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Resumen

Acinetobacter baumannii es un patégeno muy problemdtico debido a su alta tasa de
multi-resistencia que aparece especialmente en el ambiente hospitalario. En el presente
trabajo se estudia una nueva terapia con moléculas antisentido disefiadas para bloquear
determinadas dianas terapeuticas. Para ello, hemos utilizado las moléculas antisentido siRNA
y PNA dirigidas hacia los genes murA y IpxB implicados en la formacién de la pared celular
bacteriana y esenciales para la vida de |la bacteria. Los datos muestran que es posible un

silenciamiento de ambas dianas mediante las moléculas antisentido disefiadas.

Abstract

Acinetobacter baumannii is a very problematic pathogen due to its high multi-resistance
rate that appears especially in the hospital environment. In the present work we study a new
therapy with antisense molecules designed to block certain therapeutic targets. We work
with the antisense molecules siRNA and PNA directed towards murA and IpxB target genes
involved in the formation of the bacterial cell wall and essential for bacterium life. The data

show that a silencing of both targets is possible using the designed antisense molecules.

Resumo

Acinetobacter baumannii é un patéxeno moi problematico debido a sua alta taxa de
multi-resistencia que aparece especialmente no ambiente hospitalario. No presente traballo
estudase unha nova terapia con moléculas antisentido desenfadas para bloquear
determinadas dianas terapeuticas. Traballamos coas moléculas antisentido siRNA e PNA
dirixidas cara aos xenes murA e IpxB implicados na formacién da parede celular bacteriana e
esenciais para a vida da bacteria. Os datos mostran que é posible un silenciamiento de

ambas dianas mediante as moléculas antisentido desefiadas.
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Introduccion

1. Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii es un cocobacilo gram-negativo, estrictamente aerobio, no
fermentador, catalasa positivo, oxidasa negativo, carente de movilidad y con un contenido
de G+C en su DNA que oscila entre un 39% - 47%. Es un patdégeno oportunista que tiene alta
incidencia sobre pacientes inmunodeprimidos, especialmente los que permanecen durante
largos periodos de tiempo en el hospital (1). Cominmente estd asociado a ambientes
acuaticos (2) y se ha demostrado que ha colonizado la piel y secreciones respiratorias y
orofaringeas de los individuos infectados (3). A nivel clinico es un microorganismo
preocupante debido a la capacidad de multi-resistencia a antibiéticos (Figura 1) (4). En los
afios 70 A. baumannii era sensible a la mayor parte de los antibiéticos empleados (5). Sin
embargo, en los ultimos afos la organizacion mundial de la salud ha incluido a Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter sp., acufiados bajo el acronimo de ESKAPE (6),
entre los microorganismos mas preocupantes para la salud humana (7). Este hecho nos hace
reflexionar sobre la importancia de la concienciacién sobre el uso correcto de los
antibidticos, dada la repercusién que conlleva la aparicién de resistencias en el ambito

sanitario.
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Figura 1. Historia de los antibidticos. Creacidn de estos y aparicidén de resistencias. Disponible a 17/08/2017 en:

https://medium.com/@fernnews/imagining-the-post-antibiotics-future-892b57499e77
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Un ejemplo de los problemas que pueden causar las cepas multi-resistentes de A.
baumannii se ha podido observar entre los afios 2006 y 2008 en el hospital Universitario 12
de Octubre (Madrid). Todo comenzé en febrero, cuando un paciente fue colonizado por una
de estas cepas, concretamente la cepa AbH120-A2. Esta se expandid rdpidamente por el
hospital dando lugar a un brote que persistié durante mas de 30 meses. Un estudio realizado
tras este brote informé que esta cepa muestra un amplio perfil de resistencia a los farmacos
antimicrobianos, presentando resistencia a carbapenemas y susceptibilidad sdlo a tigeciclina
y colistina. Fue aislada en un total de 290 pacientes y, solamente después de la reforma de la

UCl en julio del afio 2007, se consiguié reducir su persistencia (8).

2. Dianas terapéuticas de Acinetobacter baumannii

En el trabajo nos planteamos el bloqueo de dianas terapéuticas de A. baumannii por
medio de la utilizacién de moléculas antisentido que bloquean el RNA mensajero. Para ello,

hemos elegido las siguientes dianas:

2.1. MurA

El peptidoglicano es una estructura Unica presente sélo en procariotas. Es un componente
esencial de la pared celular que proporciona integridad estructural a las bacterias contra la
presién osmotica interna y es responsable de mantener la forma de la célula (9). Las enzimas
ligadas a la sintesis de peptidoglicano se conservan entre las especies bacterianas a lo largo
de la evolucidn, por lo que las enzimas encargadas de la sintesis de este compuesto son muy

atractivas como dianas terapéuticas antimicrobianas.

El precursor clave de peptidoglicano es UDP-N-acetilmuramato que se sintetiza en un
proceso de dos etapas por la accidon de enzimas citoplasmaticas, UDP-N-acetilglucosamina
enolpiruvil transferasa (MurA) y UDP-N-acetil enolpiruvilglucosamina reductasa (MurB).
MurA cataliza la transferencia de un grupo enolpiruvilo de fosfoenolpiruvato a UDPN-

acetilglucosamina para formar enolpiruvato de UDP-N-acetilglucosamina. En el siguiente



paso, MurB reduce el enolpiruvato de UDP-N-acetilglucosamina utilizando NADPH para

formar UDP-N-acetilmuramato (10).

La terapia antimicrobiana llevada a cabo mediante tecnologia antisentido podria silenciar
el gen que codifica la enzima MurA impidiendo la correcta formacion de la pared bacteriana,

lo cual repercutiria en la viabilidad celular.

2.2. LpxB

El lipido A o lipopolisacarido es el componente mayoritario de la membrana externa de
las bacterias Gram negativas. Estd compuesto por una parte lipidica y otra que contiene
cadenas de oligosacaridos y polisacaridos. LpxB es una enzima intermediaria que participa en
la formacion del lipido A, concretamente es la quinta enzima implicada, y tiene funcion
disacdrido sintasa. Aunque existen cepas de A. baumannii capaces de crecer aun careciendo
del lipido A, como es el caso de la cepa ATCC 19606, se ha observado que ante la ausencia de
otras enzimas que participan en esta ruta, como es el caso de LpxH, los productos
intermedios generados y no procesados generan una toxicidad que inhibe el crecimiento de
la bacteria. En esta misma cepa se ha observado que LpxK es esencial para la supervivencia
de la misma ya que su ausencia provoca la acumulacién de productos intermediarios

parecidos a detergentes (11).

El silenciamiento de LpxB mediante compuestos antisentido podria ser una nueva

herramienta para combatir al patégeno A. baumannii al nivel de la sintesis del lipido A.

3. Moléculas antisentido de A. baumannii

En los ultimos afios, ha ocurrido un gran desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas,
basadas principalmente en el avance de la comprensién de los mecanismos moleculares

relacionados con la infeccion.

Desde el punto de vista farmacolégico, el desarrollo de las nuevas estrategias

terapéuticas se enfrenta a varios desafios importantes. Muchos de los objetivos estdn



localizados intracelularmente, requiriendo la penetracién a través de membrana por parte
del farmaco. Otros desafios implican a la estabilidad, la disponibilidad y la vida media del
compuesto, asi como cuestiones de seguridad. Para abordar estos desafios, se estan
explorando varias vias principales, incluyendo moléculas pequefas (sintéticas), mAbs
(anticuerpos monoclonales) y estrategias antisentido. La tecnologia antisentido se utiliza
principalmente para interferir directamente en la maquinaria de produccién de proteinas
diana mediante la inactivacion de ARN mensajero que codifica la proteina diana. La gran

ventaja de esta tecnologia radica en la alta especificidad sobre la diana.

El término moléculas antisentido comprende varias clases de moléculas
oligonucleotidicas que contienen complementariedad de secuencias con moléculas de ARN
diana, tales como ARN mensajero, ARN virico u otras especies de ARN, inhibiendo su funcién

después de su union especifica.

Se han descrito al menos 4 clases principales de moléculas antisentido:
oligodesoxirribonucleétido antisentido (ODN), es decir, moléculas de ADN de cadena
sencilla, moléculas pequefias de ARN de interferencia (siRNA), ribozimas y ADN-enzimas. La
aplicacion mas frecuentemente utilizada de moléculas antisentido terapéuticas consiste en
reducir los niveles de expresion de proteina responsables de la patogenicidad y virulencia. En
este sentido, las moléculas antisentido se unen a los ARN mensajeros que han sido
generados a través de la transcripcién de la informacidon genética. Estos ARN mensajeros
codifican la formacion de proteinas durante la traduccion. La unién de moléculas antisentido
al ARN mensajero puede inhibir eficazmente este proceso de traduccion. Por lo tanto, el
nivel de expresién de ARN mensajeros permanece intacto mientras que los niveles de
proteinas codificadas se reducen mediante una accion antisentido eficaz. Sin embargo,
también pueden desarrollarse estrategias antisentido para interferir con otros aspectos
funcionales de las moléculas de ARN, tales como la interferencia con plegamiento apropiado,
competencia con la unién de proteinas a secuencias de ARN, antagonismo de las actividades

de microARN e inhibicién de la actividad telomerasa mediada por ARN (12).

La perspectiva de futuro, observada a través de los ensayos publicados recientemente,
indica un creciente interés en la aplicacidn clinica de las estrategias antisentido. Las areas de

enfermedades tratadas en estos ensayos comprenden enfermedades infecciosas,



enfermedades inflamatorias crénicas (incluyendo alergias y asma), enfermedades

metabdlicas, y varios trastornos neuroldgicos.

3.1. siRNA (small interference RNA)

Los siRNA representan pequeiias moléculas duplex de ARN cortas de 21 a 25 bases de
longitud. Para su correcta funcionalidad necesitan la generacidon de un complejo silenciador.
Este complejo estd inducido por el sistema RISC (RNA-induced silencing complex). Hasta la
fecha, se han desarrollado una gran variedad de modificaciones de los siRNAs destinados a
aumentar su estabilidad. Las modificaciones también deben potenciar la biodisponibilidad
de estas moléculas, especialmente para uso terapéutico, y mejorar la unién e inactivacién
del ARN diana. Las ventajas mas destacables de los siRNA son: la posibilidad de ser
generados intracelularmente a partir de precursores mads grandes por la enzima Dicer y que
produce la degradacion del ARN mensajero. Entre las desventajas encontradas se observan
efectos fuera de destino, dificultades a la hora de ser producidos, potencial de penetracién

celular limitado y que su actividad es dependiente de las enzimas intracelulares (12).

Hasta la fecha, no se ha podido emplear siRNA para bloquear dianas bacterianas.

3.2. PNA (peptide-nucleid acid)

Ante la necesidad de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas, los PNAs surgen como
una alternativa atractiva basada en la tecnologia antisentido con acidos nucleicos peptidicos.
Los PNAs son analogos sintéticos de ADN de cadena sencilla (con una longitud de 10 a 20
bases) con un esqueleto pseudo-peptidico no cargado. Estos compuestos tienen una alta
estabilidad quimica y metabdlica, y puede unirse fuertemente a la hebra complementaria de
ADN o ARN. Debido a estas propiedades, los PNAs han sido investigados por su potencial
como agentes terapéuticos antisentido para el cédncer y las enfermedades infecciosas
causadas por virus, bacterias y parasitos. Se ha demostrado que los PNAs pueden inhibir
tanto la transcripcidon como la traduccidn de los genes diana, lo que conduce a la inhibicién

del crecimiento microbiano. La inhibicion del crecimiento ha sido demostrada en varias



especies de bacterias utilizando PNAs dirigidos a los ARN mensajeros y ribosdmicos de genes

esenciales para el crecimiento (13).

Goh y colaboradores (14) demuestran que al incubar las bacterias en presencia del PNA
dirigido al gen murA se produce una reduccién de la expresion de este gen y que esta
reduccion es dependiente de la concentracidn de PNA. Estos resultados son comparables a

los resultados obtenidos en este estudio (Figura 2).
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Figura 2. Efecto del PNA frente al crecimiento bacteriano y la expresién de mRNA procedente de MurA (14).

3.3. BNA (bridget-nucleid acid)

Los BNAs son analogos relacionados con LNAs (moléculas hibridas que contienen un acido
nucleico bloqueado). Los BNAs son compuestos resistentes a la actividad nucleasa. Poseen
dos puentes que se incorporan sintéticamente en la posicién 2' y 4' de una ribosa y de esta
manera forman un mondémero 2', 4'-BNA. En su estructura llevan residuos de acidos
nucleicos y desoxirribonucledtidos. A mayores poseen un péptido con funcidn
permeabilizante que facilita la internalizacién de la molécula en el interior de la célula. Los
BNA son compuestos antisentido mas modernos que los PNAs y muestran afinidades de
union y estabilidad aumentadas (15). Un ejemplo de utilizacion de BNAs en A. baumannii
consiste en la inhibicién de el compuesto AAC(6')-lb que media la resistencia a amikacina

donde el BNA se une al codén de iniciacién impidiendo la traduccidn in vitro (15).



Objetivo

e Evaluacién de la capacidad de silenciamiento de los compuestos antisentido siRNA
y PNA sobre los genes murA y IpxB del patégeno nosocomial Acinetobacter

baumannii.



Materiales y Métodos

1. Cepas y condiciones de cultivo

Las cepas Acinetobacter baumannii ATCC 17978 vy Escherichia coli TOP10 se cultivaron
rutinariamente en caldo de cultivo Luria-Bertani (LB). Se afiadiéd agar al 2% cuando fue
necesario. Todas las cepas se cultivaron a 37 2C en agitacion (180 rpm) y se congelaron a -
802C en medio LB con un 10% de glicerol. Se utilizé una concentracién de 50 pug/mL de

ampicilina (Sigma-Aldrich) para seleccionar las cepas transformantes (16).

2. Disefio y sintesis de moléculas antisentido

Las moléculas antisentido (siRNAs y PNAs) se disefiaron a partir de los genes murA 'y IpxB
(Figura 3), con cddigos de acceso del Genbank A1S 0685 y A1S 1668, respectivamente,
encontrados en la cepa 17978 de A. baumannii 17978 (Cédigo de acceso del Genbank

NC_009085.1).

murA
1 atggataaat ttttaatcac gggeggtett aagetcgaag gggaagtacg catttetggt
61 gctaaaaatg cggetttace gttacttgeg geaatgattc ttgetgactce tecaattaca
121 ttaaccaatg ttccaaatct taaagatgta aatactitgg taaaattaat cggiggactg
181 ggtgttacaa ttagttatga aaatgacacg gttaaggegg atacttctac tttagataac
241 cagttigcte cttatgagcet tgtcaaaaca atgegtgeat ctatttiggt attagggeca
301 ttattagcge gttacggaaa tgccaaggtt tcattacctg gtggatgtge tattggetct
361 cgtccagtag atcaacactt aaaageccta gaageattgg gtgcacatat cgaagttgaa
421 aatggttatg tacatgccac tgtigatgst cgtctgaaag geggegaagt gatttttgat
481 atggttactg ttggtggtac cgaaaatatt ttaatggeag ctgctttgge agacggtgta
541 accacaattc gtaatgctge acgtgaacct gaaattactg atcttgegea aatgcttatt
601 aaaatgggcg caaaaattga aggtttagat acggatacat tggtigttac tggtatagaa
661 agtctacatg gctgtgaata tgeagtigtt geagaccgea tcgaaacagg ticttactta
721 petgctgetg cgattactgg tggacgtata aaaaccacce atacagatcee ttcattgett
781 gaggctgttt tagataagtt tgaagaaatg ggtgctgaag ttacccgtgg cgatgactgg
841 attgaattgg atatgtiggg taagcgtcect aaagcagtaa gttttagaac actacctcac
901 ccagaatttc cgactgacat gcaagcacaa attatggetg taaatgcaat tggecgtesg
961 tttgcaacga tttccgagac catttttgaa aatcgtttca tgeatgttce tgaattgtca
1021 cgtatggetg ctaatatica ggtcgaagec catgatgctg tigtgacggg tgttgaaaaa
1081 ttacaagcag cacctgtaat ggcaacagat ttacgtgect cattetcttt ggttttageg
1141 pctttggttg ctgaaggtea tacattaatt gaccgtatct accatattga ccgtggttat
1201 gagcatgtcg aagaaaaact tcaaggttta ggtgccaaaa ttaagegagt aagttaa

IpxB
1 ttggcaaacc gaaaacttaa aataggcatt gtagttggag aagtttctgg agatacgcte
61 ggcgtaaaac tcatgegtag ttttcgegag cagggaateg atgetgaatt tgagggaate
121 getggeectc aaatgatige ggaaggtitt aacagttatt acccaatgga aactctgtct
181 gtgatgggca ttgttgaagt attaaaagac ttaaaaaaac tattcgecgt acgtgatgge
241 ttaattaatc aatggactca geatccagtt gatattttta ttggtatiga tgeaccagac
301 tttaacctca gactttcgaa aagtatcaaa gaaaagaatc ttccaataaa aacagttcaa
361 tatgtgagtc catcagtttg ggcatggcge caagggcgag tacatggeat caaacaaagt
421 atagatttag tactttgctt atttcctttt gaaaaagttt tttatgaaca atatgaagtt
481 ccageggeat ttgtaggeca tecattaget aaacaattac cgettgagaa coctattcaa
541 attgctaaacaagaattggg tgttgatgaa aatcaaaaacatattgettt gtigeecggt
601 agccgcaagg gtgaagtaga aaggcttett cctatgetat tgggggcage caatattttg
661 catacaaaat atccagatat tcagttttta attccggeaa ttaatgatge gegeaaacag
721 cagattgagc agggegtiga acaattagca ccgeagttaa aagcaaaaat tcatatttta
781 gaaaatacgg atagtgaatc gaaaattggt cgtatggtea tgaacgegag tgacattatt
841 gctttagegt ctggaacgge gacattagaa graatgetea tgcatagace aatggteact
901 ttctataaac tgcattggct aacttattta attgetaaat tetiggtgaa aataccttat
961 tactctttge caaatatcat cgcgggtaaa aaagtaatig aagagctgat tcaggeagat
1021 geaacacctg aaaatttage gectgaaata gaaaaactaa tgaatgtaga aaccgctcaa
1081 attcaagtaa tgcaacattt aactatgeat aaacagctta tttctggaaa tacagaagat

1141 ccggttcaag ccattttgea atgtttgaat agctaa

Figura 3. Secuencia nucleotidica de los genes murA (izquierda) y IpxB (derecha).
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Los siRNAs se encargaron al servicio externo Dharmacon, los PNAs al servicio externo PNA

Bio.

3. Experimento in vitro

3.1. Clonacion

Los genes diana murA y IpxB se amplificaron a partir del ADN gendmico de A. baumannii
ATCC 17978 (Cddigo de acceso del Genbank NC_009085.1) utilizando los oligonucleétidos

gue aparecen en la Tabla 1.

Tabla 1: Oligonucledtidos empleados en este estudio.

Fw: ATGGATAAATTTTTAATCACG
MurA

Rv: ACTTACTCGCTTAATTTTGGC

Fw: ATGCGTAGTTTTCGTGAGC

LpxB

Rv: GCTATTCAAACATTGCAAAAT

Fw: TAATACGACTCACTATAGGG

Primers T7
Term Rv: ATCCGGATATAGTTCCTCCTTTC

11
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Se clonaron los genes en el plasmido comercial pEXP5-CT/TOPO siguiendo las
instrucciones del fabricante. La construccion se empled para transformar células de E. coli
TOP 10. Los transformantes se seleccionaron en placas de LB con ampicilina y se confirmaron

mediante PCR utilizando la pareja de primers T7 Fw y T7 Term Rvn (Tabla 1).

3.2. Extraccion

Para realizar la extraccion del plasmido se utilizé el kit comercial GeneJET Plasmid

Miniprep Kit (Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Todos los pasos fueron realizados a temperatura ambiente. Todas las centrifugaciones
fueron realizadas en una microcentrifuga a = 12.000 x g (10.000-14.000 rpm, segun el tipo de

rotor).

Se recolectd el cultivo bacteriano por centrifugacion a 8000 rpm (6800 x g) en una
microcentrifuga durante 2 mim a temperatura ambiente. El sobrenadante se decantd y se

elimind todo el medio restante.

Se resuspendieron las células en 250 uL de solucién de resuspensién en un tubo de
microcentrifuga. Hay que asegurarse de la total resuspensidn. Para ello se utilizé un sistema

de agitacion.

Se afiadieron 250 pL de solucion de lisis y se mezcld por inversién el contenido de tubo de
microcentrifuga. Se invirtié el tubo entre 4 y 6 veces, hasta que la solucidn se volvid viscosa y

ligeramente clara.

Se agregaron 350 uL de la solucidon de neutralizacion y se mezcld inmediata vy

completamente invirtiendo el tubo 4-6 veces.
Se centrifugd durante 5 min para sedimentar restos celulares y ADN cromosdmico.

Se transfiridé el sobrenadante a la columna de centrifugado GenelET por decantacién o

pipeteado. Hay que evitar perturbar o transferir el precipitado blanco.

Se centrifugd durante 1 min. Se deseché el flujo y se colocd la columna en el mismo tubo
de recogida.
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Se afadieron 500 uL de la solucién de lavado (diluida con etanol antes del primer uso) a la
columna de centrifugacion GenelET. Se centrifugd durante 30-60 s y se descarté el

sobrenadante. Se colocd la columna de nuevo en el mismo tubo de recogida.
Se repitio el procedimiento de lavado utilizando 500 uL de la solucién de lavado.

Se desechd el flujo y se centrifugd durante 1 min adicional para eliminar la solucion de
lavado residual. Este paso es esencial para evitar el etanol residual en las preparaciones de

plasmido.

Se transfirio la columna de centrifugado GenelET en un tubo de microcentrifuga nuevo de
1,5 mL. Se afiadieron 50 plL del tampdn de elucion al centro de la membrana de la columna
de giro GenelET para eluir el ADN del pldsmido. Hay que tener cuidado de no tocar la
membrana con la punta de la pipeta. Se realizé una incubacién durante 2 min a temperatura

ambiente y por ultimo se centrifugd durante 2 min.

Para cuantificar las muestras se utilizd un BioDrop uLITE (Isogen Life Science). La

concentracién obtenida minima debe ser de 500 ng/uL.

3.3. Expresion

Se utilizé el siguiente protocolo para sintetizar las proteinas recombinantes a partir del

molde de ADN.

En primer lugar se prepard la mezcla descrita en la Tabla 2. Las cantidades que se
muestran en dicha tabla corresponden al control sin las moléculas antisentido. En los
ensayos, las muestras contienen ademas, los compuestos antisentido siRNA y PNA a una

concentracion de 55 mM.
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Tabla 2: Mezcla de reaccion control para llevar a cabo la sintesis de la proteina recombinante a partir del ADN

molde.
Reactivo Cantidad

E. coli slyD-Extract 20 pL

2.5X IVPS E. coli Reaction Buffer (-A.A.) 20 pL
2X IVPS Feed Buffer 25 uL
50 mM Amino Acids (-Met) 2.5 uL

75 mM Methionine 2 uL

T7 Enzyme Mix 1pul

DNA Template lug

DNase/RNase-free Distilled Water Hasta un volumen final de 100 pL
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Las muestras se incubaron a 300 rpm y 37 °C durante un tiempo de 30 min y se

congelaron a -20 °C hasta el momento de su utilizacion.

4. Western blot

En primer lugar se escogieron los cristales y se limpiaron con alcohol antes de montarlos
en el soporte para hacer geles de acrilamida. Se mezclaron los reactivos del gel separador y
se anadieron al soporte. Con la ayuda de una pipeta Pasteur se afiadid isopropanol [100%]
por encima del gel para eliminar las burbujas que se forman. Se dejé solidificar el gel durante
una hora aproximadamente, se lavé con agua destilada y se secé con un papel de filtro. A

continuacion se afiadio el gel concentrador y se colocé el peine para crear los pocillos.

Los reactivos utilizados para la elaboracién de geles al 12,5% de acrilamida fueron los

descritos en la Tabla 3.

Tabla 3. Reactivos utilizados para la elaboraciéon de geles al 12,5% de acrilamida.

Fase gel separador Fase gel concentrador

3.12 g de urea (6M) -

5.35 mL de acrilamida 40% 1.07 mL acrilamida 40%

4.28 mL de buffer B 1.78 mL buffer C
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7.52 mL H,0 destilada

4.28 mL H,0 destilada

<200 pL APS 10%

<92 uL APS 10%

30 uL TEMED

30 pL TEMED

Para la preparacion de las muestras, las proteinas se precipitaron con acetona, se afiadio
el tampdén de carga, se desnaturalizaron por calor y se cargaron en el gel de acrilamida
dejandolo correr durante 3 horas aproximadamente a 140 V. Una vez el gel termind de
correr se transfirieron las proteinas del gel de acrilamida a una membrana de polifluoruro de
vinilideno (PVDF) por accién de un campo eléctrico. La membrana que contiene las proteinas
se incubd toda la noche en tampdn fosfato salino (PBS) con leche al 5% para bloquear los
sitios libres y evitar uniones inespecificas del anticuerpo. Se hicieron dos lavados con tampén
de lavado 1X (10X 500 mL; Tris base 12.1 g, NaCl 14.6 g y Tween 20 2.5 mL a pH 7.5 ajustado
antes de anadir el tween con HCl al 35%) y se incubd dos horas con un anticuerpo comercial
especifico el cual tenia unido la enzima peroxidasa. Después de la incubacién se hicieron dos

lavados con tampdn de lavado y se revelé la membrana gracias a la actividad de la

peroxidasa que cataliza una reaccidn quimioiluminiscente.
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Resultados y discusion

1. Silenciamiento del gen murA

MurA PNA siRNA
Ny » % W

Figura 4. Western blot en el que se analiza la expresién de la proteina MurA, asi como el efecto inhibidor de los

compuestos antisentido (PNA y siRNA).

Se probaron dos tipos diferentes de moléculas antisentido disefiadas para bloquear el gen
gen murA. La reaccidn de sintesis de proteinas in vitro seguida de un western blot demostré
la capacidad de ambas moléculas de inhibir parcialmente la sintesis de la proteina MurA
(Figura 4). La banda de la izquierda corresponde al control de expresién. En ella se observa la
expresion basal de la proteina MurA. La banda central corresponde a la reaccion de
expresion de la proteina tratada con la molécula PNA. Se observa que esta banda es mas fina
gue la banda control lo que implica una menor expresiéon de la proteina MurA debido al
silenciamiento ocasionado por el PNA. Por ultimo, la banda de la derecha corresponde a la
expresion de la proteina MurA incubada en presencia de la molécula siRNA. En este caso, se
observa una inhibicién parcial de la expresion de la proteina MurA similar a la muestra

incubada en presencia del PNA.

Goh y colaboradores (14) realizaron estudios de silenciamiento del gen murA utilizando

moléculas antisentido tales como PNA. En su trabajo analizaron el nivel de expresiéon de este
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gen a través de gRT-PCR. La relacidon entre la disminucion del ARN mensajero y la
disminucion de la tasa de crecimiento refleja el grado de esencialidad o rigurosidad de un
gen esencial, que se define aqui por el nivel minimo de transcripcion para una reduccion del

50% en la tasa de crecimiento (MTL50).

En la bibliografia no existen datos acerca de silenciamiento de genes utilizando siRNA en
bacterias. Este hecho se debe a que tedricamente las bacterias no poseen la maquinaria
necesaria para estabilizar y mantener la funcién del siRNA. Sin embargo, en nuestro trabajo
hemos observado que el siRNA disefiado para bloquear el gen murA exhibe un

silenciamiento parcial sobre la traduccién de la proteina MurA (Figura 4).

2. Silenciamiento del gen IpxB

LpxB  PNA  SiRNA
W o -

Figura 5. Western blot en el que se analiza la expresion de la proteina LpxB, asi como el efecto inhibidor de los

compuestos antisentido (PNA y siRNA).

En el caso del gen /pxB también se probaron las moléculas antisentido PNA y siRNA. La
reaccion de sintesis de proteinas in vitro seguida de un western blot demostré la capacidad
de ambas moléculas de inhibir parcialmente la sintesis de la proteina LpxB (Figura 5). La
banda de la izquierda corresponde al control de expresién. En ella, se observa la expresién
basal de la proteina LpxB. La banda central corresponde a la reaccién de expresion de la

proteina tratada con la molécula PNA. Esta banda central es mas fina que la banda control lo
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gue indica que existe una menor expresion de la proteina LpxB debido al silenciamiento
ocasionado por el PNA. Por ultimo, la banda de la derecha corresponde a la expresién de la
proteina LpxB incubada en presencia de la molécula antisentido de siRNA. En este caso, se
observa una inhibicidn parcial de la expresién de la proteina LpxB. El grado de inhibicién es

inferior al producido por el efecto del PNA.

No encontramos en la bibliografia entradas que reflejen trabajos de silenciamiento
mediante PNA o siRNA sobre el gen IpxB en A. baumannii. Sin embargo, si aparecen
ejemplos de mutantes en otros genes que codifican proteinas involucradas en la ruta de
sintesis del lipido A. Este es el caso del gen IpxK, enzima esencial para la viabilidad celular en
A. baumannii ATCC 19606 (11). A microscopia electrdnica, los mutantes de IpxK revelan
cambios morfoldgicos relacionados con la envoltura celular. Se describe que tiene lugar una

acumulacién téxica de intermediarios del lipido A que impiden el crecimiento de la bacteria.
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Conclusiones

e Las moléculas antisentido PNA y siRNA son capaces de inhibir parcialmente la

expresion de la proteina MurA.

e Las moléculas antisentido PNA y siRNA son capaces de inhibir parcialmente la

expresion de la proteina LpxB.

e Las moléculas de PNA son moléculas antisentido mds eficaces sobre los genes

murA 'y IpxB que las moléculas de siRNA.
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