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Resumen

En este trabajo se estudid la estabilidad de formacién de las nanoparticulas
formadas entre DNA y P4, un péptido de diseno, con el fin de poder explicar ciertos
aspectos sobre la actividad in vitro e in vivo de las nanoparticulas. En un primer
acercamiento, se evaluo la afinidad de P4 para formar complejos supramoleculares
con templados de mayor tamafio al siRNA e incluso con arquitectura diferente como
es el caso de los plasmidos, por medio de ensayos del cambio en la movilidad
electroforética. Se calcularon también las constantes aparentes de unién de P4 al
DNA. Posteriormente, al elegirse uno de los templados utilizados y con la misma
técnica, se estudio el efecto que ejerce el cambio de pH sobre la estabilidad de los
complejos P4-DNA. Después, se evaluaron las cinéticas de formacion de los
complejos P4-DNA vy se establecio el tiempo minimo para formar las nanoparticulas.
También, se evalu¢ la estabilidad de los complejos en RPMI, un medio de cultivo de
células de mamifero, con el fin de conocer si las nanoparticulas podrian llegar a la
célula. Finalmente, se caracterizaron las nanoparticulas determinando el tamarfo de
las mismas por medio de la técnica de dispersién dinamica de la luz. Se encontré
que P4 tiene mayor afinidad de unién a templados de mayor tamano al siRNA y esto
confiere cierta protecciéon en el medio de cultivo utilizado, por lo que P4 puede
utilizarse para la entrega de acidos nucleicos de gran tamafio como el plasmidico.
Se esperan realizar ensayos sobre la entrega de este tipo de acidos nucleicos en
diferentes lineas celulares de mamifero, ademas de una caracterizacion mas

completa de los complejos P4-pDNA.



1. Introduccion

El uso potencial de los acidos nucleicos como agentes terapéuticos se ha ido
desarrollando y reportando a pesar de las dificultades que presentan (Erdman y
Barciszewski, 2014). Las terapias pueden ser basadas tanto en DNA como en RNA
(Sharma, Rungta y Prasad, 2014). En el caso del uso de DNA, pueden utilizarse
plasmidos (Prazeres y Monteiro, 2014), aptameros (cadenas de hebra unica
plegadas con capacidad de reconocimiento especifico de ligandos), o incluso
oligonucledtidos, ya sean en sus aplicaciones para terapia de antisentido. Por otro
lado, el uso de los RNA se extiende a usar la terapia de interferencia, teniendo como

ejemplos siRNA y miRNA, o RNA antisentido (Erdman y Barciszewski, 2014).

A pesar de que la entrega de material genético a la célula parece prometedora para
el tratamiento y/o cura de enfermedades, como muestran estudios in vitro, la eficacia
de entrega in vivo disminuye debido a factores como la degradacion de nucleasas,
estimulacién del sistema inmune innato y tener un tiempo de vida media muy corto
(menor a 30 minutos) (Kanasty, Dorkin, Vegas y Anderson, 2013) (Wittrup y
Lieberman, 2015).

Para solucionar estos problemas, se han disefiado varias estrategias para la entrega
de acidos nucleicos como agentes terapéuticos. Entre ellas destacan el acarrearlas
con un vector, ya sea de tipo viral como los lentivirales o los adenovirales, o no

virales como polimeros, lipidos y péptidos (Aliabadi et al., 2012).

Dentro del grupo de acarreadores no virales se ha sintetizado el péptido llamado
“P4”, que esta compuesto de 47 aminoacidos. Se demostré que P4 encapsula RNAI
(20 a 25 pb) y lo entrega al interior de las células neurales (neuronas y astrocitos)
con alta eficiencia y menor toxicidad respecto a otros acarreadores comerciales

como Lipofectamina® y N-TER™ (Hernandez-Garcia et al., s.f.).

P4 esta formado por dos dominios, uno de unién a acidos nucleicos (RNA o DNA) y
un dominio de autoensamblaje responsable de formar particulas. Cuando P4 se une

a los acidos nucleicos presenta un cambio estructural, de una cola aleatoria sin
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estructura (random coil en inglés), que lo lleva a autoensamblarse en nanoparticulas
supramoleculares esféricas con diametros entre 200 nm y 300 nm. Estas
nanoparticulas confieren proteccion enzimatica a los RNAi y alta estabilidad a

concentraciones salinas fisiologicas (Hernandez-Garcia et al., s.f.).

A pesar de lo anterior, han surgido varias preguntas, una de las mas importantes es
si P4 es capaz de encapsular otros acidos nucleicos diferentes a RNAI, por ejemplo,
plasmidos y DNA lineal, y si sus propiedades de encapsulamiento y estabilidad

cambian al variar el templado de DNA que encapsulan.

Por lo tanto, este trabajo busca evaluar la formacion de nanoparticulas y su
estabilidad P4-DNA variando ciertas condiciones biofisicoquimicas, tales como el
pH, el tiempo de formacion (cinética de union), tamafio y tipo de templado de DNA
y la liberacion de estos acidos nucleicos en medios de cultivo fisioldgicos de cultivo
de células de mamiferos. Estos analisis tienen gran relevancia porque servira para
poder predecir y entender el comportamiento de los complejos supramoleculares
entre P4-DNA en un sistema in vitro e in vivo (entrada a la célula y liberacion dentro
de los endosomas), lo que permitira optimizar el péptido P4 como sistema de
entrega, no solo de RNAI sino también de DNA de varios tamafos y arquitecturas

(lineal o circular tipo plasmidico).



2. Antecedentes

2.1 Bionanotecnologia
La nanotecnologia se define como el estudio cientifico, entendimiento y control de
materiales con dimensiones entre 1 nmy 100 nm aproximadamente (Hobson, 2011),

estos materiales particulados y discretos se denominan nanoparticulas.

Una de las ramas de la nanotecnologia, la bionanotecnologia, es definida como la
aplicacion de la biologia a la nanotecnologia, es decir, el uso de biomoléculas
(polipéptidos, acidos nucleicos, polisacaridos, entre otros) en materiales,
instrumentos o sistemas de produccion que entren en la nanoescala (Ramsden,
2016).

El desarrollo de la nanotecnologia ha revolucionado campos como la investigacion
aeroespacial, militar y la medicina (Wong et al., 2017); en este ultimo la
bionanotecnologia ha intervenido recientemente en areas como el diagndstico y la
terapia, por ejemplo: en la creacion de biosensores y la entrega de farmacos asistida

por vectores de acarreamiento (Chan, 2006) (Wong et al., 2017).

2.2 Uso terapéutico de los acidos nucleicos

La busqueda de farmacos en la actualidad pretende descubrir moléculas activas
biolégicamente que sean especificas sobre los blancos responsables de la
progresion de una enfermedad (Sharma, Rungta y Prasad, 2014). Con la
culminacién del Proyecto Genoma Humano y lo avances en la Biologia Molecular,
se tiene ahora un entendimiento, desde el punto de vista genético, sobre procesos
celulares y la patogénesis de una enfermedad, donde ciertos genes son

responsables de alguna patologia(Rodriguez, del Pozo-Rodriguez y Solinis, 2013).

El uso terapéutico de los acidos nucleicos no solo se enfrenta al reto de la entrega
de material genético en la célula, sino también de cuestiones éticas, sociales y de

caracter comercial (Erdman y Barciszewski, 2014).



En la terapia basada en acidos nucleicos se pueden utilizar tanto DNA como RNA
(Erdman y Barciszewski, 2014). Se pueden entregar plasmidos (pDNA), aptameros
tanto de DNA como de RNA, RNAs mensajeros (mMRNA), RNAs cortos interferentes
(siRNA), microRNAs, deoxirribozimas, ribozimas y nucleétidos antisentido (Wong
et al., 2017).

Se ha reportado el uso de pDNA para el tratamiento de enfermedades como la
fibrosis quistica o la Distrofia Muscular de Duchenne (Prazeres y Monteiro, 2014),

ademas de la produccion de vacunas de pADN (Liu y Ulmer, 2005).

Por otro lado, en la terapia de interferencia (siRNA, microRNA, entre otros), se
utilizan pequenos fragmentos de dsRNA (21 pb a 23 pb) que se unen por
complementariedad a la secuencia del mMRNA blanco, impidiendo la expresion de la
proteina, ejemplos de estos son el tratamiento de infecciones por virus como el VIH,

influenza y hepatitis (Erdman y Barciszewski, 2014).

2.3 Limitaciones para la entrega de acidos nucleicos

A pesar de que la entrega de los acidos nucleicos con fines terapéuticos es una idea
prometedora como muestran modelos in vitro, cuando se trasladan a estudios in
vivo presenta dificultades debido a la naturaleza misma de los acidos nucleicos

(Kanasty, Dorkin, Vegas y Anderson, 2013).

Los factores principales son la degradacion por parte de las nucleasas y el
reconocimiento de éstos por el sistema inmunitario innato, por lo que tienen un perfil
farmacocinético muy pobre (se excreta en menos de 30 minutos). (Kanasty, Dorkin,
Vegas y Anderson, 2013), ademas de que los acidos nucleicos son hidrofilicos y su
entrada a la célula esta impedida estéricamente por su gran tamafo (Wittrup y
Lieberman, 2015).

2.4 Acarreadores para entrega de acidos nucleicos
Debido a la dificultad de entregar acidos nucleicos “desnudos” se han aplicado

estrategias como la modificacion del sistema de entrega. Una estrategia consta de
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acarrear acidos nucleicos con vectores que los protegen y facilitan su entrada a la
célula mediante endocitosis. La endocitosis es la via por la que ingresan las
biomacromoléculas, ya que una vez que maduran los endosomas hay una
disminucién del pH para liberar el contenido dentro de ellos (Aliabadi, Landry, Sun,
Tang y Uludag, 2012).

Los acarreadores son de dos naturalezas: virales y no virales. Como se menciona
en Aliabadi et al. (2012), la estrategia de usar virus radica en su habilidad natural de
insertar el material genético en la célula huésped, y, por lo tanto, son sistemas de
entrega eficientes, incluso en células donde es dificil la entrega de material genético

como las células neurales (Merten y Al-Rubeai, 2011) (Ramamoorth, 2015).

Los Adenovirus (Ad) estan clasificados en 6 especies (A-F). Dos variantes, Ad2 y
Ad5 de la especie C, son los mas utilizados en pruebas clinicas debido a que son
los mas efectivos para la creacion de los vectores y su aplicaciéon en terapia génica.
Los Ads contienen un genoma lineal de dsDNA de 26-40 kb que estéa recubierto de
una capside. Su capside que no contiene envoltura, es una proteina de forma
icosaédrica con diametro de 70-100 nm. Una ventaja que tiene el Ad es que puede
infectar tanto células en divisibn como en estado de quiescencia, ademas de no ser
oncogeénico, pero una de sus desventajas es que puede crear una respuesta tanto
humoral como celular del sistema inmunitario a altas dosis del vector (Merten y Al-
Rubeai, 2011).

Los retrovirus son conocidos por su habilidad de realizar la transcripcion inversa de
su genoma linear de ssRNA. Son categorizados en simples (retrovirus oncogénicos)
o complejos, como los lentivirus, siendo estos utiles sobre otros retrovirus. Su
capside de 80-100 nm de diametro contiene el genoma viral con una envoltura
compuesta de una bicapa lipidica. Usar este tipo de virus como vector tiene la
desventaja de que no infectan células en estado de quiescencia, pero son
estudiados por su utilidad en estudios de reparacion de hueso (Merten y Al-Rubeai,
2011).

A pesar de la eficiencia que muestran para la entrega de acidos nucleicos, existen

muchas limitaciones clinicas respecto a su aplicacion, tales como la citotoxicidad
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residual, falla de los genes para integrarse dentro del genoma humano y expresion
génica de corto plazo; por lo que se opta el uso de acarreadores no virales (Wong
et al., 2017).

Los acarreadores del tipo no viral no solo ofrecen una mayor seguridad, sino que
también son de menor costo y de produccion mas sencilla (Ramamoorth, 2015).
Estos pueden ser lipidos, polimeros de origen natural o sintéticos, o péptidos

(Kanasty, Dorkin, Vegas y Anderson, 2013).

El uso de lipidos como acarreadores se estudio inicialmente para el transporte de
farmacos. Los lipidos forman liposomas cuyas ventajas son que aumentan la
internalizacion del farmaco en la célula y el escape endosomal. Su uso se extendio
a acidos nucleicos, como RNAi (Aliabadi, Landry, Sun, Tang y Uludag, 2012) y
plasmidos (Kulkarni et al., 2017).

El origen de los polimeros puede ser natural, como la ciclodextrina y el quitosano, o
de origen sintético como la polietilenimina o los dendrimeros. La ventaja de los
acarreadores poliméricos radica en que se pueden modificar las propiedades
fisicoquimicas del polimero para optimizar la entrada del sistema de entrega a la
célula. Esto se logra a partir de la neutralizacion de las cargas del polimero y de los
acidos nucleicos (Aliabadi, Landry, Sun, Tang y Uludag, 2012). Como ejemplo, a los
dendrimeros tipo PAMAM se les puede agregar otro tipo de polimeros y poder asi
dar mas estabilidad a los complejos formados con RNAi (Palmerston Mendes, Pan
y Torchilin, 2017).

Los acarreadores peptidicos son péptidos con gran versatilidad debido a su
composicidén quimica, y pueden aumentar la eficiencia de entrada a la célula debido
a la presencia de residuos basicos, tales como la arginina y lisina (Aliabadi, Landry,
Sun, Tang y Uludag, 2012). Una clase especial de estos acarreadores, los llamados
Péptidos Penetradores de Célula (CPP), es de interés, debido a que pueden
transportar a través de la membrana celular diferentes moléculas como DNA, RNAI
o péptidos. Algunos péptidos provienen de proteinas de origen viral como TAT del
Virus de Inmunodeficiencia Humana-1 (VIH-1) (Guidotti, Brambilla y Rossi, 2017).
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2.5 Disennio de P4 como un sistema de entrega de ARNi y su origen

P4 es un péptido de 47 aminoacidos (Figura 2.5.1). P4 estd compuesto de dos
segmentos: P2 y P3. El segmento P2 (27 aminoacidos) es la parte de un dominio
de unién a RNA de doble hebra (dsRNA) de una proteina proveniente de la rana
africana X. laevis, Xlrbpa-2 (Ryter, 1998); mientras que P3 (18 aminoacidos mas
dos glicinas de espaciador) es un dominio capaz de autoensamblarse y es de origen
sintético (Wang, Bergenfeld, Arora y Canary, 2012), la sintesis de P4 se muestra en
la figura 2.5.2. De manera interesante, P4 puede unirse a acidos nucleicos de doble
hebra con mayor afinidad que los de hebra unica, sin importar si es DNA o RNA.

(Hernandez-Garcia et al., s. f.).

SIRKLEYEIEELRLRIGGGTFVETGSGTSKQVAKRVAAEKLLTKFKT

Figura 2.5.1 Secuencia de aminoacidos de P4. Se muestra en rojo el dominio de

autoensamblaje, mientras que en azul el dominio de union a DNA.

P11 P2
NTH Y CT
P+

Y

E— P

Figura 2.5.2 Sintesis de P4. El segmento P2 proviene de Xlrbpa-2 de X. laevis mientras que

P3 tiene origen sintético (Modificado de Hernandez-Garcia et al., s. f.) .

La proteina Xlbrpa-2 de X. laevis tiene una secuencia de 299 aminoacidos y tiene
un peso molecular 32,8 kDa (Eckmann y Jantsch, 1997), esta pertenece a un grupo
de proteinas que se unen especificamente a dsRNA por reconocimiento molecular.
Esto lo hace mediante el dominio de unidon a dsRNA que consta de 68 residuos
(Ryter, 1998).
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La estructura de Xlrbpa-2 determinada por difraccién de rayos X tiene la forma N-a-
B-B-B-a -C hallado en proteinas de este grupo, ademas de que entre las hojas B 1y

2 hay un bucle, se muestra la estructura en la figura 2.5.3 (Ryter, 1998).

Figura 2.5.3 Estructura de Xirbpa-2. Se muestra la estructura determinada por difracciéon de
rayos X del complejo formado entre Xlrpba-2 y dsRNA, las hojas B estan en amairillo,
mientras que las hélices a se muestran en rosa (Ryter y Schultz, 2018).

Cuando Xlrbpa-2 forma complejos con dsRNA, el dominio de unién dsRNA reconoce
tres regiones en el dsRNA sin necesidad de una secuencia especifica: dos surcos
menores adyacentes y el surco mayor en una cara de la doble hélice. La
especificidad para reconocer dsRNA se debe al reconocimiento de los surcos

menores (Ryter, 1998).

Como reporta Ryter (1998), en una region la hélice a del extremo N-terminal
interactua con el surco menor de dsRNA, en la segunda regién el bucle entre las
hojas B 1 y 2 interactua con el surco menor adyacente, mientras que en la tercer
region un fragmento que precede a la hélice a del extremo C-terminal e incluso la

hélice a son las responsables de la interaccion con el surco mayor.

Las interacciones antes mencionadas se establecen por puentes de hidrégeno ya
sea de manera directa con los enlaces fosfodiéster o con los hidroxilos 2’ de la ribosa
mediadas por agua. En una de las regiones, la histidina-141, interactua como puente

entre ambas hélices debido a las interacciones entre el grupo 2’-OH de una cadena
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con el carbonilo de la histidina y el grupo 2’-OH con la cadena lateral del mismo

aminoacido (Ryter, 1998).

De todo el dominio de unién a dsRNA de Xirbpa-2 se escogio la regidn que reconoce
el surco mayor debido a que las otras regiones (referida como P1) hay secuencias
muy hidrofébicas, las cuales resultan en poca solubilidad en agua. La parte de la
secuencia especifica que se une a los acidos nucleicos en P2 es TSKQVAK

(Hernandez-Garcia et al., s. f.)

Por otra parte, P3 es un péptido de disefio cuya estructura es una hélice a, pero en
presencia de Cu(ll) cambia su estructura a una hoja B, ademas de que forma
agregados en presencia de un exceso de este metal (Wang, Bergenfeld, Arora y
Canary, 2012). Por lo tanto, se fusion6 P2 con P3 bajo la hipétesis de que al fusionar
el péptido P2 al péptido P3 porque P3 propiciaria la formacién de los agregados, y

por lo tanto, la formacién de los complejos supramoleculares con RNA..

Se comprobé por dicroismo circular que P4 cambia de una estructura al azar a una
hoja B. En la figura 2.5.4 se muestra que la fusién de P2 y P3 (P4) tiene mayor
afinidad a siARN que solo P2 y se demuestra la hipotesis antes mencionada.

(Hernandez-Garcia et al., s. f.).

bp 0 1 2 5 8 10 15 20 30 50 80 120 uM

- P4 + siRNA

15
25
20
15
25
20
15

+ siRNA

P3 + siRNA

Figura 2.5.4(Modificado) Unién de P2, P3 y P4 a siARN. Se muestra que la fusion de P2 y

P3 une con mayor afinidad siARN que P2 (Hernandez-Garcia et al., s. f.).
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2.6 Sistema de entrega de P4 para ARNi

Hernandez-Garcia, et al demostraron, por medio de Microscopia Electronica de
Transmisién en condiciones criogénicas (cryo-TEM), la formacién de particulas
supramoleculares entre P4 y siRNA. Estas son esféricas, de diametro entre 200 nm
y 300 nm, por lo que son polidispersas, mostradas en la figura 2.6.1

(Hernandez-Garcia et al., s. f.).

Figura 2.6.1lmagen de cryo-TEM para las particulas formadas entre P4 y siARN (Tomada

de Hernandez-Garcia et al., s. f.).

Ademas, se demostré que las nanoparticulas formadas entre P4 y DNA son
resistentes a la degradacion de la DNAasa |, también que el siRNA no es liberado
en concentraciones altas de sal, y que debido a que no hubo liberacion del siRNA
en disoluciones amortiguadoras con fuerza id6nica alta, las interacciones
electrostaticas no son las unicas responsables de la encapsulacion de siRNA

(Hernandez-Garcia et al., s. f.).

Hernandez-Garcia et al. reportan que las particulas formadas entre P4 y siRNA
pueden entrar de manera eficiente en neuronas (74%) y astrocitos (78,5%) con
eficiencia comparable respecto a sistemas comerciales: N-TER™ (neuronas: 68%,
astrocitos: 34,3%) y Lipofectamina® 2000 (neuronas: 83%, astrocitos: 89%), pero a
diferencia de estos, la supervivencia de las células con las nanoparticulas de P4
con siARN no se ve afectada tanto como lo hacen estos sistemas comerciales. Esto
se asocia al potencial  que es relativamente bajo en las nanoparticulas de P4 con
siARN (+4,7 mV).
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2.7 Cooperatividad

En presencia de Cu(ll) P3 sufre un cambio estructural. Como reportan Wang et al.
(2012), la curva de titulacién de una disolucion del péptido del cual proviene P3 en
funcién de la concentracion de CuCl2 muestra el comportamiento de la ecuaciéon de
un sitio especifico de unidn (discutida mas adelante). Se encontré una Kq de 75 uM

y un coeficiente de Hill de +3,4, lo que es un indicativo de cooperatividad positiva.

La cooperatividad es un tipo de comportamiento donde un numero de componentes
aparentemente independientes de un sistema actuan de manera colectiva, al

unisono o cerca del unisono (Ferrell Jr, 2009).

Un ejemplo clasico de ello es la union del oxigeno a la hemoglobina donde se
obtiene una curva sigmoidea y no una de tipo Michaeliana en una curva de
saturacion de hemoglobina en funcion de la presion del oxigeno (figura 2.7.1), pero
la cooperatividad es también importante en la sefalizacion entre células, regulacion

transcripcional y procesos mas complejos (Ferrell Jr, 2009).

—
o

o
o

o
o

o
Y

Saturacion de hemoglobina

0 50 100 150 200
Pg, (torr)

Figura 2.7.1(Modificado). Grafico de la saturacién de la hemoglobina en funcion de la
presion del oxigeno (rojo). Esta no sigue la ecuacion de Lagnmuir (verde) (Ferrell Jr, 2009).

En un sentido mas formal, se dice que una molécula receptora exhibe una union
cooperativa si su unidn al ligando no sigue una tendencia lineal respecto a la
concentracion de ligando. Esta puede ser positiva si la union de una molécula de
ligando aumenta la afinidad aparentemente de su receptor, o negativa si sucede el

efecto contrario (Stefan y Le Novére, 2013).
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De acuerdo a lo que observo en el caso de la hemoglobina, A.V. Hill propuso una
ecuaciéon que explicaba el fendmeno (ecuacion 2.1), donde Y representa la fracciéon
del receptor ocupada, Cx la concentracion del ligando, K4 es la constante de
disociacion aparente y n es el factor de Hill Notar que si n>1 la cooperatividad es de
caracter positivo y si n<1 la cooperatividad es de caracter negativo (Stefan y Le
Novere, 2013).

C"

Yy =—"—
K;+C"

Ecuacion 2.1

La ecuacién que se utilizara en este trabajo es donde se tienen varios sitios de unién
en el DNA (receptor) y P4 solo tiene un solo sitio de unién al DNA (ligando), por lo
que el modelo corresponde a la ecuacion de un sitio especifico de unién, la ecuacion
2.2. El significado fisico del valor de Kq es que corresponde con la cantidad de
ligando necesaria para unirse a la mitad de su receptor (Bisswanger, 2008):

Cx

Y =
K; + C,

Ecuacién 2.2

La forma final de la ecuacion se muestra a continuacién, ecuacion 2.3, que relaciona
el porcentaje de DNA unido en (%ADN, unido) en funcién de la concentracion de
P4, donde Bmax es la maxima unién al DNA, esto es 100% porque en un exceso
de P4 todo el DNA se unié a P4. Por ultimo, se representa la constante de

disociacion aparente como Kq ap -

Bmax * Cp,

%ADN, unido =
’ Kd,ap + CP4

Ecuacion 2.3
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2.8 Métodos utilizados

2.8.1 Ensayo del Cambio en la Movilidad Electroforética

Las interacciones entre proteinas y acidos nucleicos juegan un papel importante en
la coordinacion de procesos celulares. Estas interacciones han sido estudiadas por
el Ensayo del Cambio en la Movilidad electroforética (EMSA por sus siglas en inglés)
(Delong y Zhou, 2015).

EMSA es un método rapido, y sensible en ciertas condiciones para detectar
interacciones entre proteinas y acidos nucleicos. Esta basado en la observacion de
que la movilidad de un complejo entre una proteina y los acidos nucleicos es menor
que la de los acidos nucleicos durante una electroforesis (figura 2.8.1.1) (Hellman y
Fried, 2007). EMSA puede utilizarse tanto para fines cualitativos como cuantitativos,

como la determinacion de la Ky, ap.

CCAP

- ———eee

e ———— O

F -

Figura 2.8.1.1 Titulacion de un fragmento de DNA (promotor /ac) con la proteina CAP de E.
coli. Se muestra la electroforesis en gel de poliacrilamida (10%) de varias mezclas DNA con
CAP , la estequiometria es 1:1. F indica DNA libre y B DNA unido a CAP (tomado de
Hellman y Fried, 2007).

EMSA tiene ventajas sobre otros métodos porque es un método sencillo, robusto y
puede ajustarse a gran variedad de condiciones, ademas de que se necesitan
volumenes pequefios de muestra (menor a 20 pL) y se pueden utilizar acidos
nucleicos de varios tamanos y de diferentes estructuras; pero también tiene ciertas
limitaciones. Una de las limitaciones es que puede sobreestimarse la union ya que
la sensibilidad del ensayo solo permite evaluar concentraciones micromolares de

proteina y los complejos no estan en equilibrio durante la electroforesis, ademas de
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que la movilidad de los complejos no solo depende del tamafo de la proteina
(Hellman y Fried, 2007).

2.8.2 Dispersién dinamica de la luz

Las propiedades fisicoquimicas de los nanomateriales tales como la carga, el
tamano o las impurezas contribuyen hacia el comportamiento de las mismas en un
ambiente bioloégico, para ello, la caracterizacion adecuada de las mismas es

esencial para obtener informacion confiable (Bhattacharjee, 2016).

En la actualidad existen métodos para determinar tamano, forma o estabilidad de
particulas tales como la Difraccién de Rayos X a Angulo Pequefio o la Microscopia
Electrénica de Transmision (Berbel Manaia et al., 2017), pero uno de los métodos
mas utilizados es la Dispersion Dinamica de la Luz (o DLS por sus siglas en inglés).
DLS, que también es conocida como espectroscopia de correlacion de fotones o
dispersidén cuasielastica de la luz, mide el tamafo hidrodinamico de particulas
debido a su difusion que obedece el movimiento browniano (aleatorio) (Patel et al.,
2017). El tamano hidrodinamico se determina a partir de medir la fluctuacion de la
intensidad de la luz que es emanada de una muestra irradiada por un laser (Lomakin
et al., 2005).

Las macromoléculas estan en continuo movimiento en disolucion debido al choque
con las moléculas del disolvente. Las macromoléculas mas grandes difundiran mas
lento que las pequefas, resultando en un coeficiente de difusion menor. El
coeficiente de difusion (D) medido usando la intensidad de las fluctuaciones de la
luz pueden ser convertidas a radio hidrodinamico (Rn) usando la ecuacion de
Stokes-Einstein, ecuacion 2.4,. ks es el coeficiente de Boltzmann, T, la temperatura
absoluta y n la viscosidad (Patel et al., 2017):

kT
~ 6mnBy,

Ecuacion 2.4
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En el método convencional de DLS, un fotomultiplicador es usado para recibir la luz
dispersada de las nanoparticulas, y un correlador digital es utilizado para obtener la
funcion de autocorrelacidon de la intensidad de fluctuacion, esta funcion refleja las
caracteristicas del movimiento browniano de las nanoparticulas, por lo tanto, la
informacion del tamafio de particula (Zhou, Su y Cai, 2017). DLS es un método no
invasivo, rapido y un método confiable para estudiar la homogeneidad y agregacion
de macromoléculas y sus complejos, pero tiene una limitacién, ya que las particulas
y agregados de masa molar elevada pueden interferir en la medicion de Rn debido
a que la dispersiéon de luz se incrementa siguiendo una funcion cubica en funcion
del tamano (Patel et al., 2017).
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3. Justificacion

Se ha demostrado que P4 puede entregar siARN en células neurales, pero también
ha surgido la pregunta sobre si el uso de P4 puede extenderse a la entrega de otros
sistemas de interés terapéutico de mayor tamafio que siARN o con otras
arquitecturas, por ejemplo, plasmidos o ADN lineal de doble hebra. Ademas, con el
objetivo de poder optimizar el sistema de entrega de acidos nucleicos es necesario
comprender cdmo los complejos péptido-ADN se comportan tanto en un sistema in

vivo como in vitro (sobre todo la entrada a la célula y escape endosomal),.

4. Hipobtesis

P4 forma complejos supramoleculares con acidos nucleicos de doble hebra, por lo
que si se modifican factores tales como el tamafio del templado, el pH, la liberacion
de estos complejos en medios de cultivo y el tamafio de las particulas, que puedan
alterar la unién de P4 hacia los acidos nucleicos, entonces se podra optimizar el uso
de P4 en un sistema de entrega de acidos nucleicos, ademas de poder disefiar

versiones mejoradas del péptido para la transfeccion en sistemas in vivo e in vitro.

5. Objetivos

5.1 General

Evaluar la formacion y estabilidad de los complejos entre P4 y ADN bajo diversas
condiciones como el efecto del tamafo y arquitectura del templado, el pH, la cinética
de formacién y la liberacion de estos complejos en RPMI para poder extender el uso
de P4 como acarreador de otros sistemas diferentes al siARN y predecir la

estabilidad de estos complejos in vitro e in vivo.

5.2 Particulares
e Evaluar la capacidad de union del péptido P4 a distintos templados de ADN
lineales y a ADN plasmidico.
e Determinar el efecto del tamano del templado de ADN sobre la

cooperatividad de unién del péptido P4.
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Evaluar el efecto del pH sobre la formacion de complejos P4-ADN.

Evaluar la cinética de formacién de los complejos formados entre P4 y ADN.
Evaluar el efecto del tamafio del templado del ADN en la estabilidad de los
complejos entre P4 y ADN en presencia de medio para cultivo de células
mamiferas.

Determinar el tamano de las particulas formadas entre P4 y ADN plasmidico.
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6. Procedimiento experimental

6.1 Obtenciéon de DNA plasmidico (pDNA) y dsDNA de 25 pb
pADN

Se sembraron células de E. coli BL21 previamente transformadas con el plasmido
de 2675 pb, 15ABQD6P_1727136_dsRBD-REDOX_switch (Life Tecnologies) en 4
tubos estériles con ~20 mL de medio LB-Luria en Kanamicina 1x (Apéndice A). Se
incubaron durante 16 horas a 37 °C. Se aisl6 y purificd el pADN de acuerdo con el
manual GenElute™ Plasmid Miniprep Kit PLN70-1KT (Sigma-Aldrich),. La

recuperacion del DNA se realizé con agua desionizada.

Se determind la concentracion del DNA y su calidad se verificaron con la relacién
de absorbancias A260/A280 y A260/A230 por medio de NanoDrop 2000 (Thermo Fisher

Scientific, Estados Unidos).
dsDNA de 25 pb

Dos ssDNA complementarios entre si, DNA 25pb_a y DNA_25pb_b, previamente
sintetizados por IDT (Integrated DNA Technologies) y con concentraciones de
98,33 uMy 97,23 pM respectivamente (NanoDrop 2000), fueron mezclados tal que
la concentracién de ambos fuese 10,0 yM en 100 uL de disolucién total con agua
desionizada. Se llevo la reaccion de hibridizacion a 90 °C en un bafio maria durante
10 minutos y se dejo enfriar hasta temperatura ambiente durante 2 horas. Se

mantuvieron a 4 °C hasta su posterior uso.

6.2 Espectrometria de masas por MALDI-TOF de P4

El péptido P4 es un sélido que fue sintetizado por el Instituto Simpson Querrey para
BioNanotecnologia de la Universidad de Northwestern, el método fue sintesis de
péptidos en fase sdlida usando un sintetizador automatizado con microondas. Los

péptidos fueron purificados mediante cromatografia liquida en fase reversa a una
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pureza de 95% corroborada por espectrometria de masas (Hernandez-Garcia

et al., s.f.).

50 pL de una disolucion de 100 uM de péptido P4 fue entregada al Laboratorio de
Servicios Analiticos del Instituto de Quimica UNAM para esta prueba. Se utilizd

como matriz, al &cido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA).

Se preparo una disolucion de la matriz CHCA saturada, en 60% de acetonitrilo, 40%
de agua y 0,1% de acido trifluoroacético. Posteriormente se colocé en una placa la
mezcla de 5 pL de matriz con 1 pL de la disolucion 100 yM de P4 para su
cocristalizacion y realizar el analisis. El equipo de MALDI-TOF utilizado fue microflex

(Bruker Daltonics, Estados Unidos) con las siguientes caracteristicas:

e Laserde N2a 237 nm
e Polaridad positiva
e \Voltaje de aceleracién de 20 kV

e Modo de operacion lineal

6.3 Evaluacién de la uniéon de P4 a dsDNA de diferentes tamafios

Los templados de 100 pb, 400 pb y 2000 pb se adquirieron de Thermo Fisher
Scientific (NoLimits™ Individual DNA Fragments) y fueron utilizados en estos
ensayos, incluyendo los templados de 25 pb y pDNA de 2675 pb. Los ensayos se

realizaron por duplicado.
Preparacion de las mezclas de P4 con dsDNA

En la tabla 6.3.1, se muestran los volumenes anadidos para preparar mezclas entre
P4 y DNA de los diferentes templados. Cabe mencionar que en todos los casos se
uso la misma cantidad en masa de DNA (243,8 ng), lo que indica que cada templado
de DNA tiene el mismo numero de sitios de unién. Las muestras se incubaron a
temperatura ambiente durante una noche en disolucion amortiguadora HEPES con
una concentracién de 25 mM y pH de 7.4. Se utilizaron dos disoluciones madre de
P4: una de 125 uM y otra de 625 pM.
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Tabla 6.3.1. Preparacion de mezclas de P4 con dsDNA

Crs

(uM)
VigresMD) * [ 15[ 15 [ 15 |15 |15 [ 15 [ 15| 15 | 15 | 15 | 15

0,0| 5,0 | 10,0 | 15,0 | 20,0 | 37,5 | 50,0 | 100,0 | 150,0 | 250,0 | 500,0

Vona L) ™ 115 15 | 15 | 15 | 15| 15 | 15 1,5 1,5 1,5 1,5
V., (uL) 0012 | 24 | 36 | 60| 90| 12 | 24 3,6 6,0 12
VieomalML) | 12 | 10,8 | 96 | 84 | 6,0 | 3,0 | 10,8 | 9,6 8,4 6,0 0,0

* Chigpes, madre (MM) = 250; ™ Cpa magre (NG/HL) = 162,5

Ensayo del Cambio en la Movilidad Electroforética (EMSA)

A cada ensayo se agregdé amortiguador de carga 6x (Thermo Fisher Scientific),
3 pL, seguido de una electroforesis en gel de poliacrilamida al 6% no
desnaturalizante (25 pb y 100 pb), o en gel de agarosa (400 pb y 2000 pb con
Agarose LE de Denville Scientific o pADN 2600 pb con Top Vision Agarose de
Thermo Fisher Scientific) en TAE 1x (Jena Bioscience) a 10 V/cm durante el tiempo
necesario para la separacion del DNA de los complejos (Apéndice A). Para el pDNA
se agrego un marcador de 1kb (GeneRuler 1kb DNA Ladder de Thermo Fisher
Scientific). La cantidad de DNA utilizada durante la electroforesis fue de
162,5 ng.

Se detectaron los acidos nucleicos tifiendo el gel con Sybr® Green | (Thermo Fisher
Scientific) diluido en TAE 1x. Posteriormente se revel6 a 365 nm con Molecular
Imager® Gel Doc™ XR System (Bio-Rad, Estados Unidos), o con C300 de Azure
Byosistems (Estados Unidos). El andlisis de la densidad de las bandas del DNA libre

se realiz6 con el software de libre Imaged 1.518j (National Institutes of Health).
Determinacion de Kaq,ap

De acuerdo a la ecuacion 2,3, se hizo un ajuste de los datos experimentales y se
calculd el valor de Kgap, mediante el uso del software Origin ® 8,5 (OriginLab

Corporation).
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6.4 Evaluacion de la uniéon de P4 a dsDNA al variar el pH

El templado seleccionado para este analisis fue el de 2000 pb. También se
prepararon disoluciones amortiguadoras de fosfatos (Na2HPQ4) con citratos (Acido
Citrico) (ambos de Sigma-Aldrich) a pH 4 y 6 con concentracién de 250 mM, ademas
de HCI previamente normalizado, 0,09 N, (J. T. Baker) para pH 2 (Apéndice A).

Todos los ensayos se realizaron por duplicado.
Preparacién de las mezclas de P4 con ADN

En la tabla 6.4.1, se muestran los volumenes anadidos para preparar mezclas de
P4 con DNA del templado de 2000 pb a los diferentes pH. Se utilizaron dos
disoluciones madre de P4: 125 upM y 12,5 yM. Las muestras se incubaron a
temperatura ambiente durante una noche en la disolucion amortiguadora
correspondiente con una concentracion de 25 mM a excepcién del HCI, cuya

concentracion final fue de 0,009 N.
EMSA

De manera analoga al apartado 6.3, se realizd una electroforesis en gel de agarosa
(Agarose LE de Denville Scientific) al 1% en TAE 1x a 10 V/cm. La cantidad de ADN
utilizada durante la electroforesis fue de 32,5 ng. La tincién y deteccion de acidos
nucleicos se realiz6 de la misma manera que en el apartado 6.3. El analisis de la

densidad de las bandas de DNA libre se realizé con el software ImagedJ 1.518;.

Tabla 6.4.1 Preparacion de mezclas de P4 con dsDNA.

Ces

(HM)
VosaL) [15] 15 [ 15 | 15 | 15|15 | 15 | 15 | 15 | 15

00| 20 | 30 | 50 | 7,5 | 10,0 | 20,0 | 30,0 | 50,0 | 100,0

Voua®L)* (1515 [ 15[ 15 [ 15 |15 ] 15 | 15 | 15 | 15

Vo, (L) 00| 24 | 36 | 60| 90| 12| 24 3,6 6,0 12
VicomalML) | 12 | 96 | 84 | 60 | 3,0 | 108 | 96 8,4 6,0 0,0

* CDNA, madre (ng/“L) = 32’5
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Determinacion de Ka,ap

Se hizo un ajuste de los datos experimentales de acuerdo a la ecuacion 2.3 y se
calcul6 el parametro de Kq s mediante el uso del software Origin® 8,5 (OriginLab
Corporation). En el caso de pH 2 no se puede ajustar la ecuacién 2,3, debido a que
la unibn maxima observada es del 60% Yy, por lo tanto, no es comparable con los

demas.
Célculo del punto isoeléctrico

Para ello se recurrio al portal de recursos de bioinformatica EXPASy. Se ingresé la
secuencia del péptido P4 y se obtuvo la relacién pl/ Masa molar. Ademas, para
obtener la carga neta de P4 en funcion del pH se usé pepcalc.com (InnovaGen AB®),

un portal para calcular las propiedades de péptidos.

6.5 Cinéticas de formacion de complejos formados entre P4 y DNA
Preparaciéon de las mezclas entre P4y DNA

Se continud trabajando con el templado de 2000 pb. La cantidad de DNA utilizado
fue 48,8 ng. En la tabla 6.5.1 se muestran las concentraciones elegidas para seguir
las cinéticas de la formacion de complejos entre P4 y DNA, con cada concentracion
por duplicado. Las muestras se incubaron a temperatura ambiente hasta el tiempo
t, es decir, hasta el momento de realizar la electroforesis. El tiempo cero fue de la
adicién de P4 en todos los ensayos. Los tiempos fueron 35 minutos, dos horas, seis

horas, 15 horas y 24 horas.

Tabla 6.5.1 Preparacion de mezclas entre P4 y DNA.

CP4
0,0 2,0 | 40 | 10,0 75,0

(HM)
Vigpes(ML)* |15 15 | 15 | 1,5 1,5
Vona ML) 15| 15 | 15 | 15 1,5
Vo, (HL) 00| 24 | 48 | 12 9,0
VicomalML) |12 | 96 | 7,2 | 10,8 3,0

* Chiepes, madre (MM) = 250; * Cona, madre (NG/UL) = 32,5
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EMSA

Se realiz6 el mismo procedimiento descrito en la seccion 6.3. El analisis de la

densidad de las bandas de DNA libre se realizé con el software Imaged 1.518;.

6.6 Liberacion de DNA de los complejos formados entre P4 y DNA en medios
fisiolégicos

Para revisar esto, se prepararon dos medios fisiolégicos: RMPI 1640 Corning ™
Cellgro ™ 0,5x, sin y con la adicion de SFB al 5% (Corning). Los templados
utilizados fueron el de 25 pb y el plasmido de 2675 pb. Los ensayos se realizaron
por duplicado. Las disoluciones de P4, HEPES y DNA se filtraron con un filtro de
0,22 uM (Milex-GS) antes de su primer uso.

Preparacion de las mezclas entre P4y DNA

Se mezclé DNA (25 pb o pDNA) con P4 100 uM en HEPES 25 uM con pH 7,4 de
acuerdo a la tabla 6.6.1 en una campana de flujo laminar y se dejé incubando
durante una noche para asegurar la formacién de los complejos entre P4 y DNA.
Cabe mencionar que de la mezcla entre P4 y DNA se prepararon 12 ensayos: uno
para formar complejos P4-DNA sin adicién del medio y a los demas se les adiciono

el medio.
Liberaciéon del DNA de los complejos formados

Se prosiguio a la adicion de 15 yL de medio RPMI (con o sin SFB 5%) en
condiciones de esterilidad para los 11 ensayos marcados como P4 100 uM. Uno de
estos fue guardado en congelacion y fue considerado como tiempo cero; los demas
ensayos se guardaron en congelacion durante los siguientes tiempos: 10 min, 30min,
45 min,1h,1,5h,2h,4h,6h,8hy24h.

Electroforesis

Después de 24 horas, se realizo la electroforesis en gel de agarosa al 1% (pDNA)
o en gel de poliacrilamida al 6 % no desnaturalizante (25 pb) de acuerdo a las
condiciones del apartado 6.3.2, agregando el amortiguador de carga unos
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momentos antes de iniciar la electroforesis (Loading Dye 6x de Thermo Fisher
Scienific). Se utilizé la misma cantidad en masa de DNA para cada experimento,
325 ng. Para el pDNA se agregd un marcador de 1kb (GeneRuler 1kb DNA Ladder
de Thermo Fisher Scientific). Una vez terminada la electroforesis se revelaron los
acidos nucleicos Sybr® Green | (Thermo Fisher Scientific) y se registrd en el
documentador de geles (C300 de Azure Byosistems). El analisis de la densidad de

las bandas reveladas del DNA libre se realiz6 con ImageJ 1.518].

Tabla 6.6.1 Preparacion de mezclas entre P4 y DNA.

P4-DNA P4-DNA
Tratamiento DNA
sin RPMI | con RPMI
Vouter(HL) * 1,5 1,5 1,5
Vona (ML) ** 3,0 3,0 3,0
Vo, (HL) 0,0 7,5 7,5
Vi:0, ma(ML) 10,5 3,0 3,0

* Criepes, madre (MM) = 250; ** Cona, madre (NG/HL) = 162,5

6.7 Determinacion del tamaino de particula de los complejos entre P4 y DNA

Preparacion de P4, pDNA y P4 con pDNA

Se paso por un filtro de 0,22 uM (Milex ®-GS) disoluciones de P4 1 mg/mL y HEPES
250 mM, ademas de que se filtré agua desionizada. Se mezclaron pDNA, P4 1
mg/mL, HEPES 250 mM y agua desionizada de acuerdo a la tabla 6.7.1 para formar

los complejos entre pDNA y P4 con sus respectivos controles.

Todo este experimento fue planeado de tal manera que se formaran complejos entre
DNA y péptido P4 de tal manera que en una mezcla no se encapsule al DNA por
completo (P4 insaturado), mientras que en otra si se formaran los complejos (P4

saturado).

29



Tabla 6.7.1 Preparacion de mezclas entre P4 y ADN.

P4 P4 P4-DNA P4-DNA
Tratamiento | Blanco DNA
insaturado | saturado | insaturado | insaturado

Co,(UM) 0,0 0,0 0,2 1,0 0,2 1,0
Viepes(ML) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Vipna (HL) * 0,0 7,0 0,0 0,0 7,0 7,0
Vg, (bL) ** 0,0 0,0 0,6 3,0 0,6 3,0
VHZO’ mQ(I-IL) 13,5 8,5 12,9 10,5 5,9 3,5

. CPDNA, madre (ng/pL) = 162’5; * CP4, madre (mg/mL) = 5’0

Dispersién Dindmica de la Luz (DLS)

Se lavé una cubeta de cuarzo ZEN2112 (Malvern Instruments Worldwide) con

detergente y se enjuagd con agua. Posteriormente se volvié a enjuagar con agua

desionizada se dejo secar. Por otra parte, se ejecutd el programa Zetasizer Nano Z

7.12 (Malvern Instruments Worldwide). Para todas las mediciones se ultilizo el

equipo Zetasizer Nano-S (Malvern Instruments Worldwide, Inglaterra). Para todas

las mediciones se utilizaron las siguientes condiciones mostrados en la tabla 6.7.2.

Los datos colectados fueron los diametros hidrodinamicos de las particulas.

Tabla 6.7.2 Condiciones impuestas en el equipo para DLS.

Parametro | Condiciones Observaciones
Temperatura
25,0 -
(*C)
indice de refraccion: 1,30
Dispersante Agua i .
Viscosidad (cP) = 0,8872
Angulo 173 ° -
Mediciones 5 Repeticiones:10
Duracion (s) 12 -
Laser 633 nm -
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7. Resultados y Discusion

7.1 Espectrometria de masas por MALDI-TOF

En la figura 7.1.1, se muestra el espectro de MALDI-TOF del péptido P4. Con esto
se corrobora que el reactivo a utilizar se encuentra en buen estado y con un grado
de pureza alto ya que la masa molar tedrica esperada del péptido es de 5240,09
kDa, con variacion menor al 1% (m/z, carga de +1) ("ExPASy - Compute pl/Mw tool",
2017), el cual forma un pico predominante (m/z1). La segunda banda que se puede
observar en 2620 corresponde a la mitad de la masa molar del péptido que

corresponde a la relacion masa/carga con carga de +2 (m/zz).

Intens. [@.u.]

5240,767
3000
m/z,
2000
1000 2620,439
m/z,
AL e - —

2000 3000 4000 §000 6000 7000 8000 2000 10000 miz

Figura 7.1.1 Resultados de MALDITOF. Se muestra que el péptido utilizado esta en buen
estado ya que la banda m/z corresponde con la masa molar del péptido.
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7.2 Evaluacion de la union de P4 a acidos nucleicos

En la figura 7.2.1 se muestra el cambio en la movilidad electroforética de la
formacion de complejos entre P4-DNA con el templado de 25 pb. Se muestra con
una flecha azul la banda del DNA libre, mientras que en que la roja muestra el DNA
totalmente encapsulado, el DNA que no esta completamente encapsulado es el
barrido que se observa. Este barrido se debe a que son muchos estados de union

debido a que la estequiometria para formar los complejos noes 1 a 1.

Se observa que, efectivamente P4 encapsula al DNA al aumentar la concentracion

de péptido ya que la banda del DNA libre va desapareciendo

(M) O 5 10 15 20 375 50 100 150 250 500

Figura 7.2.2 EMSA para el templado de 25 pb. Se observa la desaparicion de la banda del
DNA libre conforme aumenta la cantidad de P4.

En el caso del templado de 2000 pb (figura 7.2.2), se observa que el péptido P4
puede encapsular templados de mayor tamano, por lo que se deduce que P4 es

capaz de encapsular ADN de otros tamarios.
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También se puede observar en la figura 7.2.2 que, respecto al EMSA de la figura
7.2.1, la concentracion de P4 para encapsular o neutralizar completamente al DNA
es menor que la requerida para neutralizar DNA de 25 pb. Otro fendmeno es que
en el templado de 2000 pb hay dos bandas muy intensas, que indican la presencia
de dos poblaciones coexistentes en ciertas concentraciones de P4: una poblacion
de DNA libre (forma A), es decir, sin péptido P4 unido y otra de DNA completamente
encapsulado (forma B). Lo anterior no se observa cuando se usa DNA de 25 pb
(figura 7.2.1).

Cia FORMA B

FORMA A

Figura 7.2.2 EMSA para el templado de 2000 pb. Las formas descritas como Ay B
se encuentran sefaladas con una flecha roja.

En la figura 7.2.3, se puede observar la union de P4 al pDNA o DNA plasmidico que
se aisl6 y purificd. Se observan tres bandas predominantes que representan las
diferentes conformaciones del DNA plasmidico: la forma superenrrollada (flecha

negra), la forma lineal (flecha azul) y la forma circular y relajada del pDNA (flecha
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verde); ademas, se muestra el marcador (M) de pesos moleculares con los tamafos

de las bandas importantes.

Se demuestra que P4 puede encapsular pDNA cuya arquitectura es circular y
superenrrollada, y que es diferente a las de los templados de 2000 pb y 25 pb, que

es lineal.

C(pM) M o0 10 15 20 37,5 50 100 150 250 500

10000 pb

3000 pb

2500 pb
2000 pb

1000 pb

500 pb
250 pb

Figura 7.2.3 EMSA para el templado de pDNA. Se observa la encapsulacion de pDNA al
aumentar la concentracion de P4. M indica el carril del marcador.

Finalmente, en la figura 7.2.4, se hace un comparativo de la unién de P4 a todos los
templados evaluados. Se observa como la banda que corresponde a DNA libre va
desapareciendo al aumentar la concentracion de P4. Asimismo, la concentraciéon
necesaria para encapsular el 50% de DNA va disminuyendo de forma proporcional

al tamano del templado.

Con base en lo mostrado en la figura 7.2.4, se demuestra claramente que P4 puede
ser usado para unir a distintos tipos de DNA de doble hebra de tamafo superior a
25 pb, asi como de arquitectura distinta a la lineal, tal como la circular y
superenrrollada (plasmido). Se debe aclarar que al utilizar la misma cantidad en

masa para todos los templados y en todos los experimentos, esto evita que haya un
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sesgo derivado por la variacién de la cantidad de DNA a recubrir, por lo que solo

habra variacién sobre la forma en que P4 recubre los distintos templados.

Por lo tanto, P4 no solo es capaz de encapsular DNA distinto al RNAI, sino que la
formacion de los complejos P4-DNA al aumentar el tamario del templado se da con

mayor “afinidad”.

cPd
(1M) 0 5 10 15 20 37,550 100 150 250 500

25 pb

100 pb

-
_

400 pb

2000 pb

2600 pb,
pDNA

Figura 7.2.4 EMSA para todos los templados utilizados. Se observa la disminucién
de la cantidad necesaria para unirse P4 al aumentar el tamafio del templado. Se
muestra con una flecha roja donde desaparecio la banda del DNA libre.

En la figura 7.2.5 se muestra de manera representativa la curva de union de P4 a
DNA de 2000 pb y el ajuste correspondiente con Origin ® 8.5, también se muestra

la ecuacion a la que se ajusta y el valor del coeficiente de determinacion R2.
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Figura 7.2.5 Curva de unién de P4 a DNA de 2000 pb en funcién de la concentracién de P4.
Se muestra a su vez la ecuacion a la que se ajusta mejor y el valor de R2.

En la figura 7.2.6, se muestran las curvas de union de P4 a DNA para todos los
templados y se comprueba lo antes mencionado, mientras que en la tabla 7.2.1 se
muestran los valores de Kgap Obtenidos mediante el ajuste de las curvas con la
ecuaciéon 2.3. Las curvas se muestran en funcién del logaritmo en base 10 de la
concentracion de P4 debido a que se puede observar con mayor claridad la

tendencia observada en los geles.

100 o ‘:___._\?5.._:.___ __.’:___.‘__&_._*(_,..,@. e e |
P---@==" L ) °
0 ] f
7 ]
80 i ;I
;o
70 (o
o] ,’
-_g 60 iy
= ’-I
= 50 {.’
(] 4
< 40 Py
- [$} _-
30 ” ’ L
a
20 A -
s
10 al L]
0 = .
0,6 0,9 12 1,5 1,8 21 2,4 2
10810(Cps )
@ - 25pb 100 pb 400 pb ==¥ - 2000ph ---#-- pADN, 2675 pb

Figura 7.2.6 Curvas de uniéon de P4 a ADN para todos los templados en funcién de la
concentracion de P4. Se observa que la concentracién de P4 necesaria para recubrir al
ADN disminuye al aumentar el tamafio del templado de ADN es mucho mas evidente en
entre el templado de 25 pb y los demas.

36



Tabla 7.2.1 Constantes de disociacion aparentes de los complejos P4-DNA (n=2)

Tamano Kd,ap promedio

del templado (* o) [uM] R
25 pb 61,2 (1,8) 0,8827
100 pb 23,0 (3,4) 0,8041
400 pb 14,5 (1,3) 0,7765
2000 pb 9,6 (3,8) 0,8379
2675 pb, pDNA 6,0 (0,8) 0,7866

El valor de Kq,ap va disminuyendo siendo el valor minimo para pDNA y el mayor para
el templado de 25 pb: un valor de 61,2 en el caso de un templado de dsDNA de

25 pb y para el plasmido que presenta un valor de 6.

De manera adicional, en la figura 7.2.7 se muestra un diagrama de la variacion de
Kd,ap €n funcidn del tamafio del templado. En este se muestra que la constante de
disociacién tiende a disminuir desde el templado de 25 pb hasta el de 400 pb, donde

posteriormente la disminucion es menor y podria considerarse casi constante.

Kd.dpp ':l-lM:'
= rJ w I
[an] (=] [==] =
»

=]

0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Tamafio del templado (pb)

Figura 7.2.7 Variacion de la constante aparente de disociacion de P4 a DNA en funcion del
tamafio del templado. Se observa la disminucion radical hasta el templado de 400 pb,
después de este punto la constante de disociacion podria considerarse una constante.
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La explicacion del fendmeno antes mencionado podria deberse a que la unién de
P4 a moléculas de DNA de mayor tamafio tiene un mayor caracter cooperativo

respecto a las que tienen un menor tamarno, especialmente de 25 pb.

El efecto de la cooperatividad para la formacién de los complejos entre P4 y los
diferentes DNA se puede explicar de una manera sencilla con la figura 7.2.8, en el
caso de un templado pequefio, P4 se une a una molécula de DNA y al aumentar la
cantidad de P4 este se une a otro templado (7.2.8 a), pero en el caso de los
templados de mayor tamano, se da la situacion de que al aumentar la concentracién
de P4 este tiene una mayor “afinidad” por unirse al DNA que ya se uni6 a P4 que al
DNA libre (7.2.8 b).

=205 5 &

Figura 7.2.8 Transcurso de formacion de complejos P4-DNA. Caso a. Templado corto. Se
muestra que solo tiene un sitio posible de uniéon, pero no de nucleacién. Caso b. Templado
largo. Al haber mas sitios de union, también hay mas sitios de nucleacion.

Esto no se da en templados de menor tamafio ya que su longitud no permitiria la
formacion de sitios de nucleacion (figura 7.2.8 a). Todo esto concuerda con lo
mostrado (imagenes de geles y valores de Kgap). A pesar de que se muestra una
explicacion con base en los sitios de nucleacion, se desconoce cuantos sitios de

nucleaciéon se pueden formar en cada templado.
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Aunqgque no se conoce el mecanismo exacto por el cual P4 se une a los acidos
nucleicos, el factor que ayuda a este “reclutamiento” seria el cambio estructural que

sufre P4 al unirse a los acidos nucleicos (de una estructura random coil a una hoja

B).

Para el caso del pDNA, la cantidad necesaria de P4 para encapsularlo es la menor

de todos debido a dos factores:

e Es el templado de mayor tamafo (2675 pb), por lo que el efecto de la
cooperatividad es importante.

e Al tener una conformacién superenrrollada, caracteristica de los plasmidos,
en su mayoria, la interaccion entre P4 (especificamente el dominio de unién
a acidos nucleicos) y el DNA se ve mas favorecida debido a que hay una

mayor concentracion de carga por la superficie que ocupa.

7.3 Determinacién del tamano de particula

En la tabla 7.3.1 se muestra el diametro que proviene del radio hidrodinamico de las

particulas de los complejos P4-pDNA formados.

Tabla 7.3.1 Didametro de la particula de fa formacion de los complejos P4-pDNA.

d (xo0)
Tratamiento
(nm)
pDNA
54,2(9,8)
162,5 uM
P4 1mg/mL | 54,9(3,5)
P4-DNA
, 238,8 (18,1)
insaturado
P4-DNA
331,3(104,1)
saturado
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De acuerdo a los resultados mostrados de los tamanos de particula, se encontré
que los complejos P4-pDNA son de un tamafio entre 200 y 400 nm, por lo que es
un sistema polidisperso. Cuando no se forman los complejos completamente de
manera completa se encuentran tamafios de particulas menores, esto puede
deberse a que se forman los sitios de nucleacién solamente. El tamafio de particula

es comparable al de siRNA (200 a 300 nm) y se deberia corroborar con otra técnica.

7.4 Efecto del pH sobre la union de P4 a DNA

En la figura 7.4.1 se muestran los EMSA de la unién de P4 al DNA en los diferentes
pH. De acuerdo con la figura antes mencionada si se disminuye el pH hasta un valor
de 4, no hay diferencia aparente entre la unién de P4 y DNA, lo que indicaria que la
formacion de los complejos no se ve afectada por la variacion de pH. Cuando se

baja a un pH de 2 se observa que la unién de P4 con el DNA se ve afectada.

Coa
(uM) 0 2 3 5 75 10 20 30 50 100

pH2

pH4

pH6

pH7,4 |

Figura 7.4.1 Unién de P4 a DNA de 2000 pb. Se aprecia hay un gran cambio de pH 2 a pH
4, pero a los demas pH no hay gran diferencia.

En la figura 7.4.2 se muestra el gel obtenido para las diferentes mezclas de P4 con
DNA a pH 2, mientras que en la figura 7.4.3 se muestra el de pH 7,4. Se observa el

cambio en la unién de P4 al ADN al modificar el pH. A pH 2, se observa que la unién
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no es completa, esto puede es un indicativo de que la unién entre P4 y DNA se ve
afectada. La uniéon de P4 a DNA puede deberse a dos factores. El primero es la
protonacién de los aminoacidos acidos en P4, por lo que pierde su carga y de alguna
manera afecta la unién. El segundo, se podria atribuir al cambio en la carga del DNA,
aunque posiblemente también pueda tratarse de una degradacién del DNA.

C
(uM)

0 2 3 5 7510 20 30 50 100

Figura 7.4.2 Unién de P4 a DNA de 2000 pb a pH 2. A este pH, la formacion de los complejos
entre P4 y DNA se ve afectada y no hay unién completa de DNA a P4.

Figura 7.4.3 Unién de P4 a DNA de 2000 pb a pH 7,4. Se observa el mismo patron de unién
que los demas pH, a excepcion de pH 2.

En la figura 7.4.4 se muestra de manera representativa la curva de unién de P4 a
DNA a pH 7,4, se muestra también el ajuste obtenido con Origin ® 8.5, ademas de

la ecuacion que describe el comportamiento y el coeficiente de determinacion R2.
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Figura 7.4.4 Curva de union en funcion de la concentracion de DNA a pH 7.4. Se muestra
que al variar las concentraciones de péptido y DNA varia el valor de Kg,app.

En lafigura 7.4.5 se muestran curvas de unién a DNA en funcién de la concentracion
a cada pH, respectivamente. Debido a que no hay union completa (100%) de P4 a
DNA a pH 2, por lo tanto, no se realiz6 el calculo.
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Figura 7.4.5 Curvas de unién en funcion de la concentracion de DNA. Las curvas de union
para los pH 4, 6 y 7,4 no varian entre si como lo hace la de pH 2. Se observa que a pH 2
hay una maxima unién del 60%.

De acuerdo a la tabla 7.4.1, donde se muestran las constantes de disociacion
aparentes, no hay variacion para los pH 4 y 6, pero a pH 7,4 si la hay

42



Tabla 7.4.1 Constantes de disociacion aparente de los complejos entre P4 y DNA para cada
pH (n=2)

Kd,ap promedio R2
pH
(x o) [uM]
4 5,03 (0,58) 0,7402
5,05 (1,46) 0,7200
7,4 2,92 (1,41) 0,9717

Estos resultados se pueden explicar con el valor de punto isoeléctrico (pl) y la
variacion de la carga en funcion del pH. Para la secuencia de P4, el punto
isoeléctrico calculado de manera tedrica tiene un valor de 9,81 ("ExPASy - Compute
pl/Mw tool", 2017). Esto quiere decir que la carga por debajo de este pH es positiva,
por lo tanto, no habria cambio de carga positivo a negativo o viceversa en el intervalo

trabajado.

En la figura 7.4.6, se muestra la variacion de la carga neta de P4 en funcion del pH.
Se observa que la carga neta del péptido es +4 practicamente, en el intervalo de pH
5 hasta pH 9 ("PepCalc.com - Peptide calculator", 2017). Entonces, se podria
asegurar que la union de P4 al DNA no se ve afectada de pH 6 a pH 7,4. Si se
compara lo anterior con la carga neta que tiene el péptido a pH 4, es mas elevada

pero el cambio en el valor de la constante de union no se aprecia.

A pH 2 la carga de P4 es mayor, por lo que se sugiere que hay aminoacidos en su
secuencia que se protonan, independientemente si se encuentren en la region de
P2 o P3. Al analizar la secuencia de P4, se encontr6 que los glutamatos son los
responsables, ya que el valor de pKa para la cadena lateral es aproximadamente de
4,2 £ 0,9 en un péptido (Pace, Grimsley y Scholtz, 2009), por lo que al protonarse
pierden su carga. En la figura 7.4.6 se muestra la secuencia de aminoacidos de P4

mostrando donde se localizan los glutamatos.
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Figura 7.4.6 Curva de la variacion de la carga neta del péptido P4 en funcién del pH. Se
observa que de entre pH 5 y 9 hay variacién de la carga, pero a pH 4 empieza a aumentar
("PepCalc.com - Peptide calculator", 2017).

De la figura 7.4.7 se observa que la mayor parte de los glutamatos esta en la zona
del dominio de estabilidad de complejos, por lo que se podria suponer que es la
parte “sensible” a los cambios de pH. Entonces, la afinidad de P4 por el DNA a pH
2 se ve afectada debido al perder la carga el dominio de estabilidad de formacién

de complejos, impidiendo la agregacién y formacion de los complejos P4-DNA.

SIRKLEYEIEELRLRIGGGTFVETGSGTSKQVAKRVAAEKLLTKFKT

Dominio de . .. .
ostabilidad de Dominio de unidn a acidos
. nucleicos

complejos

Figura 7.4.7 Secuencia de aminoacidos del péptido P4. Se muestran los glutamatos en color
rojo, mientras que la secuencia responsable de la union al DNA esta marcada en color azul.

Ademas, como se habia comentado, aunque se conoce que la secuencia
responsable de la unién a los acidos nucleicos en P4 es la mostrada en la figura

7.4.7, no se puede descartar que otros aminoacidos participen en la union.

Otro factor que afecta en pH 2 la union de P4 al DNA es la carga del DNA, ya que

las bases nitrogenadas en el esqueleto pueden sufrir cambios debido a
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protonaciones, las bases susceptibles son las derivadas de la purina, ya que a pH
fisiologico estan con carga neutra, estas son: Adenina (pKa =3,5) y Guanina
(pKa,2 =1,6). También la citosina puede sufrir esta protonacién (pKa =4,2) (Thaplyal
y Bevilacqua, 2014). Esto conlleva a que se pierdan los puentes de hidrogeno que
se tenian en pH fisiolégico, por lo que a este valor de pH , puede decirse que no hay
union de P4 al DNA.

Lo anterior indica que los complejos formados entre el DNA y P4 no pueden ser
liberados de pH 4 hasta pH 7,4, por lo que deben interferir otros factores para que
se liberen. La importancia de esto es que, cuando estos complejos entren a la célula
por endocitosis y la vesicula madure a un lisosoma, los complejos no se liberan por
el cambio de pH, de 7,4 a 4,5-5,0 (Alberts et al., 2008), sino que probablemente lo
hacen por accion de enzimas hidroliticas, en este caso serian las proteasas y las

nucleasas, que son activas a pH acido en el lisosoma.

7.5 Cinéticas de la formacién de los complejos entre P4 y DNA

El tiempo de formacién de los complejos entre P4-DNA se evaluo con el objetivo de
encontrar el tiempo minimo para la formacion de los complejos, ya que si se plantea
el uso terapéutico del sistema de entrega P4-DNA es importante saber que tan

rapido se puede producir el sistema.

En las figuras subsecuentes, 7.5.1 y 7.5.2, se muestran las electroforesis de la
formacion de los complejos P4-ADN a los 35 minutos y a las dos horas de

preparacion de las mezclas de P4 con ADN respectivamente.

En los primeros 35 minutos no hay formacion de complejos P4-DNA a excepcién de
la concentracién mayor, sin embargo, después dos horas ya se forman complejos
P4-DNA en la concentracion de 10 uM. También se observa que en la concentracion
de 4 uM se observa que hay dos poblaciones: DNA completamente encapsulado y

DNA libre por el efecto de la formacion de los sitios de nucleacion.
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Figura 7.5.1 Formacién de complejos después de incubar a temperatura ambiente por 35
minutos. Se muestra que no hay formacién de complejos entre P4 y DNA en este tiempo.

Cos

0O 0 2 2 4 4 10 10 75 75
(M)

Figura 7.5.2 Formacion de complejos después de incubar 2 horas a temperatura ambiente.
En este caso se muestra una union completa en las dos concentraciones mayores de P4.

En las siguientes figuras, 7.5.3 y 7.5.4, se muestra la formacion de los complejos
P4-DNA a las seis horas y a las 15 horas con 47 minutos. Al compararse estos
resultados se observa que no hay cambio aparentemente. Por lo tanto, esto implica

que el equilibrio de la formacion de los complejos se establece entre estos tiempos.
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Figura 7.5.3 Formacién de complejos después de incubar por seis horas a temperatura
ambiente. La formacion de los complejos P4-DNA se ha dado a partir de 4 pM.

Cpq 0o O 2 2 4 4 10 10 75 75
(kM)

Figura 7.5.4 Formacion de complejos después de incubar por 15 horas 47 minutos a
temperatura ambiente. Parece no haber cambio respecto a la figura 7.5.3.

Los resultados mostrados se contrastaran con los de la figura 7.4.3. En la figura
7.5.5 se muestran las curvas de unién de P4 a DNA en funcién del tiempo. Con base
en esta figura, a concentraciones de P4 mayores la encapsulacion se da con mayor
rapidez que a menores concentraciones, tal como es el caso de las concentraciones
10 uM y 75 pM, donde se podria decir que la mayor parte de la encapsulacién se
dio en dos horas practicamente. En el caso de la concentracion

4 uM, la tendencia no se observa debido a errores experimentales.
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Figura 7.5.5 Formacion de complejos P4-DNA en funcién del tiempo. Se muestran las
barras de error porcentual (n=2).

De acuerdo con lo observado en la figura, y haciendo un consenso con todas las
curvas de unién en funcién del tiempo, se determina que el tiempo minimo para
poder encapsular al ADN es de dos horas para concentraciones mayores a 10 uM
de péptido. En el caso de la concentracion 4 uM de P4 no se puede concluir algo,
pero a la concentracion de 2 uM se determina que el tiempo minimo para formar los
complejos es de 6 horas. La justificacion por la cual se deja incubando una noche
es que asi se asegura la formacion de los complejos P4-DNA independientemente

de la concentracion.

7.6 Liberacion de los complejos entre P4 y DNA en medios fisiologicos

En RPMI 0,5x

El medio RPMI es un medio usado para el cultivo de células de mamifero. Este

medio contiene sales tales como NaCl (6 g/L) y bicarbonato de sodio como
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amortiguador (2 g/L), vitaminas (acido félico y riboflavina) y aminoacidos (como L-
glutamina) ("RPMI-1640 Media Formulation", 2017).

En la figura 7.6.1 se muestra la electroforesis para la liberacion de DNA de 25 pb de
los complejos P4-DNA. Se observa que el DNA se va liberando poco a poco y en
una hora esta banda desaparece de manera gradual. También se debe aclarar que

no todo el DNA del control P4-DNA esta en la forma de complejo.

Pa-

t(hh) DNA _ 01705 075 1 15 2 4 6 8 24

Figura 7.6.1 Liberacion de DNA de los complejos P4-DNA de 25 pb en RPMI. Se
observa que el DNA se va liberando y luego esta banda desaparece.

Por otra parte, en la figura 7.6.2 se muestra la curva de liberacion del DNA en
funciéon del tiempo, comprobandose la tendencia que se explicaba. La posible
explicacion a lo sucedido no pudo ser la degradacion ya que el ambiente estaba
libre de nucleasas, pero probablemente la cantidad de sales en conjunto, en
especial la del NaCl y de otros componentes como los aminoacidos eviten que la
banda del DNA libre no se desplace de manera adecuada durante la electroforesis.
Por lo tanto, se prueba que hay liberacion de DNA pero no se pudo determinar

cuanto es liberado de los complejos formados.
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Figura 7.6.2 Curva de liberacion del DNA en funcion del tiempo. Al cuantificarse el
DNA libre, se puede determinar cuanto DNA se liberé al tiempo establecido.

Para el caso de pDNA de 2675 pb se muestra en la figura 7.6.3, que, a diferencia
del templado de 25 pb, no hubo liberacion de pDNA ya que también se observa en
la parte superior del gel (en los pocillos) los complejos P4-pDNA. Si hubo liberacion
se necesitarian métodos mas sensibles que EMSA para probarlo. Por lo tanto, se
puede concluir que P4 ademas de recubrir ADN plasmidico lo protege de su
liberacion en presencia de medios relevantes fisioldgicamente.

Pa-
DNA
—
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t (h) M DNA 002 017 05 075 1 15 2 4 6 8 24

Figura 7.6.3 EMSA de la liberacién de pDNA complejado con P4. M indica el marcador de
de pesos moleculares.
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Lo anterior lleva a concluir que la cooperatividad tiene un efecto importante en la
estabilidad de complejos P4-DNA. Esto se hace con base en la observacion de que
los complejos de P4 con el templado de DNA de 25 pb, que fueron menos
cooperativos, también se disociaron mas rapido en medios fisiolégicos cuando son
comparados con complejos formados por P4 y pADN (los cuales tuvieron una

interaccion mas cooperativa).
En RPMI 0,45x + SFB 5%

Con el objetivo de simular un medio al que se veria en condiciones in vitro e in vivo,
se us6 un medio con mayor complejidad, RPMI suplementado con Suero Fetal
Bovino al 5% (SFB). Esto permitio retar aun mas la estabilidad de los complejos P4-
DNA. Debido a la complejidad del medio se esperaria una mayor liberacion de DNA,
asi como su degradacion posterior a ello. El medio que contiene mas proteinas,
tales como la fosfatasa alcalina, lactato deshidrogenasa, nucleasas, entre otras,

llegando a contener de 3,2 a 7,0 g/dL de proteinas totales (Baker, 2016).

En la figura 7.6.4 se muestra la liberacién de DNA de los complejos P4-DNA para el
caso del templado de 25 pb. Lo que se encontré fue que no aumenté la intensidad

de la banda del DNA libre, sino que disminuyo.

t(h) DNA [';I:;‘ 002 017 05 075 1 15 2 4 6 8 24

Figura 7.6.4 Liberacion de DNA de 25 pb complejado con P4 en RPMI + SFB.
SE observa que la intensidad de la banda disminuye.
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Se muestra en la figura 7.6.5 la liberacion del DNA del templado de 25 pb en funcién
del tiempo. Se observa que probablemente a las dificultades anteriormente
mencionadas, el DNA liberado no hay movilidad cuando se realiza la electroforesis
por la cantidad de sales presentes, ademas de que el ADN se esta uniendo a otras

proteinas probablemente.
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Figura 7.6.5 Curva de liberacién de DNA de los complejos P4-DNA de 25 pb en RPMI +
SFB. Se observa la liberacion del ADN, el equilibrio se logra de manera rapida llegando a
estar entre el 10% de lo liberado.

En la figura 7.6.6, se muestra una electroforesis de las diferentes mezclas entre P4
y pPDNA en RPMI con SFB a 5%. Se observa que, como cuando se uso solo medio
RPMI (figura 7.6.3), que no hay liberacion significativa de pDNA, solo la presencia

de un barrido tenue, pero mucho menor que para el DNA de 25 pb.

Lo observado en las figuras 7.6.3 y 7.6.6 es de importancia, ya que indica que el
DNA plasmidico encapsulado con P4 no solo resiste mayormente a la liberacion del
medio celular en condiciones normales, sino que también lo hace bajo las
condiciones relevantes a las fisioldgicas encontradas en condiciones in vitro € in

Vivo.

Por consiguiente, P4 puede servir mejor para la entrega de templados de DNA de
mucho mayor tamafio que el DNA de 25 pb (y por lo tanto de RNAI), cumpliendo

con el objetivo que se habia planeado al inicio del proyecto. Por lo tanto, puede
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convenir que P4 se utilice para liberar templados de tamafio mucho mayor al RNAI

debido a que otorgan mayor estabilidad en medios complejos.

MDNA P* 002 01705 075 1 15 2 4 6 8 24
DNA
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Figura 7.6.6 EMSA de Ila liberacion de pDNA complejado con P4 en
RPMI + SFB. M indica el marcador de pesos. No se observa liberacion del plasmido en el
intervalo de tiempo trabajado.

Finalmente, al ser la unién de P4 con pADN sea mas cooperativa respecto al ADN
de 25 pb, esta formacién de los complejos supramoleculares confiere un grado de

proteccién incluso en presencia de SFB.

Lo anterior, a pesar de que indica que puede sobrevivir a un medio celular, no se
puede asegurar que el sistema de entrega con plasmidos pudiese entrar de manera
eficiente en una célula, faltaria hacer estos estudios para determinar si se puede

dar la entrada de las nanoparticulas de P4-DNA en diferentes lineas celulares.
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8. Conclusiones

El péptido P4 encapsula templados de DNA de mayor tamafio con una mayor
“afinidad” respecto a los templados cortos, en el cual se ha evidenciado el
efecto la cooperatividad en la formacién de complejos P4-DNA, por lo que se
requieren menores cantidades de P4 para encapsular templados de DNA
mas grandes respecto a los mas pequeios.

Al caracterizar los complejos P4-pDNA, se encontré que el tamafio de las
particulas es de 200-400 nm, similar al que forman los complejos P4-RNAi
reportados previamente.

La estabilidad de los complejos P4-DNA, y por lo tanto la cooperatividad, no
se ve afectada por el cambio de pH de interés bioldgico, esto es, de pH 7,4
a pH 4,5 a 5, por lo que el escape endosomal de los complejos P4-DNA se
puede explicar por la accién de las proteasas.

El tiempo minimo para la formacion de los complejos P4-DNA a cualquier
concentraciones mayores que 10 uM es de 2 horas, pero a cualquier
concentracion es de 16 horas.

El efecto de la cooperatividad interviene en la estabilidad de los complejos
debido a que se hallé que los complejos P4-pDNA son mas estables en un
medio de cultivo de células de mamifero que uno de P4-DNA de 25 pb. Esto
asegura la llegada del DNA a la célula, aunque no su entrada.

P4 ha demostrado ser un sistema de entrega mas apropiado para templados
DNA grandes, por lo tanto, su uso podria trasladarse a la entrega de

plasmidos, por ejemplo.

Se espera en un futuro cercano la caracterizacion de los complejos P4-pDNA por

microscopia de fuerza atémica, ademas de que se realicen ensayos sobre la

entrada de estos complejos en lineas celulares de mamifero, todo esto con el

objetivo de extender el uso de P4 hacia templados de DNA como los plasmidos.
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APENDICE A. Reactivos y métodos

A.1 Preparacion del medio Luria-Bertani (LB)

Se disolvié 1,0 g de triptona, 0,5 g de extracto de levadura (Sigma-Aldrich ™)y 1,0
g de NaCl en 100 mL de agua desionizada. Posteriormente, se esterilizd en la
autoclave durante 15 minutos a 1 atm. Se dejo enfriar a temperatura ambiente.
Antes de sembrar se agregd kanamicina 1000x (50 mg/mL), tal que la concentracion

final quedase 1x.
A.2 Preparacion de geles para electroforesis
a. Gel de poliacrilamida al 6% no desnaturalizante

Se mezclaron 4128 pL de agua destilada, 1750 yL de TAE 4x, 1050 pL de mezcla
acrilamida/bisacrilamida 29:1 al 40% preparada anteriormente (Sigma-
Aldrich ™), 12 uL de TEMED (Bio Rad ®) y 60 uL de persulfato de amonio al 10%
(Sigma- Aldrich ™). Se vacié esta mezcla en un molde de vidrio para un gel de 1
mm (Bio Rad ®) y se coloco un peine de 15 pozos (Bio Rad ®), se uso hasta la
polimerizacion de la mezcla (15 a 20 minutos). El molde tiene las dimensiones de

10,1 cm por 7,3 cm.

b. Gel de agarosa (concentracién requerida).

Se disolvié lo necesario de agarosa (Agarose LE de Denville Scientific o Top Vision
Agarose de Thermo Fisher Scientific) para preparar 35,0 mL de gel. se agregé el
volumen de TAE 1x en un matraz Erlenmeyer y se calent6 hasta la disolucién de la
agarosa. Cuando se enfrié lo suficiente, se vertio en la camara para preparar geles
(Thermo Scientific™ Owl EasyCast B1), la cual tiene las dimensiones de 9 cm por
11 cm. Las concentraciones utilizadas para preparar los geles son de 1,5%, 1% vy

1% para los templados de 400 pb, 2000 pb y 2600 pb, respectivamente.
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A.3 Electroforesis de los diferentes templados

a. 25 pb: se realizé durante 30 minutos en la camara Mini-PROTEAN® Tetra
Vertical Electrophoresis Cell de Bio Rad ®.

b. 100 pb: se realizé durante 40 minutos en la camara Mini-PROTEAN® Tetra
Vertical Electrophoresis Cell de Bio Rad ®.

c. 400 pb: se realizé durante 45 minutos en la camara Thermo Scientific™ Owl
EasyCast B1.

d. 2000 pb: se realizé durante 50 minutos en la camara Thermo Scientific™ Owl
EasyCast B1.

e. 2675 pb, pDNA: se realizé durante 50 minutos en la camara Thermo Scientific™
Owl EasyCast B1.

A.4 Preparacion de disoluciones amortiguadoras

a. HEPES 20 mM: se disolviéo 596 mg de HEPES (Sigma-Aldrich ™) en 7 mL de
agua, y se establecid el pH 7,4 con HCI concentrado. Llevar a volumen final de 10

mL.

b. Fosfatos con citratos: se agregaron los volumenes de Na2HPOg4y acido citrico
(Sigma-Aldrich ™), ambos 250 mM, para alcanzar los valores de pH 4 y 6 en un
volumen de 1 mL. En el caso de pH 4 se mezclaron 443 pL de acido citrico y 557
ML de NazHPO4, mientras que para pH 6, 218 uL de acido citrico y 782 uL de
NazHPOa.
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APENDICE B. Imagenes suplementarias

CPA
(uM) O 5 10 15 20375 50 100 150 250 500

Figura B1. EMSA para el templado de 100 pb. Se realizé en gel de poliacrilamida al
6%. Se observa que el DNA es encapsulado por P4 hasta la concentracion de
100 yM, aunque la unién completa se da a 37,5 uM.

(uM) O 5 10 15 20 37,5 50 100 150 250 500

Figura B2. EMSA para el templado de 400 pb. Se realiz6 en gel de agarosa. Se
observa que el ADN es encapsulado por P4 en una concentracion similar respecto
al templado de 100 pb.

60



Figura B3. EMSA para el templado de 2000 pb a pH 4. Se observa que el DNA es
encapsulado por P4 en una concentracion similar respecto al pH 7,4.

o 2 3 5 7510 20 30 50 100

Figura B4. EMSA para el templado de 2000 pb a pH 6. Se observa que el DNA es
encapsulado por P4 en una concentracién similar respecto al pH 7,4, pero es el
mismo que a pH 4.

61



	Portada
	Índice
	Resumen
	1. Introducción
	2. Antecedentes
	3. Justificación   4. Hipótesis   5. Objetivos 
	6. Procedimiento Experimental
	7. Resultados y Discusión
	8. Conclusiones
	9. Bibliografía
	Apéndices

