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RESUMEN

El campo de nanotecnologia ha crecido enormemente y esta presente en
practicamente todos los ambitos de nuestra vida diaria, como una computadora, un
celular, ropa, autos, electrodomeésticos y en la actualidad, ha incursionado en el
ambito médico. Las nanoparticulas (NP’s) es la manera en que la nanotecnologia
trata de ayudar y crear nuevas alternativas terapéuticas. La amplia gama de NP’s
que ese han probado, han mostrado desde efectos citotdxico, bactericida o inertes
tanto para células eucariontes como procariontes, los cuales son dependientes de

la composicion de las NP’s.

Considerando estos puntos probamos las NP’s de hierro (FeENP’s), las cuales han

mostrado ser inertes para algunos tipos celulares y bacterias.

Explotamos esta propiedad probamos su efecto sobre las cepas de S. pneumoniae,
las cuales no se ven afectada en su crecimiento hasta los 128 ug/ml de FeNP’s.
Con estos datos se purifico e identifico una proteina secretada S. pneumoniae de
38.7 kDa, la cual es la proteina GAPDH y mostro tener afinidad por el grupo hemo.
Con la proteina GAPDH logramos sintetizar un bio-conjugado FeNP-proteina, la
cual no mostro tener un efecto bactericida hasta los 128 pg/ml en S. pneumoniae.
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l.- INTRODUCCION

1.- ANTECEDENTES GENERALES

1.1.- Streptococcus pneumoniae.

Streptococcus pneumoniae es un importante patdgeno humano, agente etiolégico
de neumonia, meningitis, sinusitis, otitis media entre otros padecimientos. Su
capacidad infecciosa lo ha convertido en un problema de salud mundial, debido a la
aparicion de cepas resistentes a penicilina (principal antibacterial usado como
tratamiento), lo cual ha aumentado la morbilidad y mortalidad [10, 11, 12].

1.2.- Taxonomia.

Las primeras descripciones de S. pneumoniae, fueron hechas por Pasteur en 1881,
quien lo llamé “microbio septicémico de la saliva”, y posteriormente por Stemberg
quien lo denominé Micrococcus pasteuri. La relacion como agente causal de la
neumonia fue descubierta por Weichselbaun y Fraenkel, llamandolo neumococo
(pneumon: pulmén y kokkos: grano), y en 1920 fue cambiado a Diplococcus
pneumoniae debido a su morfologia caracteristica de formar cadenas cortas o en
pares. Desde 1974, en la octava edicion del Manual de Bacteriologia de Bergey fue
denominado Streptococcus pneumoniae. Su habitat en el humano y algunos
animales suele ser el aparato respiratorio, pero en casos severos, se puede
encontrar en otros tejidos, produciendo procesos inflamatorios supurativos [3, 10,
11, 12, 31].

S. pneumoniae esta clasificado en: el dominio Bacteria, phylum Firmicutes, clase
Bacilos, Orden Lactobacillales, familia: Streptoccocaceae y género Streptococcus
[11]. El género Streptococcus se clasifica usando como base su requerimiento de
oxigeno en: aerobios, anaerobios facultativos y anaerobios obligados.

Los anaerobios facultativos se clasifican de acuerdo a la hemolisis que producen en
el agar sangre: alfa (halo verdoso alrededor de la colonia debido a la lisis parcial de
los eritrocitos), beta (halo transparente alrededor de la colonia donde los glébulos
rojos han sido completamente lisados) y gamma (no se observa hemdlisis puesto
qgue no la producen), segun la cual, el S. pneumoniae es un coco anaerobio
facultativo alfa-hemolitico [1, 3, 6, 10, 11, 12].

Las cepas de S. pneumoniae representativas de uso comun en el laboratorio son
las cepas ATCC 49619, R6 y TIGR4, las cuales generalmente se usan para
comparaciones entre cepas patdgenas y no patégenas por las siguientes
caracteristicas (Tabla 1):

14



Tabla 1: cuadro comparativo del genoma entre las cepas de S.
pnuemoniae R6 y TIGR4.

CEPA R6

Unico cromosoma circular con
2038615 pb.
Contenido C+G= 40%.
2043 proteinas predichas y 73
gene de RNA no codificantes
con 4 operones rRNA.
Delecion de 7504 pb en la
region ~18-kpb que contendria
siete genes que codifican para
la capsula.

La cepa antecesora es la cepa
D39 [60].

CEPA TIGR4 CEPA ATCC
49619
Unico cromosoma Unico cromosoma
circular con 2160837 pb. circular con

Contenido C+G=39.7%  aproximadamente
2236 genes identificados 690 pb mas que las

con 4 operones RNA. dos cepas

Originaria de un aislado anteriores.
clinico. [59]. Contenido C+G=

Mantiene los genes que aprox. 40%.

codifican para la capsula, Contiene los genes
tiene 9 genes divergentes que codifican para
y 6 de ellos presentan la capsula.
nucledtidos atipicos.

1.3.- Morfologia y Crecimiento.

S. pneumoniae es un diplococo Gram positivo, lanceolado, de 0.5 a 1.5um de
diametro, arreglado en pares o cadenas cortas (en medio liquido), encapsulado, no
esporulado, catalasa y oxidasa negativa, sensible a la optoquina e inmovil. Para su
crecimiento requieren medios enriquecidos, con un pH de 7.6, a una temperatura
de 37°C y una concentracion de CO2 de entre 5y 10% [1,3, 4, 7]. Aunado a esto, S.
pneumoniae necesita cantidades de hierro para su supervivencia y colonizacién
figura 1, para esto se presupone que cuenta con un mecanismo que consiste en
secretar proteinas llamadas hemdforos, estas proteinas unen el grupo hemo y lo
dirigen a proteinas llamadas receptor, ya que debe obtenerlo directamente de su

hospedero.
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Figura 1. Crecimiento y morfologia de S. pneumoniae en agar sangre. Se observa la hemdlisis
alfa o parcial en halos verdoso alrededor de la colonia debida a la actividad de la alfa
hemolisina, asi como la forma tipica de la colonia.

1.4.- Estructura y Factores de Virulencia.
1.4.1.- Capsula

S. pneumoniae esta rodeado de una capsula polisacarida, siendo esta su estructura
mas externa, la cual lo protege de ser fagocitado por los leucocitos y permite su
reproduccion en los tejidos del huésped, por lo que se considera el principal factor
de virulencia, ésta se sintetiza continua y rapidamente durante la fase logaritmica
de crecimiento, figura 2. Constituida por polimeros de alto peso molecular que
consisten en unidades de oligosacaridos (2-8 monosacaridos) repetitivas ligadas
covalentemente a la pared celular. Existen variantes morfolégicas de cepas de
neumococo, clasificadas en funcion del fenotipo que presentan en placas
transparentes de agar, ya sean opacas 0 transparentes. Las primeras presentan
mayor cantidad de capsula polisacarida, un menor contenido de &cidos teicoicos
en la pared celular y se han asociado con una mayor virulencia, debido a un
incremento de la supervivencia en la sangre. Las transparentes poseen menor
cantidad de capsula y mayor contenido de acidos teicoicos, aumentando su
capacidad para colonizar la nasofaringe [1, 6].

Rebecca Craighill Lancefield en 1933, fue la primera en usar los polisacaridos
capsulares (PS) para su identificacion, extrayéndolos y enfrentdndolos con
anticuerpos especificos, actualmente se conocen 93 diferentes [32], en esta parte
es donde mas varia el S. pneumoniae ya que lleva a cabo un proceso llamado
transformacion (incorpora material genético del medio proveniente de otros
microorganismos), permitiendo una adaptacion mas rapida y eficiente al medio [32].
El polisacarido capsular es un antigeno no proteico, que induce la formacion de
anticuerpos en los humanos, este antigeno es T independiente y puede interactuar
directamente con las células B [3, 6].
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1.4.2.- Pared celular.

Rodea a la membrana citoplasmatica y confiere la morfologia tipica, protegiéndola
de la lisis osmoética o mecanica. Es el medio de intercambio de solutos entre el
exterior y el interior celular, punto de unién para proteinas del crecimiento, divisién
celular e interacciones de la célula con el medio exterior. Tiene funciones en la
colonizacion, adherencia, inflamacion e invasion bacteriana [1, 6].

Estad constituida por subunidades alternadas de N-acetilglucosamina y acido N-
acetil muramico, enlazadas por puentes peptidicos $1—4 [2], con un espesor de 15-
40 nm. Contiene &cido teicoico, rico en galactosamina, fosfato y en colina con una
funcién reguladora de la hidrolisis. Se dispone de dos formas en la pared celular,
una expuesta en la superficie celular (sustancia C o polisacarido C (C-PS)), el cual
esta ligado covalentemente al peptidoglicano por residuos de acido muramico y
puede activar el sistema del complemento por la via alterna [1,9]. También estan la
proteina R (especie especifica) y la proteina M (tipo especifica) [9, 6].

1.4.3.- Membrana celular.

Contiene al antigeno de Forssman, que estéd formado de &cido lipoteicoico y &cido
teicoico ligado covalentemente a lipidos, se encuentra distribuido en la membrana
y esta en las moléculas de C-PS expuestas en la superficie. Las partes lipidicas
estan ancladas en la doble capa de lipidos de la membrana plasmatica. La
presencia de este antigeno inhibe fuertemente la autolisina neumocdcica y regula
la actividad de la enzima mureina hidrolasa (actividad en la lisis bacteriana), y es
excretado durante la fase estacionaria del crecimiento, y su pérdida lleva a la
degradacion de la pared [6, 9].

1.4.4.-Factores de virulencia.
1.4.4.1.- Capsula.

Resistencia a la fagocitosis por los polimorfonucleares, lo que permite un
mecanismo de escape eficiente de las defensas del hospedero. Inhibe la activacién
del complemento por la via alterna degradando el fragmento C3b que se une a la
superficie bacteriana. Las variaciones en la composicion quimica y la cantidad de
polisacéarido capsular producido determinan la supervivencia de la bacteria en la
circulacién y permiten ocasionar enfermedad invasora [30], figura 2.

1.4.4.2.- Pared celular.

Involucrada en la inflamacion debida a la infeccidon, que es causada por los acidos
teicoicos y los fragmentos de peptidoglicano de la pared celular. Activa la via alterna
del complemento, que lleva a la produccion de citosinas, dando como resultado
fiebre y choque anafilactico. Ayuda en la modulacion, a través de la variacion de
fase (modificacion que le permite a S. pneumoniae un cambio de una cepa no
virulenta a una cepa virulenta), para la distribucion de subcomponentes de la pared
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relacionados con la internalizacion de la bacteria o la induccion de la respuesta
inflamatoria durante el proceso de infeccién [25].

1.4.4.3.- Neumolisina (pnumolisina).

Citotoxina intracelular que destruye la membrana de los glébulos rojos, no es
secretada, es libera en la lisis bacteriana. Su peso molecular es de 52,8 kDa, esta
involucrada en el mecanismo de escape de la bacteria contra la respuesta inmune
del hospedero, ya que impide la activacion de la via clasica del complemento. Se
une al colesterol de la membrana de la célula eucarittica a la que destruye a través
de la formacién de poros. A su actividad se debe la hemdlisis observada al ser
cultivada en medios con sangre.

1.4.4.4.- Neuraminidasa.

Proteina de 107 KDa y esta asociada a la pared celular, separa por hidrolisis el acido
sidlico terminal de las glicoproteinas, glicolipidos y oligosacéaridos presentes en la
superficie de las células y en fluidos corporales, facilitando la adhesién de la bacteria
a las células epiteliales del hospedero, disminuyendo la viscosidad del moco que
reviste el epitelio respiratorio exponiendo los receptores y facilitando la colonizacién
[10].

1.4.4.5.- Adherencia.

S. pneumoniae establece una intima interaccion con el moco del tracto respiratorio,
se adhiere a la superficie de las células epiteliales, esta union esta mediada por un
receptor de disacaridos en la fibronectina, presente en las células epiteliales
faringeas humanas, esta unién puede estar mejorada y/o facilitada por previas
infecciones del virus de la gripe, o la neuraminidasa viral, la cual escinde el acido
sialico de glicoesfingolipidos, el que esta presente en el tejido pulmonar humano,
exponiendo otras estructuras que funcionan como receptores para adherir
neumococos y posteriormente es capaz de invadirlas [1, 5, 6,].

1.4.4.6.- Autolisina (amidasa).

Hidroliza la capa de peptidoglicano en un sitio especifico (entre el 4cido N-acetil
muramico y el residuo alanina del puente peptidico) durante la fase estacionaria del
crecimiento de la bacteria. Depende de la presencia de fosfato de colina en el &cido
teicoico de la pared celular, o que permite la division celular. Esta localizada en la
membrana celular. La lisis del neumococo por sales biliares, ocurre a través de la
activacion de ésta enzima, y es activada por la lisozima humana, factor de defensa
del hospedero liberado durante la infecciéon y la inflamacién, e induce asi la lisis del
neumococo, lo que aumenta el proceso inflamatorio [11].
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1.4.4.7.- Proteasa de la inmunoglobulina A.

Enzima extracelular, hidroliza e inactiva la inmunoglobulina A1, rompiendo la unién
prolil-treonil de la molécula de IgA presente en las mucosas, lo que facilita la
adherencia y colonizacion inicial [10, 11, 12].

1.4.4.8.- Hialuronidasa.

Enzima responsable de cortar el 4cido hialurénico y es secretada durante la fase
logaritmica del crecimiento bacteriano [10].

1.4.4.9.-Proteinas de superficie PspA y PsaA.
Participan en la adherencia inicial a la célula blanco [11].

1.4.4.10.- Proteina PhpA.

Proteina de superficie que tiene actividad de degradacion de C3, con esto
previene el aclaramiento debido al complemento [9, 11].

1.4.4.11.- Alfa-hemolisina.

Degrada eritrocitos en la sangre, para obtener algunos factores que necesita para
su 6ptimo desarrollo.
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Fosenthal & Tan : Rapid Review Microbiclogy and Immunology, 3rd Edition
Figura 2. Estructuray factores de virulencia de S. pneumoniae. Del lado izquierdo se muestra

la estructura general de las bacterias Gram positivas, la cual es con la que cuenta el S.
pneumoniae; del lado derecho se muestra la estructura particular del S. pneumoniar asi como
lalocalizacion de sus principales factores de virulencia.
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1.5.- Transmision y Respuesta Inmune.

El S. pneumoniae habita en el tracto respiratorio superior del humano, su
transmision se da de persona a persona, por medio del contacto directo con
secreciones de pacientes enfermos. La respuesta inmune depende del estadio
infeccioso y se lleva en diferentes etapas.

* Adherencia al epitelio nasofaringeo: primer paso en la colonizacién por S. pneumoniae
[5]. Algunos de los factores de virulencia como la capsula y algunas proteinas de membrana
(PspA, PsaA), juegan un papel relevante durante la colonizacion (Tabla 2) [8].

Tabla 2. Factores de virulencia y su funcion durante la colonizacién.

FACTOR DE
VIRULENCIA
Polisacéaridos
capsulares.

CHoP
CbpA (PspC)
NanA, BgaA and
StrH
Hyl

PavA
Eno

Funcion

Evita que sea detenido en el moco nasal, permitiendo el
acceso a las superficies epiteliales. Inhibe Ila
opsonofagocitosis eficaz.

Se une a rPAF en el epitelio nasofaringeo

Se une al componente secretor humano en un receptor
polimérico de Ig durante la primera etapa de la translocacion
a través del epitelio.

Actua de forma secuencial para cortar azUcares a partir de
glicoconjugados humanos, revelando los receptores de
adhesion.

Descompone componentes de la matriz extracelular que
contienen acido hialuronico.

Se une a fibronectina.

Se une a plasminégeno.

* Invasion: dependeré de distintos factores, los principales son, el estado inmunolégico del
paciente y la virulencia de la cepa [30]. Para que llegue a los bronquios y pulmones
dependera del fallo de las defensas especificos (IgA) y no especificas (tos, secrecién
mucosa, Y el transporte ciliar) [5, 8]. Algunos de los factores que tienen actividad durante la
invasividad se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Factores bacterianos que facilitan la invasion.

Factor

Funcion

Ply Toxina citolitica, activa el complemento [29].
PspA Previene la union de C3 sobre la superficie neumococica. Se une
lactoferrina [24].
LytA Digiere la pared celular liberando asi los factores de induccion de la
inflamacion.
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PsaA Componente del sistema de transporte ABC, implicado en la
resistencia al estrés oxidativo.
PiaA and Componentes del sistema de transporte ABC, implicado en la
PiuA resistencia al estrés oxidativo.
NanA and Ayudan a revelas receptores para la adhesion, la modificacion de las
NanB superficies de bacterias competidoras que estan dentro del mismo
nicho y/o modificar la funcion de las glicoproteinas del hospedero.

Durante estos periodos se despierta una respuesta inmune innata, comenzando con
la activacion de las tres vias del complemento [26], teniendo una mayor importancia
la via clasica (activada por el polisacarido C) [27], seguida de la via alterna y
finalmente la via de las lectinas. Algunos factores bacterianos que despiertan la
respuesta del complemento son: proteinas de superficie PhpA, PspA, PspC y
neumolisina [5, 7, 8]. Algunos PPRs se ha visto que detectan PAMPS de S.
pnuemoniae, como LPS, proteina C reactiva, las cuales ayudan en el aclaramiento
de la infeccion, asi como en la respuesta inflamatoria al actuar de forma correcta
ante el patégeno. Algunos de los PPRs actualmente mas estudiados, son los Toll
Like Receptors, en especial TLR1, TLR2, TLR4, TLR6 y TLRO.

Parte de la respuesta inmune, viene dado por la unién de las proteinas LBP a los
polisacaridos de la capsula. Es aqui donde las células CD14, actian como co-
receptores para facilitar la respuesta ante los polisacaridos de la capsula. Las
células T CD4+, aparecen durante la infeccion temprana. La respuesta inmune es
compleja e involucra muchas proteinas y es dependiente del lugar de infeccion [7,
8] (Figura 3). Otro factor importante que favorece la adhesion, colonizacién e
infeccibn de S. pneumoniae, es el sinergismo dado por infecciones por otros
microorganismos, como Haemofilus influenzae y virus de la influenza [28, 5], que
facilitan la entrada de S. pneumoniae, al exponer los receptores que permiten una
mejor adherencia.
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Figura 3. Respuesta inmune alainvasion por S. pneumoniae en el pulmén. En laimagen se
muestra el mecanismo de accién del S. pneumoniae para invadir los pulmones, desde el
torrente sanguineo asi como la respuesta inmune (leucocitos y citosinas) desplegada.

Obtencidén de hierro.

Se sabe que las bacterias cuentan con distintos métodos para la obtencién de Fe
extracelular, cuentan con proteinas que tienen afinidad por este elemento, por lo
que se eligié para trabajar una proteina secretada por S. pneumoniae por lo que fue
necesario cultivar las bacterias en medio liquido TH para una mayor obtencién de
la misma.

1.6.- Tratamiento y Resistencia.

1.6.1.- Tratamiento por excelencia.

Consta de la administracion de penicilina o eritromicina; aunque con el advenimiento
de la aparicion de la resistencia a farmacos (penicilina), los tratamientos han tenido
que cambiar hasta llegar a utilizar antibidticos de tercera generacidon como la
ceftriaxona y en casos mas graves vancomicina [13].

1.6.2.- Resistencia.

A partir de 1967 se han aislado cepas de S. pneumoniae resistentes a penicilina
alrededor del mundo. En México en el afio 1981, fueron notificadas las primeras
cepas resistentes in vitro, con una concentracion minima inhibitoria (MIC) de entre
1.25y 2 pg/ml, las cuales fueron aisladas de nifios sanos. Se ha podido evaluar un
namero representativo de cepas, de nifios enfermos hospitalizados observandose
el 16% de los aislamientos a partir de liquido pleural y aspirado bronquial tuvieron
alta resistencia (MIC mayor a 2 pg/ml de penicilina) y un 20% resistencia intermedia
[57]. Para el afio 2012 la Organizacion Panamericana de la Salud, por medio de su
programa SIREVA I, reportdé en México una alta resistencia a penicilina y otros
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antibidticos, de las cepas de S. pneumoniae para enfermedades no meningeas
(Tablas 4y 5):

Tabla 4: Resistencia de S. pneumoniae en enfermedades no
meningeas en el afio 2012.

Antibiético No. de muestras Sensibles Intermedias Resistentes
donde se aisl6 (<2.0 (4.0pg/ml) (>8.0 pug/ml)
S. pneumoniae. pg/ml)
Penicilina 188 118 32 38
Sensible < 2,0 yg/ml.
Intermedia = 4,0
pg/ml. Resistente = 8
pg/ml.
Ceftriaxona 188 113 44 31
Sensible < 1,0 pg/ml.
Intermedia = 2,0
pg/ml. Resistente = 4
pg/ml.
Eritromicina 219 125 4 90
Cloranfenicol 219 184 - 35
Trimetoprim- 219 29 38 152
Sulfametoxasol
Vancomicina 219 219

Tomado de: Informe Regional de SIREVA I, 2012

Tabla 5: Resistencia de S. pneumoniae en enfermedades meningeas
en el afio 2012.

Antibiético No. de Sensibles Intermedio Resistentes
muestras

donde se aisl6

S. pneumoniae.
Penicilina 31 15 - 16
Sensible < 0,06
pg/ml. Resistente =
0,12 pg/ml.
Ceftriaxona 31 19 2 10
Sensible < 0,5
pg/ml. Intermedia =

1,0 pg/ml.
Resistente = 2
pg/ml.

Tomado de: Informe Regional de SIREVA I, 2012

La resistencia se ha incrementado por varios factores, siendo el principal el uso
indiscriminado de antibioticos, especialmente cefalosporinas de tercera generacion.
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Los cambios mas asociados a esta resistencia creciente en S. pneumoniae, se dan
en proteinas ligadoras de penicilina (PBPs), en especial la proteina PBP 2b. La
resistencia incrementada a cefalosporinas, involucra PBP l1a y PBP 2X [4]. Otro
mecanismo es la metilacion del sitio diana en el ribosoma (genes erm(B)y mef(A)) y
mutaciones espontaneas en genes gyrA y parC que codifican la proteinas girasas
gue no son afines a los antibidticos, figura 4. La resistencia se ha extendido a otros
antibidticos como cefotaxima, ceftriaxona, cefuroxima e imipenem [14].
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Figura 4. Esquemas de los distintos tipos de resistencia de S. pneumoniae. A) Comparacion
del mecanismo de resistencia a la penicilina con un mecanismo que no presenta dicha
resistencia. B) Se muestra el sitio activo de la eritromicina en la subunidad 50S del ribosoma
gue cuanto estd metilada impide la unién de dicho farmaco. C) Resistencia a las
fluoroquinolonas la cual se da en la sintesis de girasas diferentes, lo cual hace al antibiético
menos afin.
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Il.- ESTADO DEL ARTE.

2.- Nanotecnologia.

En vista del incremento de la resistencia de las bacterias a los tratamientos actuales,
se han buscado nuevas alternativas terapéuticas, una de ellas es el uso de
nanotecnologia para generar tratamientos alternativos. La nanotecnologia se ha
aplicado para la conservacién de alimentos, productos sanitarios, cosméticos,
vendajes para quemaduras, tratamiento de agua y suelos, entre otras.

2.1.- Nanotecnologia y su uso terapéutico.

Se define nanotecnologia como la elaboracién y uso de materiales, aparatos y
maquinas en la escala de nandmetros (atbmico/molecular), haciendo uso de las
propiedades Unicas que se producen para las estructuras en las pequefas
dimensiones.

La nanotecnologia ofrece materiales (nanoparticulas, nanotubos, etc.) que
presentan caracteristicas en una dimensién en el rango nano (1-100 nm) Figura 5.
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Figura 5. Comparacion de tamafios de las nanoparitulas. Se muestra la relacion de tamafios
de los distintos tipos de nanoparticulas comparadas con biomoléculas como el DNA, virus,
células hasta llegar a una pelota de baseball. Tomado de WichLab, Dr. Peter R. Wich.

La nanotecnologia esta muy intimamente relacionada con algunas ciencias, entre
las que se encuentran la quimica, fisica, informatica, medicina, etc. Los
nanomateriales mas usados en aplicaciones biomédicas son las nanoparticulas
(NPs), para la administracion sostenida de medicacion con antibioticos. Las
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nanoparticulas se pueden presentar en diferentes formas: esferas, plaquetas,
nanovarillas, discos hexagonales en forma de P o U, nanoflores y nanobares [33,
34, 35].

Las nanoparticulas poliméricas sélidas (NPs) son particulas de menos de 1 ym de
diametro que se preparan a partir de polimeros naturales o sintéticos. La sintesis de
nanoparticulas a base de metales de 6xido de plata, oro, cobre, 6xido de zinc y
magnetita, se han aplicado también en la medicina, odontologia, farmacia
(antibacterianos, Tabla 6) y biologia [36]. Como antibacterianos, las mas aplicadas
son las de oro y plata, pero suelen ser toxicas, por lo que la nanomedicina esta en
la busqueda de nuevos materiales, que no sean nocivos 0 sean Menos NOCivVos,
para el humano, de los cuales algunos ya se utilizan; usando como ejemplo el hierro
se ha descrito nula toxicidad para algunas bacterias dada por nanoparticulas de Fe
[23] y deseamos mejorarlas para tener una actividad mas especifica [36, 37].

Las ventajas del uso de nanoparticulas para la administraciéon de farmacos estan
dadas principalmente por su tamafio, que les permite atravesar a los sitios de
inflamacion del endotelio, el epitelio, tumores o microcapilares. Son mas adecuadas
para la administracion intravenosa, su didmetro es mucho menor que el de los
capilares lo que evita la formacion de agregados, émbolos o trombos [52].

Actualmente el problema con el uso de nanoparticulas como tratamiento (Ag y Au)
para infecciones bacterianas, es el hecho de que se matarian a todas las bacterias
en general (patégenas y no patégenas). Se ha demostrado que las nanoparticulas
de oro y plata son bactericidas per se para las cepas control de E. coliy S. aureus
por lo que se esta intentando hacer que las nanoparticulas sean nanodirigidas con
aptameros y funcionalizadas con antibioticos, asi como biodegradables y/o
expulsables del humano sin causar dafio colateral [20].

Para esta labor se ha sugerido el uso de nanoparticulas menos toxicas como las de
oxido de hierro (Fe304), que al incluirle un aptamero de la bacteria a erradicar es
posible dirigirla especificamente, aunado a esto, se estan buscando nuevas
posibilidades para mejorar la unién a la bacteria, incluyendo cubiertas como el
polietilén-glicol (PEG) o Triton X100 que permiten una mayor adsorcion de farmacos
que puedan ser dirigidos a un blanco especifico y que favorecen la fusién de la
nanoparticula con las paredes celulares de las bacterias pero que permiten reducir
la citotoxicidad de las mismas [21, 22]. Se ha observado que las nanoparticulas de
Fe304 cubiertas con Tween 80 y PEG pueden atravesar muy bien la barrera
hematoencefalica [53] y ninguna de ellas afectan a la cascada de coagulacion al
administrarse por via intravenosa [48]. Estas cubiertas prolongan la circulacion de
nanoparticulas in vivo, ya que son polimeros o surfactantes hidrofilicos, o
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copolimeros biodegradables con caracteristicas hidrofilicas [51]; ademas, dichas
cubiertas permiten a las nanoparticulas ser estables en buffers fisiolégicos [58].

Otro punto importante a considerar es el tamafio de la nanoparticula, pues si esta
es muy grande puede despertar el sistema inmune y ser eliminada del cuerpo sin
llevar a cabo su funcién, otra razon para esto es debido a que S. pneumoniae causa
meningitis, siendo una infeccidon que traspasa la barrera hematoencefalica solo las
nanoparticulas de un tamafio adecuado lo haran [13, 16, 21].

La liberacion de farmacos puede verse afectada por el tamafio de las particulas y
moléculas, las nanoparticulas pequefias tienen una mayor relacién area superficial-
volumen, favoreciendo una mayor asociacion del farmaco con las moléculas del
organo diana (al estar mas expuesto) y una liberacion mas rapida del farmaco. Las
particulas de mayor tamafio tienen grandes nucleos, lo que permite una mayor
cantidad de farmaco encapsulado por las particulas y hacen que la liberacion sea
mas lenta [54].

Al llevar un farmaco a la escala nano aumenta su velocidad de disolucion, lo cual
permitiria, con una velocidad de aclaramiento baja, en la que se alcance el limite de
saturacion mas rapidamente, llevando esto a una mejor biodisponibilidad, una
rapida instalacion del efecto terapéutico en la administracion oral y a la disminucién
de la variabilidad en la respuesta obtenida entre los estados de ayuno y no-ayuno
[51, 54].

Tabla 6. Probables funciones bactericidas de diferentes nanoparticulas.

Plata - Se observé que en S. aureus y Escherichia coli las nanoparticulas
penetran en la pared celular bacteriana y forman conglomerados en la pared
celular [38]. Asi mismo se presenta la oxidacion parcial de plata la cual se
libera lentamente interactuando con la membrana bacteriana [39]. En las
misma bacterias se induce la disfunciébn mitocondrial, aberraciones
cromosomicas e interrupcion de la replicacién del ADN bacteriano [40]; se
generan especies reactivas de oxigeno (ROS) que inducen a la
peroxidacion de lipidos de membrana [41].

Hidroxido de - Estas nanoparticulas penetran directamente en la pared celular
magnesio conduciendo a dafios en la membrana lo cual se debe a la adsorcién de
agua en la superficie de las nanoparticulas formando una delgada capa de
agua alrededor de las nanoparticulas de pH alto que en contacto con las
bacterias dafian la membrana debido a la alta concentracion de iones de
hidroxido y lo cual conduce a la muerte celular en las bacterias E. coli y

Burkholderia phytofirmans [42].

Oro - En E. coli se logra colapsar las actividades potenciales de membrana,
inhibiendo la ATPasa para disminuir el nivel de ATP e inhiben la subunidad
de unién a ribosoma del ARNt [43].
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2.1.2.- Sintesis de nanoparticulas de 6xido de hierro (Fe304).

Existen distintos métodos para la sintesis de las nanoparticulas de 6xido de hierro,
entre las cuales las mas comunes son: la co-precipitacion, la descomposicion
térmica y la microemulsion:

El método mas convencional la co-precipitacion: este método consiste en
la mezcla de iones férricos y ferrosos en una relacion molar 1: 2 en
soluciones altamente basicas a temperatura ambiente o a temperatura
elevada. El tamafio y forma de las nanoparticulas depende del tipo de sal
utilizado (cloruros, sulfatos, nitratos, percloratos, etc.), la relacion de los
iones férricos y ferrosos, la temperatura de reaccion, el valor de pH, la
velocidad de agitacion.

Descomposicion térmica: la descomposicion comienza en una fase
organica y la descomposicion de Fe (cup)3 (cup= N-
nitrosofenilhidroxilamina), Fe(acac)3 (acac = acetilacetonato), o Fe(CO)5
seguido por una oxidacion conducen a la sintesis de nanoparticulas de
oxido de hierro monodispersadas de alta calidad, este método por lo
general requiere altas temperaturas, tiene un rango de tamafios muy
homogéneo y las nanoparticulas resultantes solo son dispersables en
solventes polares.

Microemulsion: Como en los sistemas binarios (agua / tensioactivo o de
aceite / tensioactivo), se forman estructuras autoensambladas de
diferentes tipos, por ejemplo, micelas esféricas y cilindricas a fases
laminares y microemulsiones bicontinuas, que pueden coexistir con
predominantemente aceite o fases acuosas. El sistema con mejores
resultados en agua en acerite (acido oleico), la cueles muestran una
estrecha distribucion de tamafios y requieren de tensoactivos para su
estabilizacion, sin embargo, para evitar la agregacion de las
nanoparticulas producidas necesita varios procesos de lavado y otros
tratamientos de estabilizacion.

Con lo anterior se pudo decidir en el método a utilizar para la sintesis de las
nanoparticulas a utilizar en el proyecto, las cuales se sintetizaron por co-
precipitacion quimica.

Las nanoparticulas de 6xido de hierro independientemente de su tipo de sintesis
son ampliamente en la actualidad en la nanomedicina, figura 6.
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Figura 6. Uso de nanomateriales en la nanomedicina. Se muestran los distintos tipos de
nanoparticulas que actualmente son usadas en la nanomedicina, resaltado en rojo las
nanoparticulas de oxido de hierro. Tomada de
Biomedical MRl Nanomedicine agents applications fullerenes functionalized nanoparticles p
rotection radiation.
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Ill- ANTECEDENTES PARTICULARES.

Varias son las perspectivas del uso de las nanotecnologias para generar farmacos.
Se perfilan muy prometedoramente en el tratamiento de enfermedades, ya que
permiten proteger el agente terapéutico y permite su liberacion controlada, haciendo
la entrega de farmacos eficiente a los sitios especificos. Los avances en la
administracion de farmacos han facilitado la eleccion de tejidos especificos y las
nanotecnologias estan convirtiendo esto en organelo especifico dentro de células
individuales [51].

Se tienen planteados distintos objetivos para el uso en la medicina de las
nanoparticulas, las principales son:

e Empleo como soportes o plantilas mediante la funcionalizacion o
encapsulacion de farmacos para su posterior entrega en las células
blanco. Con el empleo de las nanoformulaciones, un gran nimero de
farmacos podran mejorar su funcién terapéutica, aunque ya se pueden
citar ejemplos como el Doxil, el Abraxane, el Endorem entre otros, que ya
se encuentran en el mercado o han logrado pasar a fases superiores en
su estudio [51].

e Farmacos para la deteccion de enfermedades con nanopartpiculas, para
esto se requiere de la unién de nanoparticulas a proteinas, esta union se
da por cuatro mecanismos: adsorcion electrostética, union del ligando a
la superficie de la nanoparticula, conjugacion usando afinidad especifica
de la proteina por un cofactor y mediante una reaccion directa con atomos
de la superficie de la nanoparticula. La conjugacion de proteinas
especificas con nanoparticulas es un gran avance en
la biologia molecular y celular presentando una mejora en la entrega de
genes in vivo, el diagnostico clinico, médico dirigido a los receptores
blanco. ElI mecanismo principalmente utilizado es la bioconjugacion por
unién covalente [56].

e Las nanoparticulas unidas a proteinas y farmacos: son un mecanismo que
al administrarse no produce dolor (Via intravenosa) y no se degrada en el
tracto intestinal (Via oral) como la hacen la mayoria de proteinas y
polipeptidos, representando una buena alternativa para la salud [56].

Son muchos los intentos por hacer las nanoparticulas especificas usando distintos
tipos de aptameros. En 2012 Farokhzad et al. presentan el uso de Bind-014 en
pacientes con cancer. Bind-014 es una nanoparticula optimizada con un anticuerpo
especifico de las células cancerigenas para la entrega del farmaco docetaxel de
una manera controlada, llevando a administrar una dosis mayor de farmaco y mas
sostenida del mismo directamente en los tumores, logrando que la entrega de dicho
medicamento sea hasta 10 veces mas eficiente que la entrega normal, mucha mas
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especificidad reduciento la toxicidad del farmaco fuera del tumor y aumentando su
eficacia.

Numerosas investigaciones han demostrado que nanoparticulas transportadoras
pueden mejorar la estabilidad de agentes terapéuticos, contra la degradacion
enzimatica, logrando resultados y llegando directamente a los objetivos (tejidos o
células especificos); sin embargo, aun con el avance que hasta ahora se tiene, no
se ha podido generar una tecnologia completamente eficiente.
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V.- IMPORTANCIA.

S. pneumoniae causa una gama de infecciones, principalmente en la poblacién
infantil menor a cinco afios y adultos mayores a 65. En México se aisla en
aproximadamente el 50% de las neumonias bacterianas, con la observacién de que
poco a poco S. pneumoniae ha ido aumentando en la incidencia y mortalidad a nivel
mundial (neumonia y meningitis) [14]; en conjunto con su resistencia creciente a
una gama variable de antibiéticos, consideramos que es hecesario seguir el estudio
de este microorganismo, que actualmente se considera una pandemia, para poder
hacer una aportacion cientifica que permita ayudar en la busqueda de una nueva
alternativa terapéutica.
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V.- OBJETIVOS.

5.1.- Objetivo General.

Generar el acoplamiento de una proteina, secretada por S. pneumoniae para la
union de hierro extracelular, a una nanoparticula de Fe (desnuda y/o recubierta con
PEG), resultando un bioconjugado proteina-nanoparticula.

5.2.- Objetivos Particulares.

O Evaluar la susceptibilidad del Streptococcus pneumoniae a las
nanoparticulas de hierro.

O Purificar proteinas secretadas por Streptococcus pneumoniae con afinidad al
grupo hemo.

O Acoplar una de las proteinas secretadas por Streptococcus pneumoniae a
una nanoparticula de hierro, creando un conjugado nanoparticula-proteina.

O Evaluar la susceptibilidad del Streptococcus pneumoniae al bioconjugado.

O Observar la interaccion del bioconjugado sobre la estructura bacteriana de
Streptococcus pneumoniae.
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VI.- ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

Ensayos de
concentracion minima 5. pneumoniae cepa Obtencion de proteinas
inhibitoria de ATCC 49619, TIGR4, R6. secretadas.

nanoparticulas.

Acoplamiento Purificacion de

MNP-Proteina. proteinas que unen
hierro por

cromatografia de
afinidad.
Ensayos de
concentracién minima
inhibitoria del

bioconjugado.

Visualizar por microscopia
electronica de transmision o
microscopia electronica de
barrido
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VIl.- METODOLOGIA.

7.1.- Cultivo bacteriano de S. pneumoniae.

Las cepas elegidas para los experimentos fueron S. pneumoniae R6 (carece de
capsula), S. pneumoniae TIGR4 (capsulada) y como control S. pneumoniae ATCC
49619.

7.1.1.- Cultivo de S. pneumoniae en medio sélido.

El cultivo de S. pneumoniae se realizé en agar sangre de carnero al 5% esterilizado,
con un estriado masivo e incubado a 37°C durante 18 horas, en una atmésfera
regulada al 10% de COz2 (SANYO, COz-Icubator).

7.1.2.- Cultivo de S. pneumoniae en medio liquido.

Después del crecimiento de S. pneumoniae en un medio solido, las bacterias son
recuperadas del medio y resembradas en un medio liquido Todd Hewitt enriquecido
con extracto de levadura al 0.5% estéril. El medio inoculado se incuba a 37°C
durante 18 horas en una atmésfera regulada al 10% de COx.

7.1.3.- Conservacion bacteriana de S. pneumoniae en el laboratorio.

Las bacterias se conservaron para tener una biomasa almacenada para su uso
posterior en los diferentes experimentos. Para esto, las bacterias se cosecharon del
medio solido y se colocaron en criotubos Ependorff estériles de 1.5 ml, al cual se le
agregaron 0.750 pl de caldo Todd Hewitt estéril y 0.250 pl de glicerol estéril al 30%
y se mantienen en congelacion a -80°C.

7.2.- Pruebas de identificacion bioquimica de S. pneumoniae.
7.2.1.- Tincion Gram.

Se coloc6 una gota de solucion salina inyectable en un portaobjetos, se tom6 una
asada, tomada de un cultivo en medio sélido, la cual se dispersé en 200 pl de
solucion salina y se deja secar. Se fij6 3 veces en el mechero, se coloco 1 ml de
cristal violeta, suficiente para cubrir la muestra, durante un minuto, se lavé con agua
destilada; se agrego 1ml de lugol durante un minuto y se lavé con agua destilada;
seguido de 1 ml de alcohol:acetona (1:1) por 10 segundos y se retir0 el exceso con
agua destilada; finalmente se agregd 1 ml de safranina durante un minuto y se lavo
con agua destilada. Se dej6 secar a temperatura ambiente. Las preparaciones
fueron observadas en el microscopio a 10X y colocando una gota de aceite de
inmersion a 100X.
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7.2.2- Determinacion de la actividad de la catalasa.

Se colocaron 200 ul de peréxido de hidrégeno en un porta objetos, se tomo la
muestra de las cepas de S. pneumoniae y el control positivo S. aureus, de un cultivo
en agar solido, con un palillo de madera y se agreg6 al peréxido, se observé la
reaccion; la actividad de la catalasa se evidencia con la presencia de un burbujeo al
contacto con el peréxido de hidrogeno, el S. pneumoniae no presenta el burbujeo
por la ausencia de la catalasa.

7.2.3.- Sensibilidad a optoquina de S. pneumoniae.

Se hizo un estriado cerrado en una placa de agar sangre, en el cual se colocé un
sensidisco con 5 g optoquina. Se puso a incubar a 37°C en una atmdsfera regulada
al 10% de CO: durante 18 horas, tras este tiempo se observo el crecimiento
alrededor del disco; si se trata de un S. pneumoniae se observa un area de inhibicién
de crecimiento llamado halo de inhibicion.

7.3.- Curvas de crecimiento de S. pneumoniae.

Las curvas estandar de crecimiento en medio liquido se realizaron durante 24 horas,
haciendo lecturas de la densidad optica (DO) cada h., partiendo de una
concentracion conocida de bacterias (0.5 en la escala de McFarlan, DO: 0.08 - 0.1).
Se inocularon 20 ml de medio liquido Todd Hewitt (TH) y se incubaron durante 16 -
18 hrs, transcurrido este tiempo se centrifugaron los tubos a 6000 g por 10 miny se
agrego medio liquido TH estéril al boton para resuspenderlo, se adicioné el volumen
de medio necesario (aproximadamente 30 ml) para llegar a la DO deseada (0.08 a
0.1 de absorbancia), llegado a este punto se dejaron incubar las bacterias durante
24 horas, haciendo una lectura de la DO a cada hora, tomando 500 pl de muestra
gue se colocan en la cubeta para hacer la lectura. Finalmente para el analisis de los
datos se ocupa el programa GraphPad Prisma 6.

7.4.- Purificacion de proteinas de S. pneumoniae.
7.4.1.- Obtencidn y purificacidén de proteinas secretadas de S. pneumoniae.

La muestra (medio de cultivo Todd Hewitt, con bacterias tras 18 hrs de incubacion)
a tratar se centrifugé a 4°C/3709 g/10 min (Centrifuga Allegra X-22R, Beckman
Coulter), el sobrenadante se filtré en unidades de filtracion (Millex GS, 0.22um) para
eliminar las bacterias o célular rotas, después, la muestra se colocé en Amicones
(Millipore 50ml, 10000 MWCO), se centrifug6 a 4°C/5000 g/15 min, hasta tener un
volumen de 500puL para concentrar las proteinas secretadas, que se almacenaron
en refrigeracién a -20°C para su uso posterior.
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7.4.2.- Cromatografia de afinidad.

Este es un proceso selectivo en el cual por medio de lavados y un ligando puede
ser purificada especificamente una proteina. Este proceso esta compuesto de dos
fases, solida y liquida.

o Fase solida: perlas de agarosa que conforman la base de contacto la cual
cuenta con un ligando (grupo hemo) y a este se unira la proteina
especificamente. De la cual se pusieron a interaccionar 0.5 ml de la hemin-
Agarosa, Bovine type | de Sigma, que tiene el grupo hemo como ligandoy 1
ml de proteinas secretadas previamente obtenidas (Ver 7.4.1) durante 12
horas, posteriormente se centrifugé a 1000 g por 5 min, en el sobrenadante
se tienen las proteinas que no presenten ningun tipo de interaccion con el
grupo hemo.

o Fase liquida: por medio de 4 lavados astringentes con 700 pl de Tris-HCL 50
mM y cloruro de sodio 100 mM (solucién de lavado), se eliminan las uniones
inespecificas y del quinto al octavo lavado se hicieron con 200 pl de
clorhidrato de guanidina 6M para eluir completamente las proteinas de union
especifica, se recuperé la proteina buscada, ya que es la que fue la que
demuestré tener una mayor afinidad por el ligando.

Teniendo las proteinas eluidas se precipitaron con la solucion stock de &cido
tricloroacético (TCA, apéndice) en una proporcion 1:4, se incubaron a -20°C por 12
horas, transcurrido el tiempo se lavaron 4 veces con 400 pl de acetona fria que se
mantiene a -20°C, finalmente las proteinas obtenidas se resuspendieron en 40 pl
de Tris-HCL 20 mM, las cuales se conservaron a -20°C. Para visualizar las proteinas
se corrieron geles SDS PAGE con las proteinas y las eluciones anteriores para
corroborar la elucién, finalmente el gel se tifi6 con azul de Coomasie (ver 7.6.1.).

7.4.3.- Purificacién de la proteina de 38 KDa a partir de geles preparativos de
poliacrilamida.

Para obtener una mayor cantidad de la proteina de 38 KDa, las muestras de
proteina que se obtuvieron de la cromatografia se corrieron en geles SDS-PAGE al
12% de un solo pozo (Ver 7.5.1) con buffer de corrida 1X, en las mismas condiciones
de corrimiento. Cada banda obtenida se corté lo mas delgada posible, se lavé con
agua destilada 3 veces, en este paso puede almacenarse a -20°C al retirarle el agua
y/o continuar con el procedimiento; se realizan 3 lavados de 5 minutos con 3 ml de
buffer de lavado 1 (EDTA 250mM- Tris-HCI 250mM, pH 7.4), se lavé 3 veces con 3
ml de agua destilada durante 5 minutos, se macero, se le afladié 1 ml de buffer 2
(Tris-HCI 250mM- SDS 1%, pH 7.4) en este buffer finalmente se sonico durante 12
minutos con pulsos 30/30 a una amplitud de 60%, en bafio de hielo. Se centrifugd
la muestra 5 min a 1000 g; el sobrenadante se pasoé por la columna de intercambio
la cual se centrifuga a 1000 g por 1 min, el filtrado contiene la proteina, la cual se
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colocé en un amicon para hacer la concentracién de la misma en menor volumen.
Finalmente la proteina purificada se almacené a -20°C.

7.4.4.- Preparacion de la columna de intercambio.

La columna se centrifugd a 1000 g por 1 min, se le colocan 400 pl del buffer 2 (Tris-
HCI 250mM- SDS 1%, pH 7.4), se centrifuga a 1000 g por 1 min, con la finalidad de
agregarle la muestra que contiene la proteina para eliminarle las sales.

7.5.- Preparacion de geles SDS-PAGE.

7.5.1.- SDS-PAGE al 12%.

Los geles se preparon mezclando los reactivos de la tabla 7 para el primer gel (gel
separador), el cual es vertido entre los cristales que sirvieron como soporte.
Posteriormente se mezclan los reactivos de la tabla 8 para la segunda fase (gel
concentrador), inmediatamente después se coloco el peine con el numero de pozos
requeridos (1, 10), se espero6 a que el gel polimerizara, después el gel se coloco en
la camara de electrofelisis, la cual se llena con el buffer de corrida (Tris-HCL 100mM
pH 6.8, SDS 10%, glicerol, DTT 1M, azulde bromofenol, agua) necesario y
posteriormente las muestras se cargaron en los pozos.

Tabla 7: voliumenes necesarios para la preparaciéon de la fase separadora en
un gel de poliacrilamida de aproximadamente 10 cm x 7.4 cm.

Reactivo Volumen (ml)

Agua destilada 15
Acrilamida mix 30% 2
Buffer Tris-HCI 1.5M (pH 1.3
8.8)

SDS 10% .05
Persulfato de amonio 10% .05
TEMED .002

Tabla 8: volumenes necesarios para la preparacion de la fase concentradora
en un gel de poliacrilamida de aproximadamente 10 cm x 7.4 cm.

Reactivo Volumen (ml)
Agua destilada 1.4
Acrilamida mix 30% .33
Buffer Tris-HCI 1M (pH 6.8) .25
SDS 10% .02
Persulfato de amonio 10% .02
TEMED .002
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Preparacion de las muestras:

Las muestras se mezclaron con el buffer de carga 6X (SDS10%, glicerol, Tris-HCL
0.5M pH 6.8, DTT 1M y agua) y después se incubaron en agua hirviendo durante 6
min. Las proteinas se cargaron en geles SDS-PAGE al 12% y se les aplicaron 100
Volts durante 2 horas; finalmente los geles fueron tefildos con Azul de Coomassie
G-250.

7.6.- Tincion de geles SDS-PAGE.

7.6.1.- Tincién con azul de Coomassie G-250.

El gel obtenido se colocé en un recipiente para poner en contacto por 1 hora con la
solucion de azul de Coomassie (apéndice), se destiiid con solucién destifiidora
(apéndice) hasta ver claramente la aparicion de las bandas.

7.7.- Acoplamiento de proteinas a nanoparticulas de 6xido de
hierro (NPs).

Para esta metodologia se contaba en el laboratorio con una sintesis de
nanoparticulas de 6xido de hierro desnudas, las cuales fueron sintetizadas por el
método de co-precipitacidon quimica y purgadas con nitrdgeno gaseoso. Las
nanoparticulas de 6xido de hierro recubiertas con PEG fueron adquiridas (Iron oxide
(I, 1), magnetic nanoparticles solution, Sigma Aldrich), las cualesestan
caracterizadas y cuentan con un tamafo promedio de 20 nm.

Teniendo NPs de hierro y la proteina purificada, se hace el acoplamiento poniendo
en contacto la proteina de 38 KDa purificada y las nanoparticulas en sonicacién
constante durante 2.5 hrs en bafio de hielo con una amplitud de 60%. Se centrifugé
a 1000 g por 5 min a 4°C. El pellet de dicha centrifugacion se resuspendié en agua
milli Q (H20q) y se le hacieron 3 lavados. Las nanoparticulas recubiertas finalmente
se resuspendieron en agua milli Q y se almacenaron a 4°C.

7.8.- Cuantificacion de proteinas.

La cuantificacion proteica se realiz6 por el método de Bradford usando como
estandar una proteina de concentracién conocida, ver tabla 9.
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Tabla 9: voliumenes y concentraciones necesarias para la preparacion de la
curva estandar.

Concentracion Proteina Reactivo Agua
(Hg/ml) () de (ki)

Bradford

(pl)

Blanco - 125 125
1 12.5 125 112.5
45 12.5 125 112.5
90 12.5 125 112.5
180 12.5 125 112.5
360 12.5 125 112.5
720 12.5 125 112.5
Muestra 12.5 125 112.5

La concentracion inicial de la proteina fue 1440 pg/ml excepto para la concentracion de 1 pg/ml, la
cual partié de la concentracion de 45 pg/ml.

La curva y la lectura de las muestras se realizaron en una placa para ELISA de 96
pozos, colocando en cada pozo un volumen final de 200 pl, la cual se agitd y se dej6
interaccionar por 10 min, posteriormente se leyéo en el espectrofotometro
(SPECTROstar Nano, BMG LABTECH) a una longitud de onda de 595 nm.

7.9.- Ensayos de Concentracion Minima Inhibitoria (MIC).

Menor concentracion de una gama de diluciones de antibiético que provoca una
inhibicion de cualquier crecimiento bacteriano visible. Se ensayo la toxicidad de las
nanoparticulas de hierro de 20 nm, tanto recubiertas con PEG, como las denudas y
las que se acoplaron a la proteina, ante los cultivos bacterianos (S. pneumoniae R6,
S. pneumoniae TIGR4 y S. pneumoniae ATCC 49619) evaluando la muerte celular
por cuenta viable de las unidades formadoras de colonias (UFC). Se colocaron
concentraciones desde 128 pug/ml hasta 0.007 pug/ml de las nanoparticulas de hierro
con PEG, con proteina y desnudas, a una concentracién conocida de bacterias (0.5
McFarlan), tras un periodo de incubacion de 18 horas, se eval6 por cuenta viable si
existe una disminucion en la concentracion bacteriana o en el crecimiento, figura 4.

7.9.1.- Preparacién de in6culos para los ensayos de concentracion minima
inhibitoria (MIC).

7.9.1.1.- Preparacion de la concentracion 0.5 de McFarlan.

En 2 ml de medio liquido TH se inocularon asadas de la cepa de S. pneumoniae
hasta alcanzar la turbidez, midiendo la DO a 600 nm, la cual debe estar entre 0.08
y 0.1.
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7.9.1.2.-Preparacion del in6culo para el MIC.

Se tomaron 50 pl del inéculo ajustado al 0.5 de McFarlan, 500 pl de sangre de
carnero desfibrinada y 4450 pl medio liquido Mueller Hinton (MH).

7.9.2.- Preparacién de diluciones.

7.9.2.1.- Preparacion de las distintas concentraciones de nanoparticulas para
los ensayos de MIC.

Partiendo de una solucidon de nanoparticulas (recubiertas con PEG, desnudas y
acopladas a la proteina) de 5 mg/ml, se tomaron 51.2 ul de la solucion, los cuales
se completaron a 1000 ul con agua destilada estéril, de dicha dilucion se tomaron
500 pl y se pasaron a 500 ul de MH y se hacieron un total de 15 diluciones seriadas,
desde 128 pg/ml hasta 0.007 pg/ml.

7.9.3.- Montaje en placa de ELISA de 96 pozos para los ensayos de MIC.

Se colocaron 100 pl del inéculo (Ver 7.10.) y 100 pl de la dilucién correspondiente
de NPs desnudas, recubiertas con PEG, recubiertas con proteina y el antibiético a
usar. Se incubaron las placas a 37°C en una atmosfera regulada al 10% de CO: por
24 horas.

7.10.- Ensayos de viabilidad de S. pneumoniae en presencia de
nanoparticulas de oxido de hierro.

De las placas de ELISA ya incubadas, se tomaron 100 pl de los pozos a evaluar,
los cuales se colocaron en 900 pl de TH haciendo diluciones seriadas (1:10, 1:100,
1:1000...), de cada dilucién se tomaron 10 pl que se sembraron con asa codada en
medio solido agar sangre, se incubaron a 37°C con una atmosfera regulada al 10%
de COz, durante 18 horas.

7.11.- Microscopia Electronica de Transmision (TEM).

7.11.1.- Preparacion de la rejilla de cobre con una malla nominal de 200 con
formvar.

Cada rejilla debe tener un recubrimiento con formvar o polivinilo formal por uno de
los dos costados, actuando como soporte en la rejilla. El formvar se preparo en una
solucioén al 0.25% en cloroformo, dicha solucién se mantuvo a 4 °C en un envase
de cristal cerrado. Se limpiaron los porta objetos de cristal, se sumergieron en la
solucion de formvar, se sacaron y se dejaron secar a temperatura ambiente; ya que
se encontraban secos, se rasparon finamente las 4 orillas del portaobjetos con un
bisturi dejando un rectangulo en el mismo. Se sumergio el portaobjetos en un vaso
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de agua lentamente quedando asi el rectangulo del formvar flotando sobre el agua,
(figura 7). Sobre el formvar se colocaron de manera ordenada las rejillas y con un
trozo de parafilm se retiré del agua la pelicula de formvar con las rejillas. Finalmente
con pinzas finas se despego la rejilla y se le di6 la vuelta para colocar la muestra.

Figuras obetenidas de M.S. Hayat y S. E. Miller (1990) Negative
Staining McGraw-Hill Publisinhg Co. N.Y. p. 253

Figura 7: Pasos a seguir para la preparacion de formvar. 1) Inmersion del porta objetos en la
solucién de formvar. 2) Se debe dejar secar a temperatura ambiente. 3) Se deben raspar las
orillas de una de las caras del porta objetos. 4) El porta se sumerge en agua para recuperar el
formvar en el agua.

7.11.2.- Preparacién de larejilla de cobre-formvar con muestra.

La muestra se fijo durante 1.30 hrs con la solucion fijadora (glutaraldehido al 2.5%
y formaldehido al 4% amortiguado en una solucion de fosfatos con pH de 7.2-7.4
0.2 M). Se colocaron 10 pl de muestra fijada, se dejé sedimientar durante 30 min.
Se retird el exceso liquido con papel filtro, se contrasté la muestra durante 10
segundos con &cido fosfatungstico, se lavé inmediatamente 3 veces con agua estéril
y se le retird el exceso de liquido con papel filtro.

7.11.3.- Visualizacion de las muestras en el microscopio electrénico de
transmision.

Las muestras fueron observadas en el microscopio electrénico de transmision que
se encuentra en el laboratorio de microscopia, del area de Patologia del Hospital
Infantil “Federico Gomez” de la Ciudad de México, bajo la tutela de la Bi6loga
Alejandra Stephany Rodriguez Leviz.

7.12.- MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

7.12.1.- Preparacion de muestras.
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Se hicieron crecer las bacterias sobre cubre objetos redondos de cristal con una
cobertura de Poli-L-Lisina, en placas de cultivo de 24 pozos, se incubaron y
posteriormente se les retir0 el exceso de muestra, se fijaron, lavaron y
deshidrataron. Finalmente las muestras se polvean con oro y se observan en el
microscopio electronico de barrido.
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VIll.- RESULTADOS.

8.1.- Determinacién de la susceptibilidad del Streptococcus
pneumoniae a las nanoparticulas de hierro.

Las cepas a trabajar fueron donadas por el Hospital Infantil de la Ciudad de México
“Federico Gémez”, por lo que para saber si las cepas puras obtenidas eran de S.
pneumoniae lo primero que se hizo fue la identificacion de las cepas por las
siguientes pruebas bioquimicas:

Tincibn Gram: observamos cocos morado azulados, esféricos, individuales, en
pares (diplococos) o cadenas cortas en las tres cepas, como se aprecia en la figura
8.

B C Kok SRS

Figura 8: Tincion Gram de tres cepas de S. pnuemoniae. Se observan cocos gram positivos
(morados- azules), acomodados en pares o cadenas cortas en las cepas A) R6, B) TIGR4y C)
ATCC 49619.

Determinacion de la sensibilidad a optoquina: para esta determinacion, se realizé
en una placa de agar sangre a la que se inocul6 con las cepas a trabajar, a la se le
coloco un sensidisco impregnado con 5 g de optoquina, la cual se incub6 por 18
horas y se midi6 el halo de inhibicion en las tres cepas, figura 9.

Figura 9: Determinacién de la sensibilidad a optoquinaen S. pneumoniae. Se observé un halo
de inhibicién debido a la sensibilidad de las cepas a la optoquina; A) S.pneumoniae ATCC
49619, B) S. pneumoniae TIGR4.
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La determinacion de la actividad de la catalasa nos permitio diferenciar entre
nuestro S. pneumoniae y un S. aureus, gue pudiésemos tener como contaminante
en las muestras, figura 10.

Figura 10: Comparacion de la reaccién de catalasa. A) Se muestra la reaccién, en forma de
burbujeo, frente al per6xido de hidrégeno que produce el S. aureus. B) Se muestralareaccion
negativa al peroxido de hidrégeno por la falta de la catalasa en S. pneumoniae.

Con las pruebas de identificacion finalizadas obtuvimos la certeza de que las cepas
gue teniamos para trabajar se encuentran purificadas y pertenecen a las cepas de
S. pneumoniae de interés, resultando en cultivos con crecimientos puros, ausencia
de actividad de la catalasa, morfologia correspondiente a la descrita para nuestros
microorganismos y sensibilidad a la optoquina positiva.

8.1.2.- Eleccién de nanoparticulas.

De igual forma para trabajar con las nanoparticulas era necesario caracterizar en
tamafo y forma de las nanoparticulas con las cuales se trabajo, las que no estaban
recubiertas y las que si contaban con dicha cubierta, figura 11.

NPs con PEG.
Sigma-Aldrich

NPs desnudas

Figura 11: Imagenes de microscopia electrénica de transmision de las nanoparticulas de
o6xido de hierro. A) Imagen de las nanoparticulas de 6xido de hierro desnudas con un
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promedio en tamafio de 20 nm. B) Nanoparticulas de 6xido de hierro recubiertas con PEG
(adquiridas, Sigma), con tamafio promedio de 20 nm.

Con el analisis de las imagenes supimos que las nanoparticulas tienen un tamafo
promedio de entre 20 £ 2 nm y corroboramos que las nanoparticulas que fueron
compradas, las cuales ya tienen el recubrimiento de PEG, son en promedio de 20 *
2 nm.

8.1.3.- Crecimiento bacteriano de S. pneumoniae en medio liquido.

Para conocer el comportamiento del crecimiento bacteriana, se realizé una curva de
crecimiento en medio liquido para las tres cepas de S. pneumoniae a trabajar (figura
12), haciendo el seguimiento del crecimiento celular, midiendo la densidad 6ptica
(DO) durante 24 horas, con una lectura cada hora.

En el gréafico se pueden observar las fases clasicas del crecimiento bacteriano en
las tres cepas del S. pneumoniae; en las primeras tres hrs la fase lag, delah 4 ala
8 la fase de crecimiento exponencial, en las hrs 9 a 18 la fase estacionaria y de la
19 a la 20 la fase de decaimiento o muerte celular. Asi mismo se observa un
crecimiento menor atreves del tiempo, de la cepa TIGR4, en comparacion con las
cepas ATCC49619 y la cepa R6.

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

ABSORBAIA 600nm

==Ccepa 49619 —m=cepa R6 =e=cepa TIGR4

0123456 7 8 9101112131415161718192021222324
TIEMPO (HORAS)
Figura 12. Curva de crecimiento normal de tres cepas de S. pneumoniae. La curva se realizé
en medio liquido TH durante 24 horas, midiendo la D.O. cada hora. Se observa el crecimiento
tipico del S. pneumoniae, las 4 fases: fase lag, fase exponencial, fase estacionariay la fase de
decaimiento, asi como una variacion en cuanto al crecimiento de la cepa TIGR4 en
comparacioén con las otras dos.

8.1.4.- Ensayos de concentracion minima inhibitoria.
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Para conocer la susceptibilidad del S. pneumoniae a las nanoparticulas de hierro se
realizaron ensayos MIC (Figuras 13, 14 y 15) a las tres cepas, para las
nanoparticulas tanto desnudas como recubiertas con PEG. Lo cual se hizo
colocando concentraciones conocidas de bacterias con el tratamiento de las
nanopatrticulas, se dejo incubar por 24 hrs y finalmente se observo la existencia o
no de dicha concentracion.

La cepa de referencia esta marcada por la CLSI, cepa ATCC 49619, la cual se
empled para validar los ensayos. Dicha cepa tiene un valor de corte (concentracion
a la cual inhibe el antibiético), para la eritromicina que va de 0.03 a 0.125 ug/ml.
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Figura 13: MIC de la cepa ATCC 49619 para evaluar la susceptibilidad del S. pneumoniae a las
NPs de hierro de 20 nm, tanto recubiertas con PEG como las que estan desnudas, a
concentraciones que van desde 128 a 0.007 ug/ml. A) Placa de ELISA en que se realiz6 el MIC
parala cepa ATCC 49619. B) Acercamientos a algunos pozos representativos, 1-2) pozos con
concentraciones de 0.125 pg/ml y 0.06 pg/ml de eritromicina respectivamente, ambos entran
en el punto de corte del antibiotico. 3-4) Pozos con concentraciones de 0.125 pg/ml de NPs
desnudas y recubiertas con PEG respectivamente. 5-6) Pozos de los controles: crecimiento
normal del S. pneumoniae ATCC 49619 y el control del medio estéril respectivamente. Con lo
gue podemos saber que S. pneumoniae no es susceptible alas NPs de 6xido de hierro hasta

128 pg/ml.
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eritromicina de crecimiento de crecimiento

Figura 14: MIC de la cepa TIGR4 para evaluar la susceptibilidad del S. pneumoniae a las NPs
de hierro de 20 nm, tanto recubiertas con PEG como las que estan desnudas, a
concentraciones que van desde 128 a 0.007 ug/ml. A) Placa de ELISA en que se realiz6 el MIC
parala cepa ATCC 49619. B) Acercamientos a algunos pozos representativos, 1-2) pozos con
concentraciones de 0.125 pg/ml y 0.06 pg/ml de eritromicina respectivamente, ambos entran
en el punto de corte del antibiotico. 3-4) Pozos con concentraciones de 0.125 pg/ml de NPs
desnudas y recubiertas con PEG respectivamente. 5-6) Pozos de los controles: crecimiento
normal del S. pneumoniae TIGR4 y el control del medio estéril respectivamente. Con lo que
podemos saber que S. pneumoniae TIGR4 no es susceptible a las NPs de 6xido de hierro
hasta 128 pg/ml.
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Control con NPs sin PEG NPs con PEG Control positivo Control negativo
eritromicina de crecimiento de crecimiento

Figura 15: MIC de la cepa R6 para evaluar la susceptibilidad del S. pneumoniae a las NPs de
hierro de 20 nm, tanto recubiertas con PEG como las que estan desnudas, a concentraciones
gue van desde 128 a 0.007 pg/ml. A) Placa de ELISA en que se realizo el MIC para la cepa
ATCC 49619. B) Acercamientos a algunos pozos representativos, 1-2: pozos con
concentraciones de 0.125 pg/ml y 0.06 pg/ml de eritromicina respectivamente, ambos entran
en el punto de corte del antibidtico. 3-4: pozos con concentraciones de 0.125 pug/ml de NPs
desnudas y recubiertas con PEG respectivamente. 5-6) pozos de los controles: crecimiento
normal del S. pneumoniae R6 y el control del medio estéril respectivamente. Con lo que
podemos saber que S. pneumoniae R6 no es susceptible a las NPs de 6xido de hierro hasta
128 pg/ml.

Con los ensayos anteriores se observo que en ninguna de las tres cepas existe una
concentracion minima inhibitoria con las nanoparticulas de hierro de 20 nm
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desnudas o cubiertas hasta 128 pug/ml, siendo que para el antibidtico las tres tienen
puntos de corte de entre 0.03 a 0.125 pg/ml.

8.1.5.- Ensayos de viabilidad.

Los ensayos de viabilidad se realizaron para corroborar si existe o no la inhibiciéon
del crecimiento de S. pneumoniae con el tratamiento de nanoparticulas de 6xido de
hierro de 20 nm desnudas y recubiertas con PEG ya que, el MIC s6lo nos idica
visualmente si hay o no crecimiento, pero no se contabiliza y la cuenta viable nos
permite observar numéricamente si existe una disminucion o aumento del
crecimiento con respecto al crecimiento normal. Después de las diluciones seriadas
correspondientes (1:10, 1:100, 1:1000...), se sembro e incubd. Se eligié la dilucién
en la cual se contaron entre 30-300 UFC (Figuras 16, 17 y 18). Las concentraciones
elegidas fueron las correspondiente a la mas alta (128 ug/ml) utilizada, las del punto
de corte del antibidtico (0.03, 0.06 y 0.125 ug/ml) y la concentracion mas pequefa
0.007 pg/ml de NPs.

4-
@® Normal
@® NP’'s PEG
> ) NPs desnudas
X @ Eritromicina
o 24
i
x
L]
2 1
-]
0-

128pg  0.125pg 0.06 ug 0.03 pg  0.007 pg

Concentracién de nanoparticulas pg/ml

Figura 16: Evaluacion de la viabilidad de S. pneumoniae ATCC 49619. En negro se muestran
las unidades formadoras de colonias (UFCs) del S. pneumoniae ATCC 49619 tratadas con
eritromicina a las distintas concentraciones; en rosa con el tratamiento de NPs desnudas, en
verde con el tratamiento de NPs recubiertas con PEG y en azul el crecimiento normal. No se
observa ninglin cambio significativo en el crecimiento de la cepa ATCC 49619 tratadas tanto
con nanoparticulas desnudas como recubiertas con PEG comparadas con el crecimiento
normal de las mismas.
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Figura 17: Evaluacion de la viabilidad de S. pneumoniae R6. En negro se muestran las
unidades formadoras de colonias (UFCs) del S. pneumoniae R6 tratadas con eritromicina a
las distintas concentraciones; en rojo con el tratamiento de NPs desnudas, en verde con el
tratamiento de NPs recubiertas con PEG y en azul el crecimiento normal. No se observa
ningun cambio significativo en el crecimiento de la cepa R6 tratadas tanto con nanoparticulas
desnudas como recubiertas con PEG comparadas con el crecimiento normal de las mismas.
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Figura 18: Evaluacién de la viabilidad de S. pneumoniae TIGR4. En negro se muestran las
unidades formadoras de colonias (UFCs) del S. pneumoniae TIGR4 tratadas con eritromicina
a las distintas concentraciones; en rojo con el tratamiento de NPs desnudas, en verde con el
tratamiento de NPs recubiertas con PEG y en azul el crecimiento normal. No se observa
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ningun cambio significativo en el crecimiento de la cepa R6 tratadas tanto con nanoparticulas
desnudas como recubiertas con PEG comparadas con el crecimiento normal de las mismas.

Después de realizar el andlisis estadistico de los resultados anteriores sabemos que
las tres cepas S. pneumoniae con las que se trabajé no son susceptibles a las
nanoparticulas de hierro tanto desnudas como cubiertas con PEG, hasta 128 ug/ml,
pero tampoco favorecen de forma positiva (mayor crecimiento) a las bacterias ni
tampoco se ve afectada la viabilidad de las células.

8.2.- Purificacion de proteinas secretadas por S. pneumoniae con afinidad a
hierro.

8.2.1.- Obtencion de la proteina secretada y cromatografia de afinidad.

Se realizaron los cultivos correspondientes para cada cepa, con el fin de lograr una
mayor obtencién de la proteina. Después se concentraron las proteinas, por medio
de centrifugacion, con lo que se obtienen las proteinas en el menor volumen posible;
por ultimo se puso a interaccionar con fase sélida de la cromatografia de afinidad
(agarosa-grupo hemo) y posterior a ello se llevo a cabo el proceso de la fase liquida
de la cromatografia (lavados y elucién) tomando alicuotas de cada paso, finalmente
se realizé la resolucion de las proteinas purificadas y el proceso de cromatografia
en geles de poliacrilamida, figuras 19 y 20.

PM PT FT L1 L2 13 L4 E
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Figura 19: Gel SDS-PAGE de la cromatografia de afinidad a hierro de las proteinas secretadas
por la cepa R6 de S. pneumoniae. De izquierda a derecha se observan: control PM: marcador
de peso molecular; el bandeo correspondiente al total de proteinas secretadas por S.
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pneumoniae R6, PT: proteinas totales secretadas; bandeo correspondiente a las proteinas
secretadas por S. pneumoniae que no tiene afinidad por el grupo hemo, FT: Proteinas
secretadas sin afinidad al grupo hemo; se observa el bandeo que corresponde a cada lavado,
se puede observar como las proteinas con afinidades inespecificas se retiran conforme se
hacen los lavados L1-L4: lavados 1 al 4; se encuentran marcadas las 2 proteinas secretadas
por S. pneumoniae R6 con afinidad al grupo hemo, E: elucién.
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Figura 20: Gel SDS-PAGE de la cromatografia de afinidad a hierro de las proteinas secretadas
por la cepa TIGR4 de S. pneumoniae. De izquierda a derecha se observan: control PM:
marcador de peso molecular; el bandeo correspondiente al total de proteinas secretadas por
S. pneumoniae TIGR4, PT: proteinas totales secretadas; bandeo correspondiente a las
proteinas secretadas por S. pneumoniae que no tiene afinidad por el grupo hemo, FT:
Proteinas secretadas sin afinidad al grupo hemo; se observa el bandeo que corresponde a
cada lavado, se puede observar como las proteinas con afinidades inespecificas se retiran
conforme se hacen los lavados L1-L4: lavados 1 al 4; se encuentran marcadas las 2 proteinas
secretadas por S. pneumoniae TIGR4 con afinidad al grupo hemo, E: elucién.

8.2.2.- Eleccidn e identificacion de proteina secretada.

En la purificacion de las proteinas se observé que a pesar de ser S. pneumoniae, al
variar la cepa varian las proteinas con afinidad al grupo hemo. Para la cepa R6 se
obtienen dos proteinas con pesos moleculares aproximados de 23 y 38 KDa y para
la cepa TIGR4 se encontraron igualmente dos pero con pesos moleculares
aproximados de 38 y 52 KDa, debido a esto se eligié para trabajar la proteina en
comun entre las cepas, la proteina de 38 KDa; ademas esta proteina cumple con
algunas de las caracteristicas de un hemdéforo.

Esta proteina corresponde a una reportada e identificada en 2014 por Vazquez y
col. por espectometria de masas, resultando una gliceraldehido 3 fosfato
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deshidrogenasa secretada por S. pneumoniae que une hemoglobina y el grupo
hemo, en la tabla 10 se muestra el resultado de la identificacion que corroboramos.

Tabla 10: Identificacién por masas de la proteina purificada por
cromatografia de afinidad.

Q8CWN6 Gliceraldehido 28% 38.76/5.38 149 8 Proceso
3-fosfato metabolico
deshidrogenasa. de la glucosa.
GAPDH Une NAD Y
NADP

Utilizando la metodologia descrita por Romero et al, se pueden purificar
eficientemente proteinas secretadas pos S. pneumoniae con afinidad a hierro, de
las cuales la que elegimos para trabajar es la gliceraldehido 3 fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) descrita y que nosotros pudimos purificar e identificar de
igual manera.

8.3.- Acoplar la proteina GAPDH secretada por Streptococcus pneumoniae a
una nanoparticula de hierro, creando un conjugado nanoparticula-proteina.

8.3.1.- Cuantificacidn proteica.

Teniendo la proteina purificada, se cuantificé por el método Bradford, para dicho
ensayo se realizd en primera instancia una curva estandar, figura 21.
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Figura 21: Curva estandar de Bradford. Se obtuvo tras la lectura a 595 nm de las muestras
con una concentracién de proteina conocida y se logré curva con una R?= 0.985 para usar
como estandar.

Se procedi6 a realizar el proceso de cuantificacion de proteinas extraidas de los
geles preparativos para las tres cepas de S. pneumoniae. En promedio se
obtuvieron 20 pg/ml de proteina por cada gel preparativo, al ser tan poca cantidad
se decidio hacer un pool de las proteinas obtenidas de 7 geles, teniendo un
promedio final de 140 pg/ml de proteina purificada de 38 KDa.

8.3.2.- Acoplamiento de proteina a nanoparticulas de hierro.

Este proceso se llevdé a cabo por colocando una concentracion conocida de
proteinas en sonicacioén constante, en bano de hielo (60 amplitud/ 4°C/ 2.5 hrs).
Finalmente se cuantifico por el método Bradford la proteina que quedaba en el
sobrenadante y en los lavados posteriores, teniendo rendimientos aproximados al
50% de proteina acoplada a las nanoparticulas, tabla 11.

Tabla 11: Resultados del analisis de Bradford para calcular la cantidad de
proteina acoplada a las nanoparticulas de hierro.

Concentracion (%) Concentracion (%) Concentracion

(Hg/ml) (g/ml) (hg/ml)
Cepa TIGR4 Cepa R6 Cepa ATCC

49619
Proteina 141.35 100 139.3 100 145.53
total
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Sobrena- 33.95 45
dante
Lavado 1 16.24 23.7

Lavado 2 : 1.23 1.95 1.4 11

Proteina 48.3 71.35 49.29 74.93
acoplada

Para describir los cambios observables de estabilidad en agua en las nanoparticulas
después del acoplamiento de la proteina, se hizo una evaluacion visual, figura 22.
Como se puede observar, las nanoparticulas acopladas a la proteina GAPDH
permanecen estables en agua, mientras que las desnudas se precipitan de manera
inmediata en agua.

NPs acopladas
con proteina

NPs Desnuda

Figura 22. Imagen comparacion visual de los cambios en las nanoparticulas desnudas y
recubiertas con la proteina. Del lado izquierdo se muestran las nanopariculas desnudas, las
cuales se precipitan rapidamente en agua; del lado derecho se muestran las nanoparticulas
acopladas ala proteina de 38 KDa secretada por S. pneumoniae R6 y su estabilidad en agua.

Se logré generar una naopanrticula acoplada a una proteina GAPDH secretada por
S. pneumoniae, consiguiendo asi el bioconjugado nanoparticula-proteina.

El acoplamiento es una mejora para las nanoparticulas desnudas, que comparadas
con las que se encuentran recubiertas por PEG, eran inestables en el agua, puesto
gue se oxidan y precipitan rapidamente. En cambio las que se encuentran
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acopladas a la proteina presentan caracteristicas similares a las que se encuentran
recubiertas con PEG entre ellas la estabilidad en agua.

8.4.- Evaluacion la susceptibilidad de Streptococcus pneumoniae al
bioconjugado.

Para cubrir este objetivo se realiz6 el mismo proceso que para el objetivo 1, se
hicieron ensayos de concentracion minima inhibitoria (figuras 23, 24 y 25) para
conocer la susceptibilidad de las tres cepas de S. pneumoniae a las nanoparticulas
acopladas a la proteina GAPDH (bioconjugado). Después se evalud la viabilidad
(figuras 26, 27 y 28) de las cepas tras 18 hrs de tratamiento con el bioconjugado.
De igual forma se uso la cepa de referencia ATCC 49619 establecida por la CLSI.
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8.4.1.- Ensayo de concentracion minima inhibitoria.

Control con NPs NPs con NPs acopladas Control positivo Control negativo
eritromicina desnudas PEG a proteina de crecimiento| de crecimiento

Figura 23: MIC realizado para S. pneumoniae ATCC 49619, para evaluar la susceptibilidad del
S. pneumoniae a las NPs de hierro de 20 nm, tanto recubiertas con PEG, desnudas y
acopladas a la proteina. A) Placa de ELISA donde se muestra el MIC completo que se realizo
para la cepa ATCC 49619. B) Acercamientos a pozos representativos. 1-2) Pozos con
concentraciones de 0.125 pg/ml y 0.06 pg/ml de eritromicina respectivamente las cuales caen
en el punto de corte del anticiético. 3,4,5) Pozos con concentraciones de 0.125 pg/ml de
nanoparticulas desnudas, recubiertas con PEG y acopladas a la proteina respectivamente. 6-
7) Pozos de los controles de crecimiento normal del S. pneumoniae ATCC 49619 y el control
del medio estéril respectivamente.
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Control con NPs NPs con NPs acopladas Control positivo Control negativo
eritromicina desnudas PEG a proteina de crecimiento| de crecimiento

Figura 24: MIC realizado para S. pneumoniae TIGR4, para evaluar la susceptibilidad del S.
pneumoniae a las NPs de hierro de 20 nm, tanto recubiertas con PEG, desnudas y acopladas
alaproteina. A) Placa de ELISA donde se muestra el MIC completo que se realiz6 paralacepa
ATCC 49619. B) Acercamientos a pozos representativos. 1-2) Pozos con concentraciones de
0.125 pg/mly 0.06 pg/ml de eritromicina respectivamente las cuales caen en el punto de corte
del anticidtico. 3,4,5) Pozos con concentraciones de 0.125 pg/ml de nanoparticulas desnudas,
recubiertas con PEG y acopladas a la proteina respectivamente. 6-7) Pozos de los controles
de crecimiento normal del S. pneumoniae TIGR4 y el control del medio estéril
respectivamente.
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Figura 25: MIC realizado para S. pneumoniae R6, para evaluar la susceptibilidad del S.
pneumoniae a las NPs de hierro de 20 nm, tanto recubiertas con PEG, desnudas y acopladas
alaproteina. A) Placa de ELISA donde se muestra el MIC completo que se realiz6 paralacepa
ATCC 49619. B) Acercamientos a pozos representativos. 1-2) Pozos con concentraciones de
0.125 pg/ml y 0.06 pg/ml de eritromicina respectivamente las cuales caen en el punto de corte
del anticiotico. 3,4,5) Pozos con concentraciones de 0.125 ug/ml de nanoparticulas desnudas,
recubiertas con PEG y acopladas a la proteina respectivamente. 6-7) Pozos de los controles
de crecimiento normal del S. pneumoniae R6 y el control del medio estéril respectivamente.

Se puede observar que las tres cepas no son susceptibles a las nanoparticulas
acopladas a GAPDH hasta 128 pg/ml.

61




8.4.2.- Ensayos de viabilidad de tres cepas S. pneumoniae.
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Figura 26: Evaluacion de la viabilidad de S. pneumoniae ATCC 49619 vs bioconjugado. En
negro se muestran las unidades formadoras de colonias (UFCs) del S. pneumoniae ATCC
49619 tratadas con eritromicina a las distintas concentraciones; en naranja se muestra el
control de crecimiento normal, en verde con el tratamiento con el bioconjugado. No se
observa ninguin cambio significativo en el crecimiento de la cepa ATCC 49619 tratadas con el
bioconjugado comparadas con el crecimiento normal de las mismas.
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Figura 27: Evaluacién de la viabilidad de S. pneumoniae TIGR4 vs bioconjugado. En negro se
muestran las unidades formadoras de colonias (UFCs) del S. pneumoniae TIGR4 tratadas con
eritromicina a las distintas concentraciones; en naranja se muestra el control de crecimiento

62



UFC 1X10E8

normal, en verde con el tratamiento con el bioconjugado. No se observa ninglin cambio
significativo en el crecimiento de la cepa TIGR4 tratadas con el bioconjugado comparadas
con el crecimiento normal de las mismas.
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Figura 28: Evaluacion de la viabilidad de S. pneumoniae R6 vs bioconjugado. En negro se
muestran las unidades formadoras de colonias (UFCs) del S. pneumoniae R6 tratadas con
eritromicina a las distintas concentraciones; en naranja se muestra el control de crecimiento
normal, en verde con el tratamiento con el bioconjugado. No se observa ninglin cambio
significativo en el crecimiento de la cepa R6 tratadas con el bioconjugado comparadas con el
crecimiento normal de las mismas.

De igual manera se hizo el andlisis de los resultados observando que aun con el
bioconjugado las nanoparticulas de hierro no son toxicas, hasta 128 ug/ml, para
ninguna de las tres cepas de S. pneumoniae con las que se trabajo.

8.5.- Determinacién de la interaccion del bioconjugado sobre la estructura
bacteriana de Streptococcus pneumoniae

8.5.1.- Observacién en Microscopio Electrénico de Barrido.

Las muestras se colocan en la columna del microscopio y las imagenes obtenidas
se muestran en los paneles; A: S. pneumoniae R6, con tratamiento de
nanoparticulas desnudas. B: S. pnuemoniae TIGR4 con tratamiento de
nanoparticulas desnudas. C: S. pneumoniae ATCC 49619 con tratamiento de
nanoparticulas desnudas. D: S. pneumoniae R6, tratada con el bioconjugado. E: S.
pneumoniae TIGR4, tratada con el bioconjugado. F: Control de nanoparticulas sin
bacterias.
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Panel A: Imagenes de microscopia electrénica de barrido de la cepade S. pneumoniae R6 con
distintas concentraciones de NPs de hierro sin recubrir. Las interacciones que se pueden
observar entre las nanoparticulas desnudas y las bacterias se resaltan en rojo. 1) Crecimiento
normal de la cepa, diplococo 20000X; 2) Concentracién 0.125 pg/ml, 15000X; 3) Concentracion
2 pg/ml, 15000X; 4) Concentracion 4 pg/ml, 35000X; 5) concentracion 128 ug/ml, 20000X; 6)
Concentracién 32 pg/ml, 10000X; 7) Concentracién 0.25 pg/ml, 15000X 8) Concentraciéon 0.5
pg/ml, 35000X; 9) Concentracion 1 pg/ml, 15000X.
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Panel B: Imagenes de microscopia electrénica de barrido de la cepa de S. pneumoniae TIGR4
con distintas concentraciones de NPs de hierro sin recubrir. Las interacciones que se pueden
observar entre las nanoparticulas desnudas y las bacterias se resaltan en rojo. 1) Crecimiento
normal de la bacteria, 10000X; 2) Concentracion 0.25 pg/ml, 15000X; 3) Concentracion 0.25
pg/ml, 35000X, 3) Concentracion 0.25 pg/ml, 20000X; 4) Concentracion 0.25 pg/ml, 20000X; 5)
Concentracion 2 pg/ml, 20000X; 6) Concentracion 128 pg/ml, 15000X; 7) Concentracion 8
pg/ml, 20000X 8) Concentraciéon 32 pg/ml, 20000X; 9) Concentracion 4 ug/ml, 15000X.
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Panel C: Imagenes de microscopia electronica de barrido de la cepa de S. pneumoniae ATCC
49619 con distintas concentraciones de NPs de hierro sin recubrir. Las interacciones que se
pueden observar entre las nanoparticulas desnudas y las bacterias se resaltan en rojo. 1)
Crecimiento normal de la cepa, 10000X; 2) Concentracion 32 ug/ml, 15000X; 3) Concentracion
8 pg/ml, 20000X; 4) Concentracion 128 pg/ml, 15000X; 5) Concentracion 64 ug/ml, 15000X; 6)
Concentracién 0.125 ug/ml, 20000X; 7) Concentracién 0.5 pg/ml, 10000X; 8) Concentraciéon 1

pg/ml, 10000X; 9) Concentracion 16 pg/ml, 15000X.
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Panel D: Imagenes de MEB de S. pneumoniae R6 tatadas con el bioconjugado. Se resaltan en
rojo las interacciones evidentes que entre el bioconjugado y la membrana bacteriana. 1)
Control de crecimiento normal sin tratamiento, 20000X; 2) tratamiendo de 128 pg/ml de
bioconjugado, 15000X; tratamiento de 32 pg/ml de bioconjugado, 20000X; 4) tratamiento con
2 pg/ml de bioconjugado, 15000X; 5) tratamiento con 0.125 pg/ml de bioconjugado, 20000X; 6)
tratamiento con 0.5 pg/ml de bioconjugado, 15000X.

Panel E: Imagenes de MEB de S. pneumoniae TIGR4 tatadas con el bioconjugado. Se resaltan
en rojo las interacciones evidentes que se dan entre el bioconjugado y la membrana
bacteriana. 1) Control de crecimiento normal sin tratamiento, 10000X; 2) tratamiendo de 128
pg/ml de bioconjugado, 35000X; 3) tratamiento de 8 pg/ml de bioconjugado, 15000X; 4)
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tratamiento con 2 pg/ml de bioconjugado, 15000X; 5) tratamiento con 1 pg/ml de
bioconjugado, 15000X; 6) tratamiento con 0.25 pg/ml de bioconjugado, 7500X.

Panel F: Imagenes de MEB de S. pneumoniae ATCC 49619 tratadas con el bioconjugado. Se
resaltan en rojo las interacciones evidentes que se dan entre el bioconjugado y la membrana
bacteriana. 1) Control de crecimiento normal sin tratamiento, 10000X; 2) tratamiendo de 8
pg/ml de bioconjugado, 15000X; 3) tratamiento de 16 pg/ml de bioconjugado, 15000X; 4)
tratamiento con 32 pg/ml de bioconjugado, 7500X; 5) tratamiento con 0.125 pg/ml de
bioconjugado, 7500X; 6) tratamiento con 2 ug/ml de bioconjugado, 7500X.
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Panel G: Imagenes de MEB de las nanoparticulas de 6xido de hierro sin bacterias. Imagenes
delos controles, de derecha a laizquierda las nanopasticulas acopladas a la proteina GAPDH
de S. pneumoniae ATCC 49619 a 15000X, las nanoparticulas desnudas 20000X y el control del
medio de cultivo sin nanoparticulas ni bacterias.

Las imagenes nos permiten saber que cuando las NPs se encuentran sin acoplar a
las proteinas, interactuan directamente con la membrana de las bacterias, pero al
acoplar las NPs con la proteina, generando un bioconjugado, dicha interaccién es
mas evidente, se evidencia en por la interaccion de pequefias esferas con la
membrana de la bacteria.

Con lo anterior podemos decir que es el primer acercamiento para proponer que el
uso de proteinas en el recubrimiento de las nanoparticulas puede ayudar para
direccionarlas, este mecanismo (antes usado para el tratamiento con cancer) podria
llegar a ser una opcion para el tratamiento con NPs vs bacterias
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IX.- DISCUSION

Debido al aumento en la resistencia bacteriana [4, 9], a través de los afios se han
buscado nuevas herramientas que permitan la prevencion de la misma, o en su
defecto el tratamiento mas eficiente de las enfermedades [9, 14].

Desde hace algunos afios, las herramientas tecnolégicas han ido tomando cada vez
mas fuerza para su uso en la medicina [17]. La tecnologia en distintos niveles a
permito el avance en la busqueda de mejorar los tratamientos, diagndésticos y la
calidad de vida de un paciente.

En particular una ciencia emergente es la nanotecnologia, la cual esta intimamente
relacionada con muchas otras areas, entre ellas esta la llamada nanomedicina, que
es simplemente la aplicacion de las ventajas de los materiales a escala nano, a la
medicina actual. Salen a relucir principalmente las nanoparticulas que cuentan con
caracteristicas que las hace de interés, por destacar algunas: su tamafo y la
capacidad microbiana de algunas; anteriormente, diferentes nanoparticulas se han
aplicado en algunas areas de la vida diaria y la medicina, entre ellas las de 6xido de
hierro como contrastes para resonancia magnética, por lo que es de interés el
estudio de otros posibles usos [36, 52, 54].

Se conocen algunos beneficios al cambiar o modificar la superficie de las
nanoparticulas, las cudles pueden estar dadas por moléculas bioldgicas (proteinas,
DNA, etc), polimeros (PEG, PVP, ETC) y otros materiales [21,22]. Entre las ventajas
gue se observan con dichas modificaciones in vitro e in vivo es, principalmente, la
disminucién del reconocimiento de las nanoparticulas por el sistema inmune del
hospedero, otra de las mejoras es un posible reconocimiento especifico de las NPs
por un blanco en particular [51, 58].

Se ha estudiado la toxicidad de las nanoparticulas de hierro, principalmente las
nanoparticulas cero valente, a las cuales se les ha encontrado una actividad
bactericida en E. coli [64]. Sin embargo estas nanoparticulas son dificiles de
sintetizar, al igual que son menos estables que otras nanoparticulas de hierro. En
contraste con esto, las nanoparticulas de 6xido de hierro tienen métodos de sintesis
sencillos y son muy estables bajo ciertas condiciones [61].

Para las nanoparticulas de 6xido de hierro se ha estudiado su toxicidad tanto en
células humanas como en microorganismos. Aunque los estudios no han sido
completamente concluyentes para todas las células humanas en las que se han
estudiado o en todos los microorganismos probados, se ha comprobado que tienen
una menor citotoxicidad que las nanoparticulas de hierro cero valente [66].
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Entre los microorganismos que destacan en los estudios toxicos a nivel bacteriano
son las bacterias Gram negativas E. coli y Pseudomona aeruginosa, sin embargo,
para las bacterias Gram positivas son practicamente nulos dichos estudios, por lo
gue fue de nuestro interés conocer dichos efectos en la bacteria S. pneumoniae [58,
63].

Los estudios sobre la toxicidad de las NPs de 6xido de hierro en las bacterias son
variados (E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, etc), desafortunadamente no se ha
demostrado, hasta ahora, para el S. pneumoniae dicha toxicidad [64, 65].

Previo a nuestro analisis, se desconocia por completo la toxicidad de las NPs de
oxido de hierro en las cepas de S. pneumoniae, ahora podemos decir que las
nanoparticulas de 6xido de hierro no son téxicas para dichas bacterias hasta 128
pug/ml, ni tampoco presentan un efecto bacteriostatico en el medio Todd Heuwitt,
también sabemos que el tratamiento tampoco favorece de manera positiva el
crecimiento de las bacterias.

Por otro lado, comprobamos que existe una interaccion de las NPs de 6xido de
hierro con la membrana de las bacterias, la cual se puede observar por MEB;
también es posible acoplar una proteina secretada por S. pneumoniae a las NPs de
hierro con rendimientos cercanos al 50% con la metodologia utilizada. Observamos
gue el bioconjugado interactiia con mayor facilidad que las NPs de 6xido de hierro
desnudas con la membrana de las bacterias y esto también se puede observar por
MEB, lo que podria servir para el disefio de una NPs més especifica.

Esta interaccion podria permitir que las nanoparticulas puedan ser mas especificas
y usar el bioconjugado como un sistema modelable al cual se le pudiesen agregar
farmacos para su modificacién e investigar si este sistema es mas eficiente.

Aun cuando el camino para poder llegar al disefio de una nanoparticula especifica
al 100 % podemaos decir que el hecho de llevar una proteina facilitarian este sistema.
De llegar a ser lo anterior posible, se contara con un vehiculo que pueda llegar a
entregar mas eficiente y especificamente medicamentos, lo cual podria ayudar a
reducir la emergente resistencia bacteriana a los antibiéticos y mejorar los
tratamientos que tenemos a disposicion.
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Xl.- CONCLUSIONES

Para finalizar, derivado de la fase experimental puedo concluir que S. pneumoniae
no es susceptible a las nanoparticulas de hierro tanto desnudas como recubiertas
con PEG, hasta 128 pg/ml, pero que estas concentraciones tampoco favorecen un
mayor crecimiento desarrollo de las mismas.

Logré purificar e identificar una proteina de 38.7 kDa que une hierro, en las 3 cepas
de S. pneumoniae, siendo esta una GAPDH. La cual acoplé a las nanopatrticulas de
hierro desnudas con un rendimiento aproximado del 50%.

Las nanoparticulas de éxido de hierro acopladas a la proteina GAPDH secretada
por S. pneumoniae no causan susceptibilidad en las tres cepas con las que se
trabajo hasta 128 pg/ml.

La MET nos permitié saber el tamafio de las nanoparticulas con las que se trabajo
y la MEB nos permitié observar la interaccion NP-bacteria, bioconjugado-bacteria a
nivel de membrana bacteriana.
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APENDICES

Solucién stock de TCA.

Reactivo Cantidad
Acido 500 g
tricloroacético
Agua destilada 350 ml

Volumenes necesarios para preparar 100ml de azul de Coomassie.

Reactivo Volumen necesario
) para 100 ml
Acido acético glacial 10ml
Metanol 45 ml
Agua destilada 45 ml
Azul de coomassie 0.3g
G-250

Volumenes necesarios para preparar 400 ml de solucion destifiidora.

Reactivo Volumen necesario para
400 ml
Acido acético glacial 40 ml
Metanol 200 ml
Agua destilada 160 ml

Solucidén stock de Eritromicina.

Pesar en tubo estéril de 1.5 ml, 0.0075 g de eritromicina con una potencia de 850,
se disolvieron en 500 pl de etanol absoluto, se completdé a 5 ml con agua destilada
estéril.

Medio de cultivo liquido TH.

Pesar 40 gramos de medio deshidratado y 5 gramos de extracto de levadura,
agregar cuanto baste para completar 1 litro, agitar hasta disolver, esterilizar a 15
libras de presion, 121 °C por 15 min.

Medio de cultivo agar sangre.
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Pesar 30 gramos de medio deshidratado agar sangre, disolver con cuanto baste
de agua destilada para un litro, llevar a ebullicién con agitacién constante hasta
disolver completamente. Esterilizar a 15 libras de presién, 121 °C por 15 min.

Tris-HCI 250 mM- EDTA 250 mM.

Agregar 12.5 ml de Tris-HCI 1M, adicionar 25 ml de EDTA 0.5M y 12.5 ml de agua
destilada para completar 50 ml.

Tris-HCI 20mM- SDS 0.1%.

Mezclar 1 ml de tris- HCI 1 M, 0.5 ml de SDS 10%, completar con 48.5 ml de agua
destilada.

Buffer de corrida (TANK 1X).
Mezclar 890 ml de agua, 10 ml de SDS 10% y 100 ml de TANK 10X.
Acrilamida 3%.

Pesar 29.2 gramos de acrilamida y 0.8 gramos de bisacrilamida, disolverlos en 40
ml de agua destilada, agregar poco a poco agua destilada suficiente para
completar 100 ml, filtrar con papel filtro.

Buffer Tris-HCI pH 8.8.

Pesar 18.165 gramos tris- HCl y 0.4 gramos de SDS, disolver en 60 ml de agua
destilada y ajustar pH a 8.8, aforar con agua destilada a 100 ml.

Buffer Tris-HCI pH 6.8.

Pesar 6.055 gramos tris- HCl y 0.4 gramos de SDS, disolver en 60 ml de agua
destilada y ajustar pH a 6.8, aforar con agua destilada a 100 ml.

Buffer de carga para proteinas 6X.

Pesar 1.2 gramos de SDS, 0.93 gramos de DTT y 0.6 gramos de azul de
bromofenol, mezclar con 4.7 ml de glicerol, 1.2 ml de tris- HCI 0.5 My 2.1 ml de
agua destilada, agitar lentamente hasta disolver perfectamente.
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Streptococcus pneumoniae es el segundo agente causal de neumonia bacteriana. A nivel mundial

es responsable de tasas altas de mortalidad en infantes. Esta bacteria infecta principalmente nifios
jovenes y adultos mayores. El tratamiento de las enfermedades causadas por este patdgeno se basa
en el uso de antibiéticos; sin embargo, el uso indiscriminado de estos farmacos en conjunto con las
altas dosis aplicadas, destruyen la flora bacteriana normal. Como consecuencia, en la mayoria de
los casos de infeccidén bacteriana se favorece el crecimiento de cepas resistentes a uno o varios
antibidticos. Este evento es debido a que no se cuenta con una estrategia que tenga un efecto
especifico. Por ejemplo, si la infeccion se encuentra a nivel pulmonar, el tratamiento va a destruir
flora bacteriana del aparato digestivo. Por lo tanto, la calidad de vida del paciente se ve grandemente
disminuida. Por todo lo anterior, en este trabajo se pretende disefiar una estrategia que permita
destruir a las bacterias patégenas sin afectar las bacterias de la flora normal del paciente. Una
alternativa atractiva para este el tratamiento es el uso de nanoparticulas (NPs) metdlicas (estructuras
menores a 100 nm). Las NPs pueden usarse como acarreadores de antibioticos, las cuales pueden
viajar por el torrente sanguineo y llegar a un tejido especifico donde destruirdn solo a las bacterias
patégenas. Preliminarmente las NPs de Fe mostraron ser Utiles para este objetivo; cuando se
probaron NPs de 20 nm, usando concentraciones de 20,000 pg/mL a 0.05ug/mL no se observo
inhibicion del crecimiento. Un resultado similar fue observado cuando el tamafio de NP fue
incrementado hasta cuatro veces mas. Estas NPs de un tamafio superior fueron probados en
bacterias Gram negativas (un aislamiento clinico de Serratia mercescens y la cepa tipo Escherichia
coli ATCC 25922) y en bacterias Gram positivas (cepas tipo de Streptococcus pneumoniae ATCC
49619 y Staphylococcus aureus ATCC 29213), en ninguno de los casos se observé una inhibicion
del crecimiento. Nuestros resultados sugieren que las NPs de Fe son innocuas para las bacterias,
por lo que pueden ser un buen candidato para transportar antibiéticos en cantidades infimas dentro
del hospedero y dirigirlos hacia sitios especificos donde se pretende concentrar el antibidtico para
atacar solo a las bacterias patdgenas. De esta forma se evitara el uso indiscriminado de antibiéticos
disminuyendo la posibilidad de generar resistencia bacteriana, ademés se evitara la destruccion de
la flora normal. Todo esto conducird a una mejor calidad de vida para el paciente.
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The usage of iron nanoparticles (FeNP’s) with magnetic properties, which carrying
anticancer drugs, has been a prominent strategy, because their magnetism could be
useful to direct the NP’s towards a specific tissue. Interestingly, FeNP’s do not have
a toxic effect over the cells. Therefore, FENP’s can be potential candidates to
transport drugs in the human body. In this work, we are interested in functionalizing
FeNP’s with proteins secreted by a bacterium in order to direct them towards its
respective receptor located in Streptococcus pneumoniae membrane. We purified
proteins secreted by S. pneumoniae by affinity-chromatography. One of the proteins
was identified by Mass spectrometry as glucose-6-phosphate dehydrogenase
(GAPDH). This protein was utilized to functionalize the FENP’s by sonication. The
functionalization was demonstrated by quantification of the protein (Bradford
method) in the supernatant of NP’s after of centrifugation. The FeNP’s functionalized
with GAPDH were tested in bacterial cultures of S. pneumoniae. These results
showed that the FeNP’s were not toxic for S. pneumoniae, therefore, could be used
to carrying any antibiotics and directed them towards a specific tissue. These results
are the first approach in order to develop a new strategy to eliminate bacteria of the
human host, which be specific and with less secondary effects for the patient.
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