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RESUMEN

El concepto de nanotecnologia surgié desde el afio 1959, donde el Dr. Richard
Feynman hablo6 por primera vez sobre la posibilidad de manipular &tomos y moléculas,
pero no fue hasta 1970 que el Dr. Norio Taniguchi utilizé el termino nanotecnologia
para describir sus investigaciones, la hanotecnologia se puede definir como el estudio
y la manipulacion de la materia a escala nanométrica (1-100nm). A su vez, la

nanomedicina promete innumerables soluciones y avances tecnologicos.

Para un mejor entendimiento de este proyecto fue divido en cuatro capitulos, el
primero de ellos se baso en las sintesis de nanoparticulas metélicas, esta area ha
tenido un gran énfasis e interés, debido a las propiedades que estas presentan a causa
del cambio en sus caracteristicas en escala hanométrica, en este proyecto se trabajo
con tres diferentes nanoparticulas de oro (AuNPSs), las cuales fueros las nanoesferas
de oro (AuNEs), nanoparticulas de plata (AgNPs) y nanoshells de oro (AuNSs),
logrando la sintesis y caracterizacion, mediante dispersién de luz dindmica (DLS),
Microscopio electrénico de transmision (MET) y espectrofotometria Uv-vis, también se
realizd un estudio de la estabilidad que estas poseen con respecto al tiempo, donde
se demostré que las AUNEs muestran una mayor estabilidad con respecto a las
AgNPs y AuNSs.

El segundo capitulo del proyecto es un estudio de los mecanismos de entrada
de las AuNEs con respecto al tiempo en células HEK-293, ya que un aspecto
importante a considerar cuando se trabaja con nanoparticulas es la interaccion que
existe con las células, en especifico el conocer el mecanismo de absorcion de las
nanoparticulas. Dos procesos fundamentales a la hora de evaluar si existe efectos
citotoxicos celulares causados por las nanoparticulas son la endocitosis y exocitosis,
se opto por el uso de AuNEs debido a las caracteristicas que se observaron en el

capitulo 1.
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La tercera etapa del proyecto se baso en la encapsidacion de las nanoparticulas
sintetizadas en el capitulo | con la capside del virus de planta CCMV, esto con el fin de
poder utilizar la capside viral de los virus como nanocontenedores para las AuNPs
dandoles una mayor biocompatibilidad, durabilidad y estabilidad, para que puedan ser
utilizadas en terapias biomédicas.

La udltima etapa del proyecto lleva por nombre estudio del proceso de
hinchamiento de los virus Cowpea Chlorotic Mottle Virus (CCMV) y Brome Mosaic
Virus (BMV), en esta etapa del proyecto primeramente se llevo a cabo la amplificacion
y purificacion de los virus CCMV y BMV, posteriormente se realizé la evaluacion de los
cambios del diametro de la capside viral, cuando se expone a diferentes condiciones
de pH y fuerza idnica (FI), estos estudios surgieron a partir de la pregunta ¢,cémo es
que la capside protege al genoma viral de los cambios de pH y FI que va encontrando
en su camino? Es decir, desde que el virus entra al hospedero y llega a la célula hay
diferentes condiciones fisicoquimicas de pH y Fl, existen antecedentes que han
demostrado que los virus sufren una hinchazén, que anteriormente se creia que era
de un 10% en la cépside viral, debido a este incremento en el tamafo, surge la
hipétesis de que los extremos 5y 3" del material genético quedan expuestos, esto daria
la posibilidad a la maquinaria celular de tomar el RNA y seguir con la replicacion. Por
eso razén el CCMV y BMV se sometieron a diferentes condiciones de pH y FI, los
cuales fueron evaluados por DLS, MET y microscopia de fuerza atdmica (AFM), donde
se demostré que las capsides virales tienen un hinchamiento superior al 10% reportado

con anterioridad en la literatura.

Palabras clave: nanoparticulas, nanoesferas de oro (AuNESs), nanoparticulas de
plata (AgNPs), nanoshells de oro (AuNSs), CCMV, BMV, hinchamiento.




ABSTRACT

The concept of nanotechnology emerged in 1959, where Dr. Richard Feynman first
spoke about the possibility of manipulating atoms and molecules, but it was not until
1970 that Dr. Norio Taniguchi used the term nanotechnology to describe his research,
Nanotechnology can be defined as the study and manipulation of matter at the
nanometer scale (1-100nm). At the same time, nanomedicine promises countless

solutions and technological advances.

For a better understanding of this project, it was divided into four chapters, the first of
which was based on the syntheses of metal nanoparticles, this area has had greater
emphasis and interest, due to the properties that they present due to the change in
their characteristics. On a nanometric scale, in this project we worked with three
different gold nanoparticles (AuNPs), which were gold nanospheres (AuNES), silver
nanoparticles (AgNPs) and gold nanoshells (AuNSs), achieving the synthesis and
characterization, Using dynamic light scattering (DLS), Transmission Electron
Microscope (MET) and UV-vis spectrophotometry, a study of the stability that these
possess with respect to time was also carried out, where it was demonstrated that the

AUNESs show greater stability with respect to two AgNPs and AuNSs.

The second chapter of the project is a study of the entry mechanisms of AUNEs with
respect to time in HEK-293 cells, since an important aspect to consider when working
with nanoparticles is the interaction that exists with the cells, specifically the know the
absorption mechanism of nanoparticles. Two fundamental processes when evaluating
whether there are cellular cytotoxic effects caused by nanoparticles are endocytosis
and exocytosis. The use of AUNEs was chosen due to the characteristics observed in

chapter I.

The third chapter of the project was based on the encapsidation of the nanoparticles
synthesized in chapter | with the capsid of the plant virus CCMV, this to be able to use

the viral capsid of the viruses as nanocontainers for the AuNPs, giving them greater




biocompatibility. Durability and stability, so that they can be used in biomedical

therapies.

The last stage is called a study of the swelling process of the Cowpea Chlorotic Mottle
Virus (CCMV) and Brome Mosaic Virus (BMV). In this stage of the project, the
amplification and purification of the CCMV and BMV viruses were first carried out,
subsequently, the evaluation of the changes in the diameter of the viral capsid was
carried out, when exposed to different conditions of pH and ionic strength (IF), these
studies arose from the question: how does the capsid protect the viral genome from the
changes in pH and FI that you encounter on your way? That is to say, since the virus
enters the host and reaches the cell there are different physicochemical conditions of
pH and the FI, there are antecedents that have shown that viruses suffer swelling,
which was previously believed to be 10% in the viral capsid, due to this increase in size,
the hypothesis arises that the 5' and 3' ends of the genetic material are exposed, this
would give the cellular machinery the possibility of taking the RNA and continuing with
the replication. For this reason, CCMV and BMV were subjected to different pH and Fl
conditions, which were evaluated by DLS, MET and atomic force microscopy (AFM),
where it was demonstrated that the viral capsids have a swelling greater than the 10%

reported with previously in the literature.

Keywords: nanoparticles, gold nanospheres (AuNESs), silver nanoparticles (AgNPs),
gold nanoshells (AuNSs), CCMV, BMV, swelling.
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CAPITULO | “NANOPARTICULAS”
1.1. INTRODUCCION

Con el paso del tiempo se ha incrementado el uso de los materiales en escala
nanometrica (1 a 100 nm), estos ofrecen innumerables posibilidades en el desarrollo
de nuevas tecnologias y se pueden utilizar en el diagndéstico y terapia de
enfermedades, teniendo terapias mas eficaces anticancerigenas y con efectos menos
adversos [1][2][3][4]. Dentro de los nhanomateriales se encuentran las nanoparticulas
de oro (AuNPs) y las nanoparticulas de plata (AgNPs) que han sido objeto de gran
interés debido a sus propiedades Unicas, ya que pueden absorber luz y transformarla
en calor [5][6], ademas han sido ampliamente estudiadas por su aplicacion en diversas
areas como lo son catalisis, electronica y bionanotecnologia [7]. Pueden ser
producidas con distintos tamafios y formas, ser funcionalizadas con un amplio abanico
de ligandos (anticuerpos, polimeros, farmacos, material genético, etc.)[8]. La
absorbancia de las AuUNPs puede cambiar desde la region del visible hasta el infrarrojo
cercano dependiendo de la morfologia[l], sin embargo, para terapia fototérmica se
busca que las AuNPs tengan su curva de absorbancia en la region del infrarrojo
cercano, debido a que los tejidos se vuelven parcialmente transparentes en esta region
y no son dafiados [9][10]. Para que una nanoparticula pueda ser utilizadas en el sector
biomédico deben presentar diferentes caracteristicas como biocompatibilidad, ser
inertes con los tejidos, ser no inmunogénicas, y poseer baja toxicidad en bajas
concentraciones[11]. A medida que aumenta el interés sobre el uso de nanomateriales
en aplicaciones biomédicas, es importante comprender la interaccion que existe entre
estos y las células para asi poder evaluar su toxicidad, por esta razon la primera etapa
de este proyecto consisti6 en la sintesis y caracterizacion de tres diferentes
nanoparticulas con las caracteristicas adecuadas para ser utilizada en aplicaciones
biomédicas, la primera de éstas fueron las nanoesferas de oro (AuNES) las cuales

seran utilizadas para imagenologia médica, ya que gracias a su buena estabilidad son




adecuadas para la internalizacién, las segundas nanoparticulas son las nanoshells de
oro (AuNSSs) las cuales se pueden utilizar para la terapia fototérmica y las terceras de
ellas fueron las nanoparticulas de plata (AgNPs) las cuales presentan actividad
antimicrobiana, también se realiz6 la evaluacién de la estabilidad con respecto al

tiempo mediante dispersion de luz dinamica (DLS).

1.1.1. Caracteristicas generales de las nanoparticulas de oro (AuNPS)

Las AuNPs son importantes en el campo biomédico y nanotecnolégico gracias a su
conductividad electrénica y su area superficial, se pueden utilizar en terapia de
radiacion, como biomarcadores de deteccion biomolecular de proteinas, biosensores,
actividad antimicrobiana y actividad anticancerigena[12]

Las AuNPs son nanomateriales de tamafio menor a 100 nm, estas pueden
presentar distintas morfologias las cuales les confieren propiedades especificas, son
empleadas en una gran variedad de areas como lo son catalisis, electrénica y
nanobiotecnologia [7]. Tienen propiedades O6pticas y fototérmicas debido a la
resonante de sus electrones libres en presencia de luz, esta caracteristica hace que
las nanoparticulas pueden irradiar (Esparcimiento de Mie Mie scattering) o absorber
luz que se transforma rapidamente en calor (figura 1) [13] [5]. Ademas de que las
AuNPs al estar funcionalizadas podran unirse especificamente a ciertas células,

calentando un tejido especifico con el fin de destruir solo las células malignas [14].
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Figura 1 Aplicaciones de las AuNPs, figura tomada de la referencia [5].

1.1.2. Aplicaciones de las nanoparticulas de oro

Las nanoparticulas de oro tienen diversas aplicaciones, algunas de las principales son

imagenologia, entrega de farmacos o genes y terapias térmicas [15].

» Imagenologia: gracias a las caracteristicas de las AuNPs estas pueden ser
utilizadas en esta area ya que presentan una fuerte absorcion electronica
adecuada para el contraste de una muestra [6][16]. Las AuNPs pueden
funcionalizarse con anticuerpos [17], ademas estas pueden ser marcadas
radioactivamente.

» Entrega de farmacos o genes: las AUNPs pueden servir como vehiculos para la
entrega de farmacos, esto puede ser en su interior o en sus paredes [18].

» Terapias térmicas: las AuNPs tienen la propiedad de absorber luz, que las hace
adecuadas como mediadoras de calor, la energia de la luz se disipa lo cual

genera una temperatura elevada en sus proximidades [6].




1.1.3. Nanoesferas de oro (AuNES)

Las AuNEs es uno de los nanomateriales mas conocidos y estudiados, ya que
su descubrimiento se remonta a 1857, cuando Faraday prepard oro coloidal por
reduccion del cloruro de oro con fosforo, el tamafio puede variar de entre 2 a 100 nm
y su pico de absorcion de las nanoesferas varia de entre 510 a 550 nm [9], pueden ser
usadas en distintas aplicaciones, las mas importantes son: imagenologia, ya que
presentan una fuerte absorcion electronica adecuada para el contraste de la muestras

y estas pueden funcionalizarse con anticuerpos[19].

1.1.4. Nanoshells de oro (AuNSs)

Las AuNSs son nanoestructuras esféricas huecas, en las que el grosor de su capa
de oro es el factor que determina las propiedades Opticas. Las AUNSs presentan una
banda méaxima de absorcion que puede situarse por encima de 600 nm hacia el
infrarrojo cercano (NIR) [20], los cual las hace indicadas para ser utilizadas en terapia

fototérmica.

La sintesis de las AuNSs se puede llevar a cabo mediante el sacrificio de un
precursor, el cual generalmente es un ndcleo que en este caso sera una nanoparticula
de plata (AgNPs), la cual en presencia de una solucion de HauCls da lugar a la
formacion de la AuNSs, en la superficie de la AQNP se va agregando la solucion de
HauCls al mismo tiempo que la plata se oxida, y reacciona con los iones CI-, formando

AgCl, el cual es caracteristico al formarse un precipitado negro (figura 2.) [21].
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Figura 2 Mecanismo de formacién de las AuNSs figura tomada de la
referencia [22].

1.1.5. Nanoesferas de plata (AgNPs)

Los nanomateriales de plata han tomado una gran fuerza en los ultimos afios y
ha aumentado el interés, esto se debe a sus propiedades antibacterianas [22][23]. Han
sido ampliamente explotados en la industria biomédica para el desarrollo de nuevos
productos resistentes a bacterias como catéteres, recubrimientos quirdrgicos,
implantes médicos, materiales dentales y se usan actualmente para controlar
crecimiento bacteriano [24][25]. Ademas de que se conoce que los iones de plata y
compuestos basados en la misma son toxicos para los microorganismos [26].

Los nanomateriales que contienen plata a menudo se ven obstaculizados por la
facilidad de oxidacion o foto reduccion bajo condiciones ambientales, o que conduce
a la agregacion y significativa reduccion en su actividad antimicrobiana [23][27]. Como
solucion para este problema se ha propuesto estabilizar las AgNPs, encapsulandolas
con diferentes polimeros [28][29], aunque tales polimeros pueden mejorar eficazmente
la estabilidad y el rendimiento antibacteriano de los AgNP, a menudo requieren rutas
sintéticas complejas y tediosas con alto costo, por lo cual en este proyecto se propone




encapsidar las AgNPs con cépside del virus CCMV formando AgNPs-VLPs evitando

problemas de agregacion y dando una mayor biocompatibilidad.

1.2. OBJETIVOS
e Sintesis y caracterizacion de AUNEs, AgNPs y AuNSs por dispersion de
luz dindmica (DLS), microscopia electrénica de transmision (MET) y UV-
Vis.
e Evaluacién de la estabilidad de las AUNEs, AgNPs y AuNSs con respecto
al tiempo.

1.3.  HIPOTESIS
e Las nanoparticulas tendran las propiedades adecuadas para ser utilizadas
en nanomedicina, para su utilizacion en imagenologia médica y terapia

fototérmica capaz de generar un dafio celular en células cancerigenas.

1.4. JUSTIFICACION

La nanotecnologia ha avanzado mucho en los dltimos afios esto debido a que
ofrece una alternativa en la deteccién y tratamiento del cancer. Siendo esta
enfermedad la segunda causa de muerte a nivel mundial [30], por lo cual es necesario
el desarrollo de nuevos tratamientos mas efectivos.

En los dltimos afios los estudios con nanoparticulas en el sector biomédico han
aumentado debido a algunas de sus caracteristicas, como por ejemplo sus
propiedades fototérmicas, ya que destruyen las células cancerosas por hipertermia,
ademas transportar farmacos directamente al tumor maligno para destruirlo, sin dafiar
las células sanas.

La primera etapa de este proyecto fue la caracterizacion y sintesis de una

nanoparticula con las propiedades aptas para ser utilizadas en bionanomedicina,




ademas de poseer una estabilidad adecuada y ser biocompatible para utilizarse en

células cancerosas.

1.5. METODOLOGIA

1.5.1. Sintesis de AuNEs

Para la sintesis de AUNESs negativas de 18 nm se utilizé el método de Turkevich
invertido [31], este método utiliza CitNa como agente reductor en presencia de acido
cloroaurico (HAuCLa).

Con el fin de obtener las AUNEs con caracteristicas optimas se utilizd una relacion
molar (MR) de 3.4 NaCit/ HAuCL4, por lo cual en un matraz balon de 25mL se coloco
una concentracion de NaCit de 3.4 mM, el cual se coloco en una placa calentamiento
y agitacion a una temperatura de 100°C +/- 5, cuando la muestra tomé esta
temperatura se afiadird una solucién de HAuCls a 1 mM hasta que la muestra tome

una coloracién rojo rubi como se observa en la figura 3.




Figura 3 Color caracteristico posterior a la sintesis de las AuNEs.

1.5.2. Sintesis de AgNPs

La formacion de las AgNPs se llevé a cabo siguiendo el método de Lee-Meisel
[32], este consiste en el crecimiento de una particula de plata de 4nm la cual figurara
como semilla (Ag-Seed), las Ag-Seeds se obtienen a partir de una reaccién de 6.8 mM
CitNa como agente estabilizante, 1 mM AgNOs y 5.29 mM NaBH4 como agente
reductor en agitacion vigorosa a una temperatura de 70°C.
Se continua con el crecimiento de Ag-Seeds, en un matraz de fondo plano se agregan
18 mL de 0.7mM de CitNa como agente reductor y estabilizante a una temperatura de
100°C, posteriormente se agregan 2mL de Ag-Seeds y 1mM de AgNOs, siempre
conservando la temperatura para obtener las AgNPs de 18nm cargadas

negativamente (Figura 4). Las particulas son analizadas por DLS, UV/Vis y MET.




Figura 4 Coloracién caracteristica de las AgNPs de 18 nm.

1.5.3. Sintesis de AuNSs

El procedimiento para la formacion de las AuNSs es un método relativamente
nuevo, para la sintesis fue necesario una particula de plata la cual sufre oxidacién, se
utilizé una relacion volumen/volumen 1:1 de soluciéon de AgNPs las cuales fueron
realizadas anteriormente con una solucién de 1.8 mM K2COs3 y 0.5 mM HauCls en
agitacion vigorosa a temperatura ambiente. Posteriormente, se realiz6 un lavado y
concentrado de las AuNSs por centrifugacién en una centrifuga de mesa (Heraeus
Biofuge Stratus) a 12000 g por 10 minutos, finalizando se recupera el pellet y fue
resuspendido en agua doblemente desionizada observando un color azul como se
muestra en la figura 5 y fueron analizadas las particulas por DLS, Zetametro, UV/Vis 'y
MET[33].




Figura 5 Color caracteristico posterior de la sintesis de las AuNSs.

1.5.4. Pruebas de estabilidad de las AuNPs

Una caracteristica que se busca en las nanoparticulas es la estabilidad, por lo
cual es importante conocer las variaciones que estas puedan presentar con el tiempo
y a diferentes condiciones, para este proyecto el primer factor a medir fue el tiempo,
para esto se tomaron alicuotas de AuNEs, AgNPs y AuNSs y se midieron por DLS el
dia 1y através de los dias para observar si existian cambios considerables, otro factor
importante a estudiar fue el cambio del tamafio y del potencial Z en una escala de pH
de (3-7.4), se utilizé buffer de citratos para los pH bajos y buffer de fosfatos para los
pH arriba de 6, en base a la siguiente bibliografia [34], las mediciones fueron realizadas
en DLS.




1.6. RESULTADOS

1.6.1. Sintesis de AuNPs

En el transcurso del proyecto se realiz6 la sintesis de 3 tipos diferentes de

nanoparticulas, las cuales se detallaran a continuacion:

1.6.1.1. AuNEs

Las AuNEs fueron creadas mediante el método de Turkevich utilizando una
relacion molar (MR) de 3.4, estas se caracterizaron mediante DLS, MET vy
espectroscopia UV-Vis. En la figura 6 a) se puede observar una imagen tipica de
microscopia electronica de transmision de las Aun Es sintetizadas, en la cual se
muestran AUNEs con un tamafio promedio de 12 +/- 0.9147853 nm, medidas con el
programa imageJ de formato libre, en la figura 6 b) se puede observar el tamafio
obtenido en DLS de 12.1+ 1.2 con un indice de polidispersidad (PDI) de 0.21

comprobando el tamafio obtenido en MET.
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Figura 6 a) Imagen representativa de AUNEs en MET, b) Pico clasico de las AuNEs en DLS.
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Con estos resultados se puede apreciar una buena monodispersidad, al poseer
esta caracteristica nos afirma que no se encuentran agregadas, ademas en la figura 7
se podemos observar el espectro de absorbancia donde el pico maximo caracteristico

se encuentra a una longitud de onda de 530 nm como resultado de la morfologia.
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Figura 7 Espectro de absorbancia de AUNEs.

Debido al pico de absorcion en un rango de 530 nm las AuNEs no son Optimas
para utilizarse en terapia fototérmica, ya que para esta terapia se busca que el pico de
absorcion se encuentre arriba de los 600 nm, pero gracias a la buena monodispersidad
y al contraste que estas presentas, las hace ideales para poder ser funcionalizadas,

utilizandose en técnicas de imagenologia médica, como lo son las terapias de
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inmunotincion donde se utiliza una AUNESs conjugada con anticuerpos que se unen a

antigenos, proporcionando una visualizacion por contraste utilizando MET[35].

1.6.1.2. AuNSs
La sintesis de las AuNSs se llevd a cabo en una relacion 1:1 volumen/volumen
de AgNPs y una solucién de 1.8 mM de K2COs y 0.5 mM de HAuCI4 [33].

Como se menciond en la metodologia, para la sintesis de las AUNSs primero es
necesario la creacion de una semilla de plata de 4 nm, las cuales se muestran en la
figura 8 A), en la figura 8 B) se muestra el resultado del crecimiento de la nanoparticula
de plata, podemos apreciar un tamafio de 17 nm de diametro, por ultimo en la figura 8
C) y D) se observan las AuNSs con un diametro de 20.45 + 4.4 nm y un espesor de
5.12 +1.12 nm donde el tamafio fue determinado con el programa imageJ, este valor
es importante ya que entre mas delgada sea la capa de oro tiene una longitud de onda
cercana al infrarrojo y el espesor depende del porcentaje de solucion de 1.8 mM K2COs
y 0.5 mM HAuCls. También se puede observar que el tamafio del grosor en la particula
no es un tamafo uniforme, si no que tiene unos espacios donde el grosor disminuye,
esta caracteristica nos podria indicar que el tiempo de vida de la particula puede
disminuir ya que podria comenzar un fendmeno conocido como maduracion de

Ostwald, lo que haria que la particula colapsara.
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Figura 8 Imagen caracteristica de MET de A) AgSeeds de 4nm, B)AgNPs de 17 nm, C)D)
AUNSs 21 nm.

En la figura 9 a) se observa un diagrama de distribucion de tamafio en donde
se puede apreciar un pico maximo en 16 nm, al mostrar este pico maximo se podria
pensar que no todas las particulas de plata se oxidan convirtiéndose en AuNSs, pero
mediante los estudios de MET no se aprecia una cantidad de AgNPs, ademas en la
figura 9 b) se muestra una curva de absorbancia caracteristica de las AUNSs donde el
pico de absorbancia esta en 690 nm, esto nos ayudaria a confirmar que se realiz6 con
éxito la sintesis de las AuNSs ya que el pico caracteristico de las AgNPs de 17 nm se
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encuentra en 400 nm, al obtener la absorbancia en este valor hace adecuada estas

nanoparticulas para su uso en terapia fototérmica, ya que su absorbancia se encuentra

donde no

absorben los tejidos celulares, por esta razéon al ser irradiadas solo se

afectaria el area deseada.

Volume (%)

25 0.04
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0 4 _l AuNSs

0.02 4
-
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40,02

5
0,04 o
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Figura 9 a) Curva representativa del tamafio de AuNSs utilizando DLS, b) curva
representativa UV-vis donde se observa el pico de absorbancia en 680 nm

1.6.1.3. AgNPs

Las AgNPs son una de las nanoparticulas metalicas con mucha popularidad, esto

debido a

diferentes

sus propiedades antimicrobianas, en la actualizad ya se utilizando en

areas de la ciencia, la sintesis se puede llevar a cabo con diferentes

metodologias y precursores, para este proyecto la sintesis de las AgNPs se llevo a

cabo med

iante el crecimiento de semilla, en la figura 10 a) se observa una imagen

obtenida en MET donde se observar AQNPs de 17.3 nm +/- 3.62 nm con un PDI de
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0.225 donde el tamafio fue determinado usando el programa ImagenJ, estos tamafios
fueron corroborados por DLS (figura 10b)) y AFM (figura 10 c)).
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Figura 10 a) Imagen en MET AgNPs b) Grafica tomada en DLS de AgNPs c) Imagen

representativa de AFM que muestra el tamafo de las AGNPs

En la figura 11 se aprecia el pico de absorbancia medido en UV-vis en 400 nm, lo
cual es caracteristico para las nanoparticulas de plata. Cabe recalcar que estudios
anteriores muestran que las AgNPs tienden a oxidarse al estar en contacto con el
medio ambiente[36], lo que reducira su tiempo de vida, por lo cual una alternativa es

encapsular estas particulas para aumentar el tiempo de vida.
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Figura 11 Pico de absorbancia caracteristico de las AgNPS.

1.6.2. Pruebas de estabilidad de las nanoparticulas
Medir |la estabilidad de las nanoparticulas es necesario en la biomedicina, ya que esta
es una caracteristica muy importante cuando seran utilizadas en el futuro en cuerpos
biolégicos, por este motivo en este proyecto se midié el cambio del tamafio en un

periodo de tiempo determinado para cada nano particula evaluado mediante DLS.

e AuNEs (30-60 dias)
La estabilidad de las AUNEs se midi6 en DLS por un tiempo de 60 dias en donde
estas se almacenaron a temperatura ambiente. La figura 12 nos muestra dos curvas,

la primera de ellas se observa en azul y corresponde a un tiempo de 30 dias posterior

17

——
| —



a la sintesis de las AuNEs, la segunda de ellas se muestra en color rojo
correspondiente a un tiempo de 60 dias, en esta comparacion se observa que en los
30 dias la curva se recorrio levemente hacia la izquierda lo cual nos indicaria una
disminucién en el tamafio, aunque esta no es significativa. La estabilidad que estas
muestran con respecto al tiempo las hace aptas para poder ser utilizadas en

aplicaciones biomédicas.
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Figura 12 Prueba de estabilidad de las AUNEs donde se muestra el espectro de
tamafo del dia 30 y del dia 60.

e AUNSs (1-20 dias)

'
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La estabilidad de las AuNSs se evalud durante un periodo de 20 dias, este
fendbmeno se muestra en la figura 13, en donde se observan dos curvas, la primera
en color rojo que muestra el tamafio el dia de sintesis y la otra en color azul donde se
observa como el tamafio se desplaza hacia lado izquierdo, el tamafio disminuyo
considerablemente ya que se observa una disminucion del 40%, este fendbmeno se
debe a que la presién de las nanoparticulas es muy alta y hace que colapsen
fragmentandose, cuando se habla de la utilizacién de una nanoparticula en el area
biomédica se necesita que presenten estabilidad, al no poseer esta caracteristica una

opcién viable para es la encapsulacion de las AuNSs.
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Figura 13 Prueba de estabilidad de AuNSs dia 1-20
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e AgNPs (1-30 dias)

El estudio de la evaluacion de las AgNPs se llevé a cabo por 30 dias, en la figura
14 podemos observar la grafica obtenida por DLS, donde en color verde se muestra la
curva el dia de sintesis obteniendo un pico maximo que corresponderia a un tamafio
de 12 nm y otra curva muy poco notable de 40 a 60 nm, cuando se realizé la medicion
al dia 30 que se observa en color morado se logra observar un cambio significativo en
el tamafio, ya que el pico maximo se desplaz6 hacia la derecha, formando particulas
mas grandes, lo que sugiere que estas particulas se estan agregando, por lo que su
tiempo de vida seria muy corto y esto seria un impedimento al momento de querer ser

utilizadas en areas biomédicas.
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Figura 14 Medicion de la estabilidad de las AQNPs mediante DLS 30 dias.

1.6.3. Estabilidad de las AuNEs vs pH

Las AuNEs fueron las nanoparticulas que mostraron una mejor estabilidad con
respecto al tiempo, por lo que para ser incorporadas en células un estudio importante
es la evaluacion del cambio, ya que en el cuerpo humano el pH no es constante, para
este experimento se llevo a cabo una serie de dialisis con distintos pH por un periodo
de 24 h (figura 15). Cabe recalcar que el pH que estas presentan posterior a la sintesis
es de 7.3, con lo que el cambio mas significativo se muestra en un pH 4, donde el

tamafo de particula cambia de 17.5 a 19.5 nm.
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Figura 15 Evaluacion de la estabilidad del tamafio vs el pH

Otro estudio que se llevo a cabo fue la evaluacion del potencial Zeta de las
AuNEs y las AgNPs en pH de 3 a 7, al medir la carga de las particulas nos ayuda a
corroborar si al momento de encapsular con algun polimero o c4pside existira atraccion
o repulsion, en la figura 16 podemos observar que los puntos maximos se encuentran
7.3 para las AuNEs y 5.4 para las AgNPs, estos puntos son los encontrados el dia de
la sintesis de las particulas, al ser sometidos a un cambio de pH de observa una
disminucion en el potencial de un 40% aproximadamente, lo cual es un punto a

considerar para los experimentos posteriores de encapsidacion.
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Figura 16 Evaluacion de la estabilidad del potencial ZETA de las AUNPs y AgNPs en

diferentes pH.

1.7. CONCLUSIONES
Se logré cumplir el objetivo para la primera fase de este proyecto que consistio

en la caracterizacion y sintesis de tres tipos de nanoparticulas, las primera de ellas
fueron las AuNEs las cuales se lograron sintetizar por el método de Turkevich invertido
con un tamafio de 12 +/- 0.9147853 nm corroborando este tamafio mediante DLS y

MET, ademas se evalud la estabilidad del tamafio con respecto al tiempo en un rango
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de 60 dias obteniendo una disminucién en el tamafio la cual no muestra un cambio

significativo, siendo adecuadas para ser internalizadas en células HEK-293.

Las segundas nanoparticulas que se lograron sintetizar fueron las AuNSs, las
cuales presentaban un tamafio de 20.45 + 4.4 nm y un espesor de 5.12 +1.12 nm y
una curva de absorbancia arriba de 600 nm haciéndolas adecuadas para terapia
fototérmica, una desventaja que presentaron estas nanoparticulas fue al momento de
la evaluacion del tamafio ya a los 20 dias posterior a la sintesis ya presenta una
reduccion significativa en el tamafio, por lo tanto para futuros experimentos y aumentar

la estabilidad se sugiere ser encapsuladas.

Las terceras nanoparticulas que se realizaron fueron las AgNPs, estas se
utilizaron como precursor para las AuNSs, cabe destacar que la principal caracteristica
de estas nanoparticulas es su actividad antimicrobiana pero como se observé en los
resultados tienden a aglomerarse formando particulas mas grandes, reduciendo el

tiempo que estas pueden estar expuestas.

CAPITULO Il “ESTUDIO DE LOS MECANISMOS DE ENTRADA DE LAS AuNEs
CON RESPECTO AL TIEMPO EN CELULAS HEK-293”
2.1. INTRODUCCION

El cancer es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial, segun
la OMS es la principal causa de muerte en el mundo: en 2020 se atribuyeron a esta
enfermedad casi 10 millones de defunciones, es decir, casi una de cada seis de las

gue se registran. Muchos casos se pueden curar si se detectan a tiempo y se tratan
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eficazmente, por lo tanto, es necesaria la busqueda de nuevas terapias o tratamientos,

gue permitan una mejor respuesta a los medicamentos y con menos efectos adversos.

Ante la necesidad de nuevas terapias mas eficientes en el area de la
nanomedicina surgen las nanoparticulas, las cuales; podrian ayudar en el
reconocimiento de los sitios de enfermedad, permitir su visualizacion en aplicaciones
como imagenologia médica y administracion de compuestos terapéuticos de manera
segura [37]. Un aspecto que considerar es la interaccidon que existe de estos con las
células, en especifico el conocer el mecanismo de absorcion de las nanoparticulas.
Dos procesos fundamentales a la hora de evaluar si existe efectos citotoxicos celulares
causados por las nanoparticulas son la endocitosis y exocitosis, la endocitosis nos
definira el mecanismo de entrada de las nanopatrticulas y la exocitosis el mecanismo
de eliminacion de estas de las células. Por esta razon la segunda fase de este proyecto
se centrd en la evaluacion de los mecanismos de endocitosis y exocitosis de AUNEs
en células HEK-293.

Se optd por el uso de AuNES, debido a las caracteristicas que se observaron en
el capitulo anterior. El estudio de los mecanismos de exocitosis y endocitosis se llevo
a cabo con la preparacion de muestras de células en cultivo interactuando con AuNEs
a los tiempos 24,48 y 72 horas. La visualizacién de los tejidos celulares se realizd
utilizando la técnica de MET. La evaluacion de los efectos de la toxicidad que
ocasionaron las AuNEs en las células se centr6 en el analisis de los efectos
morfologicos y alteraciones que se pudieran observar, como cambios morfolégicos

mitocondriales, afectacion en nucleo, etc.

2.1.1. Mecanismos de endocitosis y exocitosis celular

Para mantener el equilibrio celular es necesario tener interaccion con el medio que

la rodea, agregando nuevos nutrientes y desechando lo que ya no necesita, esto es
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realizado mediante endocitosis y exocitosis [38]. La endocitosis es un mecanismo de
control de la composicién de la membrana plasmatica, que ayuda a las células a
interaccionar con su ambiente. Existen varias formas de endocitosis en las que una
molécula puede entrar a una célula, esto va a depender del tipo de molécula que se
internaliza y el componente que cubre la vesicula (clatrina, caveolina, flotilina, etc), la
participacion de GTPasas en el proceso, el mecanismo de escision de la vesicula de
la membrana y la participacion del citoesqueleto de actina, entre otros, como se puede

observar en la figura 17.
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Figura 17 Mecanismos de entrada por endocitosis imagen tomada de la referencia
[39].
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Por otra parte la exocitosis es la excrecion de materiales celulares a través de

la liberacion de vesiculas unidas a la membrana. Este es un proceso bioldgico celular

fundamental, y es crucial en la comunicacion celular.

2.1.2. AuNEs como agentes de contraste

En la actualidad existen modalidades de imagen en las que ya se utilizan AuNEs,

las cuales son técnicas importantes para la deteccién de cancer humano, como lo son:

Imagen de resonancia magnética (MRI): La resonancia magnética es una
modalidad de imagen no invasiva que se utiliza con frecuencia en la medicina
para el diagnostico de enfermedades, la obtencidén de imagenes moleculares y
el seguimiento celular, debido a su alta resolucion y excelente contraste de
tejidos blandos[40].

Tomografia computarizada (TC) e imagenes nucleares: la tomografia
computarizada (TC) es una modalidad de imagen ampliamente utilizada, utiliza
rayos X y detectores para crear imagenes transversales del cuerpo con alta
resolucién. En comparacion con los agentes de contraste de yodo (que tienen
un efecto renal alto), las AuNEs tienen un contraste dos veces mayor que el
yodo, por lo que resultan atractivos para mejorar las imagenes por TC[41].
Imégenes fotoacusticas (PAI): es una modalidad de imagen no invasiva que
puede monitorear en tiempo real las sefiales anatomicas, funcionales y
moleculares de los tejidos enfermos con una alta resolucion. La frecuencia de
resonancia puede cambiar, dependiendo del tamafio y forma de las AuNP.
Imagenes de fluorescencia de rayos X:. se refiere a los fotones que son
excitados por una fuente de rayos X, esta tecnologia nos proporciona evidencia

directa de las AUNP y muestra un gran potencial para obtener imagenes in vivo.
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Las propiedades de las AuNP han permitido sus aplicaciones como agentes de
contraste en imagenes de resonancia magnética, TC e imagenes nucleares, imagenes

de fluorescencia, imagenes fotoacusticas, e imagenes de fluorescencia de rayos X.

2.2. OBJETIVO
Evaluacion de los dafios morfolégicos generados por las AuNEs en células HEK-

293, con el fin de ayudar en la busqueda de terapias mas efectivas.

2.3. HIPOTESIS
Las AuNEs son capaces de introducirse a la célula, para servir como contraste

en imagenologia médica, mostrando nulo efecto citotoxico.

2.4. JUSTIFICACION

Se estima que para el 2040 los casos de cancer se incrementaran en un 65%,
por esta razén es necesario el desarrollo de nuevas terapias, que tengan menos
efectos adversos que las terapias actuales: quimioterapia, radioterapia e
inmunoterapia. Ante esta necesidad el uso de la nanomedicina, en particular de las
nanoparticulas, podrian permitir el reconocimiento de los sitios de enfermedad, la
visualizacion en aplicaciones como imagenologia médica y permitir la administracion

de compuestos terapéuticos de manera segura.

En consecuencia, la segunda etapa de este proyecto se baso en la evaluacion de
los dafios que puedan presentar las células HEK-293 den presencia de las AuNEs,
ademas de los métodos de entrada a la célula, para determinar los efectos secundarios

gue pudieran tener, con el fin de ayudar en la basqueda de terapias mas efectivas.
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2.5. METODOLOGIA

2.5.1. Cultivo celular
Se utilizé la linea celular HEK-293 estas células son provenientes de células de
rifidn de embribn humano y es una de las lineas celulares mas utilizadas debido a su
facilidad de crecimiento y mantenimiento, con una alta tasa de reproductividad. En una
placa de 24 pozos se sembraron 2X10* células/ 100 uL por pozo (0.32 cm2) y se
incubaron toda la noche a 37°C, 5% de CO2 y 95% de humedad.

Las nanoparticulas fueron depositadas en una relacién 100:1 (AuNEs: célula),
se afiadieron en el cultivo celular con los siguientes tiempos; 72, 48 y 24 horas, ademas
se realiz6 un control positivo (las AUNEs fueron depositadas una hora post-fijacion) y

un control negativo (libre de AUNES) como se muestra en la figura 18.
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Figura 18 Placa de cultivo celular HEK-293.

2.5.2. Fijacion in situ del monocapa celular para muestras en MET

Para poder observar un material biolégico en el MET, es necesario utilizar

fijadores para estabilizar la estructura de las células en la transiciébn del proceso

dindmico a estético[42].

Pasado el tiempo de cultivo se retiré el medio y se agrego el primer fijador que consistia

en 2% de glutaraldehido y 0.1 M buffer cacodilato previamente calentado, se dej6 por

una hora a temperatura ambiente y se llevo a almacenamiento a 4°C.

El siguiente paso fue una serie de lavados con buffer de cacodilato de sodio al 0.1 M,

posteriormente se realizé una segunda fijacion con tetra 6xido de osmio y un lavado

mas con acetato de uranilo y sodio como se describe en la tabla 1.

Tabla 1 Fijacion del cultivo celular
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REACTIVO TIEMPO \Y/| SISYAN CAMPANA No. De

(MIN) repeticiones

Buffer 0.1 M 10 X 3
cacodilato de

sodio

1% Tetradxido de 60 X 1
Osmio en

Cacodilato de

sodio

Buffer 0.1 M 10 X 2
Cacodilato de

Sodio

Buffer 0.1 M 10 X 1

Acetato de Sodio

0.5% Acetato de 60 X 1
Uranilo en Acetato

de Sodio

Buffer 0.1 M 10 X 3

Acetato de Sodio

El altimo paso consistié en 3 lavados de 10 min c/u con agua doblemente desionizada,
dejando la muestra durante 24 horas con el agua del ultimo lavado. Todos los pasos
se llevaron a cabo en placa de agitacién para garantizar una penetracion y un equilibrio

completo en las células.
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2.5.3. Deshidratacion
El proceso deshidratacion consiste en el remplazo de la cantidad de solucion acuosa
celular por etanol lo cual nos ayudara a que la resina penetre eficientemente en la
célula. Esta se realiza a través de una serie graduada de concentraciones de etanol

como se describe en la tabla 2.

Tabla 2 Deshidratacion a base de alcohol etilico

ETOH TIEMPO NO. DE
LAVADOS
35% 10 min 2
50% 10 min 2
70% 10 min 2
95% 10 min 2
100% 10 min 3

2.5.4. Inclusidn
En este proyecto se utilizO resina epoxi, ya que esta cuenta con varios
beneficios comparada con la parafina, por ejemplo, una extraccion minima de

componentes celulares, buena infiltracion de la muestra, polimerizacion uniforme,
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caracteristicas de tincion favorables y secciones estables que soporten el calor intenso
y el vacio del MET[43].

El primer paso fue la preparacion de la resina por lo cual fue necesario colocar
Poly/Bed 812 (21.4g), DDSA (Dodecenylsuccinic Acid) (8.2g), NMA (Nadic Methyl
Anhydride) (10.4g) y DMP (2,4,6-TriDimethylaminoethylphenol)(0.56g) en agitacion
durante 30 min cuidando que no polimerice, posteriormente se colocé en un desecador
por 30 min con el objetivo de quitar las burbujas de aire que se pudieran formar, en

seguida la muestra se llevé a un desecador en vacio por 30 min.

El siguiente paso consisti6 en realizar 3 lavados con la resina, siempre cuidando
de no generar burbujas. Cada lavado de resina se coloc6 durante 10 min, posterior se
realizé un lavado el cual se dej6 durante 24 h, a su vez que la resina se va retirando
de la placa de cultivo celular se va colocando en eppendorf de 1.5 ml que nos ayudaran
en el futuro como soporte para realizar cortes en ultramicrétomo, por ultimé se
realizaron dos lavados, el primero durante 10 min y el siguiente por 48 h en horno a 55

°C para que la resina pueda polimerizar como se muestra en la figura 19.

Figura 19 a)b) Preparacion de la resina,c) Proceso de polimeracion de resina en
horno.




2.5.5. Preparacion de cortes para ultramicr6tomo
Lo primero a realizar es retirar las placas de plastico, para esto se requiere el
uso de un martillo, posteriormente fue necesario crear un choque térmico para romper
completamente las placas, utilizando nitrégeno liquido y un horno a 55°C (figura 20),
el proceso se repitié tantas veces como fue necesario, una vez que se tenian extraidas

las muestras se cortaron estructuras de 1x1 mm.

Figura 20 En esta imagen se puede observar las muestras extraidas de la placa de

cultivo posterior a la polimerizacion.

La resina que anteriormente se coloco en tubos eppendorf de 1.5 ml se metié al horno
a polimerizar, posteriormente se retir el plastico con la ayuda de un exacto, y con la
ayuda de un esmerilador se formaron pirdmides donde se pegaron los cortes de 1x1

mm extraido de las muestras (figura 21).
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Figura 21 Esquema donde se describe la manera en que se cortan y colocan las

muestras en las pirdmides formadas por la resina de los tubos de 1.5.

El grosor de los cortes en ultramicrétomo (Leica) fue de 70 nm aproximadamente, para
comprobar la presencia de células en los cortes fue necesario verificar tiiendo algunos
de los cortes con azul de toluidina (figura 22), para lo cual se depositd una gota de
agua doblemente desionizada en el porta objetos, con ayuda de un loop de acero se
recuperaron los cortes y se depositaron en la gota de agua, se puso en una placa de
calentamiento, se esper6 a que la gota secara y que el corte quedara adherido a la
placa, se agrego colorante azul de toluidina y se retir el exceso de colorante con agua,
para posteriormente verse en microscopio éptico.




Figura 22 Células vistas en microscopio optico tefiidas con azul de toluidina.

2.5.6. Tincion.

El proceso de tincién de las muestras se llevd a cabo utilizando metales pesados
(citrato de plomo y acetato de uranilo), primeramente se adiciono 5 ul de acetato de
uranilo durante 1 minuto posteriormente se retird el exceso de solucién con la ayuda
de papel filtro y se realizaron tres lavados con agua doblemente desionizada,
posteriormente se adicionaron 5 ul de citrato de plomo durante 1 min, se retiro el
exceso de la solucion con papel filtro y se nuevamente se realizaron 3 lavados con
agua doblemente desionizada. Las muestras son almacenadas en un desecador hasta

el momento de ser observadas en MET.
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2.6. RESULTADOS

Las nanoparticulas utilizadas para la internalizacion en células fueron las AuNEs,
ya que mostraron tener una gran estabilidad por un tiempo prolongado y debido a sus
propiedades pueden ser utilizadas en imagenologia médica. Para este experimento se
realizd un control negativo, control positivo, 72, 48 y 24 h, obteniendo los resultados

gue se muestran a continuacion;

2.6.1. Control negativo
El control negativo se basé en una muestra de células HEK-293, las cuales no
habian tenido ninguna modificacién, en la figura 23 seccion A podemos observar la
estructura de la membrana celular, en donde no se observan cambios significativos, si
Nno que se observa una estructura sin alteraciones, a su vez en la seccion B
observamos una serie de mitocondrias, pero sin contenido de acumulaciones en su

interior como se observaran mas adelante en otras condiciones,
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Figura 23 Células HEK 293 de MET control negativo

2.6.2. Control positivo
En el control positivo se agregaron un total de 100 particulas por células
después de 1 hora de la fijacion de estas, en la seccion Ay B de la figura 24 se puede
apreciar el comportamiento de las AuNEs en la membrana plasmética las cuales
presentan una distribucion uniforme y no se observa agregacion. En cambio, en la
seccion C y D de la misma figura las particulas se observan en endosomas y se

comportan en cadenas de lineas de nanoparticulas agregadas.
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Figura 24 Imagen tomada en MET internalizacion de las AUNEs en células HEK-293,
1 h post fijacion. A,B, se puede apreciar las AUNEs en las membranas celulares, C,D,

se observan las AuNEs en los endosomas celulares.

Este comportamiento era el esperado ya que en un tiempo de 1 h solo se
esperaria que las particulas se acumularan en la orilla de las células y una cantidad
muy pequefia de ellas fuera envuelta en endosomas, por tal motivo se cree que aun

no han entrado a las células.
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2.6.3. Evaluacién a24h
Para la preparacion de la muestra de 24 h se agregaron un total de 100
particulas por células en el medio de cultivo, después de 24 h se realizo la fijacion de
las células, en la figura 25 se puede apreciar el comportamiento de las AuNEs.

Figura 25 Imagen tomada en MET de la internalizacion de las AUNEs en células
HEK-293, 24h antes de la fijacion.

Es importante recalcar que en la figura 43 B) se observa la acumulacién de las

AuNEs alrededor de las vesiculas, este comportamiento ya habia sido reportado por
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B. Devika Chithrani y colaboradores en el 2005 [44], cabe recalcar que en la figura 43
c) se puede corroborar que no se encuentran nanoparticulas en el nucleo, esto es
importante ya que si lograran penetrarlo se podria llegar al ADN y desencadenar
apoptosis [45], igualmente se observa un leve aumento en la cantidad de mitocondrias,
tal como se esperaba ya que en la literatura ya se ha encontrado este cambio

celular[46], lo cual nos indican que las células estan presentando estrés.

2.6.4. Células 48 h

Para la preparacion de la muestra de 48 h se agregaron un total de 100 particulas
por células en el medio de cultivo, después de 48 h se realiz6 la fijacién de las células,
en la figura 26, se pueden observar cuerpos vesiculares conteniendo a las
nanoparticulas en tipo espiral alrededor, ademas se observa a las nanopatrticulas en
otras partes de la célula, pero cabe recalcar que aun el nicleo se encuentra sin AUNES
como se observa en la figura 26 A). Sin embargo, realizando una comparacién con el
tiempo de 24 horas, se puede ver a las AUNEs méas acumuladas entre ellas en

pequefios conjuntos (figura 26 B)).

41

——
| —



Figura 26 Imagen tomada en MET internalizacion de las AuNEs en células HEK-293,
48 h antes de la fijacion.

Asimismo, se observa en la figura 26 D) un cuerpo vesicular que parece salir de la
célula, aunque no se puede asegurar que efectivamente las AuNPs estan siendo

expulsadas
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2.6.5. Células 72 h

Para la preparacion de la muestra de 72 h se agregaron un total de 100 particulas
por células en el medio de cultivo, después de 72 h se realiz6 la fijacion de las células,
en la figura 27 se puede apreciar una mayor cantidad de cuerpos vesiculares, ademas
también se observa un incremento significativo en la cantidad de mitocondrias
comparando con los tiempos de 24 y 48 h, lo que nos podria sugerir que en este tiempo
la célula se encuentra en un estado mayor de estrés. También se observé una

disminucién en los conjuntos de AuNEs dentro de los cuerpos vesiculares.

Figura 27 Imagen representativa en MET de AuNEs en células HEK 293
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Aungue no se observa afectacion en el nucleo de la célula, comparando con los
controles negativo y positivo, si se logra observar un aumento de cuerpos vesiculares,
y al no observar una gran cantidad de AuNEs se podria sugerir que para este tiempo

ya se encuentran fuera de la célula.

2.7. CONCLUSIONES

Como segunda parte de este proyecto se logro el estudio del comportamiento de las
AuNEs en células HEK-293, aunque no se observa un mayor dafio en la morfologia
celular comparando con el control negativo, si se puede apreciar un incremento en los
cuerpos vesiculares. Es importante recalcar que en ninguno de los tiempos evaluados
se observaron AuNEs dentro del nucleo, ya que como se dijo anteriormente si estas

atravesaran al nucleo celular se podria generar un dafio significativo en las células.

También se puede apreciar que el comportamiento de las AuNEs en el control
positivo era dispersas cerca de la membrana celular, pero en un tiempo de 24 h, ya se
observan dentro de los cuerpos vesiculares, lo que sugieren que en este periodo de
tiempo se llevo a cabo la entrada de estas por mecanismo de endocitosis, aunque para
conocer el mecanismo especifico de entrada de las AuNPs a las células se necesitaria
hacer uso de otras técnicas y mas estudios, a su vez para un tiempo de 72 h la cantidad
de AuNEs dentro de las células es baja, lo que nos sugiere que ya se llevo a cabo la

exocitosis.

Es importante recalcar que, aunque no se puede observar cambios morfolégicos
significativos al final del experimento, a las 72 h si se observa una mayor cantidad de
mitocondrias lo que nos sugiere que existe estrés celular, estos experimentos

ayudaran a futuro para su uso en terapias anticancerigenas.
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CAPITULO Il “ENCAPSIDACION DE NANOPARTICULAS CON PROTEINA DE LA
CAPSIDE DEL CCMV”

3.1. INTRODUCCION

Como se mencion0 anteriormente, para que una nanoparticula pueda ser utilizada
en el sector biomédico necesita ser biocompatible, por esta razén nosotros optamos
por utilizar la capside de un virus, ya que una caracteristica interesante de los virus es
la manera que se pueden auto ensamblar in vitro formando particulas tipo virus (VLP
por sus siglas en inglés), las cuales estan hechas con proteinas de un virus en
especifico, pero no contiene el material genético, por lo tanto no pueden ser
infecciosas, las VLPs se estan usando en los ultimos afios como nanoacarreadores,
llevando diferentes tipos de moléculas a la célula, en la actualidad se estan haciendo
estudios con diferentes virus, en nuestro caso se utiliz6 el CCMV el cual se ha
demostrado que puede entrar a la célula de mamifero sin presentar efectos adversos
a la célula [47][48][49], adem&s de que su nula inmunotoxicidad ha sido comprobada
[50] y tiene la capacidad de desensamblarse y auto ensamblarse en ausencia de su
material genético [51]. Por eso en este proyecto para aumentar la biocompatibilidad y
estabilidad de las nanoparticulas se uso la capside del virus CCMV [52], ya que este
cuenta con un tamafio de 28 nm apto para su uso como nanocontenedor [53] con lo

cual se formaron nanoparticulas envueltas con la capside del CCMV.

3.1.1. Proteina de la capside del CCMV

La proteina de la capside esta formada por 190 aminoacidos (PM = 19500 Da) y tiene
un punto isoeléctrico de 4.8 [54].
El CCMV fue el primer virus icosaédrico auto ensamblado in vitro por Bancroft

Et. Al. en 1966 [55], la proteina del CCMV es capaz de ensamblarse in vitro en
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ausencia de su ARN en diferentes formas que van desde su forma nativa icosaédrica,
bicapa, multicapa o disco, hasta la formacion de tubos variando las condiciones de pH

y Fl en las que se encuentre, como se muestra en la Figura 45 [51].
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Figura 28 Diagrama de fases de las proteinas de la capside del CCMV en diferentes

pH y FI (Figura tomada de la referencia [51]).

Existen algunos factores que pueden afectar el reensamblamiento de la proteina
del CCMV, como la temperatura, efecto de la fuerza iénica, pH, carga eléctrica
superficial [56], entre otros, estos factores disminuiran la estabilidad de la proteina y

provocaran precipitacion, lo cual es irreversible y ocasiona la pérdida de la actividad
bioldgica de la proteina.
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3.1.2. Particulas tipo virus (VLPs)

Como se menciond anteriormente es posible ensamblar las proteinas de la capside
viral en ausencia de su acido nucleico, lo que permite utilizarla como nanocontenedor
no infeccioso. De la cdpside se pueden utilizar tres superficies: interior, exterior y la

interfaz entre las subunidades de la proteina como se muestra en la figura 46.
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Figura 29 Superficie de un virus que puede ser utilizada como nanocontenedor. El
interior por interacciones electrostéticas con amino terminal, la interfaz con particulas
pequefias y el exterior utilizando interacciones con la carboxilo terminal imagen

tomada de la referencia [57].

El CCMV cumple con las caracteristicas necesarias para ser utilizado como
nanocontenedor biolégico, ya que puede ser modificado covalentemente en la

superficie exterior asi como en el interior [58][59].




Existen varios antecedentes en donde se realizaron modificaciones al interior
de la capside, un ejemplo de estos fue el trabajo realizado por Trevor Douglas en 1997
donde se demostro que es posible introducir reactivos [60]. También hay antecedentes
del auto ensamblaje de las proteinas de la capside alrededor de especies sintéticas o
biologicas por interacciones electrostaticas [61] [62] [63].

Ademas, Douglas et. al. demostraron que la carga en el interior de la capside
del CCMV puede ser modificada de cationica a aniénica [64], cambiando los nueve
residuos positivos en el amino terminal de la proteina (arginina y lisina) por residuos
negativos (acido glutamico), las propiedades de ensamble se mantuvieron idénticas a
la nativa.

En el 2006 el grupo de Franzen [65] encapsidd AuNPs con proteina del mosaico
necrotico del trébol rojo (RCNMV), este es un virus vegetal compuesto por 180
proteinas, con un didmetro exterior de 37 nm e interior de 17 nm. Utilizaron AuNPs de
5, 15y 20 nm, con &cidos nucleicos nativos del virus y se descartaron las particulas
de 20nm por el tamario.

El auto ensamble de proteina viral alrededor de oro en ausencia de acido
nucleico fue reportado por primera vez en el 2003 [66], utilizando BMV el cual es de la
familia bromoviridae, tiene un diametro externo de 27 nm e interno de 17 nm, tiene 180
proteinas en su capside, con una terminal positiva y una negativa y un arreglo T=3.

El primer trabajo de encapsidacion de AuNPs con proteina de la capside del
virus CCMV se realiz6 en el 2009 [67], en donde se concluyo que se puede encapsidar
AuNPs con proteina carente del amino terminal resultando en capsides que pueden
variar de tamafio y estructura, y variando el tamafio interior, con lo que se comprobdé
gue se puede utilizar en biomedicina.

Ademas, en el 2017 M. Loredo et. al. demostr6 que al utilizar capside del CCMV
para el ensamblaje de nanolipoesferas estas lograron estabilidad por un periodo de
tiempo prolongado [52].

Posteriormente en el 2020 Duradn-Meza y colaboradores [68] mostro la

encapsidacion de AuNEs y AuNSs con capside del virus CCMV.
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Ademés de que ya se ha demostrado que la capside del CCMV es capaz de
entrar a células de mamifero sin la ayuda de ningun receptor [69]. Estos antecedentes
nos muestran que la capside del virus CCMV, puede ser utilizada como

nanocontenedor, dandole una estabilidad y biocompatibilidad a las nanoparticulas.

3.2. OBJETIVOS
e Encapsidacion de AuNEs, AuNSs y AgNPs con proteina de la capside del virus

CCMV mediante micro dialisis, creando VLPs.
e Caracterizacion de las VLPs mediante microscopia electrénica de transmision
(MET) y dispersion de luz dinamica (DLS).
3.3. HIPOTESIS
e Las proteinas de la c4pside viral del CCMV pueden auto ensamblarse, creando
capsides que contengan en su interior nanoparticulas, formando particulas tipo

virus.

3.4. JUSTIFICACION

En los ultimos afios se ha visto un incremento en la utilizacion de capsides
virales como nanocontenedores, ya que estas particulas conocidas como VLPs
muestran una estabilidad alta, y pueden ser funcionalizadas.

Debido a que las nanoparticulas no presentan una buena estabilidad, como se
vio en el capitulo uno, en este proyecto se planea la creacion de nanoparticulas
encapsidadas con proteina del virus vegetal CCMV formando nanoparticulas
envueltas, que les proporcione biocompatibilidad, para ser utilizadas en aplicaciones

biomédicas ya sea en imagenologia médica o en terapias fototérmicas.
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3.5. METOLOGIA
3.5.1. Purificacién de proteina del CCMV

Para la purificacion de la proteina se utilizaron los métodos descritos por Lavelle
et al.[51]. Primeramente, se realizo el desensamble del virion para logran la liberacion
del ARN para posteriormente separarlo, por lo cual se realiza una diélisis en membrana
con un tamafio de poro de 8000 a 12000 Da (ya que la proteina tiene un peso molecular
de 19500 Da), se realiza en buffer de desensamble (500 mM de cloruro de calcio
(CaClz), 50 mM de Tris-HCl a un pH = 7.5, 1 mM de EDTA a un pH= 8, finalmente se
le agrega 1 mM de DTT y 0.50 mM de PMSF) por 24 horas a 4°C, este buffer causa
que los viriones se expandan hasta el desensamble provocando la liberacion del ARN,

este se precipitara debido a los iones de calcio.

En seguida se retira la proteina de la membrana de didlisis y se coloca en tubos
ultraclaros para ser centrifugado (ultracentrifuga de mesa Beckman Coulter Optima
MAX-XP) en un rotor de angulo fijo (TLA-110Ti) a 100000 rpm por 126 minutos. Al
finalizar la centrifugacion, la proteina se retira rapidamente y se separa en fracciones
de 200 pl, se mide la concentracién y pureza de cada una de las fracciones mediante
un espectrofotometro UV-Vis, y sélo se conservan las que cuentan con una pureza

minima de 99.5% de proteina sobre acido nucleico [70].

La proteina seleccionada se coloca en didlisis en 1 L de buffer de proteina (1 M
de cloruro de sodio (NaCl), 20 mM Tris-HCI pH = 7.5, 1 mM de EDTA pH = 8, se le
agrega 1 mM de DTT y 1mM PMSF al final) con una membrana de 12000 Da por 12
horas a 4 °C, este buffer sirve para la formacion de dimeros y aumenta la estabilidad
de la proteina. Cuando se finaliza el tiempo se retira la didlisis y se mide la

concentracion y pureza en espectrofotometro UV-Vis y se almacena a 4°C.
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3.5.2. Encapsidacion de nanoparticulas en proteina del virus CCMV

La encapsidacion de AuNEs, AgNPs y AuNSs se llevd a cabo mediante
microdialisis por 12 h en buffer de citratos con un pH de 4 y una Fl de 0.1 M, estas
caracteristicas favorecen la formacién de capsides en forma icosaédrica (idéntica a la
nativa). Se utiliza una relacién de 540 proteinas por particula, es decir, tres capsides
por particula para tener un exceso [51]. Después de 24h en buffer de citratos se paso

a buffer de fosfatos a pH 7.4 y Fl de 0.01 M, para desensamblar capsides vacias.

3.6. RESULTADOS

3.6.1. Purificacién de proteina
La purificacién de proteina se lleva a cabo utilizando ultra centrifugacién, donde

se coloc6 1000yl de virién con una concentracion de 1 mg/mL y se agregd 600ul de
buffer de desensamble con el objetivo de tener un volumen inicial de 1.6 ml, cuando
este proceso termina se retira el volumen en alicuotas de 200 pl, las cuales se analizan
mediante espectroscopia UV/Vis para determinar si son aptas para los experimentos.
La proteina con una pureza por encima de 1.5 se considera apta para ser utilizada, ya
que esto corresponde a menos del 0.5% de contaminacibn con ARN como
demostraron Warburg y Christian en 1941 [70]. La proteina obtenida se almacena en
buffer de proteina 4 °C.

En la figura 47 se muestra un espectro tipico de la proteina pura, obtenido por
espectroscopia UV/Vis, se observa como la relacion A280/A260 cambia drasticamente
durante el proceso de extraccion del ARN. Debido a que el virus CCMV tiene una
absorcion maxima a 260 nm, mientras que después de la eliminacion del ARN, el

maximo de absorcion se desplaza a 280 nm.
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Figura 30 Gréfica del espectro de absorcion de proteina, después de la purificacion del virion,
donde el méximo de absorcién se observa en 280 nm debido a las proteinas (linea azul) y la
absorcién en 260 debido al ARN (linea verde).

3.6.2. Encapsidacion de Nanoparticulas
3.6.2.1. Encapsidacion de AuNEs
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La encapsidacion de las AuNEs con capside del virus CCMV se llevo a cabo
mediante microdialisis en buffer de citratos pH 4 y FI de 0.1 M, durante 24 hr
favoreciendo las capsides icosaédricas igual a la nativa. Las imagenes tomadas en
MET de los AuNEs encapsidados con VLPs de proteina de CCMV se muestran en la
Figura 48. En ellas se observa las AuNEs de un color oscuro debido a su densidad
electronica, mientras que la proteina del CCMV se observa de un color mas claro,
haciendo evidente la formaciéon de una capa proteica alrededor de las AuNEs,

dandoles a las AUNEs una mayor biocompatibilidad.
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Figura 31 Imagenes tomadas en MET de AuNEs encapsidadas con proteina de la
capside del CCMV.

Debido a que las AuNEs presentan un tamafio promedio de 12 nm, es posible

la encapsidacién de 2 particulas por capside como se observa en la figura 49.
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Figura 32 Imagen representativa de MET donde se puede apreciar la encapsidacién

de dos particulas por la capside del CCMV formando VLPs.

3.6.2.2. Encapsidacion de AuNSs

Para llevar a cabo la encapsidacion de las AuNSs se utilizé buffer de citratos a

pH 3.6 y Fl de 0.1 M durante 24 hr a 4 °C para obtener capsides icosaédricas, como

55

——r

—



se puede apreciar en la figura 50 obteniendo VLPs de aproximadamente 28 nm de
didmetro, y en su interior se observan las AUNSs de 21 nm de un color oscuro debido
a su densidad electrénica, rodeados por una capa proteica de un color mas claro, con

lo que se comprueba que se logré adecuadamente la encapsidacion.

Figura 33 Imagenes tomadas en MET de AuNSs encapsidadas en VLPs

3.6.2.3. Encapsidacion de AgNPs

Hasta el momento no se ha podido lograr la encapsidacién de las nanoparticulas
de plata, esto se puede deber a que las AgNPs tienen un efecto antimicrobiano [71],
por esta raz6n suponemos que cuando estas estan en contacto con la proteina de la
capside del virus, interactian de tal manera que se oxidan y logran degradar la proteina
de la capside del virus como se puede observar en la figura 51.
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Figura 34 Imagen tomada en MET que muestra la proteina de la capside del CCMV

en contacto con las AgNPs.

3.7. CONCLUSIONES

Es importante resaltar que se logro el ensamble de las AUNEs y AuNSs con la
capside del virus CCMV formando VLPs.

Las AuNEs se lograron encapsidar con éxito, aunque estas presentaban una
buena estabilidad como se vio en el capitulo | y ademas se lograron introducir a células
HEK-293, se planea como trabajo a futuro ver los cambios que puedan surgir en las
células cuando se utilizan AuNEs envueltas.

Las AuNSs presentan su absorbancia en el infrarrojo cercano, haciéndolas
perfectas para terapia fototérmica, una desventaja de ellas era que no presentan una
buena estabilidad, por esta razén al haber sido encapsidadas con la capside del virus
CCMV se aumenté el tiempo de vida, logrando una nanoparticula envuelta mas
estable.

Por otra parte, las AgNPs presentan actividad antimicrobiana, debido a esta
caracteristica creemos que no se lograron encapsidar con la capside del virus CCMV.
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CAPITULO IV “ESTUDIO DEL PROCESO DE HINCHAMIENTO DE LOS VIRUS
CCMV'Y BMV”

4.1. INTRODUCCION

La cuarta etapa del proyecto consistié en la amplificacion, purificacion y estudio

del proceso de hinchamiento de los virus de planta CCMV y BMV.

Durante la realizacion del estudio del CCMV y BMV nos percatamos hasta el
dia de hoy no se conoce el mecanismo de entrega del material genético del CCMV y
BMV hacia la célula, diferentes grupos de investigacion han realizado experimentos en
donde se ha demostrado que los virus sufren una hinchazén, que anteriormente se
creia que era de un 10% de incremento en la capside viral [72][73][74][75], debido a
este incremento en el tamafio, surge la hipétesis de que los extremos 5'y 3 del material
genético quedan expuestos, esto daria la posibilidad a la maquinaria celular de tomar
el ARN y seguir con la replicacion.

En el presente proyecto se evalud el incremento de la capside viral del CCMV 'y
BMV que surge de los cambios de pH y Fl, donde se demostr6 que la hinchazén llega
a ser mas de un 10% en condiciones especificas de pH y fuerza ionica (Fl),

implementando las técnicas experimentales de DLS, MET y AFM [76].

4.1.1. Virus
Los virus son conocidos desde hace varios siglos, el primer dato que se conoce

sobre los virus data del afio 3700 a.C donde se observan signos tipicos de una
poliomielitis paralitica en la figura de un sacerdote de Menfis. Otro antecedente de los
virus es la momia del farabn Ramsés V, que se cree que fallecio de viruela en el afio
1196 a.C., también se conoce que en el afio 1000 a. C. la viruela era endémica en
China, y en defensa de éste virus se llevo a cabo la practica de variolizacion, ésta fue

utilizada hasta que Edward Jenner el 14 de mayo de 1796 utiliz6 material de una
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infeccion por viruela de las vacas de la mano de Sarah Nemes para vacunar con éxito,

de ahi la vacunacion fue universalmente adoptada[77][78].

Un aporte muy importante para el desarrollo del estudio de los virus fue la “teoria
germinal” propuesta por Robert Koch y Louis Pasteur en 1880, la cual demuestra que
la vida no se origina espontaneamente, si no que se desarrolla a partir de gérmenes
[79][80].

Los primeros indicios de la existencia de un virus de planta fueron dados en
1892 por Dimitri lvanovski (1864-1920) un botanico ruso, quien demostré que extractos
de plantas de tabaco estaban afectadas por lesiones de tipo moteado claro, al ser
sometidos a ultrafiltracion a través de instrumentos de cerdmica, conservaban la
capacidad de transmitir la enfermedad. Ya que estos filtros retenian las bacterias mas
pequefias (por entonces conocidas como ‘etiologia de infeccion’) se supuso que la
entidad era debida a un “veneno” presente en los extractos y se elaboré la teoria viral
de transmision de enfermedad. Por el concepto de veneno se desarroll6 el término
virus[81].

El estudio de la estructura viral permite conocer como estan hechas las particulas
virales, como interactian con el hospedero, cémo se protege el genoma, la forma
mediante la cual la informacion genética (genoma) accede hasta los organelos
celulares y la interaccién con la célula hospedera para lograr un ciclo replicativo

infeccioso y eficaz, con ensamblaje, transporte y liberacion de particulas virales [77].

4.1.2. Caracteristicas de los virus
En general los virus contienen una cubierta de proteinas llamada capside (cp)

gue sirve de proteccién para el genoma viral, este genoma viral consta de una o varias
moléculas de ADN o ARN, existen varias clasificaciones para agrupar a los virus, una

de ellas es clasificarlos como envueltos o desnudos, los envueltos tienen una capa de
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membrana que cubre a la capside y los virus desnudos carecen de esta membrana,

también algunos virus poseen en su estructura espiculas [82].

El tamafio de los virus se encuentra en el rango de 20 a 250 nm, un virus necesita un
hospedero para replicarse y poseen casi siempre un solo tipo de &cido nucleico en la

particula viral, una estructura y un mecanismo de reproduccion[77].

Los virus carecen de informacién genética que codifique estructuras necesarias para
la generacién de energia metabodlica o para la sintesis de proteinas (ribosomas).
Ningun virus conocido posee el potencial genético o metabdlico para generar la
energia necesaria para desarrollar todos los procesos bioldgicos (por €j., la sintesis de
macromoléculas), por lo cual son totalmente dependientes de la célula hospedera para

esta funcion.

4.1.3. Generalidades del virus Cowpea Chlorotic Mottle Virus (CCMV)

El CCMV es un virus de planta, icosaédrico, desnudo, del género Bromovirus,
familia Bromoviriade y tiene un diametro externo de 28 nm e interno de 21 nm (figura
28). Tiene como principal hospedero la planta de frijol “black eye” Vigna unguiculata
[83]. EI CCMV es transmitido a través de un vector o por inoculacidén mecanica [84].
Los vectores son generalmente artrépodos de las especies Coledptera ruficornis,
Ceratoma trifurcata, Diabrotica balteata y Diabrotica undecimpunctata [85].
Normalmente el virus se encuentra dentro del nucleo, citoplasma y vacuolas de las
células infectadas. La infeccion de este virus es caracteristica por la formaciéon de

pequefias manchas amarillas en las hojas o lesiones necroticas locales [53].

El virion se compone por 23.7 % de acido nucleico, 76.3% de proteina y tiene
un peso de 4.6 x 10° Daltons [86]. EI CCMV encapsida 4 cadenas sencillas de ARN

de sentido positivo en tres viriones distintos de composicion similar, dos de estas
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cadenas se encapsidan en una sola capside. El ARN 1 consta de 3171 nucleétidos y
el ARN 2 tiene 2774 nucledtidos, estos estan empaquetados por separado; el ARN 3
y ARN 4 estdn empaquetados juntos y constan de 2173 y 824 nucleétidos
respectivamente [87]. Se cree que el ARN 1y el ARN 2 participan en la replicacion
viral, a través de la codificacion de proteinas involucradas en la replicacion del ARN,
mientras que el ARN 3 tiene un papel en la propagacion de la infeccion dentro de la
planta, a través de la produccion de una proteina de movimiento viral de 32 kDa y el
ARN 4 codifica la proteina de la capside de 20 kDa[88].

La capside de CCMV consiste en 180 subunidades idénticas de proteina,
agrupadas en 32 capsomeros, formada por 12 pentameros y 20 hexdmeros, auto
ensambladas alrededor del ARN [51][88] [89], esta constituido por 190 aminoacidos,
formando una triangulacion T=3[90] donde T representa el nUmero de posiciones

asimétricas que adopta la proteina de la cpside.

Figura 35 Estructura del virus Cowpea Chlorotic Mottle Virus (CCMV) figura tomada

de la referencia [32].
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ElI CCMV tiene un punto isoeléctrico de 3.7[54], en este punto la carga neta de
la superficie es cero, una caracteristica interesante del CCMV es su sensibilidad al pH
y fuerza idnica. Al aumentar el pH del medio, la proteina de la capside sufre un
hinchamiento e incluso puede llegar a desensamblarse en mondmeros o dimeros, que

es la forma en que se encuentra mas estable.

4.1.4. Generalidades del virus Brome Mosaic Virus (BMV)

El Brome Mosaic virus (BMV) es un virus icosaédrico (T3), miembro de la familia
bromoviridae, el cual tiene un diametro interno de 19 nm y un didmetro externo de
28nm, esté virus infecta a muchas especies de gramineas y puede transmitirse por
inoculacién mecanica o por varios vectores. La capside estd compuesta por 180
subunidades idénticas 12 pentameros y 20 hexameros (figura 29), y un genoma
monocatenario de 3.2 kb, 2.8 kb, 2.1 kb y 0.8 kb designados ARN1, ARN2, ARN3y
ARN4, respectivamente. EI ARN 1 codifica una proteina llamada 1a (109 kDa) [91], el
ARN 2 codifica la proteina 2a (94 kDa) y la ARN polimerasa responsable del genoma
viral[91] [92], mientras que el ARN 3 dicistronico codifica para la proteina 3a implicada
en la migracion de célula a célula durante la infeccion y la proteina de la capside, que
es expresado a partir de un ARNm intermedio de replicacion subgenémica, llamado
ARN 4[93]. La proteina 3a y la cdpside son esenciales en la infeccion sistémica en

plantas, pero no para la replicacién del ARN[90].
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Figura 36 Estructura del Brome Mosaic Virus (BMV) imagen tomada de la referencia
[94].

4.1.5. Hinchamiento del virus

El hinchamiento de los virus de plantas es un fenomeno muy estudiado, ya que
nos puede ayudar a entender el comportamiento que presentan los virus al entrar a la
célula. Estos estados de hinchamiento son controlados mediante el pH y la
concentracion de iones metalicos[95], el primer estudio sobre hinchamiento del CCMV
y BMV del afio 1964 por Incardona y Kaesberg [96], donde se menciona que la
hinchazén es dependiente del pH y para estos virus se muestra alrededor de un pH de
6.5. Cabe resaltar que el BMV y CCMV muestran su estado nativo a un pH menor a
6.0, en presencia de Mg?* [95]. En cambio, cuando las condiciones son 1 M y pH
neutro, el virion se desensambla y pierde su ARN [97].

La hinchazén es el resultado de la expansion radial de la capside del virién
predominantemente alrededor de los ejes cuasi triples, las unidades morfolégicas

hexamérica y pentamérica se conservan, el ARN viral no se libera espontaneamente,
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lo que hace que la hinchazén sea reversible [98][99], y ocurre cuando el Ca?*, que se
une a la capside en estos ejes, se elimina por primera vez [73][74][100]. Los estados
hinchados se controlaron mediante el pH y la concentracién de iones metélicos; por
ejemplo, la transicion se invierte si el pH se reduce a 5.0 o si se aumenta la
concentracion de Ca?* o Mg?*.

Bancroft et al. [86] e Incardona y Kaesberg [96], mostraron un aumento en el
radio hidrodindmico de la capside viral del CCMV y BMV, el cual surge de un aumento

radial de la proteina y el ARN en funcion del pH.

En el afio 2002 Tama y colaboradores [73] mencionaron que el CCMV nativo es
estable alrededor de un pH de 5.0 y sedimenta a 88 S. Sin embargo, aunpHde 7.0y
una fuerza ioénica baja, la particula sufre una transicién a una forma hinchada, a su vez
en el 2005 Robert Konecny y col. [98] también mencionaron que el CCMV es estable
a un pH de 5.0, pero cuando el pH se aproxima a 7.0 y en ausencia de iones Ca?* o
Mg?* se puede ver aproximadamente el 10% de hinchazén, en este experimento la
fuerza ionica permanecié baja <0.2M. Ademas, estudios previos sugieren que la
hinchazén es el resultado de una expansion de la capside del virién de los ejes cuasi
triples, conservando la morfologia de los hexameros y pentameros [72][101] [73].

En el 2010 Yinglong Miao y colaboradores [102] estudiaron el proceso de la
hinchazén en la capside del CCMV (figura 30), donde ellos mencionan un 10% de
hinchazén en el didmetro de la capside, cuando existe un cambio de pH de 5a 7 en
ausencia de cationes divalentes y una Fl baja de 0.2 M.
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Figura 37 Hinchamiento del CCMV imagen tomada de la referencia [102].

En el caso del BMV Chauvin y colaboradores corroboré que el radio de las
particulas aumento de 134 A en un pH de 5.5 a 155 A a un pH de 7.35, esto se
determind utilizando la técnica de dispersion de angulo pequefio de neutrones[72].
Otro antecedente importante en el estudio de la hinchazon fue realizado por Llauro et
al. donde analizaron la estabilidad de las particulas del virus TBSV-NPs en diversas
condiciones de pH y quelacion de iones de calcio. Descubrieron que los iones de calcio
desempefian un papel importante en este proceso de hinchazén, afectando a dos

aspectos clave: la rigidez del virus y el limite elastico[103].

Comprender el proceso de la hinchazén que ocurre en la capside del virus es
esencial, especialmente para los virus de ARN, porque puede ayudarnos a
comprender cémo un virus se desensambla y/o entrega su material genético dentro de
las células, ya que este es un paso crucial en el proceso de replicacion del virus (figura
31). En este trabajo, se estudio sistematicamente el efecto combinado del pH y la
fuerza i6nica sobre el hinchamiento de la cépside de los viriones CCMV y BMV
utilizando DLS y complementado con técnicas AFM y MET. Como se mencion6
anteriormente, antecedentes muestran que el virion del CCMV y BMV se hincha
aproximadamente un 10% a un pH ~7. Nuestros resultados muestran que, de hecho,
en la mayoria de los casos de pH y fuerza ionica, el hinchamiento es de

aproximadamente el 10%, lo que confirma estos resultados. Sorprendentemente,
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encontramos que existen condiciones especificas de valores de pH y fuerza i6nica en
las que los viriones CCMV y BMV se hinchan entre un 20 y un 35%, lo que podria
darnos una mejor idea de como el viridbn entrega su genoma a la maquinaria de

replicacion de la célula.

Virus entry

£y e
o cytoplasm=pH 7.2 ,:‘2&"{,:

lyscsome =pH §

&
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Figura 38 Representacion esquematica de la liberacién del genoma de un virus

dentro de la célula.
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4.2. OBJETIVOS
e Amplificacién y purificaciones de los virus de planta CCMV y BMV.

e Estudio de la hinchazon con respecto al pH y FI de los virus CCMV y BMV
mediante técnicas de DLS, MET y AFM.

4.3. HIPOTESIS
e Se puede amplificar los virus de planta CCMV y BMV en condiciones de
invernadero.
e Los virus CCMV y BMV pueden tener una hinchazén més alta del 10%.
e Los extremos 5y 3'del material genético quedan expuestos, dando la
posibilidad a la maquinaria celular de tomar el ARN y seguir con la replicacion.

4.4, JUSTIFICACION

En la actualidad se conocen miles de tipos de virus, aunque existen
mecanismos de accién de los virus que aun no se conocen, uno de ellos es la entrega
del material genético, entender este mecanismo es muy importante ya que nos
ayudara a comprender como ocurre la entrega del material genético y el por qué los
virus son tan eficientes, una teoria es que dicho mecanismo surge a partir de la
hinchazén de la cdpside viral, donde los extremos 5’y 3 del material genético quedan
expuestos, dando la posibilidad a la maquinaria celular de tomar el ARN y seguir con
la replicacion, es por eso por lo que para esta etapa del proyecto se plantea la
evaluacion de los cambios del diametro de la capside del CCMV y BMV en diferentes

condiciones de pH y FI.

4.5. METODOLOGIA

4.5.1. Amplificaciéon de los virus CCMV y BMV

La amplificacion del CCMV se llevé a cabo en su hospedero natural, en frijol

(Cowpea Vigna unguiculata (Cowpea California Black Eye No. 5) [104], llevandose a
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cabo en invernadero, este proceso se realizé con 12 horas de luz y 12 de oscuridad,
el primer paso a realizar fue la siembra (figura 32).

En el caso de la amplificacion del virus BMV, fue realizada en cebada (Hordeum
vulgare), la cual se llevd a cabo en condiciones de invernadero con 14 horas de
oscuridad y 8 de luz.

Posteriormente de la amplificacion cuando las plantas tenian un tamafo
adecuado (aproximadamente 15 cm de altura) se procedi6 a la inoculacibn mecéanica
para ambos virus, ésta se realizé produciendo pequefas lesiones en las hojas de las
plantas tratando de hacer el menor dafo posible, cuando se producen las lesiones
llega el momento colocar el buffer de inoculacion (0.01 M de fosfato de sodio y 0.01 M
de cloruro de magnesio a un pH de 6, 1 ml de CCMV o BMV con una concentracion
de 1 mg/ml), el buffer fue esparcido dando pequefios masajes, 3 semanas posteriores
a la inoculacion mecénica se realiz6 la cosecha de las hojas que presentaron sintomas
de infeccidn (clorosis) que es la manifestacion de manchas amarillas en las hojas, las

hojas recolectadas se llevaron a almacenamiento a -20°C hasta el momento de la

purificacion del virus.

Figura 39 Imagen que muestra la siembra de frijol Cowpea California Black Eye No.
5.
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4.5.2. Purificacion del virus CCMV 'y BMV
La primera purificacion de virus de plantas se realizé en 1964 por Kuhn [105],

para este trabajo la purificacion se realizara optimizando la metodologia de diversos
grupos de investigacion [106] [107].

El primer paso que se realizé fue una molienda, las hojas previamente
almacenadas se licuaron, con la misma cantidad de peso en hojas y volumen de buffer
de extraccion (0.5 M acetato de sodio, 0.08 M acetato de magnesio, titulado con acido
acético glacial a un pH de 4.5, con 1% de mercapto-etanol), con el objetivo de producir
la liberacion del virus por ruptura de la membrana celular conocida como lisis.

A continuacion, se realizé una molienda en mortero con arena de mar
desacidificada hasta obtener una pasta fina para asegurar que la membrana de las
células se rompa y dejen libre al virus (figura 33a), la pasta fina obtenida de la molienda
se filtra por una serie de gasas (Cheesecloth, Fischer Scientific) con el fin de separar

el material sélido de la solucion que contiene el virus.

Una vez obtenida la solucién se agreg6 un volumen igual de cloroformo para
separar los componentes celulares (figura 33 b), se dej6 en agitacion de 30 a 60
minutos. Pasado el tiempo de agitacion se llevé a centrifugacion por 17 minutos a
12000 g y 4 °C en una centrifuga de mesa (Heraeus Biofuge Stratus) con un rotor de
angulo fijo (Thermo 3335), en tubos de teflon con tapa resistentes al cloroformo
(modelo 3114-0030).

Luego de la centrifugacién se pueden observar dos fases, el sobrenadante con
una tonalidad amarillo ocre y el pellet un color verde obscuro (figura 33 c), de la cual

se recupera el sobrenadante (contiene el virus) como se observa en la figura 33d).




Figura 40 a) Molienda en mortero de las hojas, b) Muestra con cloroformo para separar los componentes celulares, c)d)
observacioén de las fases el sobrenadante amarrillo ocre que contiene el virus.

El sobrenadante recuperado se dejo agitar al menos 8 horas a 4°C para que el
cloroformo se evapore, después se colocaron 23 mL de la solucién recuperada en
tubos de polipropileno (modelo 355642 para rotor SW-32Ti) y con una aguja de 2 mm
de didmetro y 150 mm de largo sin punta se agrega una solucion de sacarosa al 10%
llamado “colchén de sacarosa” en el fondo del tubo lentamente, siempre cuidando que
gueden bien diferenciadas ambas soluciones como se muestra en la figura 34, a
continuacion se lleva a cabo una centrifugacion por 138 minutos a 96416 g a 4 °C en
ultracentrifuga (Beckman L-80 Ultracentrifuge). Luego de la centrifugacién se desecha
el sobrenadante, el pellet se resuspende con aproximadamente 50 pl de buffer de
suspension (50 mM de acetato de sodio y 8 mM de acetato de magnesio a un pH de

4.5) y se deja en agitacion hasta obtener una mezcla homogénea de tonalidad marrén.
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Figura 41 Imagen que muestra el colchon de sacarosa donde se puede apreciar la

diferencia de fases.

Posteriormente se utiliza un gradiente de sacarosa al 25%, se colocan 30 mL
de sacarosa en tubos ultraclaros (modelo 344058) y se llevan al ultracongelador (-
80°C) por 1 hora. Luego se cambian a 4°C por 8 horas cuidando que el gradiente no
se perturbe.

Por las paredes de los tubos se agrega 1 mL de la soluciéon que contenia el
pellet recuperado con el virus de CCMV o0 en su caso BMV, evitando romper el
gradiente, en seguida los tubos se contrapesan y centrifugan a 96416 g por 78 minutos
a 4 °C en la ultracentrifuga (Beckman L-80 Ultracentrifuge).

Al finalizar la centrifugacion los tubos se iluminan con luz blanca dentro de un
cuarto oscuro (debido al tamafio del virus esta dispersa luz azul claro cuando se le
irradia con luz blanca policromatica), por lo que se observa una franja azul

aproximadamente a % de altura del tubo como se observa en la figura 35.
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Figura 42 Gradiente de sacarosa al 25% donde se observa la franja azul que

contiene el virus a % del tubo.

La solucidn recolectada se coloca en tubos de policarbonato de 3.2 mL (Marca
Beckman modelo 362305) para el rotor de angulo fijo (TLA-110Ti) con un volumen de
3 mL. Posteriormente se centrifuga (Beckman Coulter éptima MAS-XP) a 12074400 g
por 100 minutos a 4 °C para eliminar la sacarosa, cuando el proceso de centrifugacion
termina, se descarta el sobrenadante de los tubos, y el pellet se resuspende en 100 pl
de buffer de suspension.

La concentracion de virus se mide en un espectrofotometro UV-Vis (Modelo
Nanodrop marca Thermo Scientific) tomando en cuenta la relacion A260/A280 para

poder calcular la pureza y concentracion del virus y se almacena a -80 °C.

4.5.3. Estudio de los cambios en el tamafio de los virus CCMV y BMV

Para poder medir la efecto que tienen las sales sobres el virion del CCMV y
BMYV fue necesario hacer una serie de dialisis en una membrana de dialisis de 12,000
KD, por 24 h, a diferentes pH y con diferentes concentracion de sales para variar la
fuerza iénica (FI), para esto se necesitd realizar distintos buffers con las siguientes

caracteristicas, para los pH acidos (4.8,5.4 y 5.8) se utilizaron buffers de citratos, para
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los pH altos (6.0, 6.2, 6.4, 6.6, 6.8, 7.0, 7.2, 7.4 y 7.6) se utiliz6 buffer de fosfatos, la

concentracion de virus utilizada fue de 0.3 ug/ul. En cada punto de pH se calculo la
fuerza id6nica con la siguiente formula I:1/2(Z?=n cl-zzl-z) para cada buffer y se diluy6

1/10 de tal manera que la fuerza ionica fuera de 0.01, para alcanzar la fuerza iénica
deseada fue necesario agregar NaCl hasta obtener 0.1M, 0.2M y 0.3M segun fuera el
caso. El tamafio de particula del virus se midié a cada pH y fuerza ionica utilizando
dispersion de luz dinamica. Para cada muestra se realizaron al menos 7 experimentos
con 3 mediciones cada uno y con 100 repeticiones, esto como herramienta primaria ya
qgue al ser una alternativa accesible nos ofrece resultados al momento. Otra
herramienta que se utilizé fue el microscopio de fuerza atémica (AFM) MultiMode V8
SPM NanoScope (Bruker, Santa Barbara, CA, EE. UU.) las muestras se midieron en
celda liquida a temperatura ambiente. Las condiciones de pH y fuerza i6nica, para las
cuales se realizaron los experimentos, fueron a en el caso de CCMV de pH 7.4y Fl de
0.1y parael BMV pH 7y FI 0.1. Las iméagenes se obtuvieron utilizando el modo fluido
ScanAsyst. Para garantizar la adherencia del virus a la superficie de la mica en
solucion, se tratdé mediante dos métodos para cambiar la carga de la superficie de la
mica de una carga nhegativa a una positiva, de modo que la capside cargada
negativamente se adhiera a la superficie de la mica. En el caso de CCMV, la mica se
recubrié con 10 pL de solucién de poli-L-lisina (Sigma-Aldrich, MW 70-150 kDa) para
hacer que su carga superficial cambiara y se pueda utilizar como sustrato [108].
Después de la preparacion del sustrato, se depositaron 20 yuL de una solucion de
muestra de CCMV diluida (1 mg/mL) sobre el sustrato, se incubd durante 15 min a
temperatura ambiente y luego se sec6 cuidadosamente para dejar una capa delgada
de la muestra sin permitir que se seque. Posteriormente, la muestra se montd en el
escaner piezoeléctrico AFM, donde se ensamblé la celda de liquido y se permitié que
alcanzara el equilibrio térmico durante aproximadamente 15 minutos monitoreados con

un termometro termoacustico (TACT).
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En el caso de las particulas del virus BMV, la mica recién cribada se suspendi6 primero
en una solucion de acetato de magnesio (33 mM) durante la noche para cambiar la
carga superficial de negativa a positiva, y después de esto, se coloco en el escaner
piezoeléctrico AFM vy el liquido la celda fue montada después. Los experimentos se
realizaron en la celda liquida, la cual se llené con la solucién de virus BMV en solucion
de fosfato a pH 7 y con una fuerza ionica de 0.1. Posteriormente, se dejo reposar
durante dos horas para permitir que las particulas del virus BMV se adhirieran a la
superficie de la mica a traves de interacciones electrostaticas. Las imagenes también
se obtuvieron usando el modo fluido ScanAsyst con una configuracion de 512
pixeles/linea y una velocidad de escaneo de 0,5 Hz. La fuerza aplicada a ambas
muestras, CCMV y BMV, se fij6 al valor mas bajo posible para evitar dafios en la
superficie. El andlisis AFM se realiz6 con la medicion de la altura de 100 particulas,

este estudio se realiz6 en el sistema del equipo.

La ultima herramienta utilizada fue Microscopia Electronica de Transmision
(MET), JEM-200CX (JEOL) a 100 kV equipado con una camara digital (SIA, EE. UU.).
Una vez mas, las muestras se prepararon en torno a las condiciones en las que se
detectd una gran hinchazén mediante la muestra experimental DLS. Se deposité una
gota de 6 pl sobre unarejilla de cobre (malla 300) previamente recubierta con parlodion
y carbon. Después de 1 min, el exceso de muestra se elimind con un papel de filtro y
luego la muestra se tifié negativamente; con acetato de uranilo para muestras a pH<6,
y para pH > 6 con solucion de acido fosfotungstico, que se prepard al mismo pH de
cada muestra,[109]. Las imagenes se procesaron con el programa ImageJ de uso libre
para obtener los histogramas de distribucién de tamafios, los cuales se construyeron
a partir del analisis de al menos 100 particulas virales por cada punto realizado, cada

una medida en dos direcciones.

4.6. RESULTADOS

4.6.1. Amplificacion del virién
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La infeccion en las plantas es dependiente de las condiciones ambientales, en
los meses de verano la infeccion se ve favorecida para CCMV y en invierno es
favorecida la infeccion del BMV, los sintomas caracteristicos de clorosis se pueden

observar después de cuatro semanas en aproximadamente un 50 a 60% del total de

las hojas como se aprecia en la Figura 36.

Figura 43 a) Imagen que muestra clorosis en hojas de cebada infectadas con BMV,

b)c) Clorosis en hojas de frijol infectadas con CCMV.

4.6.2. Purificacion del viriéon

En cada proceso de purificacion se utilizaron 300 gr de hoja, dependiendo de la
cantidad de sintomas de infeccién que se observe en las hojas es la cantidad de mg
de virus obtenido. La manera de determinar la pureza y cuantificar la cantidad de virus
fue mediante espectroscopia UV/Vis.

Un espectro de absorbancia tipico del virus CCMV se muestra en la figura 37
en donde se observa que el pico maximo se encuentra en 260 nm que corresponde a
la longitud de onda donde absorben los acidos nucleicos.

La pureza del virion se relaciona con la proporcién entre la cantidad de &cido
nucleico y de proteina presente, es decir, A260/A280 la cual debe estar en un rango
de 1.5 a 1.7 [70], para ser considerada como pura y apta para realizar experimentos.
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El virus se almacend en alicuotas de 1 mL con una concentracion de 1 mg/mL y se
guarda en un ultra congelador a -80 °C. Las purificaciones realizadas en el transcurso
de este proyecto se realizaron con éxito, ya que se pudo realizar la amplificacién de
ambos virus con una pureza adecuada para poder ser utilizados en el estudio de la
hinchazon del CCMV y BMV.
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Figura 44 Grafica que muestra el espectro de absorcion tipico del virus CCMV a una
concentracion de 1 mg/mL. La absorbancia maxima se da en 260 nm donde absorben los acidos
nucleicos (linea azul).

4.6.3. Diagrama de la evaluacién del tamafio del CCMV y BMV

Como se menciond anteriormente conocer el proceso de hinchazon de un virus

es importante, para estudiar este fendbmeno se llevé a cabo una serie de dialisis en las
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gue se utilizaron dos diferentes virus de la misma familia Bromoviridae, variando la Fl

y el pH, encontrando resultados bastante prometedores.

En la figura 46 a) y b) se pueden observar dos curvas de absorbancia, donde
se muestra el cambio del tamafio de los virus CCMV y BMV en diferentes condiciones
de pH y FI medido por DLS. Primeramente en color azul en la figura 38 a) y b) se
muestra el CCMV y BMV a un pH de 6 y FI de 0.1 se observa que el diametro de
particula que muestran es parecido a las condiciones de tamafio nativo de los virus,
alrededor de 30 nm (este tamafio es 2 nm mayor al conocido en la literatura (28 nm)
debido a que el equipo de DLS muestra en diametro hidrodinamico), posteriormente
en la figura 38 a) en color rojo se observan la curva de tamafio del CCMV a un pH de
7.4 y una Fl de 0.1 donde se aprecia el cambio que el pico mdximo se encuentra
alrededor de 40 nm, a su vez en la figura 38 b) se muestra en color rojo la curva de
tamafio para BMV en condiciones de pH 7.6 y FI 0.1, mostrando un pico maximo
alrededor de 42 nm. A simple vista se puede apreciar la variacion del tamafio cuando
se presenta un cambio en las condiciones de pH, por lo que se asume que los viriones

son susceptibles a los cambios de pH y surge un estado de hinchamiento.
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Figura 45 Medicion de BMV y CCMV que muestra el cambio de tamafio DLS tipico a)
CCMV y b) BMV con una FI= 0.1y con diferentes pH, donde se puede apreciar el

cambio en el tamafo de los viriones.

Para la evaluacion del tamafio del CCMV se utilizé el DLS el cual mostro los
resultados que se observan en las figura 39, obteniendo que para una fuerza iénica de
0.1 la hinchazon fue de hasta 41 nm en un pH de 7.4, para una Fl de 0.2 y 0.3 la
hinchazén se present6 en un pH de 6.4, en ambos casos la hinchazén llego a 42 nm,
lo cual se considera un incremento significativo con respecto al tamafo que presenta
el virus en distintas condiciones, ya que se encontré un 30-35% de hinchazoén siendo
significativo al 10% encontrado en la literatura. Como se mencion6 anteriormente el
CCMV es estable a un pH menor a 6.0, por lo que estos experimentos nos confirman
esto, ademas cabe recalcar que es posible que esta hinchazén no sea uniforme, si no
que se observara una deformacion en la capside al momento de la hinchazén, también
se espera que las interacciones proteina-ARN se conserven, ya que este proceso es

reversible con respecto al tiempo.

78

——
| —



CCMV Capsid size (nm)

44
42
40
38
36
34
32]
304
284
26 1
24

22

CCMV Capsid size (nm)

N W W W W W
0 O N b O
A T2l TP VAl Wi (P Ty

CCMV Capsid size (nm)

26 4

N
KN
L

N
N

48 52 56 6.0

pH

6.4

6.8

7.2

7.6

8.0

5.6

6.0

6.8

Figura 46 Cambios en el tamafio del diametro del CCMV determinado por DLS en

funcién del pH y la fuerza ionica (1) a) 1=0.1, b) 1=0.2, c¢) 1=0.3.
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Por otro lado, se realiz6 la medicion de la hinchazon del BMV a las mismas
condiciones que fueron utilizadas para el CCMV, para este caso en particular estas
muestras un comportamiento particular, teniendo dos picos maximos, se puede
observar que para una Fl de 0.1 y 0.2 estos picos se encuentran en un pH de 6.8y
7.6 y para una Fl de 0.3 en un pH de 7.0 y 7.6, los valores de estos picos también se
encuentran entre 37 y 42 nm (figura 40), representando una hinchazon 23 y 40%,
siendo un cambio significativo del 10% conocido en la literatura. Estos puntos de
hinchazén se muestran arriba de un pH arriba de un pH de 6 para Fl de 0.1y 0.2 lo
cual concuerda con la literatura que dice que es estable debajo de un pH 6, en cambio
para una Fl de 0.3 el estado de hinchazdn comienza en un pH de 5.8 lo cual nos podria

indicar que el BMV es muy susceptible a los cambios en la FI.
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Figura 47 Cambios en el didmetro del tamafio del BMV determinado por DLS en
funcion del pH y fuerza idnica, a) 1=0.1, b) 1=0.2, c¢) 1=0.3.

En el caso del BMV se muestra mayor variacién en el tamafio que
presenta a diferentes condiciones de pHy Fl. Con esto podemos suponer que el virus
del BMV es mas susceptible a los cambios de pH y FI comparado con el CCMV esto

se puede deber a que la capside del BMV es menos rigida [93].

Para comprobar los datos obtenidos en DLS, se utilizé la técnica de MET, donde
pudimos observar el mismo grado de hinchamiento que en DLS, en laimagen 41 a) y
b) se muestra una comparacion directa entre el CCMV y BMV medida en MET (100
particulas medidas en dos direcciones utilizando ImagenJ) a diferentes condiciones de
pH y FIl, se puede apreciar un incremento significativo en el tamafio de la cipside viral

cuando las condiciones de pH y FI son mas altos.

Seleccionamos la fuerza iénica y el pH en los que el tamafio de los viriones es
de aproximadamente 28 nm, y alrededor de las condiciones donde la hinchazén tiene
su valor mas alto segun lo determinado por DLS. En la Fig. 41 a), la imagen obtenida
corresponde a pH 4.5y FI 0.1, por lo que esta figura muestra una imagen tipica de
CCMYV, y también el tamafio tipico del virion de 28 nm de didmetro. Mientras que los
tamafos obtenidos a FI 0.1 y pH 7.4, y FI 0.3 y pH 6.4 muestran un tamafo de
hinchamiento superior al 20 %. De manera similar la Fig. 41 b) muestra la comparacion
del tamafio normal (28 nm) en condiciones de FI 0.1 y pH 4.5 del virion del BMV,
comparado con el tamafio de hinchazén en condiciones de FI 0.1y pH 7.4,y 1 0.3y
pH 7.4. Donde se puede observar una hinchazon mayor al 20 % para el virion BMV.

La Fig. 41 ¢) muestran una imagen del tamafio normal del viribn CCMV obtenida en
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MET y las Figs. d) y €) muestran imagenes de los viriones hinchados a pH 7.4y FI 0.1,
pH 6.4 y | 0.3, respectivamente. Podemos observar como el tamafio de las muestras
en condiciones de hinchamiento son mucho mayores, cabe recalcar que en los estados
de hinchamiento algunas de las capsides ya no son esféricas, estan alargadas o
deformadas. Lo cual era de esperarse, ya que para lograr un estado de hinchazoén

mayor del 10%, se esperaria que la capside se encuentre deformada.

82

——
| —




b)

40 4
35

30

Size (nm)

Size (nm)
2.8

o
1

10.1pH 4.5 10.1pH 7.4 10.3pH 6.4

10.1pH 4.5 10.1pH7.4 103pH7.4

Figura 48 Imagen representativa de MET a) CCMV, b) Distribucion de tamafio de
BMV a diferentes condiciones de pHy FI, c) CCMV FI 0.1y pH 4.5,d) CCMV FI 0.1y
pH de 7.4,e) CCMV FI 0.3y pH 6.4,f) BMV FI 0.1y pH 4.5, g) BMV FI 0.1 pH y pH
7.4, h) BMV FI 0.3y pH 7.4.
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Comparando estos resultados con los de DLS se puede observar que para el CCMV
en condiciones de pH de 7.4 y FI 0.1 su tamafio fue de 37 nm comparado con 34 nm
en MET esta diferencia se debe a que en DLS se mide el radio hidrodinamico, de tal
manera en condiciones de pH 6.4 y FI 0.3 el CCMV en DLS mostro un tamafio de 39
nm y en MET el tamafio obtenido fue de 35 nm. Estos resultados corroboraron que
existe un estado de hinchazon en el virus cuando es sometido a un cambio en el pH'y
la FI.

A su vez las imagenes 41 f), 41g) y 41 h) corresponden al virus BMV en
condiciones de pH 45y 10.1, pH 7.4y FI 0.1 y FI 0.3 y pH 7.4 respectivamente.
Nuevamente se observa la diferencia significativa en el tamafio ante la variacion del
tamafo de pHy Fl. Ademas, en los estados de hinchazon se observa que las capsides
se encuentran deformadas. Haciendo una comparacion entre la técnica de DLS y MET
de los estados de hinchamiento en condicion de FI 0.1y pH de 7.4 por DLS el tamafio
obtenido fue de 35 nm, y para la técnica de MET fue de 36 nm y para una Fl de 0.3y
un pH de 7.4 el tamafio fue de 34 nm para ambas técnicas, en general, los resultados
observados por MET son consistentes con los resultados obtenidos por DLS,

corroborando el estado de hinchazoén en puntos especificos.

A su vez se llevo a cabo la caracterizacion de la hinchazon de los viriones CCMV
y BMV por AFM en celda liquida. Las figuras 42 a) y b) muestran imagenes de viriones
CCMV cuya altura se analiz6 en condiciones de pH 7.4y FI 0.1. La figura 42 ¢) muestra
las imagenes de perfil de los dos virus cuyas lineas de perfil se indican en las Figs. 42
a) y b). Se puede observar que el tamafio es mayor a 35 nm. En la Fig. 42 d) se muestra
una comparacion entre los resultados de AFM y los obtenidos con DLS para las
mismas condiciones. Podemos concluir que el virus tiene un porcentaje de hinchazén
similar medido por ambas técnicas; es decir, con un diametro de 38.2 + 6.9 nm por
AFM Yy 37.2 + 3.4 nm por DLS.
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Figura 49 medicion del virus CCMV realizado por AFM en celda liquida a pH 7.4 y FI

0.1. a) y b) AFM imagenes de los virus CCMV, c) perfiles de altura de las particulas

del virus CCMV que se muestran en las figuras a) y b), d). Comparacién del tamafio
promedio del diametro del virus observado por AFM y DLS en las mismas

condiciones.

En la figura 43 a) y b) se muestran imagenes de dos viriones de BMV apH 7y
FI 0.1. La Fig. 43 ¢) muestra las imagenes de perfil de los dos virus de BMV y también
muestra que la hinchaz6n es muy similar. En la Fig. 43 d) se muestra una comparacion

entre los resultados de AFM con los obtenidos con DLS para las mismas condiciones.
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También podemos concluir que el virus tiene un porcentaje de hinchamiento similar,
con un diametro de 36.3+5.9 nm por AFM y 34.2+1.9 nm por DLS.
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Figura 50 Estudio de Microcopia de Fuerza Atdmica del BMV. a) y b) Imagenes AFM de los virus BMV en
una celda liquida a pH 7 y 1 0.1 en modo ScanAsyst. c) Perfiles de altura de las particulas del virus BMV
mostrados en las Figs. a) y b) con las lineas sobre ello d) comparacién de los resultados de AFM y DLS.

Estos experimentos realizados para algunos puntos especificos muestran una
comparacion con valores muy similares de los datos obtenidos por DLS, por lo

confirmamos que los valores obtenidos son confiables.

En la figura 44 se muestra una comparacion con experimentos realizados por

Wilts y colaboradores [74], ellos utilizaron un buffer de fosfatos con una molaridad de
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0.02, al cual se agreg6 PBS, lo que aumenta la fuerza idnica, ademas, también
utilizaron EDTA, componentes que no se utilizaron en estos resultados. El
comportamiento es muy similar, solo se muestra una diferencia de tamafio de
aproximadamente 2 nm debido a la técnica de medicion, ya que ellos utilizaron AFM
en nuestro caso DLS. Por esta razon, sugerimos que el EDTA desempefia un papel

importante en la estabilidad del virus y, por lo tanto, en ausencia de este la hinchazon

es menaor.
38
- A CCMV (DLS) &
@ BMV (DLS) -
¥ CCMV Wilts
34.-
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32-
£ * =
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N 30- v
284 v ¥
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Figura 51 Imagen comparativa entre los resultados de Wilts realizados por AFM y los
resultados obtenidos con las mismas condiciones en DLS para CCMV y BMV.
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4.7. CONCLUSIONES

Como primera conclusion de esta etapa del proyecto, cabe destacar que se
cumplio el objetivo de la amplificacion y purificacién de los virus CCMV y BMV en un
invernadero artificial. Viéndose favorecida la obtencion de BMV en temporadas donde
el clima se mantiene frio, en cambio, la amplificacion del CCMV se ve favorecida en

los climas mas calidos.

El segundo objetivo de este proyecto fue el estudio de la hinchazdn con respecto
al pHy Fl de los virus CCMV y BMV mediante técnicas de DLS, MET y AFM el cual se
llevé a cabo con éxito. Es importante resaltar que, aunque el CCMV y el BMV sean
virus muy parecidos, se pueden comportar de diferentes maneras dependiendo de las
condiciones fisicoquimicas, presentando diferentes estados de hinchazon arriba de un
pH de 5.6. Esta hinchazén puede ser fundamental para la entrega de ARN para que
la célula pueda llevar a cabo el proceso de traduccién. Este trabajo ayuda a la mejor

comprensién de los virus y su comportamiento dentro de las células.
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