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1. RESUMEN

Las macromoléculas bioldgicas como proteinas, péptidos, acidos nucleicos, polisacaridos, etc.,
constituyen bloques de construccién prometedores apenas explorados. Estos bloques poseen
caracteristicas interesantes, son faciles de producir, tienen dimensiones constantes y pueden ser
modificados mediante ingenieria genética 0 mediante reacciones quimicas de bioconjugacién. Los
virus, estructuras supramoleculares conformadas por subunidades proteicas han sido utilizados
como moldes para la sintesis de nanoestructuras y sus aplicaciones no estan limitadas a la Biologia.
Nuevas particulas virales han sido disefiadas para permitir la sintesis de nanomateriales por dentro
y por fuera de las particulas virales, para acarrear farmacos y marcadores fluorescentes en el
organismo, como soporte para la sintesis de baterias de litio mas eficientes, e incluso, para permitir
el crecimiento celular. El virus fd es un virus de tipo filamentosos que infecta bacterias. Ha sido
utilizado como modelo de estudio de coloides y cristales liquidos debido a su naturaleza de bastén
semiflexible. El virus M13, practicamente idéntico al fd, ha sido utilizado como soporte para la
nucleacion de diferentes materiales y como soporte de crecimiento celular cuando se encuentra
como cristal liquido y después de ser modificado genéticamente. El objetivo de este trabajo fue
utilizar al virus fd como bloque de construcciéon de diferentes bionanomateriales: virus decorados
con nanoparticulas de oro para formar nanocables y virus modificados quimicamente para formar

hidrogeles para el crecimiento de células.

Para modificar al virus se utilizé una reaccion de bioconjugacion mediada por carbodiimidas que
permite la formacion de enlaces de tipo amida. Con esta reaccién modificamos las propiedades de
superficie del virus al adicionar, moléculas de cisteina para introducir grupos tiol en la superficie, un
acido dicarboxilico pequefio para incrementar las cargas negativas y dos diaminas diferentes para
incrementar las cargas positivas. El virus con cisteina se utilizdé para la produccidon de nanocables
metalizados, ya que las nanoparticulas de oro forman enlaces muy fuertes con los atomos de azufre
de los grupos tiol. Por otra parte, los virus con carga diferente fueron mezclados para obtener
hidrogeles Los hidrogeles fueron utilizados para permitir el crecimiento celular y, por lo menos en
dos casos, parece haber sido exitoso. Todos los virus que fueron modificados fueron analizados,
ademas de otras técnicas, con SERS y PCA, métodos que enriquecen la caracterizacion de

modificaciones tan pequefias como las que se realizaron aqui. La variedad de bionanomateriales
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que se pueden obtener a partir de estructuras filamentosas como el virus fd, es practicamente
ilimitada, las reacciones de bioconjugacion son lo suficientemente versatiles para poder disefiar

estructuras supramoleculares con propiedades Unicas aplicables a cualquier area de la ciencia.

2. INTRODUCCION

En la naturaleza se pueden apreciar estructuras basicas de construccion. Péptidos y proteinas
son solo apenas un par de ejemplos de dichas estructuras. Bajo ciertas condiciones es posible
modular el ordenamiento de estos bloques de construccion: algunas proteinas forman estructuras
supramoleculares mas complejas como las capsides virales mientras que otras se autoensamblan en
fibras que son potencialmente dafiinas para las células. Esta capacidad de modulacion ha sido
aprovechada en la construccién de nanomateriales con propiedades tan Unicas que tienen

aplicacion en muchas disciplinas de la ciencia desde la medicina hasta la informatica.

Las estructuras virales son un claro ejemplo de bloques de construccion basicos presentes en
la naturaleza. Su estructura y composicion de aminoacidos estad pre-programada en su propio
material genético, por lo que siempre se obtienen particulas idénticas. Esta es una de sus
propiedades mas atractivas: la monodispersion, es decir, la constancia de tamafo y forma que
resulta dificil si no imposible de lograr mediante métodos sintéticos comunes. La variedad de formas
que despliegan los virus hasta hoy conocidos es otra propiedad interesante de estas estructuras
supramoleculares que se encuentran entre los sistemas bidticos y abiéticos. Resaltan dos tipos de
estructuras: esféricas y filamentosas siendo las primeras las mas abundantes y de las primeras
estructuras virales utilizadas como unidad de construccion de nanomateriales. Los virus de tipo
filamentoso tienen caracteristicas en comun con estructuras tan lejanas entre si como los flagelos
bacterianos y los filamentos de actina pero que han sido ampliamente estudiados desde el punto

de vista de los sistemas coloidales.

Los virus de tipo filamentoso constituyen un tipo de bloque de construccion particular. En
suspension pueden adoptar estructuras de liquido cristalino dependiendo de su concentracién y
otros factores fisicoquimicos. Asimismo, este fluido formado por bastones semiflexibles, tiene

propiedades reoldgicas Utiles para el disefio de matrices tridimensionales. Las propiedades
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estructurales de los virus dependen de la informacion genética que poseen. Es posible introducir
nuevos grupos funcionales o cambiar las propiedades de superficie modificando la secuencia de
DNA del virus para que exprese algun aminoacido diferente. Sin embargo, las modificaciones que
se pueden realizar mediante este camino son limitadas pues la adicion o eliminacidén de algun
aminoacido puede impedir el plegamiento correcto de las proteinas que forman la capside viral e

incluso puede eliminar la capacidad infectiva del virus.

La alternativa logica a la ingenieria genética ha sido la quimica de bioconjugacion, o quimica
bioldgica en la cual se llevan a cabo reacciones quimicas entre supramoléculas bioldgicas y otras
moléculas. Esto ha sido particularmente Gtil para laboratorios de sintesis organica en los que tal vez
no se tengan las instalaciones necesarias para llevar a cabo metodologias de biologia molecular. Las
reacciones de bioconjugacion permiten modificar las propiedades de superficie de las
supramoléculas aprovechando los grupos funcionales de los aminoacidos de superficie. Las
particulas virales pueden adquirir nuevos grupos funcionales, diferente carga e incluso diferentes

tamanos simplemente "decorandolas” con moléculas que asi lo permitan.

Considerando tanto la versatilidad de los virus como su capacidad de auto ensamblarse y
organizarse, el objetivo de este trabajo fue obtener suspensiones del virus fd y nanobiomateriales
formados por estas particulas virales. Utilizando al virus como bloque de construccion, nos
propusimos obtener estructuras de tipo nanocable y matrices tridimensionales que pudieran ser
utilizadas como soporte para cultivo celular in vitro, basicamente mediante la introduccion de
moléculas pequefas en su superficie. Asimismo, el virus fue utilizado como modelo de suspensiones
formadas por estructuras de tipo bastdn rigido que nos permitieron estudiar las propiedades
reoldgicas y compararlos con sistemas viscoelasticos como aquellos formados por polimeros y

micelas elongadas.

Utilizando reacciones de bioconjugacién se obtuvieron nuevos nanomateriales utilizando el
virus fd como principal materia prima. Estos nuevos materiales fueron ampliamente caracterizados
y se espera poder aplicarlos proximamente en el desarrollo de redes tridimensionales para el
crecimiento de células in vivo. El virus fd fue modificado quimicamente para obtener dos
propiedades de superficie distintas: presencia de grupos tiol en abundancia y cambio en la carga

neta de la particula viral. Gracias a los grupos tiol fue posible obtener nanotubos de oro con tan
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solo adicionar nanoparticulas de este metal a una suspension de virus modificados. Este es un
método sencillo para la obtencién de nanocables de oro en comparaciéon con los métodos
tradicionales de electrodeposicion o de despliegue en virus. Los nanocables de oro pueden ser
utilizados como parte de la estructura de materiales mas complejos como hidrogeles o como
verdaderos cables de conduccion eléctrica una vez que el virus es eliminado del nanobioconjugado.
Aunque estas aplicaciones no fueron exploradas en este trabajo, constituyen una de las perspectivas
mas importantes, especialmente la introduccion de los nanocables en los hidrogeles que se
obtuvieron posteriormente. Se espera que estos nanocables de oro incrementen la sefial Raman al
estar inmersos en cualquier tipo de cultivo de células, especialmente los que se lleven a cabo en los

hidrogeles obtenidos.

Los sistemas celulares interactian siempre en ambientes tridimensionales formados en una
buena parte por estructuras filamentosas de proteinas tales como la actina. Los sistemas
tridimensionales para el cultivo de células in vitro estan formados por polimeros sintéticos o
naturales que proporcionen un andamio favorable para la proliferacion de las células. Resaltan los
hidrogeles, estructuras tridimensionales capaces de absorber grandes cantidades de agua que
ademas proporcionan una estructura de anclaje para las células. Los hidrogeles pueden formarse
mediante la interconexion entre polimeros mediante enlaces covalentes o idnicos. Aunque son
necesarios otros factores, la simple mezcla de polimeros de diferente carga puede dar como

resultado un tipo de hidrogel, denominado también hidrogel fisico.

Considerando lo anterior, obtuvimos particulas virales con cargas diferentes a las del virus
nativo. Utilizando la metodologia de modificacion quimica ya establecida logramos unir
covalentemente moléculas pequefas a la superficie del virus que le proporcionaron cargas positivas
0 negativas segun la molécula. La mezcla de suspensiones de virus con diferente carga dio como
resultado hidrogeles que permitieron la proliferacion de células. Durante la produccion de estos
nuevos nanobiomateriales desarrollamos algunos métodos para estudiarlos, particularmente la
espectroscopia Raman y el analisis de componentes principales. La espectroscopia Raman permitié
comprobar las modificaciones quimicas realizadas a las particulas virales y el analisis de los espectros

fue facilitado por el analisis de componentes principales (PCA).
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3. ANTECEDENTES
3.1. Bioinspiracion
3.1.1. Virus y bionanomateriales

La complejidad de las estructuras mas pequefias en la naturaleza ha sido apreciada y utilizada
como modelo de organizacion y construccion a seguir en las ultimas décadas, especialmente gracias
al avance de la microscopia electronica. De esta manera se ha descubierto que estructuras con
propiedades Opticas interesantes como el exoesqueleto de algunos insectos, las alas de las
mariposas o el nacar, o con propiedades de adherencia particulares como las patas del gecko o la
superficie de las flores de loto, albergan estructuras que aparentan ser simples pero que poseen un
alto grado de organizacion. Estructuras de este tipo han servido de inspiracion o, mejor dicho, de
bioinspiracion para el desarrollo de nuevos materiales utilizando estructuras simples y pequeias
como bloques de construccién, lo cual es conocido como fabricacidén de abajo hacia arriba (bottom-
up). La sintesis de bloques de construccion de origen natural es controlada por las células y sus
procesos bioquimicos, ejemplos de dichos bloques son las proteinas, los acidos nucleicos, lipidos,
etc. Destacan las proteinas virales pues una vez sintetizadas adoptan estructuras especificas que les
permiten auto ensamblarse en nuevas particulas virales, asi como los acidos nucleicos que pueden

formar estructuras complejas dependiendo solamente de la secuencia de nucleétidos.

Las estructuras virales han recibido recientemente bastante atencion pues son ideales para el
desarrollo de nuevos materiales. Las particulas virales se auto-ensamblan en el interior de células y
son relativamente sencillas de reproducir y purificar mediante técnicas que ademas son
generalmente amigables con el medio ambiente. Asimismo, son bastante monodispersas pues las
dimensiones de las proteinas que las conforman son siempre iguales gracias a un proceso de sintesis
y ensamblado que se encuentra bien controlado por las enzimas de la célula hospedera. Las
particulas virales pueden modificarse segun las necesidades mediante modificaciones genéticas
para expresar nuevas funcionalidades o adicionandolas mediante sintesis quimica. Los virus que han
sido mas utilizados para la obtencién de bionanomateriales son principalmente de dos tipos:
icosahédricos y filamentosos y se han utilizado para obtener nanocajas y nanocables,

respectivamente.
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En medicina las particulas virales asi modificadas han sido aplicadas exitosamente en terapia de
genes, liberacion de farmacos y vacunas, reconocimiento de biomoléculas, liberacion de RNAs de
interferencia, etc. En la Fig. 1 se indican los principales virus utilizados a la fecha en el desarrollo de
nanobiomateriales. Varios virus que infectan plantas han sido utilizados como bloque de

construcciéon de novedosos nanomateriales, asi como algunos bacteriéfagos (Fig. 1).

BMV ccmv CPMV RCNMV TYMV av SVa0

Brome mosaic Cowpea chlorotic Cowpea Mosaic Red clover necrotic Turnip yellow Canineinfluenza  Simian vacuolating
virus mottle virus Virus mosaic virus mosaic virus virus virus 40

Alfa-virus Adenovirus Bacteriofago Bacteriéfago Bacteriéfago Bacteriéfagos
Tobacco mosaic virus Nucleo capside MS2 Qp P22 M13yfd

Fig. 1. Representacion de la estructura molecular de diferentes virus utilizados para la obtencién de bionanomateriales,
con sus siglas en inglés. Fotos tomadas de Li y Wang, 2014 y del sitio www.sciencephoto.com

Las particulas virales pueden ser modificadas tanto en la parte interior como en su superficie,
ya sea mediante mutaciones dirigidas o mediante reacciones de bioconjugacién’. Por ejemplo, se
ha realizado la sintesis de nanoparticulas al interior de los virus, obteniéndose nanoparticulas de
tamafos y formas bastante homogéneos pues ambas propiedades dependen de la forma y tamafo
de la cavidad®. De modo similar, es posible encapsular nanoparticulas preformadas al interior de la
particula viral como marcadores fluorescentes (quantum dots, QD) y otras moléculas bioactivas.
Estos virus “cargados” se pueden utilizar para acarrear y liberar marcadores, farmacos, etc., en el
organismo, ademas de que es posible monitorear su transito gracias a los fluoréforos e incluso
pueden llevarse a cabo reacciones enzimaticas si una enzima en particular es encapsulada en el

virus?.

La superficie de las particulas virales puede ser utilizada como templete para la organizacion de
nanoparticulas®®. Algunas nanoparticulas adheridas a la superficie de los virus pueden funcionar
como recolectores de luz para aplicaciones en nanofotdnica o en medicina si se adicionan

marcadores fluorescentes. Las nanoparticulas pueden ser sintetizadas directamente en la superficie
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del virus, lo cual ha abierto la posibilidad de desarrollar novedosas baterias de litio utilizando virus
filamentosos como soporte® o templetes para el crecimiento celular, aprovechando particularmente

la organizacion como cristal liquido que los virus filamentosos adquieren en suspensién®.

3.1.2. Biomateriales: ingenieria de tejidos

La bioinspiracion ha llegado hasta el disefio de biomateriales para la regeneracion de tejidos.
Gran parte del conocimiento sobre el tema se ha derivado del estudio de los componentes de la
matriz extracelular que las células utilizan para auto organizarse de forma natural. La ingenieria de
tejidos es un campo multidisciplinario cuyo proposito es la obtencion de tejidos tridimensionales
utilizando células en combinacion con templados o artefactos que promuevan la adhesién, el
crecimiento, la organizacién y la diferenciacion’ y proliferacion® de las células. Asimismo, cada vez
es mayor la necesidad de contar con matrices tridimensionales para el estudio in vitro del
crecimiento celular pues estos cultivos tienen una mayor semejanza con lo que ocurre de forma
natural en un tejido, lo cual proporciona mucha mas informacién que los tradicionales cultivos

bidimensionales.

Existen al menos cuatro vias por las cuales la ingenieria de tejidos logra la regeneracién tisular:

a) Crecimiento sobre membranas que guian el crecimiento celular y la regeneracién de un tejido,
como es el caso de los implantes para la recuperacion de piel;

b) Trasplante de células para promover la regeneracion

¢) Biomateriales combinados con moléculas bioactivas (factores de crecimiento) para inducir la
regeneracion

d) Los dos métodos anteriores: biomateriales, células y factores de crecimiento®.

Asimismo, los biomateriales deben ser biomiméticos, lo cual se refiere a cualquier material que
sirva de templete para la adhesion celular y que imite varias propiedades de la matriz extracelular.
Los principales requerimientos para un biomaterial son los siguientes®:

e Debe ser biocompatible, bioabsorbible, ¢ Debe ser capaz de portar y presentar

remodelable y biodegradable en tiempos sefales biomoleculares para favorecer las
adecuados interacciones celulares
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o Debe ser altamente poroso para favorecer ¢ Debe favorecer la deposicion de la matriz
la infiltracion celular, la difusion de extracelular promoviendo las funciones
nutrientes y gases celulares

o Debe poseer propiedades mecanicas
adecuadas y con superficies adecuadas
para la adhesion celular

Varios polimeros naturales y sintéticos han sido utilizados como soporte para el crecimiento
celular que cumplen con la mayoria de las propiedades antes mencionadas, las cuales pueden

incrementarse si se incorporan algunas estructuras particulares (Tabla 1).

Tabla 1. Materiales utilizados como bioestructuras que imitan a la matriz extracelular'.

Material utilizado Funcion
PEG Induccién de la morfogénesis
Hidroxiapatita Induccién de la osteogénesis y la mineralizacion
Carbon, PLA, PGA, PLGA, Templado tridimensional, promocién de la adhesién

policaprolactona, quitosana
Secuencias de aminoacidos RGD e IKAV  Promocién de la adhesion a las matrices
Péptidos anfifilicos Templete tridimensional, promocién de la adhesion,

Control de la liberacién y presentacion de factores de crecimiento

Alginato-sulfato, quitosan sulfatado y citosinas, sulfatacién de la estructura de la matriz

Otras limitaciones propias de las matrices tridimensionales artificiales han sido corregidas
mediante la incorporacion de diferentes nanoestructuras'®. El mejoramiento de estos biomateriales
puede llevarse a cabo facilmente gracias a la gran variedad de reacciones de bioconjugacion que
existen y que han permitido incorporar supramoléculas como proteinas, péptidos, acidos nucleicos,
oligonucleétidos, polisacaridos, lipidos, asi como virus'', nanoparticulas y nanotubos que mejoran
las propiedades de la matriz de crecimiento (Tabla 2).

Tabla 2. Nanomateriales que mejoran las propiedades de las redes tridimiensionles'®.
Deficiencias comunes de las

R g - Nanomaterial incorporado Efecto del nanomaterial
matrices artificiales
Propiedades mecanicas Incremento del médulo de Young y de la
débiles Nanotubos de carbén fuerza tensil
Baja resistencia eléctrica Incremento de la conductividad
Interacciones débiles . L .
; . Nanocables de titanato Adhesidn celular a la matriz
célula-matriz
Pérdida de senales Nanoesferas sintéticas y : . . .
. . Liberacién controlada de biomoléculas
bioquimicas naturales Nanocables de oro
Incapacidad de las células Nanoparticulas magnéticas Ingenieria de estructuras tubulares
para ensamblar estructuras  Bacteriéfagos, nanoparticulas Control sobre la geometria de la biomasa
tridimensionales de oro y de éxido ferroso celular
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3.2. Cristales liquidos

Los cristales liquidos fueron descubiertos por Reinitzer, el cual observd que ciertos
compuestos parecidos al colesterol presentaban dos puntos de fusion distintos, es decir, que
presentaban diferentes transiciones de fase, a estos estados intermedios los llamé “mesofases”™.
Lehman bautiz6 a estas mesofases como liquidos cristalinos y posteriormente Friedel identificé tres
distintos tipos de mesofases: nematica, esméctica y colestérica; en cada fase las moléculas presentan
un tipo de ordenamiento diferente (Fig. 2). Los cristales liquidos muestran birrefringencia al ser
observados a través de polarizadores cruzados, debido a que las moléculas que los conforman
muestran un ordenamiento posicional. La fase nematica esta formada por moléculas que se orientan
verticalmente, aunque no tienen una posicién ordenada a diferencia de la fase esméctica A en la
que ademas de orientarse, las moléculas forman capas, y se conoce como esméctica C si ademas se
inclinan. La fase colestérica es la fase nematica de un compuesto quiral™®, en esta fase se presenta
un alineamiento de moléculas por capas, con cambios de angulos graduales entre capa y capa por

lo que aparenta tener una estructura helicoidal (Fig. 2).

W
Wy

Nematica Esméctica A Esméctica C Colestérica

Fig. 2. Principales subfases en cristales liquidos. La orientacion y configuracion de las particulas del sistema determina
el tipo de subfase.

Un caso particular de cristales liquidos son los que estan compuestos por particulas coloidales
asimétricas, normalmente, estructuras supramoleculares. Estos sistemas han sido utilizados en el
estudio de los aspectos de ordenamiento de las mesofases, debido a que sus dimensiones facilitan
su manipulacién, lo cual no es posible con sistemas de moléculas mas pequefias™ ™. Asimismo, las
estructuras supramoleculares que los componen tienen la forma de varillas rigidas (o) y tienen gran

importancia en el area biolégica pues muchas estructuras filamentosas (p.ej. membranas, fibras
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musculares, actina, microtibulos, polisacaridos, DNA y virus'', entre otros.) se comportan como

cristales liquidos cuando se encuentran en suspension.

Uno de los primeros cristales liquidos biologicos descubiertos (después del colesterol) fue el
del virus del mosaico del tabaco (TMV), el primer virus en ser aislado, purificado y cristalizado. En
1936 Bawden detect6 la existencia de fases de cristal liquido en suspensiones al 2% del virus'®; él
observo la separacion de dos fases: una épticamente isotrépica y otra birrefringente. Estudios
posteriores han mostrado que este sistema muestra las siguientes transiciones de fase: isotrépica,
nematica y esméctica'" (Fig. 3). Las suspensiones de virus filamentosos han sido un buen modelo
experimental pues estas particulas son idénticas en estructura y poseen los mismos parametros
fisicos como masa, longitud, diametro y densidad de carga en solucidn; estas particulas muestran
un alto grado de monodispersién que no se logra en polimeros sintetizados quimicamente™8, por

lo tanto son un buen modelo para el estudio de sistemas coloidales de bastones semirrigidos.

Desordenada
>
E Cristal
[ e
o Esméctica
{ =
0
(9] >
2 Nemdatica
S
=
< T
o
(9]
f e re
o Isotrépica
O

Fuerza idénica

Fig. 3. Diagrama de fases del Virus del Mosaico del Tabaco (TMV) en funcién de la fuerza iénica del medio. Modificado
de Fraden, 19953,

El bacteriofago fd ha sido un sistema adecuado de estudio pues permite el analisis experimental
del modelo de varillas semiflexibles cargadas. Asi como el TMV, el cristal liquido del virus fd presenta
las fases isotrdpica, nematica y esméctica A y esméctica C>'3'°. Ademas del bacteridfago fd, otros
bacteriéfagos filamentosos presentan transiciones de fase liquido cristalina® (Fig. 4). Aun es
necesario obtener un conocimiento mas amplio sobre el comportamiento de las estructuras
supramoleculares de los cristales liquidos'™ ', Gracias a esta capacidad de auto organizacién, estos
virus son excelentes candidatos para el desarrollo de nuevos nanomateriales pues con solo
modificar condiciones fisicoquimicas es posible obtener estructuras diferentes que pueden servir

como soporte para el crecimiento de células, cristales, etc.
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Fig. 4. Suspensiones liquido cristalinas de diferentes bacteriéfagos en capilares, vistas mediante microscopia de luz
polarizada cruzada mostrando texturas birrefringentes. La concentracion de los virus es la siguiente: 20mg/mL (fd, lke,
122 y X-2); 15mg/mL (Pf1), 50mg/mL (Pf3), 25mg/mL (tf-1) y 75mg/mL (X). Las muestras se encuentran en regulador de
boratos 0.15M a pH de 8.6 y el diametro de los capilares de 0.7mm. Tomado de Tomar y col,, 2007%°.

3.3. Bioconjugacioén

El término bioconjugacion se refiere a la unién de dos o mas moléculas (mediante un enlace
covalente, normalmente) para generar una estructura mas compleja que tiene las propiedades
combinadas de los componentes individuales''. Por ejemplo, la unién de dos biomoléculas puede
ponerse de manifiesto si una de ellas es bioconjugada con algin marcador que se haga visible solo
cuando dicha unién ocurre. Las reacciones de bioconjugacién han tenido gran importancia en
biologia y medicina, pues su aplicacién ha permitido desarrollar sistemas de cuantificaciéon de
analitos en poco tiempo, métodos de deteccion de actividad enzimatica e incluso, la localizacion de
componentes celulares especificos. Esta capacidad de poder unir biomoléculas ha generado toda
una industria de diagnostico y tratamiento de diversos padecimientos. Los blancos méas importantes
en este campo son biomoléculas como proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos, que ademas de
poder ser detectadas y cuantificadas mediante reacciones de bioconjugacion, han sido estudiadas

mediante la aplicacion cuidadosa de dichas reacciones’".

En los ultimos afos el campo de accidon de la bioconjugacién se ha expandido a los
nanomateriales?’. Los nuevos nanomateriales que incluyen biomoléculas en su estructura
(bionanomateriales) son el producto de una nueva area de investigacion, la bionanotecnologia®®.

Los objetivos principales de esta disciplina son el estudio de procesos biolégicos utilizando
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nanoestructuras acopladas a diferentes biomoléculas y el desarrollo de nuevos nanomateriales
haciendo uso de procesos y estructuras biologicas también llamados bionanomateriales,
nanobiomateriales 0 nanobioconjugados®. Estos nuevos bionanomateriales poseen un gran valor
agregado pues tienen propiedades que son mucho mas ricas que aquellas de sus componentes
individuales y sus aplicaciones no estan limitadas a la biologia y la medicina sino también a areas
como la nanoelectrénica y nanofotdnica. Para conocer la amplia variedad de bionanomateriales que

se pueden obtener se recomienda la excelente revisién de Sapsford et al.?".

La cantidad de reacciones quimicas que se utilizan para generar nanobioconjugados es bastante
amplia, y pueden agruparse en tres categorias: quimica covalente, interacciones no covalentes y
encapsulacion®’. La seleccidon de una metodologia de nanobioconjugacion depende de las
propiedades que tienen los bloques de construccidn (biomoléculas y nanoestructuras) como son los
grupos funcionales presentes, el tamafo y la composicién quimica® asi como las propiedades que

se busca obtener en el bionanoconjugado.

Muchas de las reacciones de bioconjugacion que generan enlaces covalentes ocurren gracias a
moléculas llamadas intercaladores (crosslinkers), los cuales pueden ser visualizados como una
especie de "cuerda molecular” que ayuda a la unién de dos especies reactivas y pueden o no formar
parte del producto final de bioconjugacion. Aquellos conocidos como de “longitud cero” (zero-
length crosslinkers) son liberados durante la reaccién y no forman parte del producto final, estos
son los intercaladores mas utilizados, especialmente las carbodiimidas. Los intercaladores homo y
heterobifuncionales y los trifuncionales si forman parte del producto final. Los homobifuncionales
contienen en su estructura dos sitios de reaccion idénticos, mientras que en los heterobifuncionales
son diferentes. Otros sistemas de bioconjugacién involucran la formacion de dendrimeros, el uso

de marcadores fluorescentes, agentes quelantes y silanos'".

Entre las reacciones mas sencillas de bioconjugacidn se encuentran las que son mediadas por
carbodiimidas. Utilizadas desde los 60°s, son probablemente el tipo de intercaladores mas popular,
por su eficiencia para formar bioconjugados entre proteinas, péptidos y oligonucleétidos, en
cualquier combinacién de estos tres. Existen dos tipos de carbodiimidas: solubles e insolubles en
agua, siendo las primeras las mas comunes pues la mayoria de las biomacromoléculas son solubles

en reguladores acuosos. Los subproductos de la reaccion son también solubles en agua, lo cual

Obtencidén de biomateriales a partir del virus filamentoso fd 18



PDCB UNAM DMS

facilita la purificacién. Las carbodiimidas insolubles son utilizadas principalmente en la sintesis de

péptidos y en la formacién de bioconjugados con moléculas solubles en solventes orgénicos’".

La que es probablemente la carbodiimida mas utilizada en reacciones de bioconjugacién es
EDC o EDAC (hidrocloruro de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida) util para la formacion
de enlaces amida entre moléculas que tienen grupos carboxilo y amino®' (Fig. 5). En esta reaccién,
el acido carboxilico de la molécula que se desea conjugar se adiciona al enlace C=N de la
carbodiimida, el cual contiene un carbono altamente electrofilico y da como resultado la formacion
de un derivado acilo del acido, la O-Acilisourea. Este agente acilante reacciona rapidamente con la
amina primaria de la otra molécula a unir pues el grupo saliente forma la isourea, que contiene un
grupo carbonilo muy estable. Al mismo tiempo se forma el enlace amida entre el carboxilo y la
amina primaria entrante®. Cabe mencionar que esta reaccién se debe llevar a cabo en pH

ligeramente acido (5 - 5.5) .

CI- EDC
A | i
OA- OH + _ 2 Moléculacon R1/U\NH Enlace amida
c'd,o. H3N—R amina |2 formado
carboxilico ; : R
1 primaria
R
02\0 NH' NH _NH
)\ SN T‘/ ~
~
\NH+\/\N NH/\ Isourea O
O-Acilisourea (Subproducto)
(Intermediario activo)

Fig. 5. Mecanismo de reaccién de conjugaciéon mediada por EDC, una carbodiimida?’.

El EDC se puede utilizar en combinacién con el reactivo NHS (N-hidroxisuccinimida) que le
permite mejorar la reactividad de los grupos carboxilo mediante la formacion de un éster. Los
ésteres con NHS son solubles en agua y de larga duracién, en presencia de aminas nucleofilicas que
pueden atacar el carboxilo de dicho éster, el grupo NHS se libera facilmente dejando atras un enlace

amida bastante estable (Fig. 6). EIl NHS incrementa la solubilidad y estabilidad del intermediario
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activo que reacciona con el grupo amino, lo cual lleva a la formacién de una mayor cantidad de

enlaces amida.

Enlace amida

1 CI- EDC formado O
R \N H+\/\NAN/\ :
A [ "
0~ “OH R’
Acid’q Q H3N+_R2
carboxilico >— Molécula con
HO—N amina primaria

R’ >/ R’ o>\
)\ O NHS O:< HO_
0% >0 0—N

)\ O NH
+ ~
SNHTNTS SNE TN 0;2

Intermediario
éster

Y

wn

O-Acilisourea
(Intermediario activo)

Fig. 6. Mecanismo de reaccion de bioconjugacién para la formacién de un enlace amida mediada por EDC y NHS?'.

En este trabajo se utilizo la reacciéon de bioconjugacion mediada por EDC/NHS para lograr la
union entre el virus fd y diferentes moléculas. Se utilizaron como blanco los carboxilos presentes en
la proteina pVIII del virus fd (Glu2, Asp4, Asp5, Asp12, y Glu20) y los grupos amino primarios (amino

terminal y Lys8) todos en la regién expuesta al solvente.

3.4. Bacteri6éfagos

Los bacteridfagos o fagos son los virus que infectan procariontes (bacterias y arqueas), fueron
descubiertos en 1917 por Felix d'Herelle quien los concibié como algun tipo de “ultravirus” de
bacterias, aunque la naturaleza viral de los mismos se confirmd hasta 1940 con la llegada del
microscopio electrénico®. Al igual que cualquier otro virus, los bacteriéfagos se comportan como
parasitos intracelulares estrictos, cada virus es capaz de infectar a un grupo particular de bacterias,
usualmente miembros de una especie, aunque en ocasiones un mismo bacteriéfago puede infectar
varias especies relacionadas®. En 1967 Bradley propuso un esquema de clasificacién donde

reconocia 6 tipos basicos de fagos: con cola, filamentosos e icosaédricos con DNA o ARN de cadena
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sencilla?’. Actualmente se conoce la estructura de al menos 5568 virus examinados mediante
microscopia electronica, de los cuales un 90% corresponde a virus con “cola” en 3 familias
(Myoviridae, Siphoviridae y Podoviridae). S6lo 208 fagos (3.7%) son poliédricos, filamentosos o

pleomorficos (Inoviridae y Leviviridae), y se encuentran distribuidos en 17 familias®’.

3.4.1. Virus filamentosos

Los bacteridfagos filamentosos poseen simetria de tipo helicoidal e incluyen tres familias:
Rudiviridae, Lipothrixiviridae e Inoviridae; los hospederos de los dos primeros pertenecen al dominio
Archaea, y los ultimos infectan al dominio Bacteria. La familia /noviridae comprende dos géneros:
Inovirus y Plectovirus. Aunque estos géneros poseen hospederos muy diferentes, son similares en
cuanto a su replicacién y morfogénesis, ademas poseen DNA circular de cadena sencilla. Dentro del
ciclo de replicacion de los Inovirus, los bacteriofagos establecen una infeccion persistente, la cual
resulta en una produccion continua de particulas fagicas (también conocidos como viriones, virus o
particulas virales). Cabe destacar que el DNA del bacteriéfago no se integra en el DNA del
hospedero, como ocurre en otras especies de fagos filamentosos®®. Se incluyen detalles acerca de
proceso de infeccion, replicacion y ensamblaje de las particulas virales filamentosas en el Apéndice

Bacteriéfagos Ff (/novirus)

Los virus filamentosos del género Inovirus poseen alrededor de 9 genes e infectan bacterias
Gram negativas principalmente?®. Su estructura simple los ha favorecido como modelo para estudiar
su estructura macromolecular’, interacciones y su aplicacibn como herramienta en

biotecnologia®®3%3'

. La mayor parte de la informacion referente a los bacteriofagos filamentosos
proviene de los que infectan a Escherichia coli, que incluyen al f1, M13, fd, lke e 12-2°% %, Los
bacteriofagos 1, M13 y fd (Fig. 7) son practicamente idénticos en secuencia, y genéricamente se les

conoce como fagos filamentosos (Ff) *%*>.
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Fig. 7. Micrografias del bacteri6éfago filamentoso fd contrastadas con acetato de uranilo al 2%. a) Muestra diluida de los
virus, imagen coloreada artificialmente, cada filamento corresponde a un virus. b) Muestra concentrada del virus lo cual
le da un aspecto de red.

Los virus Ff (fagos filamentosos) poseen un DNA circular de cadena sencilla que se encuentra
dentro de un tubo flexible compuesto principalmente por la proteina pVIII*® y cuatro proteinas mas
en los extremos. Los bacteridéfagos tienen un didmetro de alrededor de 6 nm y 800-1000 nm de
largo® (Fig. 8), aunque algunas especies miden hasta 2000 nm, el tamafio es establecido segin la
longitud del DNA, una cadena normalmente de 6-7 kb 2® 32, Uno de los extremos de la particula viral
posee de 3 a 5 copias de las proteinas pVIl y pIX. Ambas proteinas son hidrofébicas y las dos estan
implicadas en el inicio del ensamblaje de la particula viral, si alguna se encuentra ausente el
ensamblaje no se lleva a cabo?®. El otro extremo de la particula viral contiene alrededor de 5 copias
de las proteinas plll y pVI, las cuales estan relacionadas con el inicio de los procesos de infeccién y
de salida de la particula viral desde la célula®>*. La proteina plll consta de 406 aminoécidos que
forman 3 distintos dominios (D1, D2 y D3) unidos por dos regiones ricas en glicinas®. La proteina
pVI posee una regién de 6 cadenas 3-plegadas, semejantes a las que se presentan en las membranas

eucarioticas relacionadas con la transduccién de sefiales®.
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800 nm-1um

Fig. 8. Representacién de un bacteriéfago filamentoso con la ubicacién de las proteinas que constituyen la envoltura. El
acercamiento sobre la superficie del virus muestra el acomodo de las proteinas pVIII.

Como se menciono antes, la particula viral esta compuesta principalmente por la proteina pViIl
con aproximadamente 2700 copias de esta a-proteina de 50 aminoacidos (Fig. 9). Las proteinas pVII
se encuentran orientadas en un angulo de 20° con respecto al eje de la particula viral, estas
subunidades se ensamblan sobreponiéndose unas a otras, de manera semejante a las escamas de
un pescado (Fig. 8), mediante interacciones entre las secciones hidrofobicas que se encuentran en
la mitad de cada subunidad®**373®8 |a proteina pVIll es una a-hélice continua, a excepcién de los 5
aminoacidos N-terminales. Por otro lado, las cargas positivas de los aminoacidos C-terminales
interactian con los fosfatos de la cadena de DNA*?°, De las cinco proteinas que conforman la
estructura del fago sélo se conoce la estructura tridimensional de la proteina pVIll, 2 dominios de la
plll y algunos datos estructurales de la proteina pIX. En los 2 dominios ya cristalizados de la proteina
|4O

pllI*® se encuentran 6 cisteinas formando 3 puentes disulfuro: 2 en el dominio 1 y uno mas en el

dominio 2 (Tabla 3).

Tabla 3. Distribucidon de grupos tiol en el bacteriofago fd. Un extremo de la particula viral posee
aproximadamente 35 residuos de cisteina (cys) provenientes de plll y pVI, mientras que el otro lado posee
entre 6 y 10 residuos cys.

Proteina No. de cistfel'naazs por No. aproxin,ado de copias No. Total de grupos tiol
proteina de la proteina por fago®
plll 6 5 30
pVi 1 5 5
pVil 1 3-5 3-5
pViil 0 2700 0
pIX 1 3-5 35
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@ Regidn anfipatica

@ Region hidrofdbica
@ Region basica

Posibles sitios de reaccion:
M Glu2yGlu20

@ Asp4, Asp5 y Asp12

@N Terminal y Lys8

Fig. 9. Estructura de la proteina principal de envoltura pVIIl (PDB 1IFD). pVIIl es una alfa hélice compuesta por 50
aminoacidos con tres regiones principales: anfipatica, hidrofobica y basica (residuos involucrados en la neutralizacion
de la carga del DNA). Los posibles sitios de reacciéon se muestran en la region anfipatica y se refieren a residuos de
aminoacidos que poseen algun grupo funcional capaz de reaccionar bajo ciertas condiciones como se vera mas adelante.

La particula viral tiene una masa de aproximadamente 16.3 mega Daltones (MDa), con un 87%
de proteinas. En la Tabla 4 se muestran algunas propiedades fisicas del bacteriéfago filamentoso

fd".

Tabla 4. Propiedades fisicas del bacteriéfago fd (Fraden, 1995™).

Propiedad Magnitud

Diametro (D) 6.6nm
Longitud (L) 880nm
Longitud de persistencia (P) 2.2 um

Peso molecular (M) 1.64 x 10" g/M
Densidad éptica (0. D.) 3.84 (1mg/mL, 1cm, 269nm)
Birrefringencia especifica (An/c) 6 x 10®° cc/mg
Carga (E) 2e/A (pH > 7)

3.5. Nanoparticulas

Las nanoparticulas son particulas de entre 1 y 100 nm de tamafio en alguna de sus tres
dimensiones. Debido a su pequefio tamafio poseen una gran superficie por unidad de volumen, una
gran cantidad de atomos en la superficie y la habilidad de mostrar efectos cuanticos. Tienen,
ademas, una gran diversidad quimica en la forma de metales, 0xidos metalicos, semiconductores,
polimeros, materiales de carbén, organicos o biolégicos. Asimismo, pueden tener una gran
diversidad morfoldgica incluyendo esferas, cilindros, discos, placas, esferas y tubos huecos, entre

otras. que pueden ser obtenidas a través de rutas sintéticas en fase gaseosa, sélida y liquida®*'.
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El uso de particulas en ensayos bioldgicos se remonta varias décadas atras, siendo las
microesferas de latex y nanoparticulas de oro (AuNP’s) las primeras en ser utilizadas, aunque con
los nuevos métodos de sintesis es posible obtener nanoparticulas de tamafios y formas muy
diferentes. Las aplicaciones de las AuNP’s son diversas, algunos ejemplos incluyen: pruebas de
aglutinaciéon y de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), PCR (Polymerase Chain Reaction),
sistemas magnéticos de bioseparacion, biosensores, permiten incrementar la seiial de la dispersién
Raman, en ensayos de dispersion de luz y acoplados a marcadores fluorescentes para la deteccion

de moléculas™.

De la gran variedad de tipos de nanoparticulas conocidas las mas utilizadas en biologia son las
que estan hechas de polimeros y metales nobles pues en ambos casos es posible modificar sus
propiedades de superficie. De las nanoparticulas metalicas, las de oro han sido utilizadas
ampliamente como biomarcadores, principalmente en técnicas de microscopia. Las suspensiones de
oro coloidal son las mas populares en el area biolédgica. Estan formadas por pequefios cimulos de
este metal de transicion y aparecen como esferas solidas y electrodensas en el microscopio
electrénico de transmision. Los métodos actuales de sintesis pueden proporcionar nanoparticulas

con dimensiones desde 1Tnm de didmetro hasta 150nm.

El uso de AuNP’s tiene muchas ventajas frente a otros sistemas de marcaje comunes; por
ejemplo, no presentan las desventajas de las moléculas radiactivas como es el riesgo de
contaminacién y son mucho mas estables que los marcadores fluorescentes o aquellos que
requieren reacciones enzimaticas. Ademas, las AuNP’s pueden ser conjugadas con una gran
variedad de macromoléculas incluyendo proteinas, toxinas, anticuerpos, enzimas, el sistema avidina-
estreptavidina, lipo y glicoproteinas, hormonas, polimeros, entre otros'’. Una gran ventaja adicional
de las AuNP's es que no son toxicas por lo que su uso en humanos ha sido aprobado por la FDA*

(Food and Drug Administration) de los EUA.

El marcaje de macromoléculas con nanoparticulas de oro comprende una serie de pasos aun
no bien descritos, sin embargo, se sabe que depende de varios tipos de interacciones: la atraccion
electronica entre las nanoparticulas negativamente cargadas (debido a algun recubrimiento en
particular) y las cargas positivas de la proteina, fendmenos de adsorcion entre las regiones

hidrofébicas de la proteina y la nanoparticula y la presencia de grupos sulfhidrilo en la proteina®.
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Los grupos tiol son considerados los grupos que muestran la mayor afinidad hacia superficies
metalicas, particularmente hacia las de oro. Las moléculas con grupos tiol pueden interactuar con
las AuNP’s y formar enlaces de coordinacién o “dativos”, que son diferentes a los enlaces covalentes
convencionales pues estan formados por dos electrones que provienen de un sélo atomo. En un
grupo tiol los electrones desapareados del &tomo de azufre pueden formar un enlace coordinado
con la nanoparticula metalica. Los disulfuros pueden a su vez formar estos enlaces coordinados si
previamente son reducidos. El proceso exacto de unidn y su naturaleza microscépica aiin son tema

de discusidn e investigacion®.
3.6. Raman y SERS

En 1928, en Calcuta, Raman y Krishnan descubrieron la dispersidn inelastica de los fotones
predicha en 1923 por Smekal, utilizando filtros de agua, luz del sol, un telescopio y placas
fotograficas. Este tipo de dispersidon que seria bautizada como dispersién Raman es el fundamento
de una técnica espectroscdpica que se encuentra en pleno auge. La espectroscopia Raman es una
técnica que permite obtener espectros vibracionales de moléculas. Puede considerarse una técnica

complementaria a la espectroscopia de infrarrojo y, en algunos casos alternativa a esta Gltima**.

Un espectro Raman se obtiene a partir de la colision inelastica entre luz monocromatica
incidente y las moléculas de una muestra. Cuando un haz de luz monocromatica incide en la
muestra, los fotones provocan que la energia de la molécula se eleve a un estado por arriba del
nivel basal. Inmediatamente la mayoria de las moléculas regresan a dicho estado basal mediante la
emision de un fotén de la misma longitud de onda que aquella del fotén incidente. Este proceso de
dispersion elastica en el que el foton de entrada y el de salida poseen la misma longitud de onda se
conoce como dispersion de Rayleigh. Sin embargo, una pequefa cantidad de fotones sale con
menor a mayor longitud de onda que la del fotdn incidente, es decir, ocurre una dispersién
inelastica. Cuando los fotones tienen una longitud de onda menor que la de los fotones incidentes,
el fendmeno es conocido como dispersion Raman de Stokes. Por otro lado, si los fotones poseen
una mayor energia la dispersion es llamada de anti-Stokes. En comparacion con la dispersion de
Rayleigh, la dispersién Raman es un efecto muy débil, menor en unos 3 a 5 6rdenes de magnitud.
Incluso la dispersidn Rayleigh por si misma, solo constituye alrededor de 10 a 107 de la intensidad

de la radiacion incidente*.
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El espectro Raman presenta la intensidad de versus la longitud de onda. Los picos en el
espectro Raman corresponden a los modos vibratorios de la molécula, de manera similar al espectro
de absorcion de infrarrojo. El corrimiento Raman de un pico equivale a la energia vibracional del
correspondiente modo. Aunque la espectroscopia Raman fue descubierta, la debilidad de las sefiales
que proporciona en general evitdé que se utilizara con mayor frecuencia. El desarrollo del
fotomultiplicador increment6 la sefial que se podia captar, sin embargo, ain no superaba a otras
técnicas como el IR. Se razon6 entonces que, tal vez aumentando la superficie de contacto del

soporte de la muestra, se obtendrian mayores sefiales Raman.

En 1974, utilizando un electrodo de plata cuya superficie se habia hecho rugosa
electroquimicamente, Fleishman observé que la dispersion Raman de la piridina adsorbida en dicho
electrodo se incrementaba en un factor de 10° comparado con la dispersién de una solucién de
piridina con la misma concentracion. Esta técnica se denomind SERS (Surface Enhanced Raman
Spectroscopy), que depende de la rugosidad de la superficie y del metal de que esté hecha, asi
como de la adsorcion efectiva del analito. En un inicid se penso que el incremento de la sefial Raman
mejoraria aumentando el area de contacto del soporte para incrementar el nimero de moléculas
de analito adsorbidas por lo que el uso de superficies metalicas rugosas se incrementé. El
incremento se observd en otros materiales como oro, aluminio, e incrementos moderados al utilizar
litio y sodio, todos en forma de particulas pequefias. Finalmente se comprendid que el efecto es
debido a los plasmones de superficie, la técnica es totalmente dependiente de los mismos,
especialmente de los que presentan los metales plata y oro en su forma nanoestructurada. Los
plasmones son modos resonantes que involucran la interaccion entre cargas libres y luz. La ionosfera
y la superficie de los metales son ejemplos de plasmas: medios que poseen cargas libremente
moviles. Los plasmas en bulto pueden sostener oscilaciones longitudinales de plasma (plasmones),
oscilaciones cuyas frecuencias de resonancia provienen de la fuerza restauradora de los cores
estaticos ejerce en las cargas moviles cuando son desplazadas del equilibrio®. La excitacion colectiva
de los electrones es conocida como plasmdn de superficie. Los plasmones de superficie pueden ser
propagantes como ocurre en una rejilla metalica o localizados como en la superficie de una

particula®®.

El incremento de la seflal Raman puede ser debida a dos efectos diferentes:

electromagnético y/o quimico. El incremento electromagnético ocurre cuando la longitud de onda
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de la luz incidente es cercana a la longitud de onda del plasma del metal, en este caso los electrones
de conduccion son excitados en un estado electrénico excitado (resonancia del plasmon de
superficie). Las moléculas adheridas a la superficie experimentan un campo electromagnético
excepcionalmente grande. Los modos vibracionales normales a la superficie son fuertemente
incrementados. El segundo modo de incremento se debe a la formacién de complejos de
transferencia de carga entre la superficie y la molécula del analito. Las moléculas con pares de
electrones solitarios o con nubes tipo pi muestran mayor SERS. La intensidad del incremento de la
resonancia del plasmon de superficie depende de varios factores incluyendo la longitud de onda de
la luz incidente y la morfologia de la superficie metalica. La longitud de onda debe igualar la longitud

de onda del plasmon de resonancia del metal®’.

Una gran ventaja del SERS es que permite analizar analitos en muy bajas concentraciones
pues los limites de deteccién son mucho mas bajos que aquellos de la técnica convencional. Sin
embargo, puede ocurrir interferencia de contaminantes que se adhieren a la superficie
nanoestructurados. Esta sensibilidad dificulta a su vez la reproducibilidad al realizar mediciones
cuantitativas. A pesar de dichas desventajas, la técnica de SERS ha cobrado gran relevancia en varias

disciplinas que van desde antropologia y estudios forenses, hasta catalisis y ciencias bioldgicas*.

3.7. Analisis multivariado: PCA

El analisis de componentes principales (PCA por sus siglas en inglés) es una de las técnicas
mas extendidas de analisis estadistico multivariado utilizado en varias disciplinas, pero de gran
relevancia en quimiometria. Esta técnica de analisis es considerada por muchos como la principal
técnica que ha contribuido al cambio en la manera en que los quimicos analizaban sus datos, cuyo
uso comenzd en los afios 70°s*®. El analisis multivariado tiene como objetivo reducir un conjunto de
muchas variables a un nimero mas pequeiio de nuevas variables derivadas que resumen la
informacién original. Un segundo objetivo consiste en detectar patrones en los datos, especialmente

entre objetos, que no podrian ser localizados analizando cada variable por separado®.

El PCA es un método matematico que sirve para reorganizar la informacion de un conjunto

de datos obtenidos a partir de muestras. Se puede utilizar cuando el conjunto de datos contiene
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informacion solo de algunas variables, sin embargo, resulta mas Gtil para datos con un mayor
numero de variables como son los datos espectroscopicos. El PCA define nuevas variables llamadas
“Componentes Principales” (PC's), los cuales muestran la mayor variabilidad entre los datos lo cual
permite describir la informaciéon con un niUmero considerablemente menor de variables que las que

originalmente se tenian®.

Se puede calcular un nimero ilimitado de componentes principales, aunque, comunmente,
la mayor parte de la variabilidad se explica en los primeros cinco. El primer PC corresponde a la
direccion en la cual se explica la mayor variabilidad entre los datos, el segundo PC debe ser
ortogonal al primero y describe la mayor cantidad de la variabilidad restante. Una vez que se saben
las direcciones de los PC's es simple geometria la que nos permite expresar los valores de las
muestras individuales en términos de los PC's como sumas lineales de los datos originales
multiplicados por un coeficiente que describe el PC. Estos nuevos valores se conocen como
“marcadores” (scores) y cada muestra tendra un marcador para cada PC (del mismo modo en que

tenia un valor para cada una de las variables de longitud de onda en los datos originales)®’.

Para ejemplificar el proceso del PCA utilizaremos algunas de las mediciones realizadas
utilizando espectroscopia Raman. Consideraremos 61 espectros con mediciones realizadas cada 1
nm en el intervalo de 700 a 2500 cm™ lo cual da un total de 1862 variables iniciales (Fig. 10a). Las
variables pueden reducirse y conservar aln la mayor parte de la informacién, como se observa en
la Fig. 10b en la que se han graficado solo 180 variables. Podemos reducir aln mas la informacion,

por ejemplo, a 19 variables (Fig. 10c) e incluso a 3 (Fig. 10d).

Con tres variables las muestras pueden ser graficadas en tres dimensiones (Fig.11a). Para
poder aplicar el PCA los valores deben estar centrados alrededor de cero, para esto se calcula el
valor medio de cada variable y se resta este valor a cada medicién. Los valores ahora se encuentran
centrados sin cambiar la distribucién de los mismos (Fig. 11b). En la Fig. 11b la linea azul se encuentra
en la direccidn en la que existe la maxima variacion entre los datos y corresponde a la direccion del
primer componente principal (PC1). El valor de las nuevas variables para cada medicién se obtiene
proyectando el punto hacia el gje, lo cual significa que se debe encontrar el punto mas cercano que
representa a esa variable en el espacio tridimensional. Este punto se encuentra simplemente

trazando una linea perpendicular desde el punto hasta el eje, estos valores son los marcadores para
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el PC1. El eje correspondiente a la direccion del PC2 se muestra como una linea verde en la Fig. 12c.
Esta linea debe encontrarse en angulo recto con respecto al eje del PC1 y orientada en la direccion
en la que se encuentre la maxima variacién restante. La direccion del tercer PC se muestra con una
linea roja (Fig. 11c¢), la cual se encuentra también perpendicular a los PC1y PC2 y considera lo que
queda de la méaxima variacién entre los datos. Los PC's tienen un punto de origen en comun el cual
corresponde al origen de los datos previamente centrados. Con los marcadores se puede trazar una
nueva grafica de dos o tres dimensiones en la que se observaran los puntos correspondientes a
cada espectro colectado con las nuevas coordenadas obtenidas mediante PCA. Las graficas
tridimensionales pueden ser rotadas para observar la distribuciéon de la nube de datos, con lo que

se puede determinar si existe algun patron dentro de los mismos (Fig. 11d).

A la vez que se obtienen los marcadores para cada PC, también se obtienen los coeficientes
utilizados para obtenerlos y son conocidos como “pesos” (weights)®'. Cuando se tienen mas de tres
variables (como en el caso inicial en el que contamos con 1862 variables) no es posible visualizar los
datos como en la Fig. 11a en la que se trazaron los ejes para obtener los PC's. En un caso asi, se
graficaran los pesos obtenidos con respecto a las variables de entrada como se muestra en la Fig.11e
en la que se muestra las graficas de pesos derivados del PCA de los datos para los tres primeros
PC's. En dicha grafica los picos mas altos contienen la mayor variabilidad entre los datos, basta con
analizar el tipo de modo vibracional que se encuentra ahi para determinar qué tipo de grupo

funcional es el afectado®'.

El PCA se ha utilizado exitosamente en el analisis de espectros de Raman, SERS e infrarrojo
de muestras clinicas que incluyen suero y sangre humana, asi como biopsias y cortes de tejidos con

algun padecimiento como cancer*>*>*

y aterosclerosis®. La aplicacion del PCA permitié en todos
los casos discriminar individuos sanos de pacientes con alguna patologia, lo cual demuestra el

potencial del analisis multivariado para el analisis espectroscopico.
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Fig. 10. Espectros Raman (61 en total) considerando diferente nimero de variables (longitudes de onda), a) 1862 variables,
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considerando los scores obtenidos en los 3 PC's. e) Gréfica de pesos vs el corrimiento Raman para los primeros 3
componentes principales.
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4. METODOS

4.1. Obtencion del virus fd
4.1.1. Producciéon

El proceso desarrollado para la producciéon del bacteriéfago fd se basé en una combinacién
del método propuesto por Sambrook®, para el bacteriéfago M13 y el modificado por Purdy®’ en el

2004 para producir el bacterioéfago fd.

Cepas. Se utilizd la cepa Escherichia coli XL1-Blue (recA1 endAT1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1
A" lac” [F" proAB lacl"ZAM15 Tn10 (Tet")]), y la cepa del bacteridéfago fd de ATCC (1566-B2).

Medio LB (Luria-Bertani). El medio LB se prepard segun las indicaciones del fabricante, con la
siguiente composicion: Triptona (10 g/L), extracto de levadura (5 g/L), NaCl (7.5 g/L), agar

bacterioldgico (15 g/L, solo para preparar medio sélido).

Preparacion de la semilla del virus fd. Se obtuvieron colonias aisladas de E. coli utilizando
placas de agar LB y después de incubar a 37 °C durante 24 h. Con una de las colonias obtenidas se
inoculd un tubo con 3 mL de caldo LB, se incubd durante 5 h en agitacién. Se prepararon diluciones

seriadas del bacteriofago fd.

En un tubo con 3 mL de medio LB fundido (~45 °C) se mezclaron 300 pL de la suspension
bacteriana y 100 uL de cada suspensién de virus respectivamente, cada mezcla se vacié en una placa
con medio LB. Las placas se incubaron un maximo de 48 h hasta observar placas turbias (zonas de
menor crecimiento bacteriano). Esta técnica también permite evaluar la infectividad del
bacteriéfago. Posteriormente, se recuperaron 2 o 3 placas turbias y se adicionaron a un matraz que
contenia 50 mL de caldo LB. El matraz se incub6 durante 12 h a 37 °C en agitacion. Posteriormente
la biomasa bacteriana se elimind centrifugando a baja velocidad (3,500 rpm). El sobrenadante se
separd y almaceno en tubos estériles de 15 mL a 4°C; este sobrenadante se utilizé como semilla

para el escalamiento de la produccion.

Escalamiento. Se prepararon aproximadamente 14 L de caldo de cultivo LB, separados en varios

matraces Erlenmeyer de 2 L, los cuales fueron inoculados cada uno con 700 pL de una suspension
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de E. coli previamente preparada como se indicé en el punto anterior. Los matraces se incubaron a
37 °C en agitacion durante 5 h, en este momento se adicionaron 500pL de la semilla de fago y se

continud durante 12 h mas con la incubacién a 37 °C.

4.1.2. Purificacion

Las células bacterianas fueron removidas mediante centrifugacion a 3,500 rpm, el
sobrenadante se colectdé nuevamente en matraces de 4 L a los cuales se les adicionaron 20 g/L de
PEG8000 y 20 g/L de NaCl, la mezcla se mantuvo a 4 °C durante 12 h sin agitacion. Posteriormente
esta mezcla se centrifugd a 10,000 rpm durante 40 min para obtener un precipitado blanco
compuesto por virus y polimero. El precipitado se resuspendié y se centrifugd a 13000 rpm,
obteniéndose esta vez un precipitado compuesto por restos celulares, el proceso se repitid hasta
no observar dichos residuos. La suspensién final se ultracentrifugé a 50,000 rpm durante 3 h,
obteniéndose un precipitado de aspecto gelatinoso. Este precipitado se resuspendid y se dializé en

regulador TRIS-HCI pH 8.15, NaN3 0.05% durante 12 h.

Purificacion mediante gradientes de centrifugacién

Gradientes de CsCl. Se prepararon gradientes de cloruro de cesio para eliminar restos celulares y
de PEG. En un tubo para ultracentrifuga se adicionaron 0.5 g de CsCl por cada mL de suspension del
bacteriofago. El tubo se colocd en un rotor de columpio y se centrifugd a 40,000 rpm por 25 h
cuando se utilizo el rotor SW40Ti y 18 h con el rotor TLS-55, en ambos casos la temperatura se
mantuvo a 15 °C. Se obtuvo una banda opalescente formada por el bacteriéfago fd, la cual se separd
utilizando una micropipeta. El virus asi separado se dializd con regulador de Tris-HCl pH 8.15 con
concentraciones decrecientes de NaCl (1 M, 0.5 M, 0.25 M, sin NaCl), para eliminar los restos de CsCl

y de evitar la agregacién de las particulas virales debida a esta sal.

Gradiente en soluciones de iodioxanol (Optiprep®). En un tubo para ultracentrifuga se
colocaron 2 mL de una solucidén de iodioxanol al 60%, sobre esta primera capa se adicionaron
cuidadosamente 2 mL de una solucién al 50%. Se colocaron 8 mL de una suspensién de virus.
Después de 7h de ultracentrifugacién a 38,000 rpm se separd la fraccion por encima de la capa de
iodioxanol al 50%. Esta fraccion se observd con una coloracién blanquecina, mas turbia que el resto

de las capas en el tubo. El volumen colectado se colocd en un tubo que contenia las siguientes capas
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de iodioxanol: 60, 50, 45, 40, 35, 30, 25 15%. Después de ultracentrifugar a 38,000 rpm se separé la
capa blanquecina por encima de la capa al 15%. La capa colectada se dializd en regulador de Tris
pH 8.15 durante 72 h, con recambios de regulador cada 12 h. La muestra se ultracentrifugd una vez

mas, se resuspendid y se separd en alicuotas para ser almacenado a 4 °C.

Concentracion del virus. A partir de la suspensién purificada de virus se prepararon diluciones
cuya absorbancia fue obtenida mediante el espectrofotdmetro UV-Visible Ultrospec Il de LKB
Biochrom a 269 nm. Se sabe que una suspensidn de virus con una concentracion de 1 mg/mL tiene
una absorbancia de 3.84 a 269 nm (Fraden, 1995; Berkowitz y Day, 1976). Este factor fue utilizado

para calcular la concentracién del virus producido.

4.2. Produccion de AuNPs

Se sintetizaron nanoparticulas de oro utilizando el método de Turkevich® y una modificacion
del mismo método en la que ademas se utiliza el reductor NaBH4''. La Tabla 8 resume las
concentraciones de las soluciones necesarias para obtener tres diferentes tamafos de
nanoparticulas.

Tabla 8. Soluciones utilizadas en la sintesis de AuNP’s

Diametro esperado (nm) HAuCl; (mM) NaBH,; (mM) Citrato de sodio (mM)

5 0.5 50 0.5
20 0.5 = 1
40 0.5 - 0.5

Sintesis de AuNP’s de 5nm de didmetro. En un matraz Erlenmeyer de 50 mL con un agitador
magnético se colocaron 10 mL de la solucién de HAuCl,, se adicionaron 10 mL de citrato de sodio
0.5 mM, después de 5 min de agitacion se adicionaron rapidamente 1.2 mL de NaBH.. La solucion
pasd de un color amarillo paja a un tono morado oscuro. La agitacion se mantuvo durante 20 min

sin que hubiera cambio alguno en la coloracion.

Sintesis de AuNP’s de 20 y 40 nm de didmetro. En un matraz Erlenmeyer de 50 mL se
colocaron 10mL de la solucion de HAuCls, la solucidn se calentd hasta ebullicién, se adicionaron
entonces 10 mL de la solucion de citrato de sodio correspondiente (0.5 mM o 1 mM). La mezcla de
reaccién paso de incolora a un tono violeta y después de 20 min de calentamiento a rojo para las

AuNP’s de 20 nm y a rosa mexicano para las AuNP’s de 40 nm de diametro.
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Calculo de la concentracion de nanoparticulas en soluciéon. Para calcular la concentracidon
de las AuNP’s se utilizd el método de Xiong Liu et al.>® Este método considera que las nanoparticulas
obtenidas son esféricas y los reactivos utilizados en la reaccién se consumen en su totalidad. Como
se muestra a continuacién, se calcula en primer lugar el nimero promedio de &tomos de oro por

NP y entonces la concentracion de la suspension:

. . ] npD3
1. No. promedio de 4tomos de oro por nanoparticula: =i
~ N =30.89602D3
.z . . s NTotal
2. Concentracién molar de nanoparticulas en solucién: =—
NVN,

En donde:

N = No. promedio de dtomos de Au por nanoesfera
M = Peso molecular del oro (197g/mol)

D = Promedio del diametro de las nanoparticulas
obtenido por TEM

p = Densidad del oro fcc (19.3 g/cm?3)

Niotat = Cantidad inicial de sal de oro afiadida a la
reaccion (mol)

V = Volumen de la solucién de reaccion (L)

N4 = No. de Avogadro (6.023x10*mol’")

4.3. Reacciones de bioconjugacién con el virus fd

4.3.1. Adiciéon de grupos tiol a la superficie del virus

Para generar grupos tiol en la superficie del virus, especialmente en la parte expuesta al
disolvente de la proteina VIII, se utilizaron dos metodologias: incorporacién de moléculas de 2-
iminotiolano (reactivo de Traut), y una reacciéon de bioconjugacién que utiliza interconectores de

longitud cero y es mediada por carbodiimidas.

Reactivo de Traut. El reactivo de Traut es un imidoester ciclico conocido también como 2-
iminotiolano. Reacciona con aminas primarias durante una reaccién que abre el anillo y genera un
grupo sulfhidrilo. La reaccidén ocurre en el intervalo de pH de 7-1011. Algunos inconvenientes de la
reaccion es que facilmente pueden formarse puentes disulfuro entre las proteinas modificadas,
ademas de que el reactivo puede reciclarse por lo que la molécula modificada debe utilizarse de
inmediato. A una suspensién de virus fd (1 mg/mL) en regulador de boratos de pH 8, se le
adicionaron diferentes voliumenes del reactivo de Traut (5, 10, 25 y 100). La reaccion se mantuvo en
agitacion a 30°C durante una hora. La mezcla de reaccion se dializé en regulador de Tris pH 8.15

durante 30 min.
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Debido a que los grupos tiol son capaces de formar puentes disulfuro, se adiciond el reductor
NaBH., la mezcla se mantuvo a 37 °C durante 15 min, se dializ6 nuevamente y en seguida se
adicionaron AuNP'’s; esta nueva mezcla se mantuvo a 40 °C con agitacion durante 12 h. Los

conjugados fd-Traut-Au, se observaron mediante TEM.

Adicion de cisteinas via intercaladores de longitud cero. Se prepard una solucion de cisteina
300 mM, asi como una suspension del virus fd con concentracion de 15 mg/mL, en ambos casos se
utilizé regulador de fosfatos a pH de 7.2. Se mezclaron 9 mL de la solucidn de cisteina con 1 mL de
la suspensién de virus (concentracion final: 1.5 mg/mL). Se adicionaron 4 mmol de hidrocloruro de
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) y 2 mmol de N-hidroxisuccinimida (NHS) 11, la
mezcla se agitod vigorosamente y se mantuvo en agitacion durante 6h a temperatura ambiente bajo
atmésfera de No. El pH de la mezcla se mantuvo entre 5y 5.5. Los virus modificados (fd-cys) fueron
dializados en regulador de Tris-HCl a pH de 8.15. La suspension dializada se utilizé para una segunda
ronda de bioconjugacion. La cisteina fue solubilizada primero en un pequefo volumen de regulador
de fosfatos y fue adicionada entonces a la suspension. Se repitio el procedimiento de
bioconjugacion y purificacién ya descrito. Los virus modificados fueron guardados a 4 °C en viales
de vidrio con N.. En la Fig. 12 se muestra el posible mecanismo de reaccion de las moléculas de

cisteina con el virus fd.

I “GRUPOS Cisteina HS”® gl (e} A
R . o fd-cys
4 CARBOXILO Y J\ﬁ"s .
NH N SH
» 0
GRUPOS AMINO o <
PRIMARIO OH
FORMACION DE ENLACES
AMIDA () O
Gruros | ~EDC Q o
CARBOXILO OH
REACCIONAN /ﬁ GRUPOS AMINA 7
CON EDC PRIMARIA
REACCIONAN
o O CON 0
, 0 INTERMEDIARIOS
J<o—EDc \‘n-js’\(lLo-EDc ~’( PETIS, HS O-NHS
Fo NHS ‘ v
oN" %, Intermediario o2 | Intermediarios
9 O-Acylisourea NHS ester )

Fig. 12 Mecanismo de la reaccién de bioconjugacion entre el virus fd y cisteina mediada por EDC y NHS.
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4.3.2. Adicion de diaminas y acidos dicarboxilicos

Utilizando la reaccién mediada por carbodiimidas ya descrita, se llevé a cabo la unién entre
acidos dicarboxilicos y diaminas. Se eligié el acido itacdnico (ITA) y las diaminas etilendiamina (EDA)
y dietilentriamina (DETA). Se prepararon soluciones de los compuestos mencionados en regulador
de fosfatos pH 5.5 (ITA 300 mM, EDA 200 mM, DETA 200 mM). Cabe mencionar que debido a que
el acido itacdnico tiene una baja solubilidad en agua, el regulador se calentd ligeramente y se
procedié a adicionar el compuesto, este método favorecio la solubilizacién del acido. El pH de las
soluciones se ajusto utilizando NaOH o HCI concentrados, segun el caso. Se llevo a cabo el mismo
procedimiento descrito para la adicion de cisteinas, aunque en este caso, el volumen final de

reaccion fue de 50 mL. Los virus modificados fueron dializados y almacenados a 4 °C.

4.4, Obtencion de bioconjugados virus-AuNP’'s

Para estos experimentos se utilizaron el bacteriéfago fd-wt (virus nativo) y el fd-cys (virus
modificado con cisteinas). La formacion de los bioconjugados virus-Au, ocurre entre la superficie de
las nanoparticulas y los grupos tiol libres y expuestos en la superficie del virus. Aunque es posible la
unién de AuNP’s con tioles formando puentes disulfuro, se observd que la previa reduccién de

dichos disulfuros, favorece significativamente la cantidad de nanoparticulas unidas.

Evaluacion de agentes reductores y de la temperatura de reaccién. Se prepararon dos
series de 3 microtubos que contenian 500 pL de una suspension del bacteriéfago fd (2 mg/mL), a
cada uno se le adicion6 un reductor diferente: 21 uL de una solucién de Tris (2-carboxietil) fosfina
(TCEP) 0.5 M, 200 pL de una solucién al 5% de 2-Mercaptoetanol y, por ultimo, 4 mg de NaBH4
respectivamente. Ambas series de microtubos se incubaron durante 30min con agitacion, a 40 y 25
°C respectivamente. Posteriormente la mezcla de reaccion se dializé con regulador de Tris 20 mM,
NaNsz 0.05% durante 1h, con recambios del regulador cada 10 min para eliminar el reductor. La
suspension se transfirio nuevamente a microtubos estériles y se utilizé de inmediato para la reaccién
de conjugacion con las AuNP's.

Para preparar los primeros bioconjugados (Tabla 5) se utilizaron AuNP’s de 5 nm en combinacién
con virus reducido tanto a 25 °C como a 40 °C, estas nuevas mezclas de reaccion se incubaron a 25

y 40 °C respectivamente en agitacion durante 12 h.
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Tabla 5. Mezclas de reaccién de bioconjugacion entre AuNP's y fagos sometidos a diferente tipo de
reduccién de tioles y a diferente temperatura de reaccion.
Mezcla No.

1 2 3 4 5 6
fd sin reducir (pL) 400 400
fd reducido con TCEP (pL) 400
fd reducido con NaBH, (pL) 400
fd reducido con 2-MEtOH (pL) 400
AuNP’s 5nm (pL) 400 400 400 400 400
Tris-HCl 20mM (pL) 400 400
*2-MEtOH = 2-Mercaptoetano/

Componente

Efecto de la concentracién del bacteriéfago en las reacciones de reduccién de tioles. Se
llevé a cabo la reduccién de puentes disulfuro de dos suspensiones de virus fd (10pg/mLy Tug/mL)
utilizando NaBH4 y una temperatura de reaccion de 40°C. Se adicionaron AuNP's de 5, 20 y 40nm
(Tabla 6).

Tabla 6. Mezclas de reaccién de bioconjugacion entre AuNP's y fagos reducidos con NaBH.. el fago
reducido corresponde a dos suspensiones con diferente concentracion del mismo, 10pug/mLy 1 pug/mL.

Mezcla No.

1 2 3 4 5 6 7 8
fd sin reducir (pL) 400 400 400 400
fd reducido (pL) 400 400 400 400
AuNP’s 5nm (pL) 400 400
AuNP’s 20nm (pL) 400 400
AuNP’s 40nm (pL) 400 400
Tris-HCl 20mM (pL) 400 400

Efecto del reductor sobre las AuNP’s durante la reaccién de bioconjugacion. Se llevo a
cabo un experimento en el que se afadieron las AuNP’s al mismo tiempo que el reductor, la reaccién

se llevd a cabo a 40 °C (Tabla 7).

Tabla 7. Mezclas de reaccién utilizadas para evaluar el efecto del reductor (NaBH.) sobre las AUNP's y el
virus durante una reaccién de bioconjugacion.

Mezcla No.

1 2 3 4 5 6 7
fd sin reducir (uL) 500 500
NaBH; 1.2M (pL) 100100* 100100* 100100* 100100* 100100* 100 100*
AuNP’s 5nm (L) 500 500
AuNP’s 20nm (pL) 500 500
AuNP’s 40nm (pL) 500 500
Tris-HCI 20mM (pL) 500 500 500 500

*70 ul NaBH para suspension de fd 7 ug/mL, 100 ul NaBH para suspension de fd 10 ug/mL
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4.5. Reologia

Se prepararon mezclas bacteriofago-NaCl con diferentes concentraciones para reologia y
microreologia. Las concentraciones utilizadas se establecieron considerando el diagrama de fases
del bacteriéfago obtenido por Purdy*’ (Fig. 9). Se eligieron puntos que se encontraran dentro de la
fase isotropica o al menos en la fase de coexistencia isotropica-nematica. Se evitd el uso de
concentraciones muy bajas del bacteriéfago fd pues el método utilizado para microreologia requiere
concentraciones lo suficientemente altas para evitar la precipitacién de las microesferas de
poliestireno. Mas detalles sobre la preparacion y caracterizacion de estas muestras se incluyen en el

trabajo de Sarmiento et. al®.

I Fase colestérica — | .n0--8
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E 1o
tEm ]
~ | Fase nematica *
E E
2 é’g %
= 1 oot 8 w W
K. - %
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10 100 S

NaCl (mM)

Fig. 13. Diagrama de fases del virus fd en funciéon de la fuerza idnica del medio y la concentracion del virus®’. Los circulos
llenos indican la transicién de la fase isotropica a la fase nematica mientras que la fase de coexistencia se indica con
circulos vacios. Los cuadros indican la transicién de la fase nematica a la colestérica. Las estrellas indican las mediciones
realizadas en este trabajo.

Reologia mecénica. Se utilizé el rebmetro marca Bohlin Gemini HR nano de Malvern
Instruments, con geometria cono-plato 4/40 (angulo del cono: 4°, diametro del cono: 40 mm, Fig.
14) controlado todo por computadora, se utilizaron 1200 pL de cada mezcla bacteriéfago-NaCl, de
acuerdo a la Fig. 13. En el rebmetro las muestras se mantuvieron en un ambiente himedo para evitar
que se evaporaran. La curva de flujo (viscosidad) fue de una razén de corte de 0.1 a 100 s a una
temperatura de 25 °C. Para determinar el espectro viscoelastico dinamico la muestra se someti6 a
una deformacion sinusoidal de frecuencias de entre 0.1 a 100 rad/s con una deformacion de ~30%,

la separacion entre el cono y el plato fue de 150 um.
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Tr n| angle = 4°

Fig. 14. Diagrama de la geometria utilizada en el reémetro mecanico.

Microreologia. Se utilizd un aparato de DWS disefiado en el grupo de Fluidos Complejos
del Instituto de Fisica de la UNAM, el cual utiliza un laser Coherent Innova 300 con una potencia de
200 mW, la luz dispersada por la muestra se recolectd con fibras dpticas y la correlacién de la
intensidad se hizo en el modo cruzado de la sefial obtenida por los fotomultiplicadores. La
obtencién de los espectros viscoelasticos se llevd a cabo a partir de la funcién de correlacién
obtenida y de la evaluacion del desplazamiento cuadratico medio de las particulas, todo esto fue
adquirido mediante un software disefiado en el grupo, se obtuvieron espectros con frecuencias de

entre 10y 10° rad/s.

Las diferentes mezclas virus-NaCl fueron colocadas en pesafiltros para evitar evaporacién del
agua, se calentaron hasta 40 °C para reducir la viscosidad, inmediatamente se adicionaron
microesferas de 2 um en suspensidon acuosa (10%) hasta alcanzar una fraccion de volumen de
aproximadamente 0.03%, la mezcla se mantuvo en agitacion por 15 min para asegurar una

dispersiéon homogénea de las particulas.

4.6. Microscopia electréonica de transmision (TEM)

Se utilizd el microscopio electronico TEM JEM-1200EX11 de JEOL. En el caso del virus fd wt, los
virus modificados y los nanobiocompositos virus-AuNPs, se depositaron muestras diluidas sobre
rejillas de cobre recubiertas con carbdn y se contrastaron con una solucion al 2% de acetato de
uranilo. Del mismo modo las AuNP’s sintetizadas se depositaron en rejillas recubiertas con carbén
durante 12 h, tiempo después del cual se observaron directamente en el microscopio sin necesidad
de contrastar. Para evaluar las dimensiones tanto de las particulas virales como de las AuNP's se

utilizé el programa DigitalMicrograph ™ 3.7 (Gatan Software Team).
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4.7. Geles poliacrilamida

Se utilizé el método de Laemli®’ para preparar geles de poliacrilamida desnaturalizantes. Se
utilizaron geles de resolucion al 15% de poliacrilamida. Las muestras de los diferentes virus se
desnaturalizaron en presencia de un buffer de carga que contiene DTT (ditiotreitol) y azul de
bromofenol. Aproximadamente 50 pL de muestra se colocaron en cada pozo del gel. La proteina

VIl se observé como una gran mancha al final del gel debido a su tamafio pequefo.

4.8. Microscopia de fuerza atomica (AFM)

Se colocaron ~ 4 pL del bacteriéfago diluido sobre mica recién clivada, la muestra se seco al aire
y fue escaneada con el microscopio de fuerza atdbmica JSTM-4200 de JEOL utilizando un escaner de
70 um x 10 um con y sin vacio (10 Pa). Se obtuvieron imagenes de topografia y fase mediante el

modo de contacto (AC Mode).

4.9. Cristales liquidos del virus: Microscopia de luz polarizada

Diferentes muestras de virus, modificado y sin modificar, se colocaron en capilares de vidrio
utilizando una micropipeta. Los tubos se sellaron con calor por los extremos y se mantuvieron en
incubacién cuando fue necesario. Se observd la formacién de cristales liquidos utilizando un
microscopio de luz polarizada Zeiss con platina giratoria. Asimismo, se observaron las mezclas de

virus modificados con medio de cultivo que se utilizaron para crecer células hepaticas (HEPG2).

4.10. Potencial zeta

Para obtener los valores de potencial zeta de los virus wt y modificados a diferentes valores de
pH, se utilizd el Zetasizer de Malvern. Antes de realizar las mediciones, las muestras de los diferentes
virus fueron dializadas contra reguladores de baja conductividad eléctrica. Los reguladores
utilizados fueron: MES 20 mM (acido 2-morfolino etano sulfénico, pH 5.5), MOPS 20 mM (&cido 3-
morfolino propano sulfénico, pH 7) y CAPS 20 mM (acido 3-ciclohexil amino propano sulfénico, pH
10). Se utilizaron las celdas capilares desechables DTS1060, las cuales se llenaron utilizando una
micropipeta, evitando la formacidén de burbujas. Se realizaron por lo menos 3 mediciones utilizando

el modelo de Smoluchowski, a una temperatura de 25°C. Se asignaron 120 s como tiempo de
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equilibrio antes de cada medicion. Asimismo, se llevd a cabo un minimo de 30 corridas con un

maximo de 120 para cada medicion.

4.11. Preparacion de hidrogeles de virus modificados

Los virus modificados con diaminas y acidos dicarboxilicos fueron precitados y resuspendidos
en medio DMEM con suero fetal al 10%. Al igual que en todos los protocolos antes descritos, cada
material utilizado fue esterilizado, los virus siempre fueron manipulados frente al mechero. Antes de
poner los virus en contacto con las células, fueron sembrados en placas de agar LB para determinar
si se encontraban estériles. Posteriormente, los virus se mezclaron en diferentes proporciones para
evaluar la formacién de hidrogeles fisicos. En la Tabla 9 se muestran las proporciones utilizadas.

Tabla 9. Proporciones para mezclar virus para la formacién de hidrogeles

Virus Proporcion de cada virus (%)
fd 50 50 - -
fd-ITA - - 50 50
fd-EDA 50 - 50 -
fd-DETA > 50 - 50

4.12. Crecimiento de células HEPG2 en mezclas de virus modificados

Empleando las proporciones descritas en la Tabla 9 se generaron mezclas de virus
modificados en medio DMEM con 10% suero fetal bovino y se colocaron 100 pL de cada muestra
en una microplaca de 96 pozos por duplicado (16 pozos en total). La microplaca con los virus se
coloco en una incubadora celular durante 30 min, para permitir que la temperatura del medio
alcanzara los 37 °C. Se prepar6 una suspension concentrada de células HEPG2 adherentes (ATCC®
HB-8065TM) a partir de una placa de cultivo en la que habian alcanzado la confluencia previamente,
con una concentracion final aproximada de 1.5 x10* células. 10 pL de la suspensién celular fueron
mezcladas suavemente con cada muestra de virus, y posteriormente se mantuvieron en incubacion
a 37 °C en una atmosfera de 5% de CO: durante 72 horas. El crecimiento de las células fue
monitoreado peridédicamente observando la placa en un microscopio invertido, al término de las
primeras 72 horas se adicionaron aproximadamente 50 yL de medio fresco suplementado y se
continuo la incubacion por 24 horas adicionales. Se volvié a adicionar medio fresco solo a los pozos
en los que se observo que el pH del medio ya habia cambiado debido al metabolismo de las células,
lo cual ocurrié solo en los pozos sin virus y en los pozos con los virus fd wt, fd-ITA y fd-EDA + fd-

EDA.
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4.13. Espectroscopia Raman incrementada por superficie (SERS)

4.13.1. Preparacion de muestras para SERS

En un microtubo se colocaron 100 pL de muestra y se afladieron 300 L de una suspension recién
preparada de nanoparticulas de oro de 40 nm de diametro. La suspensién se agitoé vigorosamente

utilizando un vortex y se dejo reposar a temperatura ambiente durante 24 h.

4.13.2. MicroRaman

Los espectros fueron obtenidos utilizando el DXR Raman Microscope (Thermo Scientific, USA),
con un laser de estado solido de 532 nm. Se colocaron 50 pL de la suspension muestra-AuNP's en
un soporte de CaF, dicho soporte se colocé sobre un portaobjetos en el porta muestras del
microscopio. Se colectaron por lo menos 15 espectros por cada muestra, cada uno con tiempos de

exposicién de 10 s.

4.14. Analisis de Componentes Principales (PCA)

Cada espectro de Raman convencional o de SERS genera dos tipos de archivo, un archivo con
extension .spa que es reconocido por la mayoria de programas de visualizacion de espectros y un
archivo con extension .csv, un documento que presenta los datos en forma de tablas. En el archivo
.csv los datos del espectro aparecen en dos columnas: la primera contiene todos los valores del

corrimiento Raman (de 50 a 3600 cm-1) y en la segunda columna, la intensidad Raman.

Con los archivos .csv se construyeron matrices de espectros: una tabla cuya primera columna
contiene el corrimiento Raman y las columnas restantes contienen las intensidades para cada
espectro. Las matrices se construyen con todos los espectros que se desea comparar. Estas matrices
son analizadas mediante un algoritmo desarrollado en el programa MatlLab® (Apéndice Il) que
lleva a cabo el andlisis de componentes principales. Los picos de los espectros Raman fueron

asignados utilizando bases de datos para espectroscopia Raman®?,
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

El bacteriéfago fd se reproduce infectando a las cepas macho de Escherichia coli, es decir,
aquellas portadoras del pili F. En este trabajo se utiliz6 un método de produccion y separacion
modificado a partir del utilizado por Purdy et al.>’. El método original implica la infeccidn de un
cultivo de la bacteria E. coli XL1-Blue aproximadamente a la mitad de la fase exponencial con una
semilla del virus fd. La semilla se prepard previamente a partir de placas turbias obtenidas en placas
de medio LB con E. coli creciendo en forma de césped (Fig. 15b). Las placas fueron recortadas y

adicionadas a matraces con el mismo medio de cultivo.

El método de Purdy incluye la adicién por separado de PEG en polvo y de NaCl directamente al
medio para precipitar a los virus, una vez disueltos ambos compuestos el medio se centrifuga para
separar al virus precipitado. Una modificacidon importante a dicho método fue la preparacion de la
solucién de PEG-NaCl, en nuestro caso se solubilizaron ambos compuestos en agua desionizada y
se esterilizaron. Este procedimiento facilita la solubilizacion de los dos compuestos en el
sobrenadante separado de los cultivos bacteria-virus, ademas de que asegura su esterilidad.
Ademas, la mezcla se mantuvo por lo menos 24 h a 4 °C, se observo que al hacer esto incrementaba

la cantidad de virus precipitado.

En la Fig. 16a y b se observan las micrografias obtenidas del virus producido y purificado. Un
problema importante derivado de este método de precipitacion de virus es que una cantidad
indeterminada de polimero permanece asociada al virus, incluso después de varios dias de dialisis.
En un intento por mejorar la pureza de las suspensiones se preparo un gradiente de CsCl. Aunque
se obtuvo una banda de virus bastante clara en el gradiente, esta sal provoco la agregacion del virus
(Fig. 16¢) y la pérdida de infectividad (Fig. 15c¢). Utilizando regulador de Tris con concentraciones
decrecientes de NaCl, se observo la desagregacion parcial de los virus (Fig. 16d), sin embargo, no

fue posible recuperar la infectividad del mismo (Fig. 15d).

En la Fig. 15¢ se observa una placa de agar con crecimiento de E. coli en césped, no se observaron
placas turbias después de haber adicionado el virus purificado con CsCl y tampoco después de que

estos virus se desagregaron con Tris-NaCl. Se sabe que el CsCl deteriora la capacidad infectiva de
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los virus en general®, por lo que se prob6 un método diferente para purificar los virus utilizando
gradientes de iodixanol (Optiprep®). Las soluciones de iodixanol aseguran la preservacion de la
infectividad viral, debido a que se trata de soluciones no iénicas que no alteran las proteinas del
virus, especialmente aquellas relacionadas con el proceso de infeccion. En la Fig. 16e y f se observan
los virus purificados utilizando iodixanol, los virus se observan desagregados. Al realizar la prueba

de infectividad se obtuvieron placas turbias (imagen no mostrada).

Fig. 15. Infectividad del virus fd producido. Escherichia coli a) creciendo en césped en medio LB, b) mezclada con el virus
fd purificado solo centrifugando, c¢) mezclada con el virus purificado con CsCl y d) con el virus purificado con CsCl y
desagregado con NaCl. Las manchas oscuras en (b) son en realidad placas turbias: zonas en las que el virus infect6 a la
bacteria disminuyendo su tasa de crecimiento, algunas se sefialan con flechas. Dichas zonas aparecen como areas mas
claras que el resto de la superficie de la paca en donde la bacteria crece a su ritmo normal.
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Fig. 16. Micrografias electrénicas del virus fd purificado con PEG: a y b) solo centrifugando; c y d) separado mediante un
gradiente en CsCl; y e y f) separado mediante un gradiente en iodixanol (Optiprep).

Las suspensiones de virus filamentosos han sido ampliamente estudiadas desde el punto de
vista de los sistemas coloidales y como liquido cristalino™, asi como estudios reoldgicos a bajas

frecuencias®. En nuestro caso caracterizamos suspensiones del virus mediante reologia mecénica y
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microreologia, cambiando la concentracién del virus y la fuerza idnica del medio. Una propiedad
fundamental en un fluido es su viscosidad la cual depende, en fluidos no newtonianos, de la razon
de corte a la que éste se someta. En la Fig. 17 se muestran las curvas de flujo para suspensiones de
virus con diferente fuerza idnica. La viscosidad de las muestras es muy alta al inicio de la medida y
va disminuyendo con el aumento de la razén de corte. En algunos casos (C25-5225/S300/S400 y
C20-S100) ocurrio un cambio abrupto en la viscosidad que se observa como un pico. Los virus en
suspension se encuentran desordenados al inicio, conforme aumenta la razon de corte adquieren
cierto grado de orientacion pues son arrastrados con el flujo de la suspension. Sin embargo, en
cierto punto, los virus comienzan a dar “volteretas” (tumbling) que desordenan momentaneamente
el sistema incrementando la viscosidad®. Los virus recuperan de inmediato el orden conforme
aumenta la razén de corte, por lo que fluyen de manera mas ordenada (waging)®® y la viscosidad
disminuye. Graf et al.** observaron que la viscosidad de suspensiones de virus incrementa con la

concentracién del virus debido a la interaccion de Coulomb entre las particulas virales.
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Fig. 17. Viscosidad vs razén de corte de suspensiones con diferente concentracion de virus y de NaCl® obtenidas a 25°C en
un redmetro mecanico utilizando la geometria cono-plato. Los circulos indican los experimentos realizados en este trabajo

mientras que los tridngulos indican los resultados de Graf et al®
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A bajas razones de corte y antes de los picos en los que la viscosidad aumenta, la suspension
con la mayor fuerza idnica es la que presenta la mayor viscosidad. Puesto que una mayor viscosidad
esta relacionada con un mayor grado de desorden del sistema, es posible que la presencia de mas
cargas positivas enmascare la carga negativa de los virus. Los virus son entonces mas flexibles por
lo que no se orientan con el resto de los virus hacia la misma direccién. El efecto de la fuerza idnica

sobre la viscosidad parece ser minimo cuando se alcanzan mayores razones de corte.

Cabe mencionar que para las suspensiones de virus con 25y 20 mg/mL la transicion de
tumbling ocurre en el siguiente orden: 400 mM—300 mM—225 mM y 300 mM—225 mM—100 mM,
respectivamente. Esto parece indicar que, con una mayor fuerza idnica en el medio, los virus se

desordenan con mayor facilidad, lo que incrementa la viscosidad del fluido.

El comportamiento viscoelastico (modulos elastico y viscoso) de suspensiones de virus
también se estudid6 mediante reologia mecanica y microreologia por DWS. El médulo de corte
complejo, describe la respuesta en general que presenta un fluido cuando sufre una deformacion.
El médulo complejo posee una componente real y una compleja. La parte compleja, conocida como
modulo viscoso, es una medida de la energia que se disipa en un material que ha sufrido una
deformacion, mientras que la parte real del médulo complejo o el médulo elastico se refiere a la

energia que se almacena en el sistema sometido a una deformacion.

Mediante un redmetro mecanico se puede obtener el comportamiento viscoelastico del
fluido solo a bajas frecuencias mientras que con microreologia pueden determinarse frecuencias de
intermedias a altas, utilizando, voliumenes pequefios de muestra. En este caso la muestra es
embebida con particulas de latex a una concentracién tal (porcentaje de llenado) que no interacttan.
El movimiento Browniano de dichas particulas es monitoreado mediante la dispersién dinamica
multiple de luz (proveniente de un laser). A partir del desplazamiento cuadratico medio de las
particulas se pueden determinar los médulos elastico y viscoso del fluido pues el movimiento de las
particulas depende de las estructuras supramoleculares que conforman el fluido. Cuando se utilizd
DWS se evaluo el efecto de las variaciones en la concentracion del virus y la fuerza idnica del medio
sobre el desplazamiento cuadratico medio de microesferas embebidas en las suspensiones a

tiempos cortos (frecuencias altas).
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En la Fig. 18a se observan los médulos elasticos y viscosos a bajas frecuencias (0.1 < w < 30
rad/s) para muestras con concentraciones fijas de virus (20 y 25 mg/mL) y diferente concentracién
de NaCl y para una concentracion fija de NaCl (225 mM) y diferentes concentraciones de virus. Se
puede observar que por encima de los 20 rad/s el mddulo elastico es mayor que el viscoso (G” (w)
> G' (w)) en todas las suspensiones. Antes y después de los cruces de los mddulos (Fig. 8a y b), la

suspension de virus tiene un comportamiento principalmente viscoso.
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Fig. 18. Mddulos elastico y viscoso (G'(w) y G"(w)) en funcién de la velocidad angular para diferentes concentraciones
de virus y de NaCl. Los simbolos llenos corresponden al médulo elastico y los abiertos al médulo viscoso. a) Reologia
mecanica para frecuencias de 0.1 < w < 30 rad/s. b) Microreologia mediante DWS para frecuencias de 2 < w < 10° rad/s.

En la Fig.18b se presentan G” (w) and G (w) en funcion de la frecuencia angular 2 < w <
10° para las mismas suspensiones de virus. La fuerza iénica parece no tener efecto importante en
la suspensién de virus de 20 mg/mL, a diferencia de la muestra con 25 mg/mL en la cual el mddulo
elastico es mayor con la concentracion mas baja de NaCl utilizada (225 mM). Por otro lado, en el
caso de las muestras con diferente concentracidn de virus y fuerza idnica de 225 mM de NadCl, la

suspensién con mayor concentracion de virus tiene los valores mas altos para el modulo eléstico®.
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Vale la pena mencionar que, con ambas técnicas, reologia mecanica y microreologia, se
observa el primer cruce de los médulos G” (w) y G (w), lo cual es muy importante pues en ambos
casos es evidente que ha ocurrido un cambio en el comportamiento general del fluido®. Las
suspensiones de virus pueden ser consideradas viscoelasticas, con un intervalo de frecuencias
pequefo en el que es elastica, pero con un comportamiento principalmente viscoso. Comparados
con otros sistemas coloidales de estructuras filamentosas, los virus tienen la ventaja de ser
monodispersos, algo dificil de encontrar entre los polimeros de cualquier tipo, ademas los virus son
suficientemente rigidos como para no romperse (a menos que sufran esfuerzos de corte excesivos)
contrario a lo que ocurre con las micelas tubulares que sufren rupturas de manera continua. El
comportamiento reoldgico de las suspensiones de virus es parecido al de los polimeros semirrigidos

|60

y las micelas tubulares rigidas. Esta comparacién se incluye en el trabajo de Sarmiento et. al*” en el

que se incluyen los resultados obtenidos para el virus fd.

Muchas suspensiones coloidales compuestas por filamentos o bastones presentan la
propiedad de cristal liquido. Este es el caso del virus fd que a concentraciones mayores a 50 mg/mL
muestra la textura tipica de la fase colestérica (Fig. 19). En esta fase los virus se acomodan en capas,
solo que en cada capa el angulo de inclinacidn de los virus cambia ligeramente por lo que forman
una especie de estructura en espiral.

\"F ‘f \\ v

('S

,

Fig. 19. Estructura del cristal liquido en la fase nematica de una suspensién del virus fd (63 mg/mL) obtenida mediante
microscopia y polarizadores cruzados. El esquema a la izquierda representa los virus ordenados por capa y cambiando
el angulo de inclinacion en cada capa a manera de espiral. Un giro completo corresponde a una franja en la
microestructura del cristal liquido.

Como se menciond en los antecedentes de este trabajo, el hecho de que los virus de tipo
filamentoso sean capaces de ordenarse como cristales liquidos los vuelve muy atractivos para el

desarrollo de materiales ordenados, o finalmente, para que otros materiales o moléculas se ordenen
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en su superficie. Es interesante el uso del virus M13 en su fase de liquido cristalino para el
crecimiento de fibroblastos®’ y preosteoblastos®®, en ambos casos las células crecieron alineadas,
siguiendo la orientacién de los virus en el seno del medio de cultivo. El cristal liquido del virus fd
(Fig. 19) también fue utilizado para probar el crecimiento de células HEPG2, como se explicara mas

adelante.

5.1. Sintesis de nanoparticulas de oro

Se produjeron nanoparticulas de oro utilizando el método de Turkevich modificado®, en el que
se utiliza citrato como reductor y un método modificado que incluye ademas del citrato, el reductor
fuerte borohidruro de sodio' (NaBH.). Utilizando estos métodos obtuvimos nanoparticulas de
aproximadamente 5, 20 y 40 nm de diametro. En la Fig. 20 se observan las micrografias de los tres
tipos de AuNPs que se obtuvieron. Utilizando el método de Turkevich modificado obtuvimos AuNP's
de 40 nm cuando se utilizaron concentraciones equimolares de HAuCl,s y de citrato de sodio, y de
20nm cuando se utilizo el doble de concentracion del citrato. Por otro lado, utilizando el método
con NaBH como reductor obtuvimos AuNP’s de aprox. 5-8 nm de didametro. Esta diferencia de
tamafios radica en las concentraciones y naturaleza del agente reductor, mientras mayor sea la

concentracién de éste o mayor su reactividad, las nanoparticulas seran mucho mas pequefas.

Un problema importante acerca de la produccién de nanoparticulas es el calculo de la
concentracién. Aunque existen muchos métodos para calcular la concentracion de las
nanoparticulas elegimos el propuesto por Liu et al.>, pues calcula la concentracién considerando
que se trata de particulas discretas y homogéneas por lo que la concentracion entonces depende
de su tamafo (diametro), de la densidad y de su masa. Este método relaciona el diametro de las
nanoparticulas observado mediante TEM y la concentracion de la sal de oro utilizada en la reaccion,
considera, ademas, que las nanoparticulas son esféricas y que durante la reaccion se consume el
100% de los reactivos. De esta manera se obtuvieron las dimensiones de las nanoparticulas
analizando las imagenes de TEM obtenidas con el programa de computo mencionado en la seccion

de métodos.

La Tabla 10 muestra los resultados obtenidos en la sintesis de nanoparticulas de oro.
Obtuvimos nanoparticulas de 4.77, 22.5 y 40.63 nm de diametro en promedio, utilizando estos y los

datos de las reacciones llevadas a cabo, calculamos la concentracién de las nanoparticulas con las
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ecuaciones del apartado 4.10 desarrolladas por Liu et al.*. A pesar de que este método hace varias
consideraciones como el consumo total de reactivos o la formacion de nanoparticulas
perfectamente esféricas, nos da un valor aproximado para las sintesis realizadas. Podemos apreciar
que la concentracion de nanoparticulas aumenta conforme disminuye su tamafo, a pesar de que se
utilizaron las mismas concentraciones de HAuCls y se manejaron casi los mismos volimenes de
reaccion. Como es de esperarse, el nUmero de nanoparticulas pequefias por unidad de volumen de

solucion siempre sera mayor que el de nanoparticulas mas grandes.

100 nm . 90KV  X30000 50 nm

Fig. 20. Micrografia electrénica de las diferentes nanoparticulas de oro (estructuras semiesféricas electrodensas)
sintetizadas. a, b) 8 nm; ¢, d) 15 nmy e, f) 40 nm. No se utiliz6 ningun contraste.
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Tabla 10. Calculo de la concentracion de AuNP’s

Parametros Tamaios esperados de las AuNPs
5nm 20nm 40nm
D [Diametro promedio (nm)] 4.77 225 40.63
N [No. promedio de atomos de Au por nanoesfera] 3.35x10° 3.58x10° 1.98x10°
Neotat [HAUCI, (mol)] 2.52x10° 2.52x10° 2.52x10°
V [Vol. de reaccion (L)] 0.0212 0.02 0.02
C (concentracion molar de nanoparticulas en

.. 3.55x 107 3.58x10° 6.08x10'°
solucion)

5.2. Reacciones de reduccion de los virus

El bacteriéfago fue utilizado como materia prima para la produccién de bionanomateriales
conjugados con nanoparticulas de oro. Después de modificaciones quimicas controladas, fue
posible obtener dos tipos de estructuras: virus con nanoparticulas unidas a uno de los extremos de
la particula viral y estructuras tipo nanocable, esto es, haces de virus unidos lateralmente y
recubiertos con nanoparticulas de oro. Se sabe que las nanoparticulas de oro forman enlaces muy
fuertes con los grupos tiol pues se establece un enlace de tipo dativo entre el oro y el &tomo de
azufre. La unién entre nanoparticulas de oro a una biomolécula depende de la presencia de grupos
funcionales que puedan interactuar con las cargas de la nanoparticulas o que puedan formar
enlaces. Particularmente, la presencia de tioles libres favorece considerablemente la union, tomando
en cuenta esto aprovechamos el hecho de que en la estructura del bacteriéfago fd existen tioles

libres en las proteinas de los extremos (plll, pVI, pVIl y plX, Tabla 3).

Se sabe que la nanoparticula de oro es capaz de formar enlaces con atomos de azufre aunque
estos formen parte de puentes disulfuro'’. Sin embargo, en nuestros experimentos observamos que,
si los puentes disulfuro del virus no son reducidos antes de adicionar las AuNP’s, la cantidad de
nanoparticulas que se une es mucho menor que cuando se generan tioles libres mediante un agente
reductor. Para eliminar la presencia de puentes disulfuro que pudieran afectar la interaccion entre
el atomo de azufre y la superficie de la nanoparticula de oro se analizaron tres diferentes reductores
de puentes®: B-mercaptoetanol (BMEtOH), TCEP y NaBH, tanto a 20 como a 40 °C. En las Fig. 21ay

21b se observan conjugados fd-Au después de que el virus fue reducido con BMEtOH. Las
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nanoparticulas se agregaron y se localizaron en las puntas de los agregados de virus o sobre ellos.
Aunque con TCEP no se formaron agregados de nanoparticulas y estas se unieron claramente a la
punta de los virus (Fig. 21c y d), el nUmero de nanoparticulas unidas no fue muy grande,
probablemente no todos los disulfuros fueron abiertos, lo cual impidié el acceso de las
nanoparticulas. Por Ultimo, el NaBHs demostré ser mas efectivo para abrir puentes disulfuro, se
observd agregacién de virus y NP en un grado mucho menor que con TECP y con BMEtOH, ademas
de que se sabe que este reductor tiene la ventaja de no afectar a la mayoria de los grupos
funcionales presentes en las proteinas y que son capaces de reducir disulfuros sin necesidad de
agregar desnaturalizantes a la proteina en cuestion®. El nimero de nanoparticulas sobre los virus
fue mucho mayor que con los otros reductores (Fig. 21e), se observd que las nanoparticulas se
localizaron solo sobre la superficie de los agregados virales (Fig. 21e) o en las puntas libres de los
virus (Fig. 21f). En todos los casos las reacciones tuvieron mayor éxito al llevarse a cabo a 40 °C que

a 20 °C (insertos en Fig. 21a, 21cy 21e).
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Fig. 21. Virus fd wt conjugados con AuNPs, contrastados con acetato de uranilo al 2%. Los virus fueron previamente
reducidos utilizando a, b) B-mercaptoetanol; ¢, d) TCEP; e, f) NaBHa. En (g) se muestra el virus fd sin reducir y con AuNP’s,
no se observan NP’s unidas a los virus. h) Virus fd después de ser reducido con NaBH4. Las reacciones se llevaron a cabo
a 25°C (insertos) y 40°C (imagenes en grande). Las AuNPs se adicionaron inmediatamente después de la reducciony la

remocién del reductor.
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5.3. Reacciones de bioconjugaciéon fd-cys

5.3.1. fd-Traut

El reactivo de Traut permite la introduccion de grupos tiol (que es parte de la estructura del
mismo reactivo) en la superficie de proteinas'’, lo que genera un sitio reactivo muy particular pues
permite unir nanoparticulas de oro facilmente dada la gran afinidad de este metal nanoestructurado
por los atomos de azufre. Se adicionaron nanoparticulas a los virus bioconjugados con moléculas
de iminotiolano y ademas reducidos con NaBHs., sin embargo, no se observé una gran presencia de

nanoparticulas sobre la superficie de los virus (Fig. 22).
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Fig. 22. a-f) virus fd bioconjugados con iminotiolano y AuNPs de 8nm. En algunos casos las nanoparticulas se unieron
en las puntas de los agregados de virus, se observa ademas, la ausencia de particulas fuera de los agregados virales, lo
que indica la alta afinidad de las mismas por el grupo tiol del iminotiolano.

Obtencidén de biomateriales a partir del virus filamentoso fd 57



PDCB UNAM DMS

Se observé que las nanoparticulas se unen en las puntas de los virus que, ademas, sufrieron
agregacion. Este fendmeno puede haber ocurrido debido a la interaccidon entre grupos tiol vecinos
que forman puentes disulfuro entre virus y virus. Ademas de la agregacion de las particulas virales,
las nanoparticulas de oro se unieron a la superficie de los virus mas bien formando agregados (Fig.
22). Aunque aun no queda clara la causa de esta agregacién, es muy probable que una remocién
deficiente del reductor provocara dicho fendmeno. Por otro lado, es posible que la baja cantidad de
nanoparticulas se debiera a que no hubo suficientes moléculas de iminotiolano unidas en la
superficie del virus, y no resultd rentable incrementar la concentracion del reactivo de Traut para
solventar esta deficiencia por lo que se decidié utilizar otra molécula portadora de grupos tiol, el

aminoacido cisteina.

5.3.2. Reaccion con intercaladores de longitud cero

Para lograr la unién entre moléculas de cisteina y el virus fd se utilizd6 una reaccion de
bioconjugacion mediada por carbodiimidas, en la cual una amina primaria forma un enlace
covalente entre un carboxilo, es decir, un enlace tipo amida''. Se escogi6 el aminoacido cisteina
pues cubre los requerimientos de ser una molécula pequefa que posee un grupo tiol, asi como una
amina primaria y un carboxilo que pueden reaccionar con los carboxilos o aminas en la superficie

del virus (Fig. 23).

Fig. 23. Micrografia electrénica del virus fd bioconjugado con cisteina. Los filamentos se observan iguales a los del virus
sin modificar, no se aprecia algin cambio debido a la adicion de la cisteina, aunque esta fue utilizada en una
concentracién alta.
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5.4. Formacion de bionanocompositos fd-AuNP’s

Los primeros bionanocompositos obtenidos fueron aquellos formados por nanoparticulas de
oro unidas a la punta de las particulas virales con nanoparticulas. En estos experimentos realizados
como control, se utilizaron nanoparticulas de 5 y 20nm de diametro, en la Fig. 24 se observan

particulas virales con una nanoparticula en la punta.
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Fig. 24. Virus fd wt unidos a AuNPs. Las particulas se unieron en las puntas de los virus.

El hecho de que solo una de las puntas de los virus esté unida a una particula tiene que ver
con que en uno de los extremos del virus se concentra la mayor parte de cisteinas nativas, alrededor

de 35 comparadas con aproximadamente 6 del otro lado (Tabla 3). Es muy probable que la
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nanoparticula esté unida en la parte del virus en la que se encuentra la proteina plll, el extremo con
el mayor niumero de grupos tiol. Cabe mencionar que incluso en presencia de virus agregados, las

NP’s se unieron a las puntas libres de los mismos (Fig. 24d).

La obtencion de nanocables se llevd a cabo utilizando bacteriéfagos modificados
quimicamente y el mismo proceso utilizado para unir NP’s. La superficie de los virus fue modificada
utilizando una reaccion de bioconjugacion mediada por carbodiimidas. En esta reaccién, un
carboxilo reacciona con una amina primaria para formar un enlace de tipo amida. Se utiliz6 esta
reaccién para conjugar moléculas de cisteina, aminoacido con un grupo tiol libre, con los grupos
amino del virus fd. La reaccién ocurre en la regidn expuesta al disolvente de la proteina pVIII™,
siendo esta la mas abundante en la estructura del virus con aproximadamente 2700 copias. Los
aminoacidos que son sensibles a reaccionar con el grupo amino de la cisteina son el acido glutamico
en posicion, 5, 7y 8 y el aspartico en la posicion 3 y 9; los que pueden reaccionar con el carboxilo
de la cisteina incluyen al amino terminal, y las lisinas en posicion 12 y 17’°. Para disminuir la
posibilidad de que ocurrieran reacciones cruzadas entre las particulas virales, la concentracion de

las mismas se mantuvo muy baja, mientras que la de cisteina se adicion6 en exceso, como se observa

en la Fig. 23.

Una vez que los virus modificados fueron purificados mediante dialisis se sometieron a la
reaccion de conjugacion con AuNPs llevada a cabo antes con los virus wt. Durante dicha reaccion
se observo la formacion de agregados que precipitaban en el fondo del tubo conforme pasaba el
tiempo de reaccion, dichos agregados fueron mas abundantes a mayores concentraciones de virus
(Fig. 25). Se observo en las micrografias electrénicas (Fig. 26a y b) que, aunque las nanoparticulas se
unen a la superficie del virus, existian zonas muy amplias en las cuales no se unié ninguna particula.
Los virus modificados con cisteina fueron utilizados de nuevo para reaccionar nuevamente con
moléculas de cisteina. Esta segunda ronda de bioconjugacion y el uso de suspensiones muy
concentradas de nanoparticulas favorecieron la formacion de estructuras tipo nanocable de oro
mucho mas definidas (Fig. 26¢-f). No es claro por qué no es suficiente una ronda de bioconjugacion
utilizando a la cisteina en exceso, aunque es posible que las moléculas de dicho aminoacido
reaccionen entre si mismas generando péptidos pequefios dispersos en el medio de reaccion que

no se unen facilmente a la superficie del virus por impedimento estérico.
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Fig. 25. Formacién de bioconjugados entres el virus fd-cys y AUNPs. La reaccion se siguidé durante 6 h. Se utiliz6 la misma
concentracion de nanoparticulas en los tres casos, se varié la concentracion de virus fd-cys: a) 5 ng, b) 50 ng y ¢) 500 ng.
El precipitado corresponde a la unién de los virus con las AuNP’s.

Después de agitar vigorosamente los tubos con agregados precipitados se tomoé una
muestra para ser analizada mediante TEM. Se pudieron observar haces de bacteriéfagos recubiertos
con AuNPs, cuyo nimero aumentd cuando se realizo la reaccion utilizando virus modificados dos
veces con cisteina, es decir, a mayor cantidad de cisteinas unidas en la superficie de los virus, mayor
cantidad de NP’s adheridas. Asimismo, se observaron también grandes agregados de nanoparticulas
(Fig. 26), no esta claro qué es lo que propicia la adhesion de mas particulas, aunque de hecho se
intentd eliminar el exceso mediante sonicacion. Tiempos de sonicado de hasta 1T minuto no pudieron
eliminar las nanoparticulas adheridas, pero aparentemente tampoco afectaron la estructura de los

nanocables (Fig. S6, Apéndice IV).
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Fig. 26. Estructuras de tipo nanocable formadas entre los virus fd-cys y AuNPs. Se utilizaron virus con una (a, b) o dos
rondas (c-f) de reaccion entre el virus fd y cisteina. La cantidad de AuNPs es mayor cuando se adicionaron mas moléculas
de cisteina (c-f).

No se pudieron obtener particulas virales aisladas recubiertas de oro, a diferencia de cuando
la particula se unia a la punta del virus, en todos los casos se observaron haces de virus unidos
lateralmente (Fig. 26). Los virus modificados con cisteina fueron analizados mediante TEM justo
después de llevarse a cabo la reduccion de los puentes disulfuro y se observaron estructuras
“trenzadas”, con dos o tres virus enredados entre si (Fig. 27). Es probable que una vez reducidos los

puentes disulfuro, los grupos tiol libre establezcan interacciones rapidamente con tioles de
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particulas virales vecinas. Esto y una posible reaccién entre virus durante la reaccion de

bioconjugacion puede explicar la presencia de haces de virus en todos los casos observados.

Con las observaciones realizadas durante cada paso del proceso de reduccion y dialisis
podemos concluir que es muy probable que la formacion de dichas estructuras ocurra durante la
reaccion entre puentes disulfuro y NaBHa. Aunque los virus se encuentran en baja concentracion, la
reaccion se realiza con agitacién, lo cual pudo haber favorecido la interaccion entre grupos tiol de

virus diferentes, formandose inmediatamente puentes disulfuro “inter-virales”.
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Fig. 27. Micrografias de los virus fd-cys después de ser reducidos con NaBH4. Se observa la formacion de estructuras de
tipo trenza que involucran 2 o mas virus entrelazados entre si.

Cabe mencionar que los resultados mencionados hasta este punto coinciden con lo obtenido
por otros grupos, incluso cuando se utilizan virus filamentosos diferentes al fd para realizar
reacciones de metalizacion*’"">73, La agregacion lateral de los virus es un problema comdn en
materia condensada suave para el que aun no hay una explicacion satisfactoria. Al analizar sistemas
coloidales de tipo baston semiflexible como virus y proteinas filamentosos, las cargas laterales y la
fuerza iénica del medio son bastante relevantes para el ordenamiento del sistema. El problema de

agregacion de fagos no es nuevo, se sabe que en sistemas compuestos por filamentos de actina
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también ocurre una agregacién lateral como ocurre con los bacteriéfagos filamentosos, ambos
casos se han estudiado aplicando teorias de polielectrolitos normalmente utilizadas en el estudio
de la condensacién del ADN™*. Normalmente, estos polianiones lineales se repelen unos a otros en
solucién’. De estos estudios la opinidn prevalente es que el fendmeno de agregacion se produce
debido a una reduccién axial de la densidad de las cargas del polianion. La desagregacion de los
filamentos ocurre con concentraciones altas de sales, las cuales incrementan la densidad de carga
axial.

5.4.1. Produccién y caracterizacién

Los virus modificados con cisteina y los bionanocompositos formados por particulas virales
y AuNP’s fueron caracterizados mediante diferentes técnicas. En primer lugar, se colectaron
espectros ultravioletas de los virus modificados con cisteina, el virus fd wt y de una solucién de
cisteina. Los espectros de ultravioleta del virus nativo, fd-cys y de cisteina, difieren entre ellos (Fig.
28). El espectro del virus fd y del virus fd-cys tienen un corrimiento hacia el rojo comparado con el
de la cisteina en solucion. El espectro del virus fd-cys tiene un pico adicional al del fd. Es probable
que la presencia de cisteinas en la superficie del virus induzca un ligero desplegamiento de los
aminoacidos que se encuentran en su vecindad, lo cual es particularmente importante si las cadenas
laterales de los aminoacidos aromaticos son expuestas. Este desplegamiento local debe ser lo
suficientemente sutil como para no alterar la estructura del virus, pero suficientemente grande como

para ser detectado en el espectro de ultravioleta.
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Fig. 28. Espectro ultravioleta normalizado de suspensiones del virus fd wt (1 mg/mL) y fd-cys (1 mg/mL), asi como de
una solucién de cisteina (100 mM).
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Otro método utilizado para caracterizar los virus modificados, asi como los nanobiocompositos
(virus + AuNP’s) fue la espectroscopia Raman y su variante mas sensible, SERS. Esta técnica tiene
grandes ventajas frente a técnicas como el infrarrojo. Por ejemplo, las muestras que se analizan
mediante Raman pueden ser acuosas sin que la presencia de agua interfiera con la sefial como en
el caso del infrarrojo. Las muestras no requieren mayor preparacion que la adicion de nanoparticulas
de algun metal que incrementen la sefial Raman, en este trabajo hemos utilizado de oro, de
alrededor de 30 nm de diametro, NP’'s mas pequefias no producen incremento significativo de la
sefal. Los resultados obtenidos indican que, como era de esperarse, los espectros Raman
convencionales de los virus modificados no son tan utiles como los obtenidos mediante SERS,

debido a que varios picos distintivos son realzados solo con este Ultimo método.

La Fig. 29 muestra los espectros SERS promedio obtenidos utilizando AuNPs de 30 nm a las
suspensiones acuosas de los virus modificados, asi como los biocompositos virus-oro. Como se
menciond antes, en el caso de los nanocables de oro, el incremento que pudiera deberse a las
nanoparticulas adheridas (5-8nm de diametro) es despreciable pues para un incremento efectivo las
nanoparticulas deben ser de diametros mayores a los 20nm. Asimismo, en la Fig. 29 se puede
observar la presencia de los picos caracteristicos de los virus fd wt, ya reportados previamente por
Overman et al’. Los espectros de los virus sin modificar y modificados son diferentes, en particular
en dos regiones: entre los 700 y los 1200 cm™ y entre los 1400 y los 1650 cm™. Sin embargo, los
picos relacionados con azufre y tioles no son suficientemente intensos y probablemente se
encuentren opacados por los otros muchos picos de baja intensidad. Ademas, los espectros del virus
fd y del virus fd-cys, son practicamente idénticos, lo cual hace dificil encontrar alguna diferencia

significativa.
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Fig. 29. Espectros SERS promedio de los virus fd wt, fd-cys, fd-AuNP, y fd-cys-AuNP (estructuras tipo nanocable). Se
sefialan los principales picos correspondientes al virus fd. Para obtener los espectros SERS a cada muestra se le
adicionaron AuNP's de 30nm de didmetro, las AuNP’s unidas a los virus no tienen efecto en la sefial Raman.

Para obtener informacion mas relevante a partir de los espectros Raman, especialmente de
aquellos que parecen ser idénticos, utilizamos el analisis de componentes principales, un método
de analisis multivariable que permite encontrar patrones en conjuntos complejos de datos, es
bastante utilizado en quimiometria para el analisis de espectros de diferente tipo. En nuestro caso
el PCA ha resultado de suma importancia pues nos permite analizar espectros que en apariencia
lucen bastante similares pero que al ser analizados con este método demuestran poseer diferencias
sutiles que dependen de las modificaciones quimicas que se hayan realizado en los virus. Con este
método pudimos incluso estudiar los espectros de los nanobiocompositos de virus y oro, ya fuera

que las AuNP’s se encontraran en la punta del virus o formando los nanocables.
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En la Fig. 30 se observan las gréaficas tridimensionales de los primeros tres componentes
principales (PC1, PC2 y PC3) obtenidos a partir del conjunto de espectros Raman convencionales y
SERS de diferentes conjuntos de virus analizados. En todos los casos, cada punto corresponde a un
espectro colectado de una muestra en particular. Si consideramos solo los espectros tomados
mediante Raman convencional (puntos en 6valos con linea punteada) en la Fig. 30a observamos
dos grupos separados: uno corresponde a los virus fd wt y el otro a los virus modificados fd-cys.
Esto demuestra que dichos espectros son diferentes y lo mismo ocurre con los espectros SERS que
también forman dos grupos separados en la misma grafica. Con este resultado podemos concluir
que los virus han sido modificados de alguna manera, aunque no es claro hasta este punto del

analisis, si esto se debe a la adicion de cisteinas.

El PCA se aplico también a los nanocables de oro. Aunque mediante microscopia electrénica
resulta evidente que los virus modificados con cisteina se recubren con las AuNP’s, se utilizo el PCA
para analizar los espectros de estos nanobiocompositos y de una muestra en la que no hubiera
ocurrido la formacion de nanocables de oro. A esta muestra se le denomind “Control negativo” y
consistié en adicionar AuUNP’s de 5 nm a una muestra de virus fd-cys que no habian sido previamente
reducidos (Fig. S7, Apéndice 1V). De esta manera no se generarian grupos tiol libres capaces de
unirse con las AuNP’s. En la Fig. 30b se observa la grafica de los tres primeros componentes de los
espectros de los nanocables de oro y el control negativo. En este caso se observa que los espectros
obtenidos mediante Raman convencional no se separan (puntos en évalos con linea punteada),
solamente los espectros que fueron obtenidos mediante SERS se separan. Esto indica que la
sensibilidad de la técnica con SERS es mucho mayor por lo que en un futuro sera preferible utilizarlo
como método base para analizar nanobioconjugados y nanobiocompositos. En la Fig. 30c se
observan los 3 primeros PC's para los espectros de los nanocables de oro (fd-cys-AuNPs) y de los
virus con AuNPs en la punta (fd wt-AuNPs. Como en el caso anterior, solo las muestras analizadas
con SERS se separan en grupos bien definidos, mientras que la técnica de Raman convencional no

es suficientemente sensible para diferenciar los espectros analizados de ambas muestras.
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Fig. 30. Gréficas tridimensionales de los
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importantes obtenidos mediante PCA. Se
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a) comparacion entre los virus fd y fd-cys.
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todos los grupos bien separados.

(b) Comparacién entre las estructuras
tipo nanocable y el control negativo (virus
fd-cys que no fue reducido y por lo tanto
no se unioé a las AuNP’s). Solamente los
espectros SERS dan grupos separados, no
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(c) Comparacién entre nanocables de oro
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en el caso anterior, sélo los espectros
SERS dieron dos grupos separados, los RC
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Las graficas de componentes principales permiten concluir si un grupo de muestras analizadas
son diferentes entre ellas mismas. Para saber en donde residen dichas diferencias es necesario
graficar los pesos obtenidos con cada componente principal contra el corrimiento Raman. En esta
nueva grafica o espectro, los picos mas altos indican las principales diferencias entre las muestras

que fueron analizadas.

En la Fig. 31a se grafican los pesos del primer componente principal contra el corrimiento
Raman. Las diferencias (picos mayores) se encuentran concentradas especialmente en la regién
entre 2400 y 2600 cm™, cuyos picos estan relacionados con el estiramiento de los enlaces S-H’®. Las
principales diferencias en 2462, 2578, 2536, 2549, 2569, y 2588 cm™' estan relacionadas con las
cisteinas introducidas. Estas diferencias corresponden principalmente a las vibraciones de los
enlaces amida y azufre, cuyos modos vibracionales se sefialan en la Tabla S1 (Apéndice I). Asimismo,
el pico a 1624 cm™ puede ser atribuido al estiramiento de los grupos carboxilo, lo cual ocurre
después de la adicion de los grupos amino de la cisteina que reaccionan con los grupos carboxilo
de la proteina pVIIl. Por otro lado, los picos en 1226 y 1467 cm™ pueden ser atribuidos a las aminas
y amidas resultantes de la unién entre el grupo carboxilo de la cisteina y los grupos amino de la
pVIIl. Si se consideran las diferencias encontradas mediante PCA y se trasladan a los espectros
originales, observamos por ejemplo que algunos picos correspondientes al estiramiento del enlace
S-H se encuentran solo después de que se llevé a cabo la reaccidén de bioconjugacion entre el virus
y la cisteina (Fig. 31b). En la Fig. 31b se observan dichas diferencias entre el espectro del virus fd y
del virus fd-cys en la regién 2400-2600 cm™, ocurre lo mismo cuando se grafica la misma regidn de

los nanocables de oro y el control negativo (Fig. 31¢)”".

5.5. Reacciones de bioconjugacion fd- moléculas pequenas

5.5.1. fd-diaminas

El virus fd fue modificado nuevamente utilizando esta vez tres moléculas diferentes:
etilendiamina (EDA), dietilentriamina (DETA) y acido itacénico (ITA). Estas moléculas fueron
seleccionadas pues se han utilizado previamente como parte de biomateriales biocompatibles’’
ademas de que son pequefias por lo que se esperaba que no ejercieran un efecto significativo en el

tamafio de los virus, mas bien solo en la carga de los mismos. La unién entre diaminas y virus daria
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una carga mas positiva a los virus, mientras que con el acido dicarboxilico se esperaba lo contrario,

una carga mas negativa que la del virus nativo’.
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Fig. 31. Principales diferencias entre los virus analizados. a) Valores de PC1 y PC2 dados por el PCA vs el corrimiento
Raman para los espectros de los virus fd wt y fd-cys. Los picos sefialados con flechas corresponden a las diferencias
principales entre ambos espectros analizados. Diferencias principales correspondientes a los grupos de azufre de los
espectros SERS comparados: b) virus fd wt y fd-cys, y c) estructuras tipo nanocable de oro y su control negativo (virus
sin reduccion de disulfuros mezclados con AuNP's). Los espectros se encuentran desplazados verticalmente para facilitar
su visualizacion.
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Una vez que se llevé a cabo la reaccion de bioconjugacion se observd que cuando se
utilizaron diaminas, la mezcla de reacciéon se volvié blanca y turbia (Fig. 32a y c arriba), contrario a
la reaccion con acido itaconico que permanecio translicida (Fig. 32b). En las membranas de dialisis
de las mezclas con diaminas se observd la presencia de estructuras filamentosas, parecidas a
algodon (Fig. 32ay ¢, centro), lo que sugirié que los virus se encontraban agregados. Al agitar estas
muestras las estructuras tipo algoddn desaparecieron, a la vez que la suspension se volvio turbia y
de color blanco. Al ultracentrifugar para concentrar los virus modificados, los que se unieron a
aminas formaron peliculas blancas que se desintegraban con la agitacion en vortex (Fig. 32a y ¢,
abajo). En el caso de los virus modificados con ITA, no se observaron estructuras parecidas (Fig. 32b
centro y abajo). Los virus modificados se observaron mediante TEM. En el caso del virus fd-ITA se

observaron particulas virales que se ven practicamente iguales a los virus sin modificar (Fig. 33).

Fig. 32. Reacciones entre el virus fd y a) dietilentriamina (DETA), b) acido itacénico (ITA) y c) etilendiamina (EDA). Se
muestran las mezclas de reaccién después de ser dializadas y ultracentrifugadas para concentrar los virus modificados.
Se muestra un acercamiento a la membrana de diélisis, en el caso de los virus con DETA y EDA, se observaron estructuras
parecidas a fibras de algodén, a diferencia del virus con ITA que permanecié incoloro y translucido.
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Fig. 33. Micrografias electrdnicas de los virus modificados con acido itacdnico. No se presentaron fibras como en el caso
de los virus modificados con diaminas, la agregacién que se observa es muy probablemente debida al secado de la
muestra en la rejilla, los virus son agregados por arrastramiento mientras la gota se va secando.

En el caso de los virus modificados con diaminas se observaron fibras relativamente grandes
en toda la rejilla (Fig. 34 a y b). Un acercamiento a las fibras muestra que cada una de ellas esta
formada por varios virus agregados lateralmente (Fig. 34 c-f). Las fibras son relativamente uniformes
en grosor, con tamafos de entre 2 y 5 micras. En algunos casos, como en la Fig. 34f, se pueden
apreciar particulas virales individuales en los extremos de las fibras. No se pudo determinar la
longitud de estas fibras pues en general se encuentran agregadas lo cual dificulta observar en qué

punto terminan.
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Fig. 34. Micrografias electrénicas de los virus modificados con dietilentriamina (a, c y €) y etilendiamina (b, d y f). En ambos

casos se formaron fibras muy largas de aproximadamente 100nm de grosor. Se observa también que los virus se
encuentran agregados lateralmente.

En un intento por evitar la agregacion de los virus se decidié llevar a cabo las reacciones de
bioconjugacion con aminas, pero cambiando la fuerza i6nica del medio. Se probaron tres
concentraciones de NaCl, 100mM, 500mM y 1M, obteniendo como resultado fibras en todos los

casos (Fig. 35).
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Fig. 35. Dialisis de una de las tres reacciones entre el virus fd y DETA para intentar evitar la formacién de fibras. Las
reacciones se llevaron a cabo con tres concentraciones diferentes de NaCl: 1M, 500 mM y 100 mM. En todos los casos
se presentaron fibras, como se observa en esta reaccién realizada con 1M de NaCl. Después de 12 h de diélisis los virus

se agregaron en el fondo de la bolsa de didlisis (a), una ligera agitacién desprendié dichos agregados (b) y con mas
agitacion toda la suspension se volvio turbia (c)

Para determinar la carga promedio de los virus modificados, se hicieron mediciones de
potencial zeta a diferentes pH (5, 6, 7.2 y 10). En la Fig. 36 se pueden observar los cambios en la
carga de los virus modificados y del virus sin modificar. Como se esperaba, los virus fd-EDA y fd-
DETA son mas positivos que el virus fd nativo, sin embargo, en el caso del virus fd modificado con
acido itacénico, no se logré obtener una carga mas negativa que el virus wt. Aln no es claro por
qué ocurre lo anterior a pesar de que se realizaron 3 rondas de modificacién quimica. Es posible
como en el caso de las modificaciones con cisteina que las moléculas de ITA reaccionen entre si mas

rapido de lo que lo hacen con el virus.
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Fig. 36. Potencial zeta de los virus modificados con EDA, DETA, ITA y el virus fd wt. Se analizaron las muestras en 4
valores de pH: 5, 6, 7 y 10 utilizando reguladores de baja conductividad.
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5.5.2. SDS-PAGE

Asimismo, para determinar el grado de modificacion de los virus, se realizo la técnica de
SDS-PAGE, en la que una proteina en particular se desnaturaliza, lo cual afecta su patron de
migracién en el gel de poliacrilamida. En la Fig. 37 se observa la fotografia del gel obtenido tefiido
con azul de Coomassie. El virus fd nativo (wt fd) muestra solo tres bandas, las dos primeras
correspondientes a las proteinas de las puntas (la primera muy probablemente corresponde a la
plll), y una tercera banda, muy grande, que corresponde a la proteina de la envoltura pVIlI, la mas
abundante en la estructura del virus. Un patrén idéntico se observa para el virus fd-cys, en este caso
la modificacion con cisteina no afecta para nada el peso molecular de la pVIll, que aparece a la
misma altura que la del virus nativo. Los virus modificados con diaminas tienen un patrén interesante
pues una serie de bandas aparece a lo largo del gel. Estas bandas corresponden con la formacién
de dimeros, trimeros, tetrameros, etc., de las proteinas pVIIl. En el caso del virus fd-ITA, se observan

dos bandas adicionales a las tres ya esperadas.

wt fd- fd- fd- fd-
PM  fd EDA DETA ITA «¢ys PM

198 . P 198
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Fig. 37. SDS-PAGE de diferentes muestras de virus: fd wt, fd-EDA, fd-DETA, fd-ITA y fd-cys. El virus fd wt tiene dos bandas
de gran peso molecular correspondientes a las proteinas de los extremos de la particula viral (plll, pVI, pIX'y pVIl) y una
banda bastante intensa de bajo PM (~5 kD) que corresponde a la proteina pVIll. Los virus fd-EDA y fd-DETA muestran
un patrén de bandas que corresponden a la formacién de dimeros, trimeros, etc. de la proteina pVIII. El virus modificado
con ITA muestra algo parecido, pero con muchas menos bandas que en el caso de las diaminas. Se incluyé el virus fd-
cys, cuyo patrén es idéntico al del virus fd wt.
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SERS y PCA de virus modificados

Los virus modificados fueron adicionados con AuNPs de 30nm de diametro para ser
analizadas mediante SERS. En la Fig. 38 se observan las suspensiones de virus mezcladas con las
AuNPs. Se observé que en el caso de los virus fd-EDA y fd-DETA, se formaron pequefios agregados
de nanoparticulas que no precipitaban, lo cual puede indicar que las AuNPs se encuentran
interaccionando con las fibras de virus, aunque es necesario observarlas mediante TEM para analizar
el tipo de estructuras que pudieran estar formando, pues puede tratarse de nuevos

bionanocompositos.

Fig. 38. Muestras de los virus fd wt, fd-ITA, fd-DETA, fd-EDA (de izquierda a derecha) mezclados con AuNPs de 40nm para
ser analizadas mediante SERS. Se observa que los virus unidos a diaminas formaron agregados visibles a simple vista con
las AuNPs.

En la Fig. 39 se muestran los espectros SERS promedio de los virus fd, fd-EDA, fd-DETA y fd-
ITA. No hay diferencias significativas a primera vista entre los espectros, salvo algunos cuantos picos
que se indican con lineas punteadas y cuya asignacion vibracional se encuentra en la Tabla S2
(Apéndice I). Adicionalmente, se realizd el PCA de los espectros SERS obtenidos. En la Fig. 40a se
muestra la grafica tridimensional que contiene los tres primeros componentes principales obtenidos
al analizar todos los espectros SERS obtenidos. Se puede apreciar la clara separacion de tres grupos:
los espectros del virus fd, los del virus fd-ITA y uno mas formados por los virus fd-EDA y fd-DETA.
Es muy probable que estos dos tipos de espectros se agrupen debido a que la estructura de las
diaminas es bastante parecida pues cuando se analizan solamente estos dos tipos de espectros, el

PCA proporciona dos grupos diferenciados (Fig. 40b).
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Fig. 39. Espectros SERS promedio de los virus fd wt, y de los virus modificados: fd-EDA, fd-DETA y fd-ITA. Se adicionaron
AuNP’s de 30 nm de didmetro a cada muestra para obtener el incremento de la sefial de Raman.

‘k) 60

Fig. 40. Gréficas tridimensionales de los tres primeros componentes principales obtenidos mediante PCA. Se analizaron
los virus fd wt y bioconjugados con EDA, DETA e ITA. A) Se observa la separacién de grupos que corresponden a cada
tipo de virus, los virus modificados con diaminas aparecen muy cercanos, formando practicamente un solo grupo que
claramente se separan cuando son comparados entre si (b).
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5.6. Hidrogeles y crecimiento celular

Los virus modificados de diferente carga fueron mezclados entre si para formar ambientes
tridimensionales de tipo hidrogel (Tabla 9), que permitieran el crecimiento de células adherentes,
como las HEPG2 (Fig. 41). Este se tratd de un experimento preliminar, en el que se determiné si las
células podrian ser capaces de crecer en nuestros medios hechos con virus. Los virus modificados
con aminas le proporcionan un aspecto turbio a la suspension (Fig. 41b, ¢, e-h). En el caso de la
muestra de virus modificada con dietilentriamina (fd-DETA) se observd una viscosidad muy alta pues
le tomaba un gran intervalo de tiempo a la suspension fluir hacia abajo cuando el tubo que la
contenia se invertia (Fig. 41i), mientras que la muestra con menor viscosidad corresponde a la del

virus fd-ITA.
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Fig. 41. Preparaciones de virus para evaluar el crecimiento de células. Los virus fueron ultracentrifugados y resuspendidos
en medio DMEM. a) fd wt (40mg/mL), b) fd-DETA (30 mg/mL), c) fd-EDA (30 mg/mL), d) fd-ITA (20 mg/mL), e) fd wt +
fd-DETA (1:1), f) fd wt + fd-EDA (1:1), g) fd-ITA + fd-DETA (1:1) y f) fd-ITA + fd-EDA (1:1). Se emplearon las mezclas de
virus en medio (por duplicado) para sembrar las células en una microplaca de 96 pozos. La coloracion rosa se debe al
medio de cultivo, las muestras b y c son blancas cuando se encuentran solo en agua como se observa en (i) que contiene
el virus fd-DETA.

Las células se mantuvieron en incubacidén en presencia de los diferentes virus durante
aproximadamente 80 h a 37°C, se adicioné medio de cultivo fresco y sin virus cuando fue necesario
(cuando el color del medio cambid). Aunque en todas las muestras con virus se advirtio la presencia
de células, se observo que el nimero de éstas se incremento solo en los pozos con virus fd wt y fd-
ITA (Fig. 42). En el resto de los casos se observaron células a diferentes alturas en el pozo de la
microplaca, sin embargo, nunca aument6 el nimero de células. Es muy probable que la alta
viscosidad de estas muestras haya impedido la entrada de O,y CO, hasta las células, por lo que es

necesario probar concentraciones menores de estos virus. Se observd que las células se
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desarrollaron mejor en presencia de los virus modificados con acido itaconico; en dicha muestra las
células pudieron adherirse al fondo de la placa y aparentan haber crecido en capas, aunque otros

experimentos son necesarios para confirmar esto.

En la Fig. 42 se muestran las observaciones realizadas del crecimiento de las células HEPG2
con y sin virus durante 80 h. En la muestra que no contiene virus, las células se desarrollaron
normalmente y alcanzaron 100% de confluencia alrededor de las 80h (Fig. 42g). Las células que
crecieron en presencia de los virus fd-ITA alcanzaron dicha confluencia antes de las 60h como se
puede observar en la Fig. 42f. A diferencia del resto de los pozos en donde la concentracion de virus
era mayor y las células no se desarrollaron, parece que la concentracion del virus modificado con
acido itaconico permitié que las células se adhirieran al fondo de la placa y proliferaran mas rapido
que en la muestra control (sin virus). Al observar esta muestra a diferentes alturas, se detectd la
presencia de agregados grandes de células, que en la Fig. 42i se observa una masa redondeada
sobre las células adheridas al fondo de la placa, lo cual sugiere que las células fueron capaces de
crecer mas alla del fondo de la placa como monocapa. Por otro lado, los virus sin modificar, fd wt,
parecen haber permitido el desarrollo de cimulos pequefios de células. A las 18 h se observaron
tanto células aisladas como agregados de entre 2 y hasta alrededor de 10 células (Fig. 42b). A las 60
h los agregados tenian un mayor nimero de células y se apreciaban a diferentes alturas a lo largo
del medio de cultivo en el pozo sin ser dispersados por agitacién moderada lo cual sugiere que las
células crecen adheridas a un soporte tridimensional proporcionado por el virus. Dichos agregados
se observan como sombras oscuras (flechas) en las Fig. 42e y h. El numero de células en los
agregados no cambio después de las 80 h. Es probable que a pesar de que la matriz tridimensional
que formé el virus permitié el crecimiento de las células también dificulto el flujo apropiado de O,

CO.y nutrientes a las células.

Obtencidén de biomateriales a partir del virus filamentoso fd 79



PDCB UNAM DMS

Fig. 42. Fotografias del crecimiento de células HEPG2 con y sin virus fd (fd wt y fd-ITA). Se monitoreé el crecimiento de
las células a las 18h, 60h y 80h. Se observa que las células alcanzaron la confluencia en las muestras sin virus y con virus
fd-ITA (g, i). En el caso del virus fd wt, s6lo se observod la presencia de agregados celulares (b, e, h) que, al parecer,
aumentaron en nimero de células. Se realizé una observacién mas (no mostrada) a las 100 h, no se registraron cambios
significativos. Las flechas indican agregados en otro campo de la muestra y que estaban desenfocados cuando se tomd
la fotografia.
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La reciente unidn entre nanomateriales con estructuras biologicas ha abierto puertas
insospechadas en la investigacion biologica y biomédica, con aplicaciones nunca antes vistas que
aprovechan las propiedades unicas que resultan de la combinacion de estos bloques de
construccion. El disefio de bionanomateriales también tiene un gran futuro en aplicaciones
relacionadas con el transporte y almacenamiento de energia, asi como también en la obtencion de
dispositivos dpticos cada vez mas pequefios. Nos encontramos asi en una era en la que la naturaleza
sirve como fuente de inspiracion para la construccion de nuevos materiales que emulan propiedades

que han evolucionado hasta nuestros dias desde el propio origen de la vida.

El uso de virus como bloque de construccién eficiente ha sido ya desarrollado por diferentes
grupos en los ultimos afos. No solo son relativamente faciles de obtener, producir y purificar, sino
que son lo bastante simples para poder modificarlos segun las necesidades del bionanomaterial que
se desee desarrollar. Algunas de las limitaciones comunes era el hecho de que para obtener
particulas virales con propiedades muy especificas era necesario modificar el propio material
genético del virus, métodos que, a pesar de ser ya bastante conocidos, no siempre son de facil
acceso en laboratorios orientados mas a la sintesis organica o al analisis fisicoquimico de los
sistemas coloidales. Asimismo, algunas propiedades no pueden ser facilmente introducidas
mediante ingenieria genética, pues se compromete no solo el plegamiento de las subunidades que
conforman la particula viral sino también el propio ensamblaje de la misma. La adopcion de
reacciones de bioconjugacion para la modificacion a la medida de virus ha ayudado a sobrepasar
estas limitaciones. Reacciones de bioconjugacion ya utilizadas en el pasado para modificar
biomacromoléculas como los anticuerpos, son utilizadas hoy en dia para “decorar” la superficie de

particulas virales.

Los virus filamentosos resultan interesantes, pues algunos de ellos han sido utilizados como
modelo de estudio de sistemas coloidales formados por polimeros rigidos y semirrigidos. En la
naturaleza existen ejemplos de sistemas coloidales de gran importancia, como el citoplasma de las
células y la matriz extracelular, estas suspensiones coloidales tienen propiedades reoldgicas muy

especiales que los hacen adecuados para sostener la vida. El estudio de suspensiones de virus es
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importante tanto para comprender los sistemas coloidales biolégicos como para desarrollar
sistemas artificiales que imiten los procesos bioquimicos que ocurren de manera natural en todos

los sistemas vivos.

En este trabajo se propuso desarrollar bionanomateriales utilizando al virus filamentoso fd como
elemento basico de construccion. Este virus ha sido utilizado en nuestro grupo como modelo de
estudio de sistemas coloidales, su comportamiento fue comparado con el que presentan otros
coloides filamentosos como las estructuras poliméricas y las micelas tubulares gigantes. En este
trabajo se incluye una parte de dicho estudio, en el cual analizamos el comportamiento viscoelastico
de las suspensiones de virus cambiando su concentracion y la fuerza idnica del medio. Observamos
que, ademas, la viscosidad de las suspensiones virales depende practicamente solo de la
concentracién de los virus y que la fuerza idnica en el medio juega un papel menos importante en
la dinamica del fluido. Las curvas de flujo obtenidas (viscosidad vs. razén de corte) reflejan el
fendmeno conocido como transicion de voltereta (tumbling transition) de las particulas virales,
especialmente cuando la concentracion de los virus es mayor a los 25mg/mL. Al inicio de las curvas
se observa que la viscosidad de las suspensiones decae, pero a ciertas razones de corte la suspensién
presenta picos para luego volver a decaer. Este fendmeno ya descrito por otro grupo, indica que los
virus sufren cierto grado de desorganizacion (voltereta) al ser arrastrados por el flujo que impone el
redmetro, pero recuperan rapidamente el orden, por lo que contindan fluyendo facilmente lo cual

se refleja con el decaimiento de la viscosidad.

El estudio de las propiedades viscoelasticas fue realizado mediante reologia mecanica y
microreologia por DWS. Con el primer caso se obtiene informacion a frecuencias bajas y, en el
segundo caso, a frecuencias mucho mayores. Pudimos observar que la naturaleza de las
suspensiones de virus es viscoelastica, utilizando el re6metro mecanico se alcanza a observar que a
bajas frecuencias el fluido es principalmente viscoso, aunque al llegar al limite de frecuencias del
aparato se nota que el modulo elastico es mayor. Esto ultimo fue comprobado mediante
microreologia, que analiza lo que ocurre a frecuencias mas altas que en el redmetro mecanico y que
muestra que al inicio, efectivamente, el moédulo elastico es mayor, solo durante un intervalo pequefio
de frecuencias antes de disminuir y darle paso al modulo viscoso. Esto resultara importante para el

desarrollo de biomateriales como los hidrogeles que se desarrollaron en este trabajo.
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En este trabajo también los virus fueron utilizados para construir nanoestructuras combinadas
con nanoparticulas de oro. Adicionando moléculas de cisteina a la superficie del virus fue posible
decorarlos con nanoparticulas de oro. La adicién de cisteinas se logré utilizando una reaccion de
bioconjugacion mediada por carbodiimidas. Se observd que con ciclos adicionales de
bioconjugacion con cisteina (via carbodiimidas) el nUmero de nanoparticulas que se unian a la
superficie del virus era mayor, lo cual es de suma importancia si estos nanocables son utilizados
para la conduccion de electricidad pues es necesario que las particulas estén en una densidad
suficiente como para tocarse entre si. Aln queda pendiente evaluar la capacidad de estos materiales
para conducir electricidad efectivamente y ser incorporados en microdispositivos o bien, como parte
de cultivos celulares en los que se requiere de cierta corriente de electrones para estimular el
crecimiento de la célula. Los virus que no fueron modificados con cisteina, es decir, el virus fd wt, es
capaz de unirse también a nanoparticulas de oro gracias a la presencia de forma natural de cisteinas
en los extremos de la particula viral. Las particulas se unieron principalmente a uno de los extremos,
probablemente el que contiene la mayor cantidad de cisteinas y por lo tanto de grupos tiol
disponibles. Esta propiedad puede utilizarse en un futuro para crear “tapetes virales”, utilizando una
superficie nanoestructurada de oro los virus podrian ser capaces de unirse por uno de sus extremos
a esta superficie, creando un material tipo cepillo o tapete (semejante a los polymer brushes) cuyas
propiedades de superficie dependeran de las propiedades del virus. De esta manera se pueden
disefiar superficies altamente hidrofdbicas si los virus se modifican con moléculas organicas no
miscibles en agua. La incorporacion de anticuerpos a las particulas o a los virus de este

nanobiocomposito tentativo puede hacerlo funcionar como biosensor.

El estudio de nanobiocompositos se realiza normalmente mediante herramientas que permiten
visualizar directamente la forma y tamafio de las estructuras obtenidas. En este trabajo utilizamos la
microscopia electronica de transmision como una técnica eficaz para estudiar las particulas virales
modificadas. Sin embargo, las propias limitaciones de esta técnica no permiten confirmar, por
ejemplo, que una reaccion de bioconjugacién entre el virus y moléculas tan pequeiias como las
estudiadas haya sido exitosa. Debido a esta problematica se utilizd un método adicional de
caracterizacion, la espectroscopia Raman en una de sus variantes mas sensibles: SERS. Mediante
esta técnica pudimos obtener espectros de los virus modificados, asi como de los

bionanocompositos producidos. El analisis de los espectros Raman fue mejorado enormemente al
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aplicar un método estadistico utilizado en quimiometria, el analisis de componentes principales
(PCA), mediante el cual se pueden encontrar patrones en conjuntos grandes de datos. Gracias a esta
técnica pudimos no solo determinar que efectivamente habia ocurrido un cambio en la estructura
del virus, sino que también pudimos definir a qué se debia dicho cambio analizando los grupos
funcionales implicados en los picos mas importantes de los espectros. Ademas, se aplicd el método
a los virus bioconjugados con las moléculas pequefas, este método demostré ser capaz de
diferenciar nanocables de oro de virus que no se unieron a las nanoparticulas. Finalmente, se pudo

diferenciar entre los mismos nanocables y los virus con AuNPs unidas a uno de sus extremos.

Esta metodologia, SERS + PCA, ha probado ser sumamente Util para la caracterizacion de
bionanocompositos. Utilizamos nanoparticulas de oro para incrementar la sefial Raman, pero es
muy importante evaluar otro tipo de particulas que incrementen con mayor eficacia la sefial Raman.
Se sugiere el uso de nanoparticulas de plata de diferentes formas, pero especialmente morfologias
que contengan vértices como ocurre en los prismas y cubos, pues se sabe que es con este tipo de
morfologias se logra un mayor incremento pues el plasmén de superficie es mucho mas intenso en
dichas regiones. La metodologia de analisis desarrollada, utilizando SERS y PCA, nos permite
incursionar en una nueva area de investigacion en la cual, analizando fluidos humanos se pueden

caracterizar padecimientos que aquejan a la poblacion mexicana como son la obesidad y la diabetes.

Utilizando la misma reaccién de bioconjugacion para formar enlaces amida con cisteinas, se
adicionaron tres diferentes moléculas pequefias a la superficie del virus: etilendiamina (EDA),
dietilentriamina (DETA) y acido itaconico (ITA). Las dos primeras moléculas son diaminas mientras
que el ultimo es un acido dicarboxilico. Se utilizaron dichas moléculas para modificar la carga neta
de las particulas virales: los virus unidos a aminas serian positivos y los que se unieran al acido serian
mas negativos. En la practica no obtuvimos particulas virales con carga positiva, aunque resulto
menos negativa que el virus no modificado (fd wt). En el caso de los virus modificados con acido
itacdnico, no se obtuvo una carga mas negativa que el virus fd wt, sélo ligeramente mas positiva.
No fue posible obtener virus mas negativos a pesar de que la reaccion de bioconjugacion se repitio
hasta tres veces para aumentar la cantidad de moléculas unidas. Aun no es claro el porqué de este
resultado, aunque es probable que las moléculas de ITA sean capaces de reaccionar entre ellas
mucho mas rapido de los que lo hacen con el virus. Las modificaciones con aminas dieron un

resultado interesante, los virus se agregan lateralmente formando fibras de virus bastante largas. Se
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tiene planeado utilizar estas fibras alineadas para la produccion de nanohilos, mediante la técnica
de electrohilado que proporciona fibras de tamafios de escala de micras, con las que se podran
confeccionar sistemas interesantes para el crecimiento de células o para ser implantados en

animales de experimentacion.

Los virus modificados con diaminas y con el acido dicarboxilico y el virus wt fueron mezclados
para obtener hidrogeles fisicos, es decir, formados debido a la diferencia de cargas entre los
componentes de la matriz. Se utilizaron los virus en concentraciones que los ubican en la fase
nematica del diagrama de fases de su cristal liquido, pues se penso6 que la orientacion que adquieren
los virus serian Utiles para el crecimiento de las células. Se utilizaron células HEPG2 para evaluar la
capacidad de estos hidrogeles como soporte de crecimiento. Se observé que las células se
multiplicaron Unicamente en presencia del virus fd wt y del virus modificado con acido itacénico.
Algo de crecimiento de observd en la mezcla de virus fd-ITA con virus fd-EDA. Cabe mencionar que
los virus fd-ITA se encontraban en menor concentracion que el resto de los virus utilizados en el
experimento, por lo que es posible que esta menor concentracidon haya sido un factor clave para el
crecimiento de las células. Se observd que con estos virus las células alcanzaron mas rapido la
confluencia que las células que crecieron en ausencia de virus. Asimismo, se pudieron detectar
agregados de células por arriba de la monocapa de células adherida al fondo de la placa de cultivo,
lo cual indicaria que las células pudieron utilizar a los virus para continuar creciendo por encima de
la monocapa, es decir, a lo largo del eje vertical. Los virus fd wt, sin modificar, permitieron el
desarrollo de células, pero sin alcanzar jamas la confluencia. Las células crecieron aparentemente en

racimos pequeiios, estos no crecieron mas al final del experimento.

Las muestras modificadas con aminas resultaron ser bastante viscosas, es muy probable que
debido a esta viscosidad las células inoculadas quedaron atrapadas a la vez que la transferencia de
0.y CO; fue minima, lo cual limité el crecimiento de las mismas. Es necesario evaluar diferentes
concentraciones de los virus modificados para determinar la concentraciéon adecuada de virus que,
como en el caso del virus fd-ITA permitan la proliferacion de las células a lo largo de todos los ejes
del cultivo. Aunque alin no son concluyentes estos resultados la presencia de virus si parece tener
un efecto positivo en el desarrollo celular, por lo que los siguientes experimentos seran
fundamentales para la formulacién de medios que permitan la expansion de las células de manera

tridimensional.
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Como en el caso de los virus fd wt, se requiere estudiar las propiedades reoldgicas de los
hidrogeles que se obtengan en el futuro, en vista de que hemos comprobado que, en sistemas
formados por filamentos, la viscosidad puede ser un factor limitante para el crecimiento de las
células en el sentido que altera el flujo de nutrientes y gases necesarios para la sobrevivencia de la
célula. Estos resultados preliminares abren la posibilidad de estudiar en nuestro grupo, nuevas
modificaciones de los virus, que favorezcan uno u otro tipo de lineas celulares, entre los principales
candidatos se encuentran los polimeros conductores como polianilina, que se sabe que podrian

funcionar como soporte para células musculares, neuronas, osteoblastos, entre otros.
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8. APENDICES

. ASIGNACION DE GRUPOS FUNCIONALES
DE LOS ESPECTROS RAMAN Y PCA

Tabla S1. Diferencias principales entre los virus fd y fd-cys obtenidas mediante PCA.

Corrimiento

Raman Tipo de modo vibracional Asignacion tentativa de grupos funcionales
(cm™)
721 s, pasym CNC str Tertiary amides
P=S str P=S
751 s, amide VII Primary thioamides
m, pskeletal vib Branched alkanes
m-s, pasym CSC str CH5SCH--
m, pO-C=0 in-plane def Formates
m-s, C,0 skeletal vib and CO def | Tertiary alcohols
m-s sym skeletal vib Tertiary butyl groups
889 m-s,p C-N str Saturated primary and secondary nitro compounds
m, CH def ¢is- CH=CH-
m-s, skeletal vib Straight chain alkanes
m-s, sym COC str Aliphatic ethers
s, pCCO str Primary and secondary alcohols
952 s, psym COC str Ethers
wCH def Vinyl compounds -CH=CH,
vsring vib Polysubstituted pyridines
m-s, p C-N str Saturated primary and secondary nitro compounds
1009 m-s, C=C, C=N str Pyrimidines
m-w, P-H def P-H
s, pCH in -plane def Ortho disubstituted benzenes
s, CH,/CH wagging vib Cyclopropyl compounds
Vs 1,3,5-Trisubstituted benzenes
s, psym COC str Ethers
m-s,C-Cvib -OC(CHs)3
1057 s, psym COC str Ethers
m-w, P-H def P-H
m-s CCC str Straight chain alkanes
mCO-C str Formates
s, pCH in-plane def Orthodisusbtituted benzenes
m-sring vib 2-monosubstituted pyridines
1082 m-s, C-N str Aliphatic amines
m-w, P-H def P-H
s, psym C=C=C str Allenes
m-s, CCC str Straight chain alkanes
m-w, p sym CNC str Saturated aliphatic ethers
s, psym COC str Ethers
s, ring vib ring =C-O-C=
1207 s, amide lll band trans secondary amides
s, pN=N=N sym str Azides
s, CH def cis (sat) CH=CH (sat)
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m, CC; vib t-butyl groups
m-w, P=0 str P=0 str
m-s, C-N str Aliphatic amines
m-s C-O-0O str Formates
1226 m-s, C-N str Aliphatic amines
m-w, P=0 str P=0 str
s, CH def c/s (sat) CH=CH (sat)
m, CG; vib t-butyl groups
m-s, ring vib p-disubstituted benzenes
m-s, CO-O str Acetates
1238 s, pPN=N=N sym str Azides
s, amide Il band trans secondary amides
s, CH def cis (sat) CH=CH (sat)
S, psym Nitrates -O-NO,
m, CC; vib t-butyl groups
1274 s,amide lll trans secondary amides
s, pN=N=N sym str Azides
s, CH def trans (sat) CH=CH (sat) and cis (sat) CH=CH (sat)
m, CG; vib t-butyl groups
1330 m-s, psym CO; str Carboxylate ions
m-s, CH in-plane rocking Aldehydes
m-w, OH def Phenols
s-m, asym N-C-N str Ureas
w, CH in-plane def =C=CH (hydrocarbons)
s, C-N amide Ill band Cis form secondary amides
w, sym CH; def PCH;
s, pN=N=N sym str Azides
1370 s, CH def Cis (sat) CH=CH (sat)
m-s, CH in-plane rocking Aldehydes
m-s, psym CO, str Aromatic acid salts and carboxylate ions
m-s, p CH, def Vinyls-CH=CH,
1407 s, amide lll band Primary thioamides
w;, asym CHs def -PCH;
m-s, CH in-plane rocking Aldehydes
m-s, psym CO, str Aromatic acid salts and carboxylate ions
m-s, p CH, def Vinyls-CH=CH,
1426 m-w, OCHs, OCH, def -OCH;0CH,-
s, pN=C=0 sym str Isocyanates -N=C=0
w, asym CHs def -PCH;
m-s, CH in-plane rocking Aldehydes
m-s, psym CO; str Aromatic acid salts and carboxylate ions
m-s, p CH, def Vinyls-CH=CH,
1467 s, amide lll band Primary thioamides
m-w, OCHs, CH, def n-Alkanes
m-w, CH, sym def Cyclopropyl compounds and POCH;
1516 w, NH def Secondary amines
m-w, asym NO, str Aromatic nitro compounds
w, NH;* sym def -NH3+
1536 w, NH def Secondary amines
w, amide Il Ureas
w, CO;” asym str Aromatic acid salts
s, C=Cstr C=C conjugated with C=C or C=0 and c¢/s unsat -CH=CH-unsat
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1607 w, NH, scissoring Primary amines
m, C=0 str Enol from diketones
s, several bands ring C=C str Benzene derivatives
w, NHs* asym str -NH3+
w, CO; asym str Aromatic acid salts
w, amide lll band Ureas
1624 w-m,amide | and |l Primary and secondary amides
w;, NH, scissoring Primary amines
s, C=Cstr trans (unsat) -CH=CH-(unsat) and C=C conjugated with C=C,
C=0 or with aryl
s, several bands ring C=C str Benzene derivatives
m, C=0 str Enol from diketones
w, CO, asym str Carboxylic acid salts
1692 w-m, C=0 str afy -unsat. aliphatic carboxylic acids (as dimer), aryl
aldehydes, thiol acids, -COSH and afy -unsat. ketones s-cis
form
1767 w-m, C=0 str Secondary amides
m, pC=0 str Aryl and q, B-unsat acid chlorides
1808 m-w, p C=0 str Sat. Aliphatic acid chlorides and afy unsat 3 -lactones (unsat 5
membered ring)
1925 v, asym C=C=C str Allenes and symmetrically disubstituted allenes
2010 m-s, pbr, asym NCS str Isothiocyanates -N=C=S
2041 m-s, p br, asym NCS str Isothiocyanates -N=C=S
2086 m-s, p br, asym NCS str Isothiocyanates -N=C=S
2122 v, asym -N=C=C str Ketenimines >C=N=N-
m-s, pasym str Azides -N=N=N
v Ketenes >C=C=0
2139 v, asym -N=C=C str Ketenimines >C=N=N-
m-s, pasym str Azides -N=N=N
2161 v, asym -N=C=C str Ketenimines >C=N=N-
v Ketenes >C=C=0
m-s, pasym str Azides -N=N=N
m-s, p br, asym NCS str Isothiocyanates -N=C=S
2211 m-s, CN str P-CN
2275 m-w, P-H str P-H
2292 m-w, P-H str P-H
2335 m-w, P-H str P-H
2361 m-w, P-H str P-H
2373 m-w, P-H str P-H
2479 m-w, P-H str P-H
2494 m-w, P-H str P-H
2517 s, p S-H str Mercaptans, aliphatic thiols and thiophenols
s, p S-H str CH;SH
2585 s, p S-H str Mercaptans, aliphatic thiols, thiophenols and
CH.SH
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Fig. S1. Primery Segundo PC’s de los espectros de los virus fd-cys-Au y el control negativo

Tabla S2. Asignacion de los grupos funcionales y modos para los 3 primeros PC's de los espectros de los
virus fd-cys-Au y el control negativo y mostrados en la Fig. S1

Corrimiento
LETHEY] Tipo de modo vibracional Asignacion tentativa de grupos funcionales
(cm™)

738 s, C-S str Aliphatic sulphides and disulphides
m, NO, def Nitroamines N-NO,
m-s, pasym CSC str CH5SCH--
m, p O-C=0 in-plane def Formates
m-s, sym skeletal vib Tertiary butyl groups

757 s, pasym CNC str Tertiary amides
s, amide | Thioamides
s, amide VII Primary thioamides
P=S str P=S
m, p skeletal vib Branched alkanes
m-s, ring vib Paradisubstituted benzenes
m-s, p asym CSC str CH5SCH--
m, p O-C=0 in-plane def Formates
m-s, sym skeletal vib Tertiary butyl groups

786 s, pasym CNC str Tertiary amides
POP str P-O-P
P=S str P=S
s, amide | band Thioamides
m, p skeletal vib Branched alkanes
m-s, ring vib Para disubstituted benzenes
m-s, C,O skeletal vib and Co def | Tertiary alcohols
m-s, C,O skeletal vib and Co def | Tertiary alcohols
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794 s, p asym CNC str Tertiary amides
POP str P-O-P
P=S str P=S
s, amide | band Thioamides
m, p skeletal vib Branched alkanes
823 m-s, C-S str Secondary thioamides
m-s, skeletal vib Straight chain and branched alkanes
s, p CCO str Primary and secondary alcohols
m-s, sym COC str Aliphatic and vinyl ethers
s, p asym CNC str Tertiary amides
POP str P-O-P
P=S str P=S
m-s, ring vib Para disubstituted benzenes
m-s, C50 skeletal vib Secondary alcohols
833 m-s, C-S str Secondary thioamides
s, pasym CNC str Tertiary amides
s,amide | Thioamides
s, pCCO str Primary and secondary alcohols
m-s, sym COC str Aliphatic and vinyl ethers
POP str P-O-P
P=S str P=S
m-s, skeletal vib Straight and branched chain alkanes
m-s, G50 skeletal vib Secondary alcohols
m-s, ring vib Para disubstituted benzenes
841 m-s, C-S str Secondary thioamides
m-s, skeletal vib Straight chain alkanes
s, pCCO str Primary and secondary alcohols
m-s, sym COC str Aliphatic and vinyl ethers
s, pasym CNC str Tertiary amides
POP str P-O-P
P=S str P=S
samide | band Thioamides
878 m-s, p C-N str Saturated primary and secondary nitro compounds
m-s, C-S str Secondary thioamides
m, CH def cis CH=CH-
m-s, skeletal vib Straight chain alkanes
s, pCCO str Primary and secondary alcohols
m-s, sym COC str Aliphatic ethers
884 m-s, skeletal vib Straight chain alkanes
s, pCCO str Primary and secondary alcohols
m-s, sym COC str Aliphatic ethers
m-s, p C-N str Saturated primary and secondary nitro compounds
m, CH def cis CH=CH-
m-s, C-S str Secondary thioamides
904 m-s, p C-N str Saturated primary and secondary nitro compounds
m, CH def cfis CH=CH-
948 s, psym COC str Ethers
vsring vib Polysubstituted pyridines
wCH def Vinyl compounds -CH=CH2
989 m-s, p C-N str Saturated primary and secondary nitro compounds
m-s, C=C, C=N str Pyrimidines
s, ring vib Pyridines
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m-w, P-H def P-H
s, psym COC str Ethers
s, CH,/CH wagging vib Cyclopropyl compounds
m, CH def trans CH=CH- and ¢/s CH=CH-
1118 m-w, P=0 str P=0 str
m-s, C-N str Aliphatic amines
m-w, P-H def P-H
w, asym C-O-C str Saturated aliphatic amines
s, psym COC str Ethers
1137 m-w, P-H def
w, asym C-O-C str Saturated aliphatic amines
s, psym COC str Ethers
1265 s, amide llI trans secondary amides
s, pN=N=N sym str Azides
s, CH def cis (sat) CH=CH (sat)
m, CC; vib t-butyl groups
1340 s, C-N amide lll cisform secondary amides
s-m, asym N-C-N str Ureas
s, pN=N=N sym str Azides
m-s, CH in-plane rocking Aldehydes
m-s, p sym CO; str Carboxylate ions
m-w, OH def Phenols
1381 s, CH def cis (sat) CH=CH (sat)
s, amide lll band Primary thioamides
m-s, CH in-plane rocking Aldehydes
m-s, psym CO; str Aromatic acid salts and carboxylate ions
m-s, pCH, def Vinyls-CH=CH2
1434 s, amide Il Primary thioamides
m-s, CH in-plane rocking Aldehydes
m-s, p CH, def Vinyls-CH=CH,
m-w, OCH;, OCH, def -OCH;0CH,-
m-s, psym COy str Aromatic acid salts and carboxylate ions
1523 w, amide Il Ureas
w, NH def Secondary amines
w, NH;* sym def -NH3+
1557 w, amide Il Ureas
w, NH def Secondary amines
s, several bands ring C="C str Benzene derivatives
1586 w, NH, scissoring Primary amines
m, C=0 str Enol from diketones
w, NHz* asym str -NH3+
w, CO; asym str Aromatic acid salts
wamide Ill band Ureas
1632 s-m, asym NO, str Nitrates -ONO,
s, C=Cstr C=C conjugated with C=C or C=0 or with aryl and ¢/s (unsat) -
CH=CH-unsat
w-m, amides I| Primary amides
w, NH2 scissoring Primary amines
m, C=0 str Enol from diketones
s, several bands ring C=C str Benzene derivatives
1665 w-m, NH, def Primary amides

m-w, amide |

Primary, secondary and tertiary amides
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m-s, C=N str Imines =C=N-
s, C=Cstr =C=C-N
s, C=Cstr trans (unsat)-CH=CH-(unsat)
m-w, C=0 str Unsat ketones
1698 w-m, C=0 str Unsat aliphatic carboxylic acids (as dimer), thiol acids,
-COSH and secondary amides
v, C=0 str Aryl aldehydes
w, C=0 str Unsat ketones cisform
1739 m, C=0 str Sat. aliphatic esters, ketones and aldehydes and cationic a
amino acids
1763 m-w, C=0 str a-lactones (sat 5-membered ring)
1797 m-w, C=0 str a lactones (4-membered ring) and sat. aliphatic acid chlorides
1815 m-w, C=0 str Lactones (4-membered ring)
1942 v, asym C=C=C str Allenes and asymmetrically disubstituted allenes >C=C=CH,
1965 v, asym C=C=C str Allenes and monosubstituted allenes >C=C=CH,
2080 m-s, pasym str Azides -N=N=N
2091 m-s, pbr, asym NCS str Isothiocyanates -N=C=S
2183 m-s, p asym str Azides -N=N=N
2212 s, C=N str Aliphatic nitriles
m-s, CN str P-CN
2336 m-w, P-H str P-H
2380 m-w, P-H str P-H
2452 m-w, P-H str P-H
2470 m-w, P-H str P-H
2567 s, pS-Hstr Mercaptans, aliphatic thiols, thiophenols and CH,SH
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Fig. S2. Primer y Segundo PC’s de los espectros de los virus fd-cys-Au y el fd-Au.
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Tabla S3. Asignacion de los grupos funcionales y modos para los 3 primeros PC's de los espectros de los
virus fd-cys-Au y fd-Au y mostrados en la Fig. S2.

Corrimiento
Raman
(cm™)

Tipo de modo vibracional

Asignacion tentativa de grupos funcionales

723 m-s, pasym CSC str CH;SCH.-
m, p O-C=0 in-plane def Formates
s, amide VIl Primary thioamides
m-s, sym skeletal vib Tertiary butyl groups
s, C-S str Aliphatic sulphides and disulphides
736 m, NO, def Nitroamines >N-NO,
m-s, p asym CSC str CH;SCH--
m, p O-C=0 in-plane def Formates
m-s sym skeletal vib Tertiary butyl groups
s, C-S str Aliphatic sulphides and disulphides
757 s, pasym CNC str Tertiary amides
P=S str P=S
m, p skeletal vib Branched alkanes
m-s, ring vib Para disubstituted benzenes
m, p CCl str Saturated aliphatic acid chlorides
m-s, sym skeletal vib Tertiary butyl groups
m-s, pasym CSC str CH;SCH--
m, p O-C=0 in-plane def Formates
783 s, pasym CNC str Tertiary amides
P=S str P=S
POP str P-O-P
m, p skeletal vib Branched alkanes
m-s, ring vib Para disubstituted benzenes
m-s, CO def Tertiary alcohols
794 m-s, CO skeletal vib and CO def Tertiary alcohols
s, pasym CNC str Tertiary amides
POP str P-O-P
P=S str P=S
m, p skeletal vib Branched alkanes
832 s, pasym CNC str Tertiary amides
POP str P-O-P
P=S str P=S
m-s, skeletal vib Straight and branched chain alkanes
m-s, sym COC str Aliphatic and vinyl ethers
s, pCCO str Primary and secondary alcohols
m-s, ring vib para disubstituted benzenes
878 m-s, p C-N str Saturated primary and secondary nitro compounds
m, CH def c/s CH=CH-
m-s, skeletal vib Straight chain alkanes
s, pCCO str Primary and secondary alcohols
m-s, sym COC str Aliphatic ethers
204 m-s, p C-N str Saturated primary and secondary nitro compounds
m, CH def c/s CH=CH-
979 s, ring vib Pyridines
m-s, p C-N str Saturated primary and secondary nitro compounds
m, CH def trans CH=CH- and ¢/s CH=CH-
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289 m-s, p C-N str Saturated primary and secondary nitro compounds
m-s, C=C, C=N str Pyrimidines
s, ring vib Pyridines
m-w, P-H def P-H
m, CH def trans CH=CH- and ¢/s CH=CH-
s, CH,/CH wagging vib Cyclopropyl compounds
s, psym COC str Ethers
1050 m-s, ring vib 2-monosubstituted pyridines
m-s, CCC str Straight chain alkanes
s, pCH in-plane def orthodisusbtituted benzenes
s, psym COC str Ethers
m, CO-C str Formates
1071 w, asym C-O-C str Saturated aliphatic amines and ethers
m-s, CCC str Straight chain alkanes
s, psym C=C=C str Allenes
1128 m-s, C-N str -CO, NH, NH,
s, psym COC str Ethers
1137 m-w, P-H def P-H
w, asym C-O-C str Saturated aliphatic amines
s, psym COC str Ethers
1160 m-s, C-N str Aliphatic amines
1190 m-s, C-N str Aliphatic amines
s, CH def c/s (sat) CH=CH (sat)
m, CCsvib t-butyl groups
m-s, C-O-O str Formates
1266 s, amide llI trans secondary amides
s, pN=N=N sym str Azides
s, CH def c/s (sat) CH=CH (sat)
m, CC; vib t-butyl groups
1303 v, asym SO, str Sulphones
w, sym CH; def PCH;
s, pN=N=N sym str Azides
1339 s, C-N amide lll cisform secondary amides
s-m, asym N-C-N str Ureas
s, pN=N=N sym str Azides
m-s, CH in-plane rocking Aldehydes
m-s, p sym CO,- str Carboxylate ions
1383 s, CH def cis (sat) CH=CH (sat)
s, amide lll band Primary thioamides
s, pPN=C=0 sym str Isocyanates -N=C=0
m-s, CH in-plane rocking Aldehydes
m-s, psym CO,- str Aromatic acid salts and carboxylate ions
m-s, p CH, def Vinyls-CH=CH,
1433 m-s, CH in-plane rocking Aldehydes
m-s, p CH, def Vinyls-CH=CH,
m-s, psym CO,- str Aromatic acid salts and carboxylate ions
1495 w, NH def Secondary amines
w, NH;* sym def -NH3+
1524 w, amide Il Ureas
w, NH;* sym def -NH3+
1535 m-s, psym CO,- str Aromatic acid salts
w, amide lll band Ureas
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w, NH def Secondary amines
m-w, asym NO, str Aromatic nitro compounds
1556 w, NH def Secondary amines
w, amide Il Ureas
s, several bands ring C=C str Benzene derivatives
1586 w, NH2 scissoring Primary amines
m, C=0 str Enol from diketones
w, NHs+ asym str -NH;+
w, CO»- asym str Aromatic acid salts
1603 w, NH, scissoring Primary amines
w, NHz* asym str -NH3+
s, C=Cstr C=C conjugated with C=C or C=0
s, several bands ring C=C str Benzene derivatives
m, C=0 str Enol from diketones
1623 w-m, amides Il Primary amides
w;, NH, scissoring Primary amines
w, NHz* asym str -NH3+
s, C=C str C=C conjugated with C=C, C=0 or with aryl
m, C=0 str Enol from diketones
1665 m-w, amide | band Primary, secondary and tertiary amides
w-m, NH, def Primary amides
s, pC=Cstr =C=CH- and =C=C-N
m-w;, C=0 str afy unsat ketones and ureas
1697 w-m, C=0 str afy unsat. aliphatic carboxylic acids (as dimer), aryl
aldehydes, afy -unsat ketones s-c/sform and afy -unsat
dicarboxylic acids, thiol acids, -COSH, secondary amides
1740 m, C=0 str Sat aliphatic esters, ketones and aldehydes and cationic a
amino acids (aq. sIn.)
1765 m-w, pC=0 str Aryl and q, B-unsat acid chlorides
m-w, C=0 str Lactones (sat 5-membered ring)
1773 m-w, C=0 str Lactones (sat 5-membered ring)
1797 m-w, C=0 str B lactones (4-membered ring)
m-w, pC=0 str Sat. aliphatic acid chlorides
1815 m-w, C=0 str Lactones (4-membered ring)
m-w, p C=0 str Sat. aliphatic acid chlorides
1942 v, asym C=C=C str Allenes and asymmetrically disubstituted allenes =C=C=CH,
1964 v, asym C=C=C str Allenes and monosubstituted allenes >C=C=CH2
2089 m-s, p asym str Azides -N=N=N
2120 v, asym -N=C=C str Ketenimines >C=N=N-
m-s, pasym str Azides -N=N=N
2183 m-s, pasym str Azides -N=N=N
2221 s, C=N str Aliphatic nitriles
m-s, CN str P-CN
2295 m-w, P-H str P-H
2336 m-w, P-H str P-H
2382 m-w, P-H str P-H
2395 m-w, P-H str P-H
2452 m-w, P-H str P-H
2470 m-w, P-H str P-H
2567 s, p S-H str Mercaptans, aliphatic thiols, thiophenols and CH,SH
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II. PCA (ALGORITMO EN MATLAB)

clc;clear;
MM-=load('C:\Users\Dana\Desktop\PCAs\PCA_Normal\Corrimiento_prom.txt',"-ascii'); %Carga Archivo de corrimientos
400-2000
M=load('C:\Users\Dana\Desktop\PCAs\PCA_Normal\Au5_mas_Au30.txt','-ascii');
%M=normaliza(JJ);
[linea,columnal=size(M); %Obtiene tamario de la Matriz
for i=1:columna

Y=normaliza(M(:,i));

%Y=M(:,i);

%Lambda=1000000000 y p=0.1, p=0.3 PC1y PC2, PC4 y PC2

%ycorr=baseline(Y,1000000000,.3);

%Lambda=100000 y p=0.01 PC1y PC3

ycorr=baseline(Y,100000,.2);

%ycorr=baseline(Y,100000,.02);

CC1=smooth(Y-ycorr); %RESTA LINEA BASE AL ESPECTRO ORIGINAL

%CC=normaliza(CC1);

BX(i,:)=CC1;
end
[Ix,ly]=size(BX);
Y%figure(4)
% % % % % % % %h4=plot(MM(:,1),BX(1,:));
stdr = std(BX);
sr_SM = BX./repmat(stdr,Ix,1);
[pcs_SM,newdata_SM,variances_SM,t2_SM] = princomp(sr_SM);
CompX=1;
CompY=2;
FF=newdata_SM(:,1:5);
figure(2)
%HOMBRES Y MUJERES
%h2=plot(newdata_SM(1:20,CompX),newdata_SM(1:20,CompY),'r*',;newdata_SM(21:40,CompX),newdata_SM(21:40
,CompY),'b*,newdata_SM(41:60,CompX),newdata_SM(41:60,CompY),'g*"); %GRAFICA NORMALIZADO Y SMOOTH
%h2=plot(newdata_SM(1:20,xcomponente),newdata_SM(1:20,ycomponente),'o’,newdata_SM(21:40,xcomponente),n
ewdata_SM(21:40,ycomponente),'>',newdata_SM(41:60,xcomponente),newdata_SM(41:60,ycomponente));
h2=plot(newdata_SM(1:27,CompX),newdata_SM(1:27,CompY),'0',newdata_SM(28:48,CompX),newdata_SM(28:48,C
ompY),"™);
legend('fd-cys-Au5 SERS','fd-Au5 SERS',1)
xlabel('PC1','FontSize',14);
ylabel('PC2','FontSize',14);
gname;

% PARA OBTENER PCS VS CORRIMIENTO
componente=1;
fori=1:5

PESOS(:,i)=smooth(pcs_SM(i,:));

end
%PARA LA COMPONENTE 4 PC4
maxx_C4=max(pcs_SM(componente,:));
minx_C4=min(pcs_SM(componente,:));
con_C4=maxx_C4-minx_C4;
conx_C4=pcs_SM(componente,:)-con_C4;
XXX=smooth(smooth(conx_C4));
figure(3)
Y%plot(MM(400:4000,:),conx_CA1,"-"'MarkerFaceColor',[.1 .8 .1],'Color','k','MarkerSize',12,'MarkerSize',12);
h3=plot(MM(:,:),XXX(:,1),-','MarkerFaceColor',[.1 .8 .1],'Color','b','MarkerSize',12);
legend('fd-cys-Au5 SERS','fd-Au5 SERS',1);
xlabel('Raman Shift (cm-1)','FontSize',14);
ylabel('PC1','FontSize',14);
grid on
save fd-cys-Au-newdata. TXT FF -ascii
save fd-cys-Au-pcs. TXT PESOS -ascii
%save Matlab_varios-newdata. TXT FF -ascii
%save Matlab_varios-pcs. TXT PESOS -ascii
%save Matlab_varios-var. TXT variances_SM -ascii
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I11. INFECCION, REPLICACION Y ENSAMBLE
DE LOS VIRUS FILAMENTOSOS

Infeccion

El proceso de infeccidn de E. coli por bacteriéfagos filamentosos, requiere la interaccion de la proteina plll
del virus con el pili F y el sistema proteico TolQRA de la bacteria®>3¢. Los pili bacterianos estan anclados en
la membrana bacteriana y son capaces de retraerse mediante la despolimerizacién de sus subunidades en
la membrana. Los virus f1, M13 y fd utilizan al pili F de E. coli como receptor (Fig. S3), mientras que el
bacteriéfago lke utiliza los pili N o P38,

fago

N2
O piti 7
L)

Membrana
externa

Citoplasma

ADN del fago

Fig. S3. Modelo de los eventos iniciales en la infeccién del bacteriéfago fd a E. coli. Modificado de Karlsson
y col, 2003%. El dominio N2 de la proteina 3 (plll) del bacteriéfago interacta con el pili F de la bacteria
(A). TolA interactuia con las proteinas OmpF (cilindros azules) y la lipoproteina Pal (verde) (B). Después de
la retraccion del pili F, el dominio N1 de pllil del virus se une al C-terminal de la proteina bacteriana TolA
(TolAlll) (C). La retraccion del pili acerca los dominios de plll a los dominios de TolA. TolA adquiere un
estado mas compacto que provoca que las membranas interna y externa estén mas cerca. En este punto,
el dominio central de TolA (TolAll) interactia con el dominio N2 de plll. Mediante la accién de TolA, la
proteina pVIIl y probablemente la pVIl y la pIX son despolimerizadas y se integran en la membrana al
tiempo que el DNA entra en el citoplasma®’. La proteina plll es insertada en la membrana interna; esta
region del virus se abre para permitir la entrada del DNA a la bacteria® (Fig. 3D).
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Fig. S4. Genes y productos de los virus filamentosos f1, M13 y fd. Modificado de Russel y Model, 2006.

El genoma de los Ff contiene 9 genes y una regién mayor no codificante (IG) con los origenes de
replicacién de las cadenas (+). Dos de estos genes codifican para dos proteinas, dando un total de once
proteinas codificadas. Las proteinas pll, pX y pV se requieren para generar la cadena sencilla de DNA;
pl, pXl'y plV se requieren en la morfogénesis del virus. plll, pVI, pVIl, pVIll y pIX son componentes de
la particula viral®.

Una vez que el DNA de cadena sencilla (cadena (+)) entra en el citoplasma, las enzimas del huésped
sintetizan la cadena (-). Un iniciador de RNA se necesita para sintetizar la cadena (-). La forma replicativa
(FR), de doble cadena, es el molde para la expresion de los genes del virus. La expresion de los genes
del virus es necesaria para la posterior replicacién de la FR inicial. La proteina pll corta la cadena (+) de
la FR en su origen, que se encuentra en la region IG884,

El extremo 3’ es alargado por la DNA polimerasa Il del huésped utilizando la cadena (-) como molde.
La cadena (+) original es desplazada por la Rep helicasa al tiempo que la nueva cadena (+) es
sintetizada. Al término de la sintesis de la cadena (+) el DNA es cortado y recircularizado por la actividad
de pll para formar de nuevo la FR. Cabe mencionar que pX (idéntica en los 111 residuos del C-terminal
de pll) se requiere para la acumulacién estable de cadenas sencillas en esta etapa, el mecanismo es aln
desconocido?®.

La proteina dimérica pV se une cooperativamente con las nuevas cadenas (+) generadas en cuanto su
concentracién aumenta. Este proceso las protege y previene la accién de la polimerasa evitando su
conversion a FR. Al inicio de la infeccion, cuando los niveles de pV son bajos, las cadenas sencillas recién
sintetizadas son convertidas inmediatamente a la FR, entonces tanto la FR como las proteinas del virus
incrementan exponencialmente. Cuando estas proteinas se unen al DNA, colapsan la cadena sencilla en
una estructura con forma de bastén, que tiene un tamafio de 800-900nm de longitud. En esta estructura
el DNA deja expuesta la Sefial de Empaque (SE, packaging signal), debido a que la unién con pV es
relativamente débil®®.
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Ensamblaje

El ensamblaje de los bacteriéfagos filamentosos es un proceso secretor que ocurre en la membrana
citoplasmica®. Las 8 proteinas codificadas por el virus que estan directamente relacionadas con el ensamble
(ver apartado anterior), son proteinas integrales en la membrana (Fig. S5), aqui, formando un complejo, se
encuentran las tres proteinas de morfogénesis del virus (pl, pXl y plV), posicionadas en ambos lados de las
dos membranas. Los resultados de estudios bioquimicos indican que el C-terminal del dominio periplasmico
de las proteinas pl y pXI (proteinas de la membrana interna) interactian con el N-terminal del dominio
periplasmico de la proteina plV (proteina de la membrana externa).

Membrana

%
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7 D

Periplasma

Membrana
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J
pVi

pVIl pVIl/pIX
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1. Iniciacién /

SE
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Fig. S5. Modelo hipotético de los procesos de ensamblado extrusién de un bacteriéfago filamentoso,
modificado de Russel y Model, 2006%°.

El ensamblaje de la particula viral requiere de un sitio de ensamble, una cadena sencilla de DNA
apropiadamente presentada, la proteina mayor de envoltura (pVIll), 4 proteinas menores de envoltura
(pVII, pIX, plll'y pVI) y la presencia de la tioredoxina reductasa del huésped?®.

Las proteinas pl y pXl forman un complejo multimérico con alrededor de seis copias de cada una?’. El
dominio N-terminal citoplasmico de pl contiene un motivo de union al DNA, el cual es esencial para el
inicio ensamble del bacteriéfago.

La elongacion del virus (2), involucra el reemplazo sucesivo de los dimeros de pV por las proteinas de
envoltura embebidas en la membrana pVIll, asi como la salida simultanea del DNA a través de la
membrana®®. La proteina plV forma un multimero en la membrana externa compuesta de 12 a 14
subunidades. Este complejo resistente a detergentes tiene forma de barril con una cavidad central de
aproximadamente 8nm de diametro, suficiente para soportar el paso del bacteriéfago ensamblado®®. El
alargamiento del bacteri6fago continla hasta que el final del DNA viral se encuentra cubierto con pVIII;
en este punto las proteinas plll y pVI, también embebidas en la membrana, se incorporan al extremo
terminal de la particula viral naciente, estas proteinas sufren un cambio conformacional que las estabiliza
y las desprende de la membrana®® (3).
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IV. FIGURAS ADICIONALES

80 kv 80 kV
0.5 ym X5000 X2500

e

1pm

80 kv éxsooo
~hik

Fig. S6. Micrografias electronicas de nanocables de oro (virus fd-cys unidos a AuNP’s), después de ser sometidos a

diferentes tiempos de sonicacién:ay b) 10s, cy d) 30 s, e y f) Tmin. En algunas regiones de los virus se observan agregados
de AuNP’s, los cuales no se desagregaron a pesar de la sonicacién.
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Fig. S7. Micrografias electrdnicas de virus fd-cys, sin reducir y en presencia de AuNP’s. esta muestra
control negativo, se aprecia que, en su mayoria, las AUNP’s (puntos electrodensos) no se unen al virus.
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Fig. S8. cultivo de células HEPG2 en presencia de la mezcla de virus fd-ITA + fd-EDA, a Iasl18, 60y 80 h. al parecer, si hubo
crecimiento en este medio, aungue no se alcanzé la confluencia.
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