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Resumen

La sintesis de materiales inorganicos se ha convertido en una gran area de investigacion en
quimica, biologia y fisica. Durante los ultimos afios ha generado gran interés el uso de
moléculas biologicas, ya que podrian potenciar el desarrollo de materiales con nuevas

propiedades o con mejor desempeiio, permitiendo generar nuevos productos y aplicaciones.

Como se sabe, la naturaleza es capaz de ensamblar estructuras con una complejidad notable
gue puede ser imitada en el laboratorio. Con esto en mente, se han utilizado organismos y
moléculas biologicas que actian como plantilla en la sintesis de materiales, ya que pueden

controlar su composicién, estructura espacial, ensamblado jerarquico y dimensiones.

En esta tesis se presenta el estudio y analisis del autoensamble de moléculas biolégicas. Este
trabajo se enfocdé en la molécula del bacteriéfago del M13, debido a la capacidad de
autoorganizarse y la habilidad de unirse y nuclear diferentes materiales gracias a los grupos
funcionales de las proteinas que forman la capside del fago. Por lo tanto, empleamos este tipo
de particulas virales en la sintesis y organizacion de nanoparticulas (NP) de Au y Ag sobre su
superficie. Para lograr esto primero se propuso realizar modificaciones genéticas sobre la
superficie de la proteina p8, la cual cubre mayoritariamente el cuerpo del fago. En particular
se realizaron mutantes que incorporan cisteinas ya que tiene afinidad a iones de metales
nobles. El fago nativo y las mutantes obtenidas se caracterizaron mediante diferentes técnicas
espectroscopicas, para obtener informacion del cambio estructural y empaquetamiento del

fago.

Las mutantes obtenidas presentaron puentes disulfuro, los cuales se redujeron con DTT, para
generar grupos SH. Estas mutantes se emplearon en la nucleacion y sintesis de NP de Au y
Ag. Estas NP crecieron en la superficie del fago M13 y adoptaron la forma de un rodillo

ensamblado de NP. Estas estructuras se caracterizaron por técnicas espectroscopicas.

Mediante este estudio, se encontré que las mutaciones del fago M13 han sido determinantes
para estudiar los cambios conformacionales de su estructura, debido a las interacciones que
existe entre lo aminoacidos en la region hidrofobica y por otro lado al haber insertado grupos

afines a las NP han sido buenas plantillas para nuclear materiales inorganicos.
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ADN
ANS
APTES
ARN
ATR
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NP
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PCR

Acido desoxirribonucleico
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Acido ribonucleico
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Nanovarillas de oro

Concentracion final
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Espectroscopia de dicroismo circular
Dispersion de luz dindmica
Calorimetria diferencial de barrido
Ditiotreitol

Bacteria Escherichia coli
Bacteridfago en forma de esferoide
Espectroscopia infrarroja
Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido
Medio de cultivo Luria bertani
Molaridad mol/L

Desviacion cuadratica media
Nanoparticulas

Polietilenglicol PB ~8000 g/mol

Reaccion de cadena polimerasa
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TEM
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Tetraetilortosilicato

Microscopia electronica de transmision

Virus del mosaico del tabaco
Espectroscopia ultravioleta-visible

5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido
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1 Introduccidén

1.1 Los biomateriales en la nanociencia

La nanociencia ha despertado un gran interés en generar nuevos y Unicos materiales con
estructuras complejas a nivel nanométrico, incrementando sus propiedades fisicas, quimicas
y biologicas para aprovecharlas en diferentes aplicaciones o areas, por ejemplo: en
biomedicina e ingenieria biomédica, electronica, produccion y almacenamiento de energia, y
optica.[1,2] La nanobiotecnologia esta inspirada en estructuras biolégicas utilizando técnicas
biomiméticas para crear nuevos materiales con caracteristicas estructurales definidas y
organizadas jerarquicamente. De este modo, la biomimética es un campo interdisciplinario que
aplica los principios de la quimica, fisica, biologia e ingenieria, orientandose a la sintesis de
nuevos materiales que imitan las funciones y disefios de la naturaleza o que siguen un disefio
derivado de la naturaleza. (s Ejemplos de biomateriales de este tipo, elaborados por la

naturaleza se muestran en la Figura 1.

50 um

/W

Figural. Imagenes de microscopia electrénica de ejemplos de biomateriales a) Crecimiento de un borde de abul6n formado por

plaquetas de aragonita. b) Bacterias magnetotacticas que en su interior sintetizaron nanoparticulas de magnetita. c) Ensamble en
forma de varilla de cristales de hidroxiapatita con una arquitectura altamente ordenada d) Espicula de esponja Rosella en capas de

silice.



En la sintesis de materiales nanoestructurados se han utilizado bioplantillas que proporcionan
un soporte o plataforma que dicta la morfologia, la topologia y las propiedades resultantes que
caracterizan al material.;33 Las técnicas biomiméticas buscan replicar las caracteristicas
morfolégicas de una especie biolégica o usando una estructura biolégica con una organizacion
definida para guiar el ensamblaje de materiales organicos o inorganicos mediante
interacciones covalentes, no covalentes y de reconocimiento molecular. Hay una gran variedad
de especies biologicas utilizadas como bioplantillas que van desde moléculas sencillas como
los oligonucledtidos, péptidos, proteinas hasta ensambles biomoleculares complejos como la

seda o las alas de insectos o0 los virus. [2:4]

La creacion de materiales nanoestructurados se ha basado en el autoensamble molecular, que
es la formacidén espontdnea de estructuras ordenadas, discretas y controladas a partir de
unidades simples. Las técnicas de autoensamble molecular son muy versétiles, de bajo costo

y susceptibles de llevarse a gran escala. 2,5

La versatilidad de las particulas biolégicas en los procesos de autoensamble, proporcionan un
medio de replicacion precisa con matrices organicas e inorganicas para obtener estructuras
jerarquicas sofisticadas y con propiedades asombrosas. Estos procesos de autoensamble
ocurren cuando las particulas biolégicas se organizan jerarquicamente a partir de un sustrato
para obtener una plantilla y por consiguiente se ponen en contacto con un precursor o
particulas pequefas, las cuales pueden ser depositadas en el interior o exterior de la superficie

de la plantilla.[e

Recientemente ha llamado la atencién el uso de biomoléculas como plantillas para la sintesis
de materiales biomiméticos funcionales como, por ejemplo, en la reparacién y reconstruccion
del esmalte dental por procesos de mineralizacion biomimética. Este esmalte tiene una
estructura compleja en forma de agujas formadas por cristales de apatita. Para reconstruir este
esmalte, se ha usado el esmalte existente como plantilla; y sobre esta se organizan y se
ensamblan estructuras jerarquicas de cristales de mezclas de acido glutamico-nanoparticulas
de apatita, resultando una fuerte adsorcién en el tejido natural que ayuda en la regeneracién

de este esmalte. ). Ver figura 2 a).



Otro ejemplo es el presentado por Xiang et al. ;g) Ellos usaron la biomolécula del ADN, que, por
su peculiar estructura de doble hélice, se ha utilizado como plantilla para el ensamble de
particulas metalicas. Sintetizaron superestructuras quirales helicoidales anisotropicas con
forma de “nanovarillas” de oro (AuNR), usando plantillas con estructura de origami ADN
bidimensional. Estas forman patrones asimétricos en forma de “X” centrosimétrica por la
interaccidon entre cada dos nanovarillas con la plantilla de ADN. De esta manera cada hebra
de ADN se apila a lo largo de una direccion normal y por lo tanto esta gira alrededor del director
normal de la superestructura. Estos materiales por sus propiedades quirales se han utilizado

en la actividad éptica plasmonica y fotdnica. Figura 2 b).

Otras particulas que se han utilizado como plantillas son los virus, debido a la versatilidad en
su manipulacion morfologica para la sintesis de materiales inorganicos. La estructura de los
virus se considera como un ensamble supramolecular constituido por un acido nucleico (ADN
o0 ARN) protegido por una capside de proteinas. Por ejemplo, H. B. Yoav, et al. 71han usado el
virus filamentoso de la planta del tabaco (Tobacco Mosaic Virus, TMV), para la construccion
de peliculas delgadas como biosensores electroquimicos decorados con oro (Au) y niquel (Ni),
teniendo como principal aplicacion el analisis de esquizofrenia. Este virus por su morfologia
flamentosa es capaz de organizarse en nanoestructuras tridimensionales, y a altas

concentraciones tiene la capacidad de organizarse como cristal liquido. Figura 3 c).
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Figura 2. a) Imagen de microscopia electronica que muestra la estructura formada el acido glutamico-nanoparticulas de apatita para la
reconstruccién del esmalte dental. Tomado de la referencia [6] b) Representacion del autoensamble de nanovarillas de oro en forma de “X”
centroisometrica usando como plantillas de origami de ADN. Tomado de la referencia [8] c) Imagen de TEM de los electrodos usando como

bioplantilla el virus de planta mosaico del tabaco (TMV). Tomado de la referencia [7].



1.2 Autoensamble de biomoléculas

El autoensamble es la organizacion espontanea de moléculas en condiciones de equilibrio
termodinamico en arreglos estructurales bien definidos y estables. Esta autoorganizacion o
autoensamble de diferentes moléculas se da debido a las interacciones no covalentes como
son los enlaces puentes de hidrogeno, interacciones electrostéticas, interacciones hidrofobicas
e interacciones de Van Der Waals. [2:10:11]

En el disefio de estructuras auto-ensambladas se emplean principalmente las técnicas de
sintesis quimica, crecimiento de cristales y en la autoorganizacion de nanoestructuras de cero
(OD) una (1D) y dos dimensiones (2D). 114

Existen dos tipos de autoensamble: estatico y dindmico. El autoensamblaje estatico denota un
proceso en la formacion de estructuras ordenadas que son formadas cuando el sistema
alcanza un minimo de energia. Algunos ejemplos son las nanoparticulas, los cristales liquidos
y los sistemas supramoleculares jerarquicos.(13; El autoensamble dindmico involucra aquellas
interacciones responsables de la formacidn de estructuras entre componentes que producen
gue el sistema disipe energia. Este tipo de estructuras complejas las podemos encontrar en

los sistemas de reparacion y organizacion de tejidos. [12:13]

Los procesos de autoensamble principalmente se encuentra en la naturaleza en los procesos
biolodgicos, como tal en el plegamiento de proteinas en la estructura nativa, en complejos
proteina-proteina, la asociacion antigeno-anticuerpo, la traduccion y transcripcion del cédigo
genético, la formacién de las unidades mayor y menor de los ribosomas y su ensamble con
RNA mensajero durante la traduccién.

Muchos sistemas biolégicos debido a su arquitectura son excelentes plataformas para el
adecuado control del proceso de autoensamble, ya que su forma y composicién permiten el
reconocimiento molecular y organizacion de otras moléculas en torno a su estructura. De la
misma manera, la interaccion de las moléculas con su entorno influye en la dinamica del
proceso de organizacion. Por lo tanto, la estructura autoensamblada es el resultado de las
interacciones: repulsivas y atractivas de corto y largo alcance en diferentes sistemas quimicos
y condiciones fisicas. Algunos ejemplos de autoensamble molecular son: la formacién de

cristales liquidos, polimeros, coloides, por mencionar algunos.
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1.3 Cristales liquidos

Durante los ultimos afios ha habido gran interés en el estudio del autoensamble de moléculas
para la formacion de cristales liquidos (LC); estos se han considerado como el cuarto estado
de la materia, debido a que muestran propiedades tanto del estado soélido como del liquido.
Las moléculas (mesdgenos) en los LC tienen propiedades Unicas, ya que poseen un orden de
largo alcance, presentan fluidez como un liquido, pero al mismo tiempo restringen parcialmente

el movimiento de las moléculas, tal como sucede en los cristales. [15]

En la sintesis de materiales, los cristales liquidos han tomado gran importancia debido a que
los mesdgenos presentan movilidad y un orden intrinseco de acuerdo con algunos parametros
externos, como la temperatura o la aplicacion de campos eléctricos. El ordenamiento de los
mesbdgenos esta controlado por condiciones termodinamicas, mediante las interacciones
intermoleculares, como son los enlaces de hidrégeno o las interacciones idnicas, hidrofobicas,

por mencionar algunas. [15,16]

Los LC pueden clasificarse en dos tipos, en funcién de la concentracion: termotropicos y
liotropicos. Los LC termotrépicos los mesdgenos estan estructurados en funcion de la
temperatura y presentan transiciones de fase (se re-organizan) a medida que la temperatura
cambia. En este tipo de cristal liquido termotropico los mesdégenos presentan una estructura
molecular anisotrépica debido a que estas moléculas exhiben una parte central que es un
cuerpo rigido que le da la caracteristica anisotrGpica y una parte lateral que exhibe una regién
flexible que le da movilidad. Los LC liotrépicos estan formados por mesdgenos anfipaticos en
un solvente polar o apolar, que a una determinada concentracién, temperatura y presion se

organizan, sin poseer necesariamente anisotropia en la forma. [15,17]

Asi los LC pueden autoorganizarse en diferentes fases nanoestructuradas, por ejemplo: en
capas, estructuras columnares, micelares, etc. Para identificar las fases de los cristales
liquidos se utiliza la técnica de microscopia de luz polarizada, entre otras. En esta técnica
sobre el LC se hace incidir luz polarizada, la cual es desviada al atravesar la muestra,
cambiando la polarizacion de la luz. Otras técnicas utilizadas es la difraccion de rayos X a bajo
angulo, difraccidon de neutrones, resonancia magnética nuclear y microscopia electrénica de

criofractura. [16]



Los cristales liquidos pueden clasificarse en funcién de la simetria de las fases debida a la
orientacion y grados de libertad traslacional de los meségenos como esméctica, nematica y

colestérica.

La fase nematica es aquella donde el eje principal de las moléculas esta alineado en la misma
direccién y a largo alcance. Mientras que las posiciones de sus centros de masa no poseen
orden de largo alcance. En este tipo de fase las moléculas tienen anisotropia definida a través
de los ejes mas largos, por lo tanto, poseen momentos dipolares fuertes y grupos polarizables.
Esta fase aparece a altas temperaturas. La orientacién molecular a una direccion bien definida

gue se conoce como el vector director n y se muestra en la Figura 3a. [15,18]

En la fase tipo esméctico, las moléculas presentan estructuras estratificadas con un espaciado
entre capas definidas, entre cada capa perpendicular al vector n, las moléculas pueden
deslizarse libremente una sobre otra y entre cada estratificacion puede existir una diversidad
de arreglos moleculares, en estos arreglos, sus ejes principales son paralelos y su centro de
masa se encuentra entre cada plano. Esta fase aparece a bajas temperaturas y presenta

menor fluidez que la fase nematica como se observa en la Figura 3b. [15,1g]

En la fase colestérica las moléculas poseen un orden de orientaciébn de largo alcance,
apilandose entre capas muy delgadas que forman un pequefio angulo entre si. Entre cada
capa tiene una rotacién con respecto a un eje de torsion alineandose en el vector director n
gue gira uniformemente a través de un circulo completo que avanza a través de la fase y la
distancia necesaria para que se complete el circulo se le llama pitch (P) o inclinacién. Y la
longitud de la periodicidad es la mitad de la distancia P/2, ver Figura 3c. [15,18]



% P (pitch)

a) Nematica b) Esméctico c) Colestérica

Figura 3. Imagen de las diferentes fases de cristal liquido. Tomado de la referencia [21]

1.4 La estabilidad e interacciones en las proteinas

Las proteinas estan involucradas en todos los procesos biolégicos con una diversidad de
propiedades fisicas y quimicas. Algunas funciones que pueden realizar las proteinas son
catalizar reacciones, identificar moléculas (reconocimiento molecular) y permitir su interaccion
(union a ligandos) que a su vez puede activar otras funciones en las células como transportar
moléculas, etc. También pueden ensamblarse y formar “maquinas celulares” (formadas por
decenas de proteinas que trabajan simultaneamente) que permiten realizar funciones mas
complejas como la replicacién (replisoma), transcripcion (transcriptoma) y la traduccién
(ribosoma). Incluso puede organizarse en estructuras mas complejas que delimiten las células

de su entorno (membrana celular), que protejan material genético (capsides virales), etc. [19,20]

En los estudios funcionales que involucran proteinas nativas y recombinantes es importante
estudiar la conformacién de la proteina, que esta condicionada en adaptarse a partir de las
interacciones quimicas como son los enlaces disulfuro, enlaces de hidrogeno, interacciones
hidrofébicas, ionicas y de Van Der Waals. De la misma manera se sabe que la secuencia de

aminoacidos es muy importante en el plegamiento de la proteina.



Conjuntamente, las propiedades estructurales y funcionales de las proteinas se ven afectadas
por cambios repentinos en su ambiente. Algunos factores involucrados en estos cambios son
variaciones en el pH, la fuerza ionica, fluctuaciones en la temperatura o en agentes
desnaturalizantes.[19]

Para el analisis de estabilidad estructural en proteinas se han empleado diferentes técnicas
calorimétricas y espectroscoépicas, por ejemplo: dicroismo circular (DC), absorbancia UV-Vis,

ensayos de actividad en fluorescencia y calorimetria diferencial de barrido (DSC). [16]

1.5 Bacteriéfago M13

Los virus son ensambles biomoleculares que estan compuestos por proteinas y acidos
nucleicos (ADN o RNA). Las proteinas forman una “coraza” que puede adoptar diferente forma
(esférica, helicoidal, icosaédrica, compleja) y tamafio, su principal funcion es “proteger” el
material genético (ADN o RNA) e identificar a las células blanco. Los virus son agentes

infecciosos que sélo pueden replicarse dentro de las células.|22

Durante los ultimos afios ha habido un gran interés en utilizar los virus, como bioplantilla en la
sintesis de materiales debido a que el tamafio (nanométrico) y la superficie proteinica (grupos
funcionales) estan controlados genéticamente, pero pueden ser manipulados mediante
ingenieria genética. Ademas, los grupos quimicos de las proteinas también pueden ser
modificados por técnicas de bioconjugacion. Estas modificaciones cambian las propiedades
de los virus y nos permite utilizarlos como bloques de construccion “hechos a la medida” para
el disefio y sintesis de materiales.

Los virus poseen una estructura externa llamada cépside que esta constituida por uno o0 mas
tipos de proteinas, que tienen la funcion de proteger y empaquetar el genoma viral. Esta
capside es una estructura bien definida arménica y funcional. Las proteinas estan arregladas
de manera espontanea por n copias de una o muy pocas proteinas en la capside viral.
Ademas, la estructura de las proteinas confiere a la particula viral la estabilidad suficiente para
soportar condiciones ambientales relativamente extremas, como son los cambios de

temperatura, de pH y la presencia de solventes organicos.|22



Existen diferentes formas de capsides virales que han causado impacto en diferentes areas de
investigacion y han encontrado potenciales aplicaciones en la medicina, éptica, generacion y
almacenamiento de energia, por mencionar algunas. Las capsides que mas se han estudiado
son las de virus esféricos, icosaédricos y helicoidales, ver Figura 4. Pero en los Ultimos afios
se ha tenido gran interés en estudiar a los virus filamentosos, por la versatilidad que tiene en
la organizacién jerarquica para la construccion de novedosos materiales de escala nano a

micromeétrica.[23

Icosaédrico
Esféricos Helicoidales (Ade"‘:‘”"‘s)
(Influenza) (Tobacco mosaic
virus) €
2
P P S

Figura 4. Ejemplos de diferentes estructuras de cépside de virus.

Los bacteriéfagos (fagos) son virus filamentosos que infectan a especificamente a bacterias,
de ahi su nombre de bacteri6fagos. La replicacion de estos depende de la maquinaria
enzimatica de la célula hospedera. Se consideran los entes biolégicos mas numerosos y
diversos de la biosfera. Especificamente existen bacteriéfagos filamentosos que infectan a
células de Escherichia Coli (E. coli), las cuales poseen el plasmido conjugativo Ff, responsable
de la formacion del F pilus que reconoce las proteinas de la capside. Estos fagos forman una
familia denominada inoviridae de la cual algunas especies representativas son fagos f1, fd y
M13.[24,26]

El fago M13 tiene estructura de rodillo con un diametro de 6.5 nm y una longitud

aproximadamente de 800 nm. En su interior posee una cadena circular sencilla de acido

desoxirribonucleico (ssADN) que esta formada por 6407 nucle6tidos que contiene los 11 genes

implicados en el proceso de infeccion, replicacion, ensamble y formacion de la capside viral.

La capside ésta constituida por 5 diferentes proteinas (5 genes del genoma); en un extremo
9



se encuentra las proteinas p7 y p9, y en el otro extremo se encuentra las proteinas p6 y p3. La
proteina p3 es la encargada del reconocimiento del F pilus y de la inyeccion del sSADN dentro
de la célula bacteriana. La proteina p8, de la cual hay alrededor de 2700 unidades, es la
proteina mayoritaria y cubre la parte alargada o cuerpo de la capside. 2526 La estructura del
fago M13 se muestra en la Figura 5.

Proteina No. de Peso Molecular Copias por
aminoacidos (Da) fago
p3 406 42,500 ~5
p6 112 12,300 ~5
p7 33 3,600 ~5
p8 50 5,200 ~2700
p9 32 3,600 ~5
800 nm
I
p6 ' 9

N

6.5nm —p3 t_ < - sSADN )
/ \'\\\\\\\\\\\\\\\\

Figura 5. a) Tabla de las proteinas que conforman al bacteri6fago M13. tomado de la referencia [72]. b) Estructura del bacteriéfago

M13, se muestra la ssADN cubierta por la capside, constituida por la proteina p8, mientras que en los extremos se ubican las

proteinas p7, p9, p3 y p6. Tomado de la referencia [24]

Como se ha mencionado, el fago M13 infecta solamente a cepas de E.coli que sean portadoras
del plasmido conjungativo F, que es responsable de la formacién del F-pilus. El extremo amino
terminal de la proteina p3 interacciona con el F pilus de la bacteria depositando el sSADN. Una
vez adentro, la molécula de ssADN es empleada como molde por las polimerasas para

sintetizar la hebra complementaria, formando una doble cadena de ADN, llamada forma
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replicativa (dsRF). La replicacion de las dsRF es iniciada por la proteina p2 del fago y con la
ayuda de la polimerasa de la bacteria, de esta manera se empieza a producir las copias
necesarias de moldes para iniciar la transcripcion de los 11 genes que solo 5 de ellos estan
implicados en el ensamble de la capside del fago y los demas implican en el proceso la
replicacion y ensamble. Figura 6. Las proteinas pl y p4 son necesarias para el ensamblaje del
fago y se encuentran en la membrana interna y externa de la célula hospedera para generar

un poro que es necesario para la extrusion del fago. [24,2¢] Figura 7.

P

p6 2y Iy IIIIIIIIIY 4
AL L LA

b —

/4

. - —— = )
Interaccionp3y F-pilus 7 \\\\\\\\\\\\\\\\\\ $ \w
. Exterior dela membrana I . \ ] \

!

Ensamble del fago

F pilus Interior de la membrana

sSADN PO S—

p7 <
p6 E

PS e ; .
P3 oo ‘ . Senal de
A A & UL U U empaquetamiento

. P

/[ *N\ p2,p5 V24 = N\ p2,p5
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~0000 ¢
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\ , A\ cetaon J) — [ ssAPN
. " (dsRF : i i
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Figura 6. Ciclo de infeccion del bacteri6fago M13 en su célula hospedera Escherichia Coli.

Después de este proceso, la proteina p5 del fago se encargara de separar la hebra replicativa
y formara un complejo con ella (p5-ssADN), formando una precapside. La ssADN en el
complejo posee una sefial de empaquetamiento que interactia en la membrana celular para
ser extruida, el ensamblaje empieza con las proteinas p7 y p9, después en el complejo p5-
ssADN, la p5 es reemplazada por dos proteinas p8, obteniendo asi un complejo p8-ssADN.
En el proceso de extrusion se genera el ensamble de la cdpside del fago, en este paso las

proteinas p8 tendran cambios en sus propiedades estructurales (pierden el péptido sefial).
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Posteriormente, las proteinas p3 y p6 se posicionan en el extremo finalizando el ensamble del

fago. Este proceso se observa en la Figura 7. (242

Membrana Membrana
interna externa

Sefal de
empaquetamiento
del complejo

Figura 7. Ensamble de la capside del fago M13 en la membrana celular.

1.5.1 Capside del bacteriofago M13 (Proteina p8)

La proteina p8 es la mas abundante de la capside del fago (hay aproximadamente 2700
unidades de esta proteina), se encuentran alrededor del eje del filamento en capas con una
simetria C5 y un eje de doble tornillo con un pitch de 33 angstroms (A). (28] Est4 formada por
50 aminoéacidos, con un peso molecular de 5200 daltones (Da). Cada proteina p8 tiene una
estructura secundaria tipo a-hélice que mide alrededor de 1 nm de ancho y de 7 nm de largo.

La a-hélice se encuentra inclinada respecto al eje del virus en un angulo aproximado de 20° y
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entre cada subunidad adyacente en los extremos N-terminal hay una distancia de 2.7 nm de

separacion (ver Figura 8a). [29]

= o _ 2

LYY Ry c
DR 1 Y A wAmvvviveaTic K
@ | | |

| Segmento | Segmento |  Segmento l
hidrofilico hidrofébico basico

Figura 8. a) Estructura de la capside del bacteriéfago M13. Tomado de la referencia [39] b) Estructura y secuencia de la proteina p8.

Modificado de la referencia. Tomado de la referencia [72]

La p8 consiste en tres dominios: el extremo C-terminal esta constituido por 10 aminoéacidos
gue apuntan hacia el interior del fago y que interaccionan con el ADN viral. La region intermedia
de la proteina es hidrofébica y esta compuesta por 20 aminodacidos. El extremo N-terminal esta
orientada hacia el exterior del fago, se integra por 20 aminoacidos que se ubican en la
superficie del fago. En esta region (Figura 8b) hay una gran cantidad de aminoacidos acidos

gue son los responsables de la solubilidad del fago.(3o

En la actualidad, el bacteriofago M13 ha suscitado gran interés en investigaciones orientadas
en el desarrollo de materiales, debido a sus caracteristicas estructurales y propiedades
biofisicoquimicas. Una peculiaridad importante del fago es que el control sobre su estructura y
ensamble no se limita a una sola particula; en su lugar es bien conocido que a ciertas
concentraciones presentan un comportamiento de cristal liquido debido a las interacciones que

se presentan entre las proteinas p8-p8 de fagos adyacentes (uniones intermoleculares), las
13



cuales contribuyen a mantener la estabilidad estructural de los LC. El genoma del M13 es
pequefio y manipulable, lo que permite realizar modificar los genes y que se expresen en la

superficie del fago, para incrementar la capacidad como plantilla de reconocimiento y sintesis.

1.5.2 Estabilidad del bacteriéfago M13

Debido a que el bacteriéfago M13 ha sido empleado como plantilla en la sintesis de materiales,
es importante estudiar su estabilidad estructural, para encontrar las mejores condiciones de
sintesis en funcién del material final y de las propiedades que nos interese explotar. Ya que no
necesariamente todas las reacciones pueden ocurrir en solucién acuosa, varios grupos de
investigacion han estudiado la estabilidad del M13 en solventes organicos,ss) en mezclas de
disolventes,[ss] en presencia de detergentes idnicos [32], a diferentes valores de pH (desde 2
hasta 12). (s3] Incluso se ha estudiado la estabilidad térmica de la capside en solucién acuosa
y en mezclas de solventes [12), lo que ha permitido vislumbrar un mecanismo de desensamble.

(31]

Por supuesto, el ensamble del fago es entre otros factores consecuencia de las interacciones
(covalentes y no covalentes) que se establecen entre las diferentes moléculas que forman la
capside, siendo las principales las interacciones entre el ssADN-p8 y p8-p8. Estas
interacciones estan dictadas por la secuencia de la proteina p8, mientras que el ssADN
interacciona con los aminoacidos basicos del extremo C-terminal de la p8 (la carga negativa
de ssADN es estabilizada con las cargas positivas de los grupos amino), la regién hidrofébica
permite el empaqguetamiento (interaccion) entre proteinas p8 adyacentes. La importancia de la
secuencia de los aminoacidos en la estabilidad estructural del fago M13 ha quedado
demostrada en varios estudios. La proteina p8 es principalmente responsable de las
propiedades del fago M13, como su estabilidad en un intervalo de pH de 2 a 12 a una
temperatura de 37 C°.[37]

Es notable la capacidad del fago M13 para tolerar mutaciones sin perder su infectividad ni su
capacidad de formar particulas viables como ha revisado Makoswki [s7; EI extremo N-terminal
de la proteina p8 es capaz de tolerar la insercion de péptidos ajenos a la secuencia de la

proteina, modificando las propiedades de la superficie de la capside, pero sin afectar el
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empaquetamiento y ensamble del fago M13. Lo que indicaria que la region hidrofébica es la

principal responsable de la estabilidad estructural del fago.

Por otro lado, Khan et al. (3], investigaron la estabilidad conformacional de la p8 introduciendo
mutaciones aleatorias en la region hidrofobica. Sustituyeron simultaneamente la tirosina en la
posicion 24 por cisteina y la valina en la posicion 31 por alanina (Y24C-V31A). Posteriormente,
analizaron la disponibilidad de los grupos cisteina en el fago nativo (forma filamentosa) y en
forma de esferoide (S); para lo cual agregaron cloroformo a la solucién. Ellos encontraron que
en el fago nativo los grupos S-H sufrian reacciones lo que indicaba que a pesar de encontrarse
en la region hidrofébica estan altamente disponibles, mientras que los mismos grupos en el
fago S dificilmente sufren reacciones debido a que estan impedidos estéricamente, incluso los
tioles de diferentes p8 estan suficientemente cerca para formar dimeros mediante puentes

disulfuro.

En resumen, el estudio sistematico de la secuencia de aminoacidos permite entender qué
interacciones son responsables de la estabilidad del fago y de su ensamble
(empaqguetamiento), debido a que la naturaleza quimica de los aminoacidos, principalmente
los de la regién hidrofébica de la proteina p8, influyen en el empaquetamiento del fago.

Para el analisis conformacional y ambiental de la estructura del fago se han empleado varios
métodos analiticos, como son; espectroscopia de dicroismo circular (DC), fluorescencia,
espectroscopia infrarroja (IR), dispersiéon de luz (DLS), por mencionar algunas.

1.5.3 El bacteriofago M13 como cristal liquido

Las biomoléculas han mostrado ser excelentes bloques de construccion en la sintesis de
cristales liquidos (LC) debido a sus muy particulares caracteristicas: polimorfismo,
monodispersidad, anisotropia, propiedades o6pticas Unicas como la birrefringencia. En
particular, el fago M13 ha generado gran interés por su capacidad de auto-organizarse en
estructuras mas complejas para formar LC, teniendo como resultado ensambles
supramoleculares a través de interacciones intermoleculares débiles. Por lo tanto, lo

importante de estos LC es que pueden funcionar como plataformas para sintetizar y disefiar
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nuevos materiales con propiedades novedosas a la medida, ya que la superficie de la capside

puede ser modificada quimicamente o genéticamente. [15;40]

El bacteriéfago M13 bajo las condiciones adecuadas se organiza espontaneamente en LC.
Estos pueden adoptar las diferentes fases: nematica, colestérica y esméctica, las cuales se
generan en funciodn de la concentracion o de la temperatura. Las fases nematicas se obtienen
a concentraciones relativamente bajas (0.1-0.2 mgml?!), a medida que aumenta la
concentracion la fase cambia a colestérica (0.2-0.5mgml?) y si la concentracién continGa
incrementando se obtiene una fase esméctica (4-6 mgml?). Ver figura 9 a). Sin embargo, se
ha observado que el método de preparacion también influye en la formacion de distintas fases
asi Chung et al., trabajaron con el fago M13 sintetizando peliculas delgadas por el método de
dip-coating obteniendo diferentes fases de LC. Ellos argumentan que las fuerzas interfaciales
se modifican debido a la fuerza de “pulling” debida a la velocidad de extraccion del sustrato, la
concentracion iénica, la quimica de la superficie del fago y las propiedades de la superficie del

sustrato, ver figura 9 b).[39

Nematica Colestérica Esmeéctica

0.1-0.2 ™4 0.2-0.5 ™9 4-6™9

=
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Figura 9. a) Fases de cristal liquido del bacteriéfago M13 obtenidas a diferentes concentraciones. Tomado de la referencia [39]

|
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Substrate

LC phase
transition

Figura 9. b) Esquema del autoensamble de las particulas de M13 en un substrato generando cristales liquidos en diferentes fases. Tomado

de la referencia [39]

Con este método y usando el fago M13 a diferentes concentraciones obtuvieron 3 variantes de
las fases de cristal liquido: nematica ortogonal, helicoidal colestérica y helicoidal esméctico. La
obtencion de estas fases se verificd por diferentes técnicas de analisis (difraccion de rayos X
a bajo angulo, microscopia de luz polarizada, microscopia de fuerza atomica). En la Figura 10a
se muestran las estructuras obtenidas empleando una solucion de fago a la misma
concentracion, pero con una velocidad de extraccién que disminuye a medida que se va
extrayendo el sustrato. Estas franjas estan formadas por estructuras que forman surcos y
crestas y en ellas se ve claramente la orientacion del fago, como puede apreciarse por

microscopia de fuerza atémica en la Figura 10 b).
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Figural0. a) Imagenes obtenidas por microscopia de luz polarizada del fago M13wt. b) Imagenes obtenidas por AFM, se muestran las

estructuras que opto el bacteriéfago M13. Tomado de la referencia [39].

Por otro lado, L. Shuaiyu. et al. empleando el fago M13 produjeron LC con arreglo colestérico.
Ellos estudiaron el efecto de la temperatura en las transiciones de fase. De este modo
observaron transicion de fase de colestérica a nematica al aumentar la temperatura en el
intervalo de 60 °C a 40 °C. Observaron que la transicion de fase era reversible, concluyendo
de manera directa que la concentracion del fago y la fuerza idnica de la suspension no son los

Unicos factores que promueven la transicién de fases.jo) Figura 11.
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Figura 11. Imagenes obtenidas por microscopia de luz polarizada de LCs del fago M13, en la imagen A) se muestra una imagen tipica de
una fase colestérica, en el esquema se muestra la posicion de cada fago (barras rosas), en la imagen B) se observa una imagen
caracteristica de una fase nematica, y el esquema la orientacion de los fagos. Como se observa esta transicion sucede al cambiar la

temperatura del LC. Tomada de la referencia [40].

Estudios espectroscopicos como dicroismo circular (DC) y fluorescencia intrinseca, mostraron
que la transicion de fase esta asociada al cambio conformacional de la proteina p8 que forma
la capside del fago. En general la region hidrofébica es responsable de las interacciones entre
las proteinas p8 y en particular el aminoécido triptéfano (W26) juega un rol importante en el
empaquetamiento de la proteina, debido a que hay contactos directos entre p8-p8 por enlaces
hidrogeno o por apilamientos de enlaces pi (11-11). En principio cualquier modificacién de este
aminoacido o de su ambiente deberia afectar el ensamble de la capside del fago. Por lo tanto,
ellos analizaron el ambiente alrededor de éste el triptéfano agregando a la solucion del fago
M13 moléculas de 1-anilino-8-naftalenosulfonato (ANS). El efecto de agregar esta molécula
fue evaluado por fluorescencia a diferentes temperaturas y observaron un desplazamiento del
maximo en funcién de la temperatura, el cual fue reversible y coincidente con la temperatura
de transicion. Del mismo modo realizaron el analisis estructural del fago mediante DC
observando ligeras variaciones en el espectro en funcion de la temperatura. Si bien estas
variaciones, aparentemente no afectan la estructura a-hélice de la proteina p8 coinciden con

la transicion de fase, como puede analizar en la Figura 12 [40]
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Figura 12. Imagenes a) Se muestran los espectros de fluorescencia intrinseca a diferentes temperaturas de calentamiento y

enfriamiento. b) Espectros de dicroismo circular (DC) a diferentes temperaturas de calentamiento y enfriamiento tomadas de la

referencia [40].

1.5.4 Bacteriofago M13 como plantilla

Gracias a las caracteristicas Unicas del fago M13 tales como monodispersidad, estabilidad

guimica y térmica, modificacion de la superficie (quimica y genética), autoorganizacion en LC

es una excelente particula para emplearse como plantilla para la nucleacién, biomineralizacion

de materiales inorganicos ordenados y auto-ensamblados. La sintesis de materiales

especificos puede alcanzarse modificando la capside del fago al insertar grupos funcionales

afines a estos materiales.(111 Y luego aprovechando la capacidad del fago de autoorganizarse

se puede emplear como plataforma para arreglar materiales en 3D.
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Un ejemplo de este tipo de aplicacion se realizé en nuestro laboratorio (a1 al usar como plantilla
al bacteriéfago M13 para la sintesis de estructuras mesoporosas de SiO2 decoradas con
nanoparticulas de oro y platino.

Por la técnica de bioconjugacion se modificaron a los grupos amino de la proteina p8 de la
capside del fago insertando grupos tioacetato, que posteriormente se desacetilaron para
producir SH. Se escogi6 este grupo debido a su afinidad con iones de metales como Au, Ag,
Pd, etc. De tal forma que sirvieran como puntos de nucleacidn para sintetizar NPs. Se usaron
dos moléculas de diferente longitud N-succinimidil S-acetiltioacetato (SATA) o N-succinimidil
S-acetiltiopropionato (SATP) para realizar esta reaccion y al fago obtenido se le llamo M13-
SH. Para la sintesis de los mesoporos se emple6 una mezcla de tetraetilortosilicato/3-
aminopropil trietoxisilano (TEOS/APTES) que en presencia de M13-SH (a concentraciones de
4 mg/mL) se autoensambl6 en fases hexagonales y sobre la superficie se polimerizé SiO2. En
las etapas iniciales de polimerizacién se agregé una solucién que contenia iones de Au®*, los

cuales nuclearon en la superficie del fago en los grupos SH.

Figura 13. Imagenes TEM tomada de la referencia [35]. Se muestra los mesoporos formados por el bacteri6fago M13, a) y d) son mesoporos
funcionalizados con SATA, b) y e) funcionalizados con SATP, c) y f) son imagenes del M13 sin ninguna modificacién quimica. Tomada de

la referencia [41]
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De acuerdo con los resultados de la caracterizacion de los mesoporos (espectroscopia de
rayos-X a bajo angulo (SAXS), espectroscopia infrarroja (IR), espectroscopia UV-Vis y
microscopia electrénica de transmision (TEM)), se propuso que el fago se organizd en
estructuras de LC hexagonales y en la superficie polimerizé el SiO2. Los mesoporos de fago
sin funcionalizar, tienen un tamafno de poro ~4.5 nm y un espesor de pared de ~1.8 nmy las
nanoparticulas se encuentran en la superficie e incluso pueden estar obstruyendo la entrada
del poro. En contraste, los mesoporos obtenidos con M13-SH contenian nanoparticulas
incrustadas en las paredes del material y se liberaba el canal del poro (ver figura 13). Esta
caracteristica de poro libre es muy ventajosa ya que varios materiales pueden viajar en los
poros teniendo una gran variedad de aplicaciones en catalisis. Por lo tanto, los autores
observaron la virtud de usar el bacteriofago como plantilla en la nucleacion de materiales y

sintesis de materiales mesoporosos, sin afectar la estructura del bacteriéfago M13. [a1
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2 Hipotesis y objetivos

2.1 Planteamiento del problema

Recientemente se ha tenido interés en generar materiales innovadores a escala hanométrica
proporcionando un mayor beneficio en costo y en sustentabilidad. Lo cual nos obliga a buscar
nuevas herramientas, como es el uso de moléculas biolégicas como bioplantillas para la
sintesis de materiales (inorganicos, hibridos, etc.). En particular, el bacteriéfago M13, por su
facil manipulacion y capacidad de autoorganizacién en cristales liquidos, puede emplearse
como plataforma para sintetizar y ordenar materiales. En este trabajo se ha propuesto estudiar
la influencia de los aminoé&cidos (aa) de la proteina p8, en las propiedades estructurales de la
capside. Asi mismo, se propone introducir cisteinas (C) que contengan grupos afines para la
sintesis de nanoparticulas (NP) de metales nobles. Con este estudio nos proponemos
contestar las siguientes preguntas. ¢ El bacteriéfago M13 es capaz de tolerar mutaciones en la
region hidrofébica de la proteina p8, sin afectar la estructura hélice a y el autoensamble en la
capside? ¢ Es posible que estas mutaciones sirvan como puntos de nucleacién para la sintesis
de NP de Auy Ag?

2.2 Hipotesis

Ya que se ha reportado que el fago es una particula cuya proteina p8 tolera casi cualquier
mutacion sin afectar la ensamble y la estructura de la proteina p8, nuestra hipétesis de trabajo
es que podemos mutar los amino&cidos (aa) valina en la posicion 31 por cisteinas sin afectar
la estructura y que simultaneamente sirvan como puntos de nucleacion para la obtencion de
NP.
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2.3 Objetivos

2.3.1 General
+ Estudiar la estructura del bacteri6fago M13wt (fago nativo) y de las mutantes
L14V/V31C y M28R/V31C, mediante técnicas espectroscopicas para entender la
influencia que la identidad del aminoacido juega en la p8 y en el ensamble del fago.

2.3.2 Especificos

+ Realizar mutaciones funcionales en la parte hidrofébica de la proteina p8. De manera
especifica estas mutaciones deberan incluir la insercién de cisteinas.

+ Caracterizar estructuralmente por técnicas espectroscopicas (espectroscopia UV-
Visible, dispersion dindmica de luz (DLS), dicroismo circular (DC) e infrarrojo (IR)) al
bacteriofago M13wt y mutantes obtenidas.

+ Estudiar el uso de las mutantes de M13 como plantillas el M13 para la sintesis y

ordenamiento de NP metalicas de Au y Ag.
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3 Materiales y metodologia

3.1 Materiales

Vector M13mp18 y Q5 Hig-Fidelity DNA Polymerase de New England Biolabs, bacteria E. coli
cepa XL1-Blue de Stratagene, medios de cultivo Luria-Bertani Broth Base (LB), Luria-Bertani
Agar de Invitrogen, Polietilenglicol MM ~8,000 (PEG), marcadores (1Kb ladder) y reveladores
de DNA (EZ-Vision-Two), IPTG (40 pg/mL) y X-Gal (32 ug/mL) de Amresco, cloruro de sodio
(NaCl), tetraciclina , tetracloruro de oro trihidratado (HAuCls.3H20), borohidruro de sodio
(NaBHa4) y nitrato de plata (AgNOs) de Sigma-Aldrich, dithiothreitol (DTT) de Bio-rad, acido

borico (HsBOs, Tecnica Quimica), hidroxido de sodio (NaOH) de Merck y agua desionizada Milli-

Q.

3.2 Metodologia

3.2.1 Amplificacion y purificacion del bacteriofago M13wt

Para la amplificacion del fago, se inocul6 250 mL de LB con 2.5 mL de E. coli (XL1-Blue),
crecida durante la noche y suplementado con tetraciclina (Cf=10 pg mL™'), el medio inoculado
se crecid un lapso de 16 hr, a 32 °C con agitaciéon a 240 rpm. Para la purificacion del fago, el
cultivo se centrifugd por 15 minutos a 9820 x g a una temperatura de 4 °C. Se recolect6 el
sobrenadante, donde se encuentra el fago amplificado, se adicion6 1/5 del volumen
recolectado de una mezcla de PEG (20 %) y NaCl (2.5 M), y se incub6 por 2 hr en hielo.
Después se centrifugd nuevamente por 10 minutos a 15, 344 x g a 4 °C. Se recolectd el
sedimento y se resuspendio en agua estéril. El fago se precipito nuevamente (PEG y NaCl).

Finalmente, el sedimento se resuspendié en el volumen adecuado de agua estéril o buffer.
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3.2.2 Modificacion genética del bacteriéfago M13 (M13mp18)

En este trabajo se disefiaron dos mutantes, dichos cambios son en la region hidrofobica de la
proteina p8 de la capside del fago M13. Como se ha mencionado, esta region contribuye a la

estabilidad estructural.

La secuencia de aa de la proteina p8 del fago M13 silvestre (wt), se muestra a continuacion:

1 10 20 30
gct gag get gac gat coc gea aaa gog goc bt aac tec cte caa goc tea gog ace gaa tat atc get tat geg teg gog_ate gtt gtt
AE GDDPA K AAFN SLQASA ATTEVYI GVYAWA M VYV

40 50

gte att gtc ggc gea act atc get atc aag otg ttt aag aaa tte acc teg aaa gea age

v v 6 A TI 61 K LFK KFTSK A S

Entonces se disefiaron primers, de tal suerte que en el gen p8 el coddn que codifica para la
valina (V) 31 se sustituyera por un coddn que codifica para cisteina (C), sin embargo, ocurrié
otra mutacion en la posicion de leucina (L) 14 por valina (V) espontaneamente; a esta mutante
se le nombré L14V/V31C. De igual manera se disefid otra mutante, que en la misma posicion
de valina (V) 31 se sustituyera por el codén que codifica para cisteina (C) y el codén de
metionina (M) 28 por arginina (R), denominada M28R/V31C.

Mediante el método de mutagénesis dirigida por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR,
en inglés), se realizaron los cambios a la secuencia de la proteina p8. Cada mutante se prepard
de acuerdo con el protocolo de la Q5 Hig-Fidelity DNA Polymerase. El producto de PCR se
transformé en células competentes de E.coli (XL1-Blue) y se plant6 en cajas de LB

suplementados con tetraciclina, IPTG (Cf= 40 ug mL) y X-Gal (Cf= 32 ug mL™?)

Las placas obtenidas se amplificaron en 5 mL de medio LB suplementado con tetraciclina por
un lapso de 5 hr a una temperatura de 37 °C a 240 rpm. El cultivo se centrifug6 a 9820 x g por
15 minutos, se recolectd el sobrenadante de cada mutante y se almacen6 a 4 °C. Estas
muestras se emplearon como stocks de M13 mutante para la amplificacion a gran escala. El
sedimento obtenido se emple6 para la extraccion y purificacion del ADN, de acuerdo con el

protocolo de GenElute Plasmid Miniprep Kit.
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3.2.3 Amplificacién y purificacion de las mutantes

Para la amplificacion de las mutantes se inocul6 250 mL de LB con 2.5 mL de E. coli (XL1-
Blue), crecida durante la noche y suplementado con tetraciclina (Cf=10 ug mL), El medio
inoculado se creci6 un lapso de 4 hr, a 32 °C con agitacion a 240 rpm. Para la purificacion del
fago, el cultivo se centrifugo por 15 minutos a 9,820 x g a una temperatura de 4 °C. Se
recolectdé el sobrenadante, donde se encuentra el fago amplificado, se adicioné 1/5 del
volumen recolectado de una mezcla de PEG (20 %) y NaCl (2.5 M), se incubd por 2 hr en hielo.
Después se centrifugd nuevamente por 10 minutos a 15, 344 x g a 4 °C. Se recolecto el
sedimento y se resuspendio en agua estéril. El fago se precipito nuevamente (PEG y NacCl).

Finalmente, el sedimento se resuspendio en el volumen adecuado de agua estéril o buffer.

3.3 Caracterizacion del fago M13 y mutantes

3.3.1 Espectroscopia UV-Vis
La concentracion de la solucion del fago M13 se calcula de acuerdo con la ecuacién 1.:
Azeg — Az =C " l-& 1)

Donde C es la concentraciéon en mgmL-, | es la longitud del paso 6ptico (1 cm) y ¢ es el
coeficiente de extincién que es igual a 3.84 cm?mg. Se considera la absorcion caracteristica
a 269 nm, ya que a esta longitud de onda se obtiene la contribucion de la proteina p8 y el ADN
viral presente en el fago. La absorcién se midié en un espectrofotdmetro Nanodrop 2000
(Thermo Scientific). Las mutantes se cuantificaron por el mismo método. Sin embargo, el
maximo de absorcion se desplazd, probablemente debido a la introduccion de cistinas
interparticula entre proteinas p8.

3.3.2 Secuenciaciéon de las mutantes

El ADN obtenido de las miniprep se secuencid por tecnologia capilar en los Laboratorios de
Servicios Gendmicos LANGEBIO.
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3.3.3 Reduccion de Cistinas de las mutantes obtenidas

Debido a que se introducen grupos tioles en la proteina p8 y a la reactividad de estos grupos
con otros adyacentes existe la posibilidad de que durante el ensamble de la capside se oxiden
y formen cistinas. Para regenerar los grupos tiol, estos se reducen con DTT como se describe
a continuacion. A una suspension diluida de fago M13 en buffer de boratos (1M) se agrego la
cantidad adecuada de DTT para obtenerlo una concentracion final de 0.01M. La reaccién se
incubd a 37 °C durante 20 hr con agitacion constante (200 rpm). Después se dializé en agua
estéril y con agitacion moderada durante 48 hr. El fago se concentré6 nuevamente mediante
precipitacion con PEG y NaCl. Inmediatamente se caracterizé por espectroscopia UV-Vis para

confirmar el corrimiento del maximo de absorcion a 269 nm, caracteristico del fago.

3.3.4 Espectroscopia de dicroismo circular (DC)

El analisis de estructura secundaria se realizé por dicroismo circular (DC) en el intervalo de
190-250 nm (UV-lejano). Para este estudio se prepard una solucion de fagos M13 a una
concentracion de 0.1 mg mL* en agua milli-Q previamente desgasificada y estéril, se emple6
una celda de cuarzo de 0.1 cm de paso Optico. Cada espectro se realiz6 con un tiempo de
respuesta de 4 segundos, a una velocidad de barrido de 5 nm min con un ancho de banda
de 2 nm y los datos obtenidos se registraron cada 0.2 nm. Cada espectro es reportado en

elipticidad del residuo medio (MRE) en grados cm? dmol*

MRE = % @)

La fobs es la sefial observada en el espectro en miligrados, MRW es la masa molar del residuo
medio, para el caso de las muestras del fago M13 se uso el valor en 104 g mol%, [ es la longitud
del paso 6ptico en cm y C es la concentracién del fago M13 en mg mL™1. Para este andlisis se
us6 un espectropolarimetro Jasco modelo J-715, el cual tiene integrado un controlador de
temperatura Peltier PTC-348WI.
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3.3.5 Espectroscopia Infrarroja (FT-IR, Fourier)

El andlisis de las vibraciones del fago se estudid por espectroscopia infrarroja (FT-IR) acoplado
a un Attenuated Total Reflection (ATR). Las muestras se obtuvieron en forma de pelicula a
partir de una solucién de fago (0.1 mg mL?). Se empled un equipo Perkin EImer modelo
Spectrum GX. El intervalo de medicién fue de 320-4000 cm%, con una resolucién de 4 cm?y

los datos se guardaron cada cm™.

3.3.6 Dispersiéon dindmica de luz (DLS)

3.3.6.1 Determinacién de la distribucion de tamafo de particula

El tamafio de particula del M13wt y de las mutantes se determind mediante la técnica de
dispersion dindmica de luz (DLS). En un experimento tipico se tom6 1 mL de cada muestra a
una concentracion de 0.1 mg mL?, usando una celda de 1 cm de paso 6ptico (modelo
DTS0012). Los pardmetros para el andlisis del tamafio de particula se ajustaron en el equipo
Malvern Zetasizer Nano modelo ZSP, con un laser de 10 mV de He-Ne a una longitud de onda

de 632.8 nm. A continuacion, se dan los parametros usados en cada experimento:

e Tipo de método: Size

e Material: Proteina, indice de refraccion = 1.450, absorcién = 0.001.

e Dispersante: agua, temperatura = 25 °C, viscosidad = 0.8872 cP, indice de refraccion =
1.330.

e Temperatura: 25 °C, tiempo de equilibrio = 120 s.

e Medicion: &ngulo de medida = 173° backscatter (NIBS default), duracion de la medicion
= manual, nimero de corridas = 10, duracién de corridas = 10 s, numero de medidas =

10, retraso entre mediciones = 0 s.
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3.3.6.2 Determinacién del punto isoeléctrico mediante el método de Potencial zeta
(ZP)

El analisis de punto isoeléctrico del M13wt y de las mutantes se determiné por la técnica de
titulacién (Multipurpose titrator MPT-2), este experimento requirié 10.0 mL de cada muestra a
una concentracion de 1x10%° fagos mL™l. Para obtener estas concentraciones se usé la

ecuacion 3, donde PFU es la unidad formadora de placas (fagos mL™1).

6x1016fagos)

(A269_A320)( L

# de bases

PFU = 3

Se consideraron las absorbancias a una longitud de onda de 269 y 320 nm. El nimero de
bases del vector M13mp18 es 7249 pb.

A continuacion, se dan los pardmetros usados en cada experimento:

e Tipo de método: pH titulacion

e Material: Proteina, indice de refraccion = 1.450, absorcion = 0.001.

e Dispersante: agua, temperatura = 25 °C, viscosidad = 0.8872 cP, indice de refraccion =
78.5.

e Seleccién F(ka): Modelo = Smoluchowski, valor F(ka) = 1.50.

e Temperatura: 25 °C, tiempo de equilibrio = 120 s.

e Medicion: angulo de medida = 173° backscatter (NIBS default), duracién de la medicién
= automatico, numero de medidas = 3, retraso entre mediciones =0 s.

e Medicion de potencial zeta: Automatico, numero de mediciones = 3, retraso entre
mediciones = 0 s.

e Titulacion: &cido = HCI, concentracion = 0.1 M, base = NaOH, concentracion = 0.12 M.

e Secuencia de pH: pH de inicio 3.0, pH final = 12.0, incrementos = 0.02, puntos = 45, pH

de tolerancia = 0.5.
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3.4 Bacteri6fago M13 y mutantes como plantilla para sintesis de

nanomateriales inorganicos

3.4.1 Nucleacidon y crecimiento de nanoparticulas de oro y plata en la capside del fago

M13 y mutantes

Como se menciond, los grupos tioles (SH) poseen una afinidad a iones de metales nobles
como el Au, Ag, Cu, etc. y son altamente empleados en moléculas estabilizantes de NP de
estos materiales. En este trabajo se nuclearon NP de Au y Ag en la proteina p8 de la c4pside
del fago M13 y mutantes. A una alicuota de 20 uL de fago (2 mg mL™?), se agregé 100 uL de
HAuCls.3H20 (5 mM) y se incubo por 16 horas a temperatura ambiente.

Finalmente, se realiz6 la reduccion adicionando 100 yL NaBHa4 (5 mM). Para la sintesis de NP
de plata se us6 la misma metodologia empleando una solucién de AgNOs (5 mM). Esta
reaccion se hizo simultaneamente con M13 wt y cada una de las mutantes.

3.4.2 Caracterizacion de fago wt y mutantes con NPs de oro y plata por espectroscopia
UV-Vis

La solucibon de M13-NP se caracterizd6 por espectroscopia UV-Vis, usando un
espectrofotometro Hewlett Packard en el intervalo de 200-800 nm. Los espectros se hicieron

empleando una celda de cuarzo (QS de un volumen de 300 puL) de 1 cm de paso optico.

3.4.3 Microscopia electronica de transmisién (TEM)

La caracterizacion del fago nativo y las mutantes decoradas con nanoparticulas de oro y plata,
se hizo mediante microscopia electronica de transmision (TEM). Las imagenes se sacaron en
un equipo JEOL 2010 (Field emission) operado a 200 kV en modo campo claro. Se tomaron 3
pL de cada muestra y se depositaron en una rejilla rejillas de cobre (200 mesh), a la cual se le

retiré el exceso de liquido y se dejo secar a temperatura ambiente.

3.4.4 Sintesis y caracterizacién de peliculas delgadas de fago M13wt y mutantes
La sintesis de peliculas delgadas se llevé a cabo con soluciones de M13 (wt y mutantes), la

concentracion de las muestras del M13wt es de 7 mg mL y para las mutantes reducidas y sin
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reducir se utilizé a una concentracién de 0.1 mg mL1. La solucién se deposité en forma de
gota, (alicuotas de 10 pL de cada fago) a un angulo de 45° sobre un portaobjetos previamente
limpiado (Figura 14). Inmediatamente se tap6 con un cubreobjetos y se dejé reposar por 1
mes. Después de ese tiempo, se observo cada pelicula usando un microscopio MEIJI (con un
lente objetivo de 100X) y equipado con polarizadores Thorlabs LMRL1.

45°
=

Figura 14. Deposicidn de la muestra en el cubreobjetos en un angulo de 45°.
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4. Resultados y discusién

4.1 Purificacion del ADN por Miniprep

Posterior a la purificacion del ADN se realiz6 un gel de agarosa para verificar el tamafio y la pureza del
ADN del M13wt y de las mutantes L14V/V31C y M28R/V31C, observandose (Figura 15) que las

mutantes poseen el mismo peso del fago M13wt (alrededor de 7249 pares de bases, bp).

Mi3wt L14V/V3IC M28R/V3IIC

100~
8.0~
7.0~
6.0
5.0-
4.0~
3.0~
2.0~
1.0~
0.5~

Figura 15. Gel de agarosa (1%, p/v). El primer carril PM contiene el marcador de peso molecular (Quick Load DNA Marker, Broad Range,
New England, BioLabs), los carriles M13wt, L14V/V31Cy M28R/V31C, corresponde al fago nativo y a las mutantes. En todos se observan

dos bandas, una para el plasmido relajado y otra del plasmido superenrrollado ( ~7 Kbp)
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4.2 Secuenciacion de las mutantes

Los electroferogramas obtenidos de la secuenciacion se muestran en la figura 16. Estos muestran que
se obtuvieron las mutaciones deseadas en la secuencia de la proteina p8 del bacteriéfago M13.

acaaTlacalaaAcaaccANC 6CCCACGCATAACCGATATATTCGGTCGCTG AGGCTTGGG

l l

i i ARG

ACAGCTTGBGATACCGBGATAGTTGCGCCG /«CA»‘«T A CAA CIG(‘,(‘.CACG(IATAAC(‘.G ATATA

| \

e Arginina
Cisteina

Al

60

-—

alki)

r‘ 't

Figura 16. Se muestran los electroferogramas de la secuenciacién de las mutantes, en la parte superior se muestra la mutante L14/V31C

e inferior a la mutante M28R/V31C.
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4.3 Amplificacién, purificacién y caracterizacién del bacteriéfago

M13wt y sus mutantes

Como se ha mencionado en el capitulo 3 se determind la concentracion del fago por la técnica
de espectroscopia UV-Vis de acuerdo con la ecuacién 1. El espectro de absorciéon UV
caracteristico del fago M13wt, cepa silvestre (grafico en color negro en la figura 17) exhibe un
maximo a una longitud de onda a 269 nm. En esta region se observa la contribucion de las
proteinas y sSADN, mientras en 320 nm se detecta la dispersion de la luz debida a agregados
de particulas de fagos no ensamblados. Para determinar el correcto ensamble del fago se usé

la relacion de la absorcion a las longitudes de onda 260 y 280 nm, dicha relacién debe estar

alrededor de: 426¢ ~ 1.3,

280

En la figura 17 se muestran los espectros que se obtuvieron de las mutantes L14V/V31C y
M28R/V31C. En el caso de estas dos mutantes, se observa un corrimiento al azul del maximo,
el cual ocurre cerca de 262 nm (figura 17a) probablemente debido a la formacion de cistinas,
gue contribuyen a la absorcién en esta region. Por lo anterior, hipotetizamos que subunidades
de proteina p8 localizadas en particulas virales vecinas pueden formar puentes disulfuro
interparticula. Entonces, al realizarse la reduccion de dichos puentes disulfuro en las mutantes,
habria una correccion en el maximo de absorcién que regresaria a aproximadamente 269 nm.

Esta observacion se muestra en la figura 17 b).
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— M13wt
—M28R/V31C
—L14V/V31C

Absorbancia (u.a)

262 nm 269 nm

T 1 ] Je=
220 240 260 280 300 320 340
Longitud de onda (nm)

Figura 17a. Espectros de UV-Vis del fago M13wt, L14V/V31C y M28R/V31C. Se muestra la diferencia en los maximos de absorcion, las
mutantes L14V/V31C y M28R/V31C previo a la reduccion del enlace cistina.

— M13wt
~——M28R/V31Cr
—114V/V31Cr

Absorbancia (u.a)

oIlllllllllllllllllIIIIIIlIII]III

220 240 260 280 300 320 340
Longitud de onda (nm)

Figura 17 b. Espectros de UV-Vis del fago M13wt, L14V/V31C y M28R/V31C.) Se muestran los espectros de las mutantes después de la

reduccion de los puentes disulfuro, mostrando el desplazamiento a 269 nm para las tres muestras.
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4.4 Efecto de las mutaciones sobre la estructura de la proteina p8 de

la capside del fago

4.4.1 Estructura secundaria. Dicroismo circular

Para obtener informacion acerca de la estructura secundaria de la proteina p8 se obtuvieron
espectros de dicroismo circular (DC) en la region comprendida entre 250 y 190 nm (UV-lejano).
En esta zona espectral, la sefial de DC (elipticidad) es un reflejo, principalmente, de la
interaccion entre los croméforos de amida 531 y depende, por lo tanto, del arreglo espacial que
éstos tengan en un polipéptido o proteina.is3 El espectro de DC se puede considerar, entonces,
como una suma de contribuciones de los diferentes tipos de estructura secundaria presentes
en una proteina. Por otro lado, si consideramos que en la particula del virus M13 el 98% en
masa de la proteina total corresponde a la p8, es evidente que la sefal de DC de la parte
proteinica del virus sera fundamentalmente debida a la conformacion de esta proteina dentro
del ensamblado del virus. Sin embargo, el virus esta constituido también por un 13% de ADN,
y esta biomolécula presenta sefal de elipticidad en el UV-lejano, aunque ésta es, en general,
bastante menor que la de las proteinas.;zo) En principio, entonces, el espectro DC del virus en
el UV-lejano contiene también contribuciones provenientes tanto del ADN como de

interacciones ADN-p8.

La Figura 18 se muestran los espectros DC del virus M13wt (fago nativo) y las mutantes
L14V/V31Cy M28R/V31C reducidas (sefialado como subindice “r’) y sin reducir, en la zona de
250 a 190 nm. Para el virus silvestre, el espectro es muy similar al reportado anteriormente
10;245; las bandas intensas cerca de 222, 208 y 192 nm, son tipicas de proteinas con un alto
contenido de hélice a s3], si bien la magnitud de la elipticidad es bastante mayor a 222 que a
208 nm. Esta caracteristica del fago M13 ha sido atribuida a una sefal particularmente intensa
del Unico residuo de triptéfano de la p8, o bien a una interaccion particular entre la p8 'y el ADN

[30;43,44].

37



=
=
|

80 -
] M1 3wt
5 60
E ]
-
E a0 —-|
H 1
-] 1
2
_3 20 =
- 1
* ]
E ]
z 0]
=2 =
-40 | T ™ T T T —r
190 200 210 220 230 240 250
Longnud de onda (nm)
100 =
B0 — ]
] -'“\ — MIERIVEIC 50 -] e Ll
&0 -] ‘\ - MEERMAICT 7 L14Wv3ICT
-] \ T 50
i \ s ]
= 407 \ s .
S \ E w0
5 ] \ . i
g 1 s 7
& o -
.E 20 . E 4
5 ] = 20
- = ]
= i = N
= - s-e 4
® - 2 -
: 5 o
= ] =) .
- A = 1
_20.] \ / o
= -\-\-H-\-H-\'"-\—\_\__ -
- 4 n . 1 | : : ' - | - N ' - | : : ' ' | ' - ' - | N . 1 ' I ' - 40 T T 'I T T T T I T LI T [ T T T T I T T T T I T T T T I T T
1 6 ane . - — - 190 200 210 220 2130 240
Langied de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 18. Espectros de DC, se muestra en la region UV-lejana, del fago M13wt y mutantes.

Como puede apreciarse en la Figura 18, los espectros de todas las mutantes estudiadas
muestran la misma forma que el espectro de M13 silvestre, pero se notan disminuciones en la
magnitud de [0]mrw (elipticidad promedio por residuo) en toda la region del UV-lejano: en
ambas mutantes sometidas a tratamiento con agente reductor los cambios de [0]lvrw a 222 y
208 nm, con respecto a M13wt, son relativamente menores (entre 7 y 13%, aproximadamente),

mientras que en las mutantes sin reducir los cambios son bastantes mayores (de 34 a 54%).
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En todos los espectros, sin embargo, se observa que la relaciéon ([0]vrw, 222 / [0]MRw, 208) tiene
valores entre 1.42 y 1.5, que es el valor caracteristico del virus M13wt.[3090 Con el objetivo de
determinar en forma cuantitativa los cambios observados en los espectros de DC, éstos fueron
analizados para estimar el contenido de estructuras secundarias en cada una de las muestras.
Usamos los algoritmos CONTIN-LL 461 y SELCONS3 7], que se encuentran implementados en
el servidor web DichroWeb [4s]. Dichos algoritmos permiten determinar cuatro tipos de
estructura secundaria: hélice o, segmentos B, giros (turns), y segmentos no estructurados
regularmente (unordered); a su vez, las hélices a y los segmentos 3 son divididos en dos
clases, regulares e irregulares. Para calcular los contenidos (porcentajes) de estructura
secundaria los algoritmos usan bases de datos compuestas por espectros de DC de varias
proteinas con diferentes tipos de plegamiento, y cuyas estructuras tridimensionales se han
determinado por difraccion de rayos-X; en este trabajo se emple6 el dataset 4, que incluye 42
espectros de proteinas globulares en estado nativo. Ademas, DichroWeb proporciona el
espectro de la proteina analizada reconstruido a partir de los resultados, asi como el valor de
NRMSD (normalized root mean square deviation), que es un indicador de la diferencia entre el
espectro experimental y el reconstruido; es decir, cuanto mas parecidos son los espectros
experimental y reconstruido menor es el valor de NRMSD, por lo que este parametro puede
considerarse como indicador de la bondad del ajuste (goodness of fit). Se ha mencionado que
un valor pequefio de NRMSD (menor de 0.22) indica, en varios casos, una estimacion confiable
del contenido estructuras secundarias, que serd bastante parecida a la determinada por
difraccion de rayos-X [4g.
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Figura 19. Resultados de analisis del fago M13wt experimental y reconstruido por el método CONTIN-LL. Datos obtenidos de la refrencia [46]

Los resultados del analisis estructural para el espectro del M13wt se presentan en las Tablas
2 y 3, que corresponden a los métodos CONTIN-LL y SELCONS, respectivamente. Como
puede verse, ambos métodos arrojan valores muy parecidos entre si. Sin embargo, CONTIN-
LL dio valores de NRMSD menores (ver Tablas 2 y 3), lo que indica un mejor ajuste con éste
método, como puede apreciarse en las graficas de los espectros experimental y reconstruido
(Figura 19). Tomando en cuenta lo anterior, los andlisis de los espectros restantes se hicieron
usando CONTIN-LL.

Tabla 2. Valores de método CONTIN-LL [46].

Muestra Helix 1 Helix 2 Strand 2 Turns Unordered  Total NMRSD

M 13wt 0.593 0.338 0.031 0.038 1 0.065
M2BR/V31C 0.284 0.204 0.058 0.185 0.269 1 0.05
M28R/W31Cr 0.537 0.283 0.024 0.066 0.089 0.999 0.062
L14v,/V31C 0.42 0.241 0.038 0.12 0.18 0.999 0.073
L14V,"V31Cr 0.571 0.341 0.046 0.043 1.001 0.066,
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Tabla 3. Valores de método SELCON347).

M13wt 0.615 0.281 0.02 0.017 0.063 0.005 1001 0.065

M28R/V31C 0.272 0.19 0,033 0.057 0.199 0.249 1 0.05
M2BR/V31Cr 0.59 0.245 0.03 0.003 0132 1 0.062
L14v/v31C 0.437 0.204 0.046 0031 0.129 0.153 1 0.073
L14v/v31Cr 0.607 0.295 0.02 0.024 0.039 0.015 1 0.066,

En la Figura 20 se presentan los espectros experimentales y reconstruidos de las variantes
estudiadas; como puede verse, en todos los casos el espectro reconstruido es muy similar al

experimental, lo cual da como resultado valores de NRMSD menores 0.07 o menores.
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Figura 20. Resultados de analisis de las variantes del fago M13 (a)L14V/V31C y b) M28R/V31C experimental y reconstruido por el
método CONTIN-LL. Datos obtenidos de la referencia [46]
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El grafico de barras de la Figura 21 permite hacer una comparacion general de los porcentajes
de los diferentes tipos de estructuras secundarias presentes en el M13wt y en sus variantes
mutadas que se obtuvieron del analisis; para simplificar la comparacién, se consideran en esta
figura los contenidos totales de hélice o y segmentos . El fago M13wt presenta el mayor
porcentaje de hélice total (93%), mientras que las mutantes reducidas L14V/V31Cr y
M28/V31Cr tienen porcentajes ligeramente menores (91 y 82%); desde luego, en estas tres
particulas virales el contenido de otras estructuras en la proteina p8 es poco relevante (7%
como maximo) y, tal vez, no significativo ya que este valor esta dentro del error calculado para
los métodos de analisis [50. Los resultados anteriores sefialan, entonces, que en las mutantes
L14V/V31Cr y M28/V31Cr la proteina p8 tiene una estructura secundaria basicamente

helicoidal, muy parecida a la del virus M13wit.

E Helix1
0.6 1 I Helix2

M13wt M28R/V31C M28R/V31Cr L14V/V31C L14V/V31Cr

Figura 21. Resultados de andlisis del fago M13wt y mutantes. Datos obtenidos de la referencia [46]
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En contraste con los resultados obtenidos para las formas reducidas de L14V/V31Cr y
M28R/V31Cr, las formas no reducidas de éstas dieron porcentajes de hélice total
significativamente menores, y en consecuencia porcentajes mayores de otros tipos
estructurales, que los del fago silvestre (Figura 21). Destacan los contenidos relativamente
altos de giros (12 a 19%) y segmentos no estructurados (18 a 27%) en las variantes L14V/V31C
y M28R/V31C no reducidas. Estos resultados sugieren que en estos dos casos la conformacion
secundaria de p8, ensamblada en forma de particula viral, se ve notablemente afectada.

Por otra parte, en la Figura 22 se puede notar que la presencia de un residuo de arginina en
la mutante M28R/V31C reducida y sin reducir, condujo a una disminucion del contenido de
hélices en p8, con respecto a las formas respectivas de la mutante L14V/V31C, la cual

conserva un residuo de metionina en la posicion 28 (region hidrofobica).

I Strand2
0.3 5 I Turns
I Unordered
[+)
0.25 %(4)
0.2 1
0.15-
0.1 -
0.05 -
0 .

M13wt M28R/V31C M28R/V31Cr L14V/V31C L14V/V31Cr

Figura 22. Resultados de andlisis del fago M13wt y mutantes. Datos obtenidos de la referencia [46]
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4.4.2 Estructura secundaria. Espectroscopia en el infrarrojo (FT-IR, Fourier)

Si bien es fundamental conocer la estructura de la proteina p8, ya que determina la forma del
fago ensamblado, los espectros de DC nos dan un panorama general, pero no son capaces
de identificar plenamente la formacion de puentes disulfuro u otras interacciones que podrian
ser importantes en la estructura del fago. Para obtener informacioén acerca de los enlaces y
grupos funcionales de la proteina p8 se obtuvieron espectros de infrarrojo en la region
comprendida entre 4000 y 320 cm™. Figura 23 (ay b).
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Figura 23. a) Espectros de infrarrojo, se muestran las vibraciones de M13wt y las mutantes L14V/V31C y M28R/V31C (antes

y después del tratamiento con DTT). Se observan las bandas caracteristicas de los enlaces disulfuros.
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Figura 23. b) Espectros de infrarrojo, se muestran las vibraciones de M13wt y las mutantes L14V/V31C y M28R/V31C (antes y después del
tratamiento reductor). Se observan las bandas caracteristicas de la estructura secundaria de los enlaces amida primaria y secundaria. Al

haber introducido grupos tioles se observan en las mutantes las vibraciones SH y de los enlaces disulfuros.

En la Figura 23 b) se muestra el espectro del fago silvestre, en el cual se aprecian las bandas
de las vibraciones (simétricas) de amida | y amida Il a 1649 y 1539 cm, tipicas de estructura
secundaria hélice a [s1, ademas de las bandas asignadas a vibraciones de otros grupos (metilo
(29), metileno, etc.) que corresponden a lo reportado en la literatura. El espectro de las
mutantes L14R/V31C y M28R/V31C muestra algunas diferencias importantes; algunas bandas
se definen méas claramente y otras aparecen. A 535 y 515 cm se observan bandas débiles
asociadas a vibraciones S-S, las cuales desaparecen los minimos intensidad después de
reducir las muestras con DTT, lo que apoya su asignacién. Las bandas a 845 y 960 cm™ no
estan presente en M13wt y corresponden a vibraciones de estiramiento y doblamiento de C-S,
probablemente acopladas a C-C en el caso de las mutantes. La intensidad de las bandas
disminuye considerablemente después de la reduccién y sufren corrimientos de algunos cm-
L.7s:761 Por otro lado, las bandas a 1040, 1100, 1345 y 1429 cm™ no aparecen en la M13wt y
sufren ligeros corrimientos después la reduccion. Estas bandas podrian estar asociadas a
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cambios conformacionales de la p8, que si bien no alteran la estructura de hélice a
probablemente afecten las interacciones de las cadenas de los aminoacidos de las proteinas
en el fago ensamblado. Un comportamiento similar se observa en las bandas entre 2800-2900
cm* asociadas a vibraciones de estiramiento de CHz y CHz2, las cuales sufren desplazamientos
respecto de la wt y después de la reduccion. Las bandas a 2860 cm™, también podria estar
relacionada a vibraciones S-S. Se observa que las bandas no necesariamente aparecen donde
indica la literatura, esto se deba probablemente al cambio en el microambiente de los
aminoacidos antes y después de la mutacion. Sin embargo, la hipétesis de la formacion de
disulfuros se fundamenta en que esta reaccion ocurre en el periplasma de E. coli y la proteina
p8 lo “atraviesa” durante el ensamble del fago. De acuerdo con los resultados se observa de
manera importante que la formacion de S-S no afecta el maximo ni la intensidad de las bandas
amida, por lo que concluimos que la estructura hélice alfa de la p8 se conserva, aunque con

algunos cambios como se describi6.

4.4.3 Microambiente de residuos de aminoéacidos aromaticos. Dicroismo circular

En el virus M13wt, las bandas de absorcion de luz y de DC en la llamada region aromatica o
UV-cercano (310-250 nm) son debidas tanto al ADN como a las proteinas de la capside. En la
Figura 24 se muestran los espectros de DC del M13wt y de las mutantes estudiadas en dicha
region espectral. Las bandas observadas entre 270 y 300 nm, que presentan resolucion
apreciable en picos individuales (estructura fina), son seguramente debidas a residuos
aromaticos de la p8 (W26, Y21y Y24), ya que el ADN muestra sefiales intensas pero carentes
de estructura fina [10,43). Esto es, las bandas individuales de tript6éfano (W) y tirosina (Y) estarian
empalmadas con bandas muy anchas de ADN. De hecho, los espectros de la Figura 22
muestran un aumento considerable de ruido electrénico por debajo de los 285 nm, debido
probablemente a la gran absorcion de luz por parte del ADN. Ademas, las tres cadenas
laterales de fenilalanina encontradas en p8 podrian contribuir a la sefial de DC entre 260y 270
nm, que es la region donde la fenilalanina da sefales de absorcion y DC, aunque éstas son de
baja intensidad [s2,53].

La forma general del espectro del M13 silvestre en el UV-cercano es muy parecida a la
reportada previamente 205, aunque con diferencia relativamente importante en la magnitud.

Dicha diferencia se debe a la diferente concentracion reportada por Gonzalez, et al. ;30 de
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1 mgmL?!y en este trabajo que fue de 0.5 mgmLY, lo cual puede conducir a diferente
interaccion de las particulas virales entre si. Sin embargo, en el estudio presente todas las
muestras usadas tuvieron una concentracion similar, por lo que son directamente comparables.
En general, las mismas bandas de DC estan presentes en todos los espectros de la Figura 24;
tomando como referencia el M13wt, en los espectros de L14V/V31C y M28R/V31C solamente
se aprecian pequefios corrimientos en los extremos de dichas bandas; esto indica que la
polaridad del entorno de los residuos Y y W se conserva practicamente inalterado (s3. En lo
gue toca a las formas reducidas de las mutantes, sus espectros se asemejan bastante en
magnitud global a la del M13 silvestre, sugiriendo que las diferentes interacciones (p8-p8, p8-
ADN, e interparticula) que pueden afectar la rigidez de las cadenas laterales aromaticas estan
bastante conservadas.(s3sj En contraste, los espectros de las formas no reducidas de ambas
mutantes difieren en mayor grado del espectro del virus silvestre. La mutante L14V/V31C no
reducida muestra el espectro de menor magnitud de los cinco espectros en la Figura 24,
mientras que M28R/V31C no reducida tiene el espectro con la mayor magnitud de todos. Estas
observaciones sugieren que las interacciones entre las particulas virales, posiblemente
debidas a la formacion de enlaces S-S, estarian afectando de manera diferente la rigidez del

entorno del triptéfano y las tirosinas de p8.
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Figura 24. Espectros de DC en la region UV-cercano del fago M13wt y mutantes.
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4.5 Dispersion dinamica de luz (DLS) del fago M13wt y mutantes

4.5.1 Distribucién de tamarfio de particula (DLS)

En la figura 25 se muestra los gréficos de la determinacion del perfil de distribucion de tamafio
de particulas en solucion acuosa de fago M13wt y mutantes (L14V/V31C y M28R/V31C). El
tamafio de particula para el M13wt es de (23.59 + 5.4 nm), en un intervalo similar al que se

encuentra reportado por Lin Ma, et al., (49.0 £ 16.9 nm).[eg

De acuerdo con los cambios puntuales que se le realizaron en la proteina p8 de la capside del
M13wt, se esperaria que el tamafio de la particula no sufriera cambios importantes en su
estructura. En la Figura 25a se observa que los tamafios de las mutantes sin reducir aumentan
drasticamente, la mutante L14V/V31C presenta un diametro de (246.3 + 46.26 nm), es decir
10 veces mayor que el tamafio de M13wt y, en el caso de la mutante M28R/V31C su tamafio

es de (79.82 + 15.08 nm) aproximadamente tres veces mas grande que el fago nativo.

En la Figura 25b se muestra los tamafios de las mutantes reducidas, mientras que la mutante
L14V/V31Cr presenta un diametro de (456.3 + 110.6 nm), alrededor de dos veces su tamafio
antes de la reduccion, la mutante M28R/V31C presenta un diametro (18.31 + 3.8 nm), cuatro
veces mayor respecto a la mutante sin reducir. Estas diferencias en el tamafio podrian deberse
a la formacion de puentes disulfuro interparticula, es decir entre fagos adyacentes. Sin
embargo, después de la reduccidn se esperaria que el tamafio disminuyera como ocurre en la
mutante M28R/V31C, debido al rompimiento de los puentes disulfuro entre las particulas
virales, de hecho, se observa que el tamafio es muy similar al del fago wt. En el caso de la
mutante L14V/V31C después de la reduccion el tamafio de las particulas aumenta lo que
probablemente indique que la sustitucién del aa en la posicion 14 favorece las interacciones

entre los fagos causando agregacion.
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Figura 25. Espectros de DLS, se determiné el diametro de particula de M13wt y mutantes (L14V/V31C y M29R/V31C) antes y después

del tratamiento reductor. En la figura a) se muestran los tamafios antes de haber sido reducidas y en la b) se muestran los tamafios

después de haber sido reducidas.
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4.5.2 Determinacion del punto isoeléctrico mediante el método de Potencial zeta
(ZP)

La estimacion de la carga neta del fago M13 no solo depende del nimero de residuos
ionizables contenidos en las proteinas, sino también de la molécula de ssADN (grupos fosfato).
En este trabajo, es fundamental conocer que cambios se presentan debido a los cambios
puntuales en la secuencia de aminoéacidos de la proteina. js9;71) La estructura del fago presenta
2700 copias de la p8, que es la proteina mayoritaria de la cipside por lo que se espera
modificaciones en el punto isoeléctrico del fago. El punto isoeléctrico M13wt fue de 4.06, muy
similar al reportado por Dong et. al. 70.. Las mutantes mostraron cambios importantes en el
punto isoeléctrico, la mutante M28R/V31C mostré un valor de 3.32 mientras que para la
mutante L14V/V31C fue de 3.19 (Ver Figura 26).

En el caso de L14V/V31C reducida, no se pudo determinar el punto isoeléctrico debido a que
el sistema no era estable, probablemente debido a que el cambio en la posicion 14 provoca
gue los aminoacidos estén mas expuestos y se agreguen las particulas de fagos como ya se
menciond. Por otro lado, la mutante M28R/V31C reducida si es estable y se obtuvo un punto
isoeléctrico de 6.3, mayor que la mutante sin reducir y que el fago nativo. Esto pudiera deberse
a que los grupos tioles pueden ionizarse facilmente. Se sabe que la cisteina libre tiene un pKa
= 8.1; de esta manera, a pH mayor al pKa, los grupos tioles se desprotonan. La figura 26 b)
parece confirmar este hecho, ya que a partir de pH 8 hay una disminucién en la carga

superficial por la desprotonacion de estos grupos.
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Figura 26. Espectros de DLS, se determiné el punto isoeléctrico de la particula de M13wt y mutantes (L14V/V31C y M28R/V31C)
antes y después del tratamiento reductor. En la figura a) se muestran los tamafios antes de haber sido reducidas y en la b) se
muestran los tamafios después de haber sido reducidas.
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4.6 Bacteriofago M13 y mutantes como plantilla para sintesis de nanomateriales

inorganicos

4.6.1 Nucleacién y crecimiento de nanoparticulas de oro y plata en la capside del
fago M13 y mutantes

En la figura 27 (a y b) se muestra una fotografia con las imagenes de los tubos de reaccion de
la sintesis de NP de Au y Ag sobre las diferentes especies de fago. Es claro que las NP de Au
(rojo) y Ag (amarillo) que se forman en presencia de M13wt producen particulas que no se
disuelven, pero que corresponden inequivocamente a estructuras de dimensiones
nanomeétricas como lo indica la aparicién del plasmoén de resonancia superficial (SRP, por sus
siglas en inglés) a 525 y 380 nm, respectivamente (Figura 28) (77;7s) La formacién de NP fue
verificada por microscopia electrénica de transmision. A partir de las micrografias de la figura
29 (a y b) se observa la formacion de particulas esféricas que van desde 20 nm, hasta
estructuras tipo “estrella” que alcanzan los 200 nm. Esto debido a que el fago no es capaz de
dirigir y controlar el tamafio ya que no tiene grupos afines a las NP, sin embargo, evita su

coalescencia.

T —— v -— -

a) M13wt M28R/V31C M28R/V31Cr L14V/vV31iC L14V/V31Cr

Figura 27. Se muestran las imagenes obtenidas de las reacciones de nucleacion del fago y mutantes con a) NP’s de oro.
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Figura 27. Se muestran las imagenes obtenidas de las reacciones de nucleacién del fago y mutantes con a) NP’s de oro y b) NP’s
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La sintesis de las NP en presencia de las mutantes tal como se obtuvieron produce
suspensiones moradas (Au) y naranjas-café (Ag) tipicas de NP agregadas de manera
controlada.[7e) Este comportamiento en ambas mutantes es verificado por un ligero corrimiento
hacia el rojo del maximo del SPR de las NP de Au. Mientras que en el caso de las NP de Ag
el corrimiento es mayor para la mutante M28R/V31C, asi como el ensanchamiento asimétrico
de la banda asociado a la formacion de particulas sobre la superficie del fago. De la figura 30
(a y c) se confirma que las mutantes son capaces de nuclear NP de Au en la cépside, sin
embargo, las mutantes no cubren completamente la superficie, lo cual puede deberse a que
los grupos S-S no son afines para nuclear NP. En el caso de las NP de Ag ocurre un

comportamiento similar.

La reduccion del enlace disulfuro y consecuente formacién del grupo S-H en las mutantes, no
muestra cambios significativos en el aspecto fisico de la reaccion (Figura 27) o en el maximo
del plasmon de resonancia, sin embargo, por microscopia se observan que las NP crecen mas
homogéneamente en la superficie del fago y el tamafio de las particulas disminuye y son

menos polidispersas (Ver Figura 30 b y d).

Estos resultados nos indican que el fago nativo no puede controlar adecuadamente la
formacion de NP, pero al introducir grupos afines a los iones de los metales nobles (S-S y SH)

estos pueden servir como puntos de nucleacién en la formacion de NP sobre la superficie de
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tamano controlado (~ 8 nm), convirtiendo al fago en una excelente plataforma para la sintesis

de nanomateriales.

a)

2.5
T 27
2
= o
2
S 15+
8
e -
wn
2 14 M13wt 525 nm

0.5

= T T T i T T T T T T T T
450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm)
—_— M13wt — L14V/V31Cr —— L14V/V31C —— M28R/V31Cr M28R/V31C

Figura 28. Se muestran las gréaficas de los plasmones obtenidos de las reacciones de nucleacion del fago y mutantes con

a) NP’s de oro
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Figura 28. Se muestran las gréficas de los plasmones obtenidos de las reacciones de nucleacion del fago y mutantes con

b) NP’s de plata.

Figura 29. Iméagenes de TEM. Sintesis de NPs de a) Au y b) Ag en presencia de fago M13wt.
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Figura 30. Imagenes de TEM. Sintesis de NPs de Au empleando la mutantes a) L14V/V31Cy c) M28R/V31C tal como se obtienen 'y

b) y d) después de reducir, respectivamente. Sintesis de NPs de Ag usando M28V/V31C e) antes y f) después de reducir
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4.6.2 Cristales liquidos en M13wt y mutantes (L14V/V31Cy M28R/V31C)

La capacidad del bacteriofago de formar espontaneamente cristales liquidos se debe a la
interaccion entre las particulas vecinas, regidas por la interaccién proteina-proteina, dando
lugar a diferentes fases de cristal liquido. El M13wt y las mutantes formaron haces de fibras
ordenadas, estableciendo patrones de birrefringencia de luz polarizada, de acuerdo con las
posiciones del polarizador (P) y el analizador (A). Las imdgenes obtenidas se muestran en la
figura 31. El M13wt muestra el clasico patron (fingerprint pattern) de un LC colestérico, cuando
el angulo del polarizador es 45° respecto de la normal. Este patron ya habia sido observado

previamente. [40;74]

Figura 31. Cristal liquido de M13wt a una concentracion de 7mgmL'1, se muestra la estructura caracteristica de una fase colestérica.
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Debido a que las interacciones de los aminoacidos de la p8 son los responsables de la
formacion de distintas fases de LC, cualquier cambio de aminoacido realizado puede inducir
cambios en las fases de LC. En la figura 32, se muestra la L14V/V31C sin reducir y reducida,
observandose el mismo patron de tipo colestérica, sin embargo, la concentracion es menor al
M13wt. Este resultado ya ha sido documentado por otros autores, que han encontrado una
relacion entre la concentracion (LC liotropicos) y la secuencia de aminoacidos de la p8. [74
Adicionalmente, se observa que la muestra no reducida forma otro tipo de fase mas parecida
al patron un LC nematico. Probablemente el rompimiento de los puentes disulfuro modifica la

tension superficial de la particula viral dando lugar a la transicion de fase.

Figura 32. Cristal liquido del fago L14V/V31C a una concentracién de 0.1 mg*mL'l. Las imagenes a) y b) son de la muestra sin

reducir, mientras c) y d) son reducidas, en cada imagen se presenta la estructura caracteristica de “fingerprint pattern” colesterica.
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Las imagenes de M28R/V31C sin reducir se muestra en la Figura 33 ay b, en esta se observa
nuevamente el patron de fase colestérica, mientras que para la mutante reducida no se
observa claramente ningun patron, sin embargo, si se forma una fase de LC ya que la muestra
cambia la polarizacién de la luz. Este efecto puede deberse a que el espaciamiento entre cada
particula viral disminuye considerablemente y no tenemos la resolucion para ver este efecto o

bien que la fase esta formada por muchos microdominios.

De estos resultados se confirma que mutaciones en la p8 pueden alterar las condiciones de

organizacion entre las particulas provocando la formacion de distintas fases de LC.

Figura 33. Imagen del fago M28R/V31C a una concentracion de 0.1 mgmL'l. a) y b) son de la muestra sin reducir y, c) y d) son

reducidas,
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5. Conclusiones y perspectivas

5.1 Conclusionesy perspectivas

+ Se logré obtener 2 mutantes en cantidades suficientes para su caracterizacion, a pesar
de que el rendimiento fue menor respecto del fago M13wt.

+ Los experimentos de DC mostraron que la proteina p8 (proteina mayoritaria en la
capside) en las mutantes tiene una estructura global en la que predomina la hélice a.
Sin embargo, se observaron diferencias cuantitativas en los contenidos de estructura
secundaria entre las diferentes variantes del virus, particularmente en las mutantes de

M13 tratadas con un agente reductor

+ Las cisteinas introducidas formaron puentes disulfuro, estas modificaron de manera
importante las propiedades espectrales en la region del visible (UV-Vis), asi como el

tamafio del fago, hidrofobicidad y punto isoeléctrico.

+ La reduccion de los puentes disulfuro permitié regenerar los grupos SH, sin afectar la
estructura del fago. Los grupos tiol estuvieron lo suficientemente expuestos para
funcionar como puntos de nucleacion de iones de metales nobles, que posteriormente

fueron reducidos y generaron NP de Au y Ag.

+ Las NP de Au y Ag tiene un tamafio y forma controlada debido a que son estabilizadas
por las proteinas p8. Ademas, las NP crecieron sobre la superficie del fago como lo

muestran los resultados.

+ Se logro obtener LC del M13wt y de las mutantes. Demostrando que la secuencia y la

concentracion influyen en la formacion de LC liotropicos.

Las conclusiones de este trabajo nos permiten comenzar a comprender como la identidad
de los aminoacidos en la proteina principal de la capside puede afectar las propiedades del

fago M13; sin embargo, el desarrollo de este trabajo nos abre nuevos criterios, tales como:
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+ Si se realizan mutaciones de aminoacidos en la regién C-terminal de la proteina p8, que
afectaciones habra en el ensamblado y empaquetamiento del fago. Y a partir de esta
modificacion que alteraciones tendra en las propiedades para organizarse en fases de
cristal liquido.

+ De los métodos de dip-coating, spin-coating o layer by layer, que método es mejor y
como afecta en la formacion de estructuras de cristal liquido.

+ A partir de estas estructuras de cristal liquido, que tan viable es para emplearse como
plataforma para sintetizar y organizar materiales con propiedades de interés

tecnologico.
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