic quimico
y mediante el método de carbodiimida en una proporcion para funcionalizar el 40% de los grupos amino
libres, que en caso del antibiético kanamicina y aztreonam se utilizaron 5 pg, ademas se adiciono 5 ug del
péptido antimicrobiano LL-37 para estudiar la sinergia entre las VLPs funcionalizadas con antibidticos. Esto
con el objetivo de estudiar el potencial con otro tipo de antimicrobiano en base a su mecanismo de accién
y naturaleza, en el caso particular de la naturaleza proteica del LL-37 y quimica para los antibiéticos
aztreonamy kanamicina. Como se describié en la seccidon de métodos el bioensayo fue realizado mediante
el método de liquido de Schittek (Schittek et al., 2001) modificado y usando especificamente como control
positivo 10,000 células/ml en PBS a pH 7.4. Se tomd una alicuota de esta dilucién y se paqueo usando 30
ul del cultivo. Las placas se incubaron por 12 horas a 37 grados. En la tabla 5 se muestran los resultados

obtenidos para este bioensayo.
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Tabla 5. Actividad antimicrobiana del péptido LL-37, del virus BMV, y de la cdpside funcionalizada con aztreonam o
kanamicina y combinada respectivamente con LL-37. Utilizando el método de dilucion en liquido de Schittek (Schittek
et al., 2001) modificado, la incubacion de las placas fue por 12 horas a 37 °C.

_ 107-5 Incontables
_ 95-5 Incontables

En este bioensayo se consideré como control negativo 10,000 bacterias/ml en PBS, sin embargo, a esta
concentracion los resultados mostraron que el virus BMV incremento el nimero unidades formadoras de
colonias de bacterias, obteniendo 100 + 22 UFC para el control en PBS y 1300 UFC cuando el virus BMV
fue adicionado al cultivo, después de 12 horas de incubacion a 37 grados centigrados. En el control positivo
de este ensayo utilizando LL-37 se optd por una concentracion de 5ug; con la cual se obtuvo 3 + 1 UFC de
la bacterias E. coli en LB agar. En el caso del cultivo al cual se le adiciono el virus BMV y el péptido LL-37 se
obtuvo 628 + 2 UFC. Para el bioensayo con LL-37 y el BMV funcionalizado con kanamicina el crecimiento
bacteriano disminuyo obteniendo 31 + 12 UFC de la bacterias E. coli en LB agar. Finalmente, para el
bioensayo con LL-37 y el virus BMV funcionalizado con el antibidtico aztreonam, se inhibié completamente
el crecimiento de E. coli. Considerando el potencial que tiene el aztreonam este resultado resulta
congruente con la capacidad de inhibicidn en comparacion con la ampicilina. Para las nanoparticulas de
BMV-kanamicina y BMV-astreonam no se pudo realizar el conteo de UFC ya que fueron incontables las

colonias.

El bioensayo de la combinacién del BMV con el LL-37 (~ 628 UFC) disminuye aproximadamente a la mitad
el crecimiento bacteriano en comparacion con lo obtenido en el ensayo con BMV (~ 1300 UFC). Los
resultados muestran que el virus no inhibe la proliferacion de E.coli y esto es debido a que la capside es
una fuente de aminodcidos y carbono para las bacterias, y que en los bioensayos ayudo a suplementar el

medio minimo PBS. Esto también fue reforzado con los resultados obtenidos cuando se combinan el virus
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BMV y el péptido, a diferencia de la excelente capacidad bactericida que se obtienen cuando solo se utiliza

el péptido LL-37.

La combinacién mas efectiva de capacidad bactericida es la cdpside del virus BMV modificada
guimicamente con aztreonam y suplementadas con el péptido LL-37, teniendo total inhibicion de la
bacteria E. coli. Como segundo sistema antimicrobiano es la combinacién del péptido LL-37 y el virus BMV
funcionalizado con kanamicina. La diferencia del potencial de accién del BMV-kanamicina y BMV-
aztreonam es debida a la diferente capacidad de inhibicion de cada uno de los antibidticos, en el caso del
aztreonam es un antibiético de nueva generacién y con menos resistencia que kanamicina en la cepa E.coli.
Ademas se debe considerar que la nanoparticula sin el AMP LL-37 no presenta actividad antimicrobiana

aparente a causa de un nimero de colonias incontables en 10,000 células de E. coli.

Estos resultados demuestran que es posible incrementar el efecto de los antibidticos cuando estos son
unidos a la superficie de la capside viral (VLPs-antibiéticos) y/o de los péptidos cuando estos son mezclados
a una proporciéon adecuada de cada uno de estos, y que el uso exclusivamente de uno de estos no

permitiria la inhibicién bacteriano, en este caso de E. coli.
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Capitulo 4. Conclusiones

1. Los estudios realizados in-vitro en este trabajo de investigacion los Bromovirus BMV y CCMV no
poseen actividad antimicrobiana per se. Las capsides virales sin funcionalizar incrementan

aparentemente la proliferacién bacteriana debido a que son una fuente de carbono.

2. Se logré funcionalizar el exterior de la capside del virus BMV con los antibiéticos convencionales
ampicilina, kanamicina y aztreonam por el método carbodiimida mediante la activacién quimica

de los grupos carboxilos.

3. Se establecié la capacidad bactericida del péptido LL-37 contra la cepa E. faecalis en comparacién

con el antibiético B-lactdmico ampicilina en altas concentraciones.

4. Lla actividad antimicrobiana de las capsides funcionalizadas quimicamente con antibiéticos (BVM-
ampicilina) contra la cepa bacteriana Escherichia coli. Se incrementa la actividad antimicrobiana
al aumentar el niumero de sitios funcionalizados en la cdpside obteniendo un efecto similar a las

concentraciones altas del antibiético libre.

5. Para las cepas S. aureus resistente a kanamicina, se encontré que ésta puede ser inhibida
considerablemente por el péptido LL-37. Adicionalmente cuando la kanamicina, es utilizada en
conjunto con el péptido LL-37 se tiene una inhibicidn cercana a la total al incrementar la cantidad

del péptido y kanamicina, obteniendo un efecto sinérgico aparente.

6. Se compard la actividad antimicrobiana de las bionanoparticulas BMV-kanamicina y BMV-
astreonam no perdieron su actividad antimicrobiana; ademas se observé la sinergia aparente de

las bionanoparticulas antimicrobianas con el péptido LL-37.

7. Los resultados indican que en la cepa S. aureus resistente a la kanamicina presenta inhibicién
cuando es tratada con el péptido LL-37 y kanamicina en conjunto, que cuando son utilizados de
forma individual. Y finalmente la cepa E. coli es mas susceptible al péptido LL-37 utilizando el BMV

funcionalizado con aztreonam o BMV funcionalizado con kanamicina.

8. Los resultados obtenidos muestran en principio que las capsides virales pueden ser excelentes

nanovehiculos y potenciar la capacidad antimicrobiana de antibidticos convencionales, contra
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bacterias gram positivas y negativas. Ademas, el efecto sinérgico del péptido LL-37 y las capsides
funcionalizadas con antibiéticos, pueden permitir el desarrollo de terapias antimicrobianas para
afrontar de manera innovadora la creciente problematica en relacién al incremento de patégenos

resistentes a antibidticos convencionales.
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Capitulo 5. Perspectivas

Entre las principales perspectivas a futuro para este proyecto es la utilizacidon de esta bionanotecnologia
para eficientizar la utilizacion racional de antibidticos, que hoy en dia se ha convertido en un problema de
salud publica mundial, ya que el uso irracional de antibiéticos ha generado resistencia a casi todos los
antibidticos aislados y conocidos ademas de cepas multirresistentes o “superbugs” que requieren de

terapias combinadas como las que se estudian y presentan en este trabajo de investigacion.

Una de las aplicaciones futuras en este proyecto seran dirigir las nanovehiculos derivados de BMV
funcionalizados con antibiéticos ademas de la concomitancia con otros péptidos antimicrobianos contra
otras cepas y diferente modalidad del encapsidado del péptido o expresién heterdloga de la proteina de
la capside de BMV ya con la proteina LL-37 integrada a su secuencia, las cuales se pueden probar en

bacterias dificiles de tratar como los son las bacterias intracelulares: M. tuberculosis y Salmonella spp.
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