UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Posgrado en Ciencias Biomédicas
Instituto De Fisiologia Celular

“Obtencion de biomateriales a partir del virus
filamentoso fd”

TESIS
Que para optar por el grado de:
Doctora en Ciencias Biomédicas

PRESENTA:
QBP Danai Montalvan Sorrosa

Tutor:

Dr. Rolando Castillo Caballero
Instituto de Fisica, UNAM

Comité Tutor:

Dr. Jaime Mas Oliva Dr. Abel Moreno Carcamo
Instituto de Fisiologia Celular, Instituto de Quimica,
UNAM UNAM

Ciudad de México, abril del 2016




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



PDCB UNAM DMS

Esta tesis se realizé en el Laboratorio del Fluidos Complejos a cargo del Dr.
Rolando Castillo Caballero, del Instituto de Fisica de la UNAM y en el
laboratorio del Dr. Jaime Mas Oliva del Instituto de Fisiologia Celular de la

UNAM.

Obtencién de biomateriales a partir del virus filamentoso fd 2



PDCB UNAM DMS

“Look again at that dot. That's here. That's home. That's us. On it everyone you love,
everyone you know, everyone you ever heard of, every human being who ever was, lived
out their lives. The aggregate of our joy and suffering, thousands of confident religions,
ideologies, and economic doctrines, every hunter and forager, every hero and coward,
every creator and destroyer of civilization, every king and peasant, every young couple
in love, every mother and father, hopeful child, inventor and explorer, every teacher of
morals, every corrupt politician, every "superstar,” every "supreme leader," every saint
and sinner in the history of our species lived there-on a mote of dust suspended in a
sunbeam.

The Earth is a very small stage in a vast cosmic arena. Think of the endless cruelties
visited by the inhabitants of one corner of this pixel on the scarcely distinguishable
inhabitants of some other corner, how frequent their misunderstandings, how eager
they are to kill one another, how fervent their hatreds. Think of the rivers of blood
spilled by all those generals and emperors so that, in glory and triumph, they could
become the momentary masters of a fraction of a dot.

Our posturings, our imagined self-importance, the delusion that we have some
privileged position in the Universe, are challenged by this point of pale light. Our
planet is a lonely speck in the great enveloping cosmic dark. In our obscurity, in all this
vastness, there is no hint that help will come from elsewhere to save us from ourselves.

The Earth is the only world known so far to harbor life. There is nowhere else, at least
in the near future, to which our species could migrate. Visit, yes. Settle, not yet. Like it
or not, for the moment the Earth is where we make our stand.”

Carl Sagan, Pale Blue Dot: A Vision of the Human Future in Space
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1. RESUMEN

Las macromoléculas biolégicas como proteinas, péptidos, acidos nucleicos, polisacaridos, etc.,
constituyen bloques de construccidon prometedores apenas explorados. Estos bloques poseen
caracteristicas interesantes, son faciles de producir, tienen dimensiones constantes y pueden ser
modificados mediante ingenieria genética o 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 baston
semiflexible. El virus M13, practicamente idéntico al fd, ha sido utilizado como soporte para la
nucleacidon 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 construccién 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 bioconjugacién mediada por carbodiimidas que
permite la formacién 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 utilizé para la produccion de nanocables
metalizados, ya que las nanoparticulas de oro forman enlaces muy fuertes con los &tomos 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 bioconjugacién son lo suficientemente versatiles para poder disefar

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 construcciéon 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 construccién basicos presentes en
la naturaleza. Su estructura y composicién de aminoacidos esta 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 tamafio 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 abioticos. 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 concentracion 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 algin aminoacido diferente. Sin embargo, las modificaciones que
se pueden realizar mediante este camino son limitadas pues la adicién o eliminacion 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 l6gica a la ingenieria genética ha sido la quimica de bioconjugacion, o quimica
bioldgica en la cual se llevan a cabo reacciones quimicas entre supramoléculas biolégicas y otras
moléculas. Esto ha sido particularmente Util 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 bioconjugacién 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

tamafos 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 bastén rigido que nos permitieron estudiar las propiedades
reoldgicas y compararlos con sistemas viscoelasticos como aquellos formados por polimeros y

micelas elongadas.

Utilizando reacciones de bioconjugacion se obtuvieron nuevos nanomateriales utilizando el
virus fd como principal materia prima. Estos nuevos materiales fueron ampliamente caracterizados
y se espera poder aplicarlos préximamente 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 comparacion con los métodos
tradicionales de electrodeposicién 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 interactlan 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 pequefias a la superficie del virus que le proporcionaron cargas positivas
o negativas segun la molécula. La mezcla de suspensiones de virus con diferente carga dio como
resultado hidrogeles que permitieron la proliferacién 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 permitio
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. Bioinspiracioén
3.1.1. Virus y bionanomateriales

La complejidad de las estructuras mas pequefias en la naturaleza ha sido apreciada y utilizada
como modelo de organizacién y construccidn 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
bioinspiracién para el desarrollo de nuevos materiales utilizando estructuras simples y pequefas
como bloques de construccién, lo cual es conocido como fabricacién de abajo hacia arriba (bottom-
up). La sintesis de bloques de construccién 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 nucledtidos.

Las estructuras virales han recibido recientemente bastante atencidén 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

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

Fig. 1. Representacion de la estructura molecular de diferentes virus utilizados para la obtencion 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
tamafios y formas bastante homogéneos pues ambas propiedades dependen de la forma y tamafio
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 nanofoténica 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 organizacién como cristal liquido que los virus filamentosos adquieren en suspension®.

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 propoésito es la obtencion de tejidos tridimensionales
utilizando células en combinacién con templados o artefactos que promuevan la adhesion, 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 regeneracion tisular:

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

b) Trasplante de células para promover la regeneracién

¢) 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 adhesién celular y que imite varias propiedades de la matriz extracelular.
Los principales requerimientos para un biomaterial son los siguientes®:

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

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

e Debe poseer propiedades mecanicas
adecuadas y con superficies adecuadas
para la adhesién 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 Funciéon
PEG Induccién de la morfogénesis
Hidroxiapatita Induccién de la osteogénesis y la mineralizacion
Carboén, PLA, PGA, PLGA, Templado tridimensional, promocién de la adhesion

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

Control de la liberacion y presentacion de factores de crecimiento

e y citosinas, sulfatacion de la estructura de la matriz

Otras limitaciones propias de las matrices tridimensionales artificiales han sido corregidas
mediante la incorporacién de diferentes nanoestructuras'®. El mejoramiento de estos biomateriales
puede llevarse a cabo facilmente gracias a la gran variedad de reacciones de bioconjugacién 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

. e . Nanomaterial incorporado Efecto del nanomaterial
matrices artificiales
Propiedades mecanicas Incremento del médulo de Youngy de la
débiles Nanotubos de carbén fuerza tensil
Baja resistencia eléctrica Incremento de la conductividad
Interacciones débiles . L .
| N Nanocables de titanato Adhesion celular a la matriz
célula-matriz
Pérdida de senales Nanoesferas sintéticas y . . . .
X . Liberacion 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 6xido 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 fusién distintos, es decir, que
presentaban diferentes transiciones de fase, a estos estados intermedios los llamd “mesofases”’.
Lehman bautizé a estas mesofases como liquidos cristalinos y posteriormente Friedel identifico 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 dngulos graduales entre capa y capa por

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

Fig. 2. Principales subfases en cristales liquidos. La orientacién 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 pequefas''. Asimismo, las
estructuras supramoleculares que los componen tienen la forma de varillas rigidas (0) y tienen gran

importancia en el area bioldgica pues muchas estructuras filamentosas (p.ej. membranas, fibras
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15,14

musculares, actina, microtubulos, polisacaridos, DNA y virus'>'®, entre otros.) se comportan como

cristales liquidos cuando se encuentran en suspension.

Uno de los primeros cristales liquidos bioldgicos 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
observd la separacion de dos fases: una Opticamente isotropica y otra birrefringente. Estudios
posteriores han mostrado que este sistema muestra las siguientes transiciones de fase: isotropica,
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 solucion; estas particulas muestran

14,18
i

un alto grado de monodispersion que no se logra en polimeros sintetizados quimicamente por

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

Fig. 3. Diagrama de fases del Virus del Mosaico del Tabaco (TMV) en funcién de la fuerza idénica del medio. Modificado
de Fraden, 719953,

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 isotropica, nematica y esméctica A y esméctica C'>'*'%, Ademas del bacteriéfago fd, otros
bacteriéfagos filamentosos presentan transiciones de fase liquido cristalina® (Fig. 4). Ain es
necesario obtener un conocimiento mas amplio sobre el comportamiento de las estructuras
supramoleculares de los cristales liquidos' . Gracias a esta capacidad de auto organizacin, 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,
1,2 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. Bioconjugacién

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 algun marcador que se haga visible solo
cuando dicha union ocurre. Las reacciones de bioconjugacion han tenido gran importancia en
biologia y medicina, pues su aplicacion ha permitido desarrollar sistemas de cuantificacion 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 diagndstico y tratamiento de diversos padecimientos. Los blancos mas 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 aplicacién cuidadosa de dichas reacciones'".

En los ultimos afios el campo de accién de la bioconjugacion 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 bioldgicos utilizando
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nanoestructuras acopladas a diferentes biomoléculas y el desarrollo de nuevos nanomateriales
haciendo uso de procesos y estructuras bioldgicas también llamados bionanomateriales,
nanobiomateriales o 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 nanofotonica. Para conocer la amplia variedad de bionanomateriales que

se pueden obtener se recomienda la excelente revision 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 nanobioconjugaciéon depende de las
propiedades que tienen los bloques de construccién (biomoléculas y nanoestructuras) como son los
grupos funcionales presentes, el tamafio y la composicion quimica®* asi como las propiedades que

se busca obtener en el bionanoconjugado.

Muchas de las reacciones de bioconjugacién 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 union 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 reaccion 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 reaccién idénticos, mientras que en los heterobifuncionales
son diferentes. Otros sistemas de bioconjugacion involucran la formacién de dendrimeros, el uso

de marcadores fluorescentes, agentes quelantes y silanos'".

Entre las reacciones mas sencillas de bioconjugacion 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 combinacion 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
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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 organicos'".

La que es probablemente la carbodiimida mas utilizada en reacciones de bioconjugacion es
EDC o EDAC (hidrocloruro de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida) util para la formacién
de enlaces amida entre moléculas que tienen grupos carboxilo y amino®' (Fig. 5). En esta reaccion,
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 formacién
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 4cido (5 - 5.5) ',

Fig. 5. Mecanismo de reaccién de conjugacion mediada por EDC, una carbodiimida®".

El EDC se puede utilizar en combinacion con el reactivo NHS (N-hidroxisuccinimida) que le
permite mejorar la reactividad de los grupos carboxilo mediante la formacién de un éster. Los
ésteres con NHS son solubles en agua y de larga duracion, 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). El NHS incrementa la solubilidad y estabilidad del intermediario

Obtencidn de biomateriales a partir del virus filamentoso fd 21



PDCB UNAM DMS

activo que reacciona con el grupo amino, lo cual lleva a la formacion de una mayor cantidad de

enlaces amida.

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

En este trabajo se utilizd la reaccién 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 pVIlII del virus fd (Glu2, Asp4, Asp5, Asp12, y Glu20) y los grupos amino primarios (amino

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

3.4. Bacteriéfagos

Los bacteriofagos 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 confirmé hasta 1940 con la llegada del
microscopio electronico®. 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 bacteridfago puede infectar
varias especies relacionadas®. En 1967 Bradley propuso un esquema de clasificacidon donde

reconocia 6 tipos basicos de fagos: con cola, filamentosos e icosaédricos con DNA o ARN de cadena

Obtencidn de biomateriales a partir del virus filamentoso fd 22



PDCB UNAM DMS

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 bacteri6fagos 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 Inoviridae comprende dos géneros:
Inovirus y Plectovirus. Aunque estos géneros poseen hospederos muy diferentes, son similares en
cuanto a su replicacion y morfogénesis, ademas poseen DNA circular de cadena sencilla. Dentro del
ciclo de replicaciéon de los Inovirus, los bacteriéfagos establecen una infeccién 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 bacteriofago no se integra en el DNA del
hospedero, como ocurre en otras especies de fagos filamentosos®®. Se incluyen detalles acerca de
proceso de infeccion, replicacién y ensamblaje de las particulas virales filamentosas en el Apéndice

Bacteriofagos 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"

. 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, Ike e 12-23* %, Los
bacteriofagos 1, M13 y fd (Fig. 7) son practicamente idénticos en secuencia, y genéricamente se les

conoce como fagos filamentosos (Ff) 3%,
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Fig. 7. Micrografias del bacteriéfago 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 bacteriéfagos tienen un didmetro de alrededor de 6 nm y 800-1000 nm de
largo®* (Fig. 8), aunque algunas especies miden hasta 2000 nm, el tamafo es establecido segun la
longitud del DNA, una cadena normalmente de 6-7 kb % 3. Uno de los extremos de la particula viral
posee de 3 a 5 copias de las proteinas pVIl y pIX. Ambas proteinas son hidrofdbicas 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 infeccion y
de salida de la particula viral desde la célula®**>. La proteina plil consta de 406 aminoacidos 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 B-plegadas, semejantes a las que se presentan en las membranas

eucaridticas relacionadas con la transduccion de sefales®.
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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 pVIIl.

Como se menciond antes, la particula viral esta compuesta principalmente por la proteina pVIII
con aproximadamente 2700 copias de esta a-proteina de 50 aminoacidos (Fig. 9). Las proteinas pVIII
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 hidrofdbicas que se encuentran en
la mitad de cada subunidad®***3"*_ La proteina pVIIl es una a-hélice continua, a excepcién de los 5
aminoacidos N-terminales. Por otro lado, las cargas positivas de los aminoacidos C-terminales
interacttan con los fosfatos de la cadena de DNA**3°. 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 1y uno mas en el

dominio 2 (Tabla 3).

Tabla 3. Distribucion de grupos tiol en el bacteriéfago 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'n;s por No. aproxim’ado de copias No. Total de grupos tiol
proteina de la proteina por fago®
plll 6 5 30
pVI 1 5 5
pVvil 1 3-5 3-5
pVilil 0 2700 0
pIX 1 3-5 3-5
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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, hidrofébica y basica (residuos involucrados en la neutralizacién
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 bacteridfago fd (Fraden, 1995'3).

Propiedad Magnitud

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

Peso molecular (M) 1.64x 107 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, éxidos metalicos, semiconductores,

polimeros, materiales de carbdén, organicos o biolégicos. Asimismo, pueden tener una gran
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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'.

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
aglutinacion y de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), PCR (Polymerase Chain Reaction),
sistemas magnéticos de bioseparacion, biosensores, permiten incrementar la sefial de la dispersion
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 biologica. Estan formadas por pequefios cimulos de
este metal de transicién y aparecen como esferas solidas y electrodensas en el microscopio
electronico de transmisidon. 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
contaminacion 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
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particular) y las cargas positivas de la proteina, fenédmenos de adsorcién entre las regiones
hidrofdbicas de la proteina y la nanoparticula y la presencia de grupos sulfhidrilo en la proteina®.

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 coordinacion o “dativos”, que son diferentes a los enlaces covalentes
convencionales pues estan formados por dos electrones que provienen de un s6lo atomo. En un
grupo tiol los electrones desapareados del atomo 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 union y su naturaleza microscopica aun son tema

de discusién e investigacion®.
3.6. Raman y SERS

En 1928, en Calcuta, Raman y Krishnan descubrieron la dispersion inelastica de los fotones
predicha en 1923 por Smekal, utilizando filtros de agua, luz del sol, un telescopio y placas
fotogréficas. Este tipo de dispersion que seria bautizada como dispersion Raman es el fundamento
de una técnica espectroscopica 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 foton de la misma longitud de onda que aquella del foton incidente. Este proceso de
dispersion elastica en el que el fotdn 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 foton incidente, es decir, ocurre una dispersion
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.
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Incluso la dispersién Rayleigh por si misma, solo constituye alrededor de 10* a 107 de la intensidad

de la radiacién incidente®.

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 sefales
que proporciona en general evitdé que se utilizara con mayor frecuencia. El desarrollo del
fotomultiplicador incrementé la sefial que se podia captar, sin embargo, aun no superaba a otras
técnicas como el IR. Se razond 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 observo que la dispersion Raman de la piridina adsorbida en dicho
electrodo se incrementaba en un factor de 10° comparado con la dispersion de una solucién de
piridina con la misma concentracién. 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 inicié se penso6 que el incremento de la sefial Raman
mejoraria aumentando el area de contacto del soporte para incrementar el niUmero de moléculas
de analito adsorbidas por lo que el uso de superficies metalicas rugosas se incrementd. El
incremento se observd en otros materiales como oro, aluminio, e incrementos moderados al utilizar
litio y sodio, todos en forma de particulas pequefas. Finalmente se comprendi6 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 interaccién entre cargas libresy luz. La ionosfera
y la superficie de los metales son ejemplos de plasmas: medios que poseen cargas libremente
moéviles. 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 méviles cuando son desplazadas del equilibrio®. La excitacién colectiva
de los electrones es conocida como plasmon de superficie. Los plasmones de superficie pueden ser
propagantes como ocurre en una rejilla metalica o localizados como en la superficie de una

particula®.
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El incremento de la sefial Raman puede ser debida a dos efectos diferentes:
electromagnético y/o quimico. El incremento electromagnético ocurre cuando la longitud de onda
de la luz incidente es cercana a la longitud de onda del plasma del metal, en este caso los electrones
de conduccién 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 biolégicas*.

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 comenz6 en los afios 70°s*®. El an4lisis multivariado tiene como objetivo reducir un conjunto de
muchas variables a un niumero mas pequeiio de nuevas variables derivadas que resumen la
informacidn original. Un segundo objetivo consiste en detectar patrones en los datos, especialmente

entre objetos, que no podrian ser localizados analizando cada variable por separado®.
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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
informacién solo de algunas variables, sin embargo, resulta mas util para datos con un mayor
numero de variables como son los datos espectroscépicos. El PCA define nuevas variables llamadas
“Componentes Principales” (PC's), los cuales muestran la mayor variabilidad entre los datos lo cual
permite describir la informacion con un ndmero considerablemente menor de variables que las que

originalmente se tenian®.

Se puede calcular un nimero ilimitado de componentes principales, aunque, cominmente,
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 aun la mayor parte de la informacion, como se observa en
la Fig. 10b en la que se han graficado solo 180 variables. Podemos reducir ain 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 distribucidn de los mismos (Fig. 11b). En la Fig. 11b la linea azul se encuentra
en la direccion en la que existe la maxima variacion entre los datos y corresponde a la direccién del
primer componente principal (PC1). El valor de las nuevas variables para cada medicion se obtiene

proyectando el punto hacia el je, lo cual significa que se debe encontrar el punto mas cercano que
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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
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 variacion restante. La direccion del tercer PC se muestra con una
linea roja (Fig. 11¢), la cual se encuentra también perpendicular a los PC1y PC2 y considera lo que
gueda de la méaxima variacion 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 distribucién 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 gréafica 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

525354 y aterosclerosis®™. La aplicacién del PCA permitio en todos

algun padecimiento como cancer
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,
intervalo de 1 cm, b) 180, intervalo de 100 cm™, ¢) 19y ¢)3.
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Fig. 11. Representacion del PCA de los 61 espectros Raman. a) Representacion de los 61 espectros Raman considerando
solo 3 variables (850, 1560 y 2430 cm™"). b) Datos centrados en cero, la linea azul es el eje que indica la mayor variacion
entre los puntos (PC1). c) Las lineas verde y roja indican el PC2 y el PC3, respectivamente. d) Las muestras se graficaron
considerando los scores obtenidos en los 3 PC's. e) Grafica 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. Produccion

El proceso desarrollado para la produccién del bacteridfago 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 bacteriofago fd.

Cepas. Se utilizo la cepa Escherichia coli XL1-Blue (recAT endAT gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAT
A" lac [F proAB lacl"ZAM15 Tn10 (Tet')]), y la cepa del bacteriofago fd de ATCC (1566-B2).

Medio LB (Luria-Bertani). El medio LB se prepard segun las indicaciones del fabricante, con la
siguiente composicién: 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 incubo durante 5 h en agitacion. Se prepararon diluciones

seriadas del bacteriéfago fd.

En un tubo con 3 mL de medio LB fundido (~45 °C) se mezclaron 300 pL de la suspensién
bacteriana y 100 pL de cada suspension 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
bacteri6fago. 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 agitacién. Posteriormente
la biomasa bacteriana se eliminé 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 utiliz6 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 suspensién
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de E. coli previamente preparada como se indico en el punto anterior. Los matraces se incubaron a
37 °C en agitacion durante 5 h, en este momento se adicionaron 500uL 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 colecté 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 centrifugé a 13000 rpm,
obteniéndose esta vez un precipitado compuesto por restos celulares, el proceso se repitié hasta
no observar dichos residuos. La suspension final se ultracentrifugd a 50,000 rpm durante 3 h,
obteniéndose un precipitado de aspecto gelatinoso. Este precipitado se resuspendio 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
bacteriéfago. El tubo se colocoé en un rotor de columpio y se centrifugd a 40,000 rpm por 25 h
cuando se utilizé 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 separ6
utilizando una micropipeta. El virus asi separado se dializé 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 solucién de iodioxanol al 60%, sobre esta primera capa se adicionaron
cuidadosamente 2 mL de una solucién al 50%. Se colocaron 8 mL de una suspension de virus.
Después de 7h de ultracentrifugacion a 38,000 rpm se separd la fraccién por encima de la capa de
iodioxanol al 50%. Esta fraccidn se observo con una coloracidn 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 resuspendio y se separo en alicuotas para ser almacenado a 4 °C.

Concentraciéon del virus. A partir de la suspension purificada de virus se prepararon diluciones
cuya absorbancia fue obtenida mediante el espectrofotémetro UV-Visible Ultrospec Il de LKB
Biochrom a 269 nm. Se sabe que una suspensién 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 modificacién
del mismo método en la que ademas se utiliza el reductor NaBH,'". La Tabla 8 resume las
concentraciones de las soluciones necesarias para obtener tres diferentes tamafios de
nanoparticulas.

Tabla 5. 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 diametro. En un matraz Erlenmeyer de 50 mL con un agitador
magnético se colocaron 10 mL de la solucion 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 solucién
paso de un color amarillo paja a un tono morado oscuro. La agitacion se mantuvo durante 20 min

sin que hubiera cambio alguno en la coloracién.

Sintesis de AuNP’s de 20 y 40 nm de diametro. En un matraz Erlenmeyer de 50 mL se
colocaron 10mL de la solucidén de HAuCI,, la solucidén se calentd hasta ebullicién, se adicionaron
entonces 10 mL de la solucién de citrato de sodio correspondiente (0.5 mM o 1 mM). La mezcla de
reaccion pasé 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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Célculo de la concentracion de nanoparticulas en solucién. Para calcularla concentraciéon
de las AuNP’s se utiliz6 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 continuacion, se calcula en primer lugar el nimero promedio de atomos de oro por

NP y entonces la concentracion de la suspension:

: . ] npD3
1. No. promedio de d&tomos de oro por nanoparticula: N = A
~ N =30.89602D3
. . . .. NTotal
2. Concentracion molar de nanoparticulas en solucion: =—
NVN,

En donde:

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

D = Promedio del didmetro de las nanoparticulas
obtenido por TEM

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

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

V = Volumen de la solucién de reaccion (L)

Na = No. de Avogadro (6.023x10%*mol")

4.3. Reacciones de bioconjugacion con el virus fd

4.3.1. Adicion 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: incorporacion de moléculas de 2-
iminotiolano (reactivo de Traut), y una reaccién de bioconjugacion 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 reaccion que abre el anillo y genera un
grupo sulfhidrilo. La reaccion 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 suspension de virus fd (1 mg/mL) en regulador de boratos de pH 8, se le
adicionaron diferentes volumenes 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 dializd 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 adicion 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 solucién de cisteina
300 mM, asi como una suspensién del virus fd con concentracién de 15 mg/mL, en ambos casos se
utilizé regulador de fosfatos a pH de 7.2. Se mezclaron 9 mL de la solucion de cisteina con 1 mL de
la suspension 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 agitd vigorosamente y se mantuvo en agitacién durante 6h a temperatura ambiente bajo
atmésfera de N,. 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 suspensién dializada se utilizd para una segunda
ronda de bioconjugacion. La cisteina fue solubilizada primero en un pequefio volumen de regulador
de fosfatos y fue adicionada entonces a la suspension. Se repitio el procedimiento de
bioconjugacion y purificacion 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.

Fig. 12 Mecanismo de la reaccién de bioconjugacién 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 llevd a cabo la union entre
acidos dicarboxilicos y diaminas. Se eligio 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
procedio a adicionar el compuesto, este método favorecio la solubilizacion del acido. El pH de las
soluciones se ajusto utilizando NaOH o HCl 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
union de AuNP’s con tioles formando puentes disulfuro, se observé 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 adiciond un reductor diferente: 21 pL 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 NaBH,
respectivamente. Ambas series de microtubos se incubaron durante 30min con agitacion, a 40y 25
°C respectivamente. Posteriormente la mezcla de reaccién se dializd con regulador de Tris 20 mM,
NaN; 0.05% durante Th, con recambios del regulador cada 10 min para eliminar el reductor. La
suspension se transfiriéd 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 combinacion
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 agitacién durante 12 h.
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Tabla 6. Mezclas de reaccién de bioconjugacion entre AuNP’s y fagos sometidos a diferente tipo de
reduccion de tioles y a diferente temperatura de reaccion.
Mezcla No.

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

Componente

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

Tabla 7. Mezclas de reaccion de bioconjugacién entre AuUNP’s y fagos reducidos con NaBH.. El fago
reducido corresponde a dos suspensiones con diferente concentracién del mismo, 10pg/mLy 1 pg/mL.

Mezcla No.

1 2 3 4 5 6 7 8
fd sin reducir (uL) 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-HCI 20mM (pL) 400 400

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

se llevo a cabo a 40 °C (Tabla 7).

Tabla 8. Mezclas de reaccion 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 (pL) 500 500
NaBH; 1.2M (pL) 100100* 100100* 100100* 100100* 100100* 100 100*
AuNP’s 5nm (pL) 500 500
AuNP’s 20nm (pL) 500 500
AuNP’s 40nm (pL) 500 500
Tris-HCl 20mM (pL) 500 500 500 500

*10 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 bacteriéfago-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 isotrépica o al menos en la fase de coexistencia isotropica-nematica. Se evitd el uso de
concentraciones muy bajas del bacteri6fago fd pues el método utilizado para microreologia requiere
concentraciones lo suficientemente altas para evitar la precipitacion de las microesferas de
poliestireno. Mas detalles sobre la preparacion y caracterizacién de estas muestras se incluyen en el

trabajo de Sarmiento et. al®.

Fig. 13. Diagrama de fases del virus fd en funcion 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 nemaética a la colestérica. Las estrellas indican las mediciones
realizadas en este trabajo.

Reologia mecanica. Se utilizé el reémetro marca Bohlin Gemini HR nano de Malvern
Instruments, con geometria cono-plato 4/40 (dngulo 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 ala Fig. 13. En el redmetro 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 sometio a
una deformacion sinusoidal de frecuencias de entre 0.1 a 100 rad/s con una deformacion de ~30%,

la separacién entre el cono y el plato fue de 150 um.
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Fig. 14. Diagrama de la geometria utilizada en el reémetro mecénico.

Microreologia. Se utilizé 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 Opticas y la correlacién de la
intensidad se hizo en el modo cruzado de la sefial obtenida por los fotomultiplicadores. La
obtencion de los espectros viscoelasticos se llevo a cabo a partir de la funcidén 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 suspensién acuosa (10%) hasta alcanzar una fraccion de volumen de
aproximadamente 0.03%, la mezcla se mantuvo en agitacién por 15 min para asegurar una

dispersion homogénea de las particulas.

4.6. Microscopia electréonica de transmision (TEM)

Se utilizé 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 carbon 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 carbdn
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 observd como una gran mancha al final del gel debido a su tamafio pequefo.

4.8. Microscopia de fuerza atémica (AFM)

Se colocaron ~ 4 pL del bacteri6fago diluido sobre mica recién clivada, la muestra se secd al aire
y fue escaneada con el microscopio de fuerza atomica JSSTM-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
incubacidén 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 utilizé 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 (acido 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 formacién 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 medicién. Asimismo, se llevd a cabo un minimo de 30 corridas con un

maximo de 120 para cada medicién.
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 formacion 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 prepard 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 concentracién final aproximada de 1.5 x10* células. 10 L de la suspensién celular fueron
mezcladas suavemente con cada muestra de virus, y posteriormente se mantuvieron en incubacién
a 37 °C en una atmoésfera de 5% de CO, durante 72 horas. El crecimiento de las células fue
monitoreado periddicamente 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
continud la incubacion por 24 horas adicionales. Se volvié a adicionar medio fresco solo a los pozos
en los que se observé 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 afiadieron 300 pL de una suspension recién
preparada de nanoparticulas de oro de 40 nm de didametro. La suspension se agitd vigorosamente

utilizando un vértex 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 colocd sobre un portaobjetos en el porta muestras del
microscopio. Se colectaron por lo menos 15 espectros por cada muestra, cada uno con tiempos de

exposicion 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 visualizacién 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

5.1. Produccion del virus fd

El bacteriofago 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 separacién
modificado a partir del utilizado por Purdy et al.>’. El método original implica la infeccién 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 adicion 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 modificacién importante a dicho método fue la preparacion de la
solucion 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 observé 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 precipitacién 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 prepar6 un gradiente de CsCl. Aunque
se obtuvo una banda de virus bastante clara en el gradiente, esta sal provocé la agregacion del virus
(Fig. 16c) y la pérdida de infectividad (Fig. 15c¢). Utilizando regulador de Tris con concentraciones
decrecientes de NaCl, se observé la desagregacion parcial de los virus (Fig. 16d), sin embargo, no

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

Enla Fig. 15c 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

Obtencién de biomateriales a partir del virus filamentoso fd 47



PDCB UNAM DMS

los virus en general®, por lo que se probd un método diferente para purificar los virus utilizando
gradientes de iodixanol (Optiprep®). Las soluciones de iodixanol aseguran la preservacién de la
infectividad viral, debido a que se trata de soluciones no idnicas 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).

5.2. Reologia del virus fd
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 razén
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/S300/5400 y
C20-S100) ocurrié un cambio abrupto en la viscosidad que se observa como un pico. Los virus en
suspension se encuentran desordenados al inicio, conforme aumenta la razén de corte adquieren
cierto grado de orientacidon 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
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aumenta la razén de corte, por lo que fluyen de manera mas ordenada (waging)™ y la viscosidad
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disminuye. Graf et al.** observaron que la viscosidad de suspensiones de virus incrementa con la

concentracion del virus debido a la interaccion de Coulomb entre las particulas virales.

Fig. 17. Viscosidad vs razén de corte de suspensiones con diferente concentracién de virus y de NaCl® obtenidas a 25°C en

un redbmetro 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 suspensién
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 direccion. 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 mMM—300 mM—225 mM y 300 mM—225 mM—100 mM,
respectivamente. Esto parece indicar que, con una mayor fuerza iénica en el medio, los virus se

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

El comportamiento viscoelastico (mddulos elastico y viscoso) de suspensiones de virus
también se estudid 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 mddulo 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, volimenes 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 dispersion dindmica
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 modulos 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 concentracion
de NaCl y para una concentracién fija de NaCl (225 mM) y diferentes concentraciones de virus. Se
puede observar que por encima de los 20 rad/s el modulo elastico es mayor que el viscoso (G” (w)
> G' (w)) en todas las suspensiones. Antes y después de los cruces de los modulos (Fig. 8a 'y b), la

suspension de virus tiene un comportamiento principalmente viscoso.

Fig. 18. Md6dulos 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 mddulo eléstico 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 < 108 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 i6nica parece no tener efecto importante en
la suspension de virus de 20 mg/mL, a diferencia de la muestra con 25 mg/mL en la cual el médulo
elastico es mayor con la concentracion mas baja de NaCl utilizada (225 mM). Por otro lado, en el
caso de las muestras con diferente concentracién de virus y fuerza iénica de 225 mM de NaCl, la

suspension con mayor concentracién de virus tiene los valores mas altos para el médulo elstico®.
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Vale la pena mencionar que, con ambas técnicas, reologia mecanica y microreologia, se
observa el primer cruce de los modulos 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
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y las micelas tubulares rigidas. Esta comparacion 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 inclinacion de los virus cambia ligeramente por lo que forman

una especie de estructura en espiral.

Fig. 19. Estructura del cristal liquido en la fase nemética de una suspension 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 menciono 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.

5.3. 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, y de citrato de sodio, y de
20nm cuando se utiliz el doble de concentracién del citrato. Por otro lado, utilizando el método
con NaBH como reductor obtuvimos AuNP’s de aprox. 5-8 nm de diametro. Esta diferencia de
tamafos radica en las concentraciones y naturaleza del agente reductor, mientras mayor sea la

concentracion de éste o mayor su reactividad, las nanoparticulas seran mucho mas pequefias.

Un problema importante acerca de la produccion de nanoparticulas es el calculo de la
concentracion. Aunque existen muchos métodos para calcular la concentracién 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 concentracidén entonces depende
de su tamafno (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 reaccién,
considera, ademas, que las nanoparticulas son esféricas y que durante la reaccién 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 tamafio, a pesar de que se
utilizaron las mismas concentraciones de HAuCl, y se manejaron casi los mismos volumenes de

reaccion. Como es de esperarse, el nimero de nanoparticulas pequefas por unidad de volumen de

solucion siempre sera mayor que el de nanoparticulas mas grandes.

Fig. 20. Micrografia electronica de las diferentes nanoparticulas de oro (estructuras semiesféricas electrodensas)
sintetizadas. a, b) 8 nm; ¢, d) 15 nmy e, f) 40 nm. No se utilizd ningin contraste.
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Tabla 10. Célculo de la concentracion de AuNP's

Parametros Tamainos esperados de las AuUNPs
5nm 20nm 40nm
D [Diametro promedio (nm)] 477 22.5 40.63
N [No. promedio de atomos de Au por nanoesfera] 3.35x10° 3.58x10° 1.98x10°
Ntotal [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)

5.4. Reacciones de reduccion de los virus

El bacteriofago fue utilizado como materia prima para la produccion 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 atomo de
azufre. La union 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 unién, 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

Obtencién de biomateriales a partir del virus filamentoso fd 56



PDCB UNAM DMS

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 NaBH, demostré ser mas efectivo para abrir puentes disulfuro, se
observé agregacion 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 observé 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) NaBHa4. 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 reduccién y la
remocion del reductor.
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5.5. Reacciones de bioconjugacion fd-cys

5.5.1. fd-Traut

El reactivo de Traut permite la introducciéon 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 NaBH,, sin embargo, no se observo una gran presencia de

nanoparticulas sobre la superficie de los virus (Fig. 22).

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
gue indica la alta afinidad de las mismas por el grupo tiol del iminotiolano.
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Se observo que las nanoparticulas se unen en las puntas de los virus que, ademas, sufrieron
agregacion. Este fendmeno puede haber ocurrido debido a la interaccion entre grupos tiol vecinos
que forman puentes disulfuro entre virus y virus. Ademas de la agregacién 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 agregacion, es muy probable que una remocion
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 resulto rentable incrementar la concentracién del reactivo de Traut para
solventar esta deficiencia por lo que se decidio utilizar otra molécula portadora de grupos tiol, el

aminoacido cisteina.

5.5.2. Reaccion con intercaladores de longitud cero

Para lograr la unién entre moléculas de cisteina y el virus fd se utiliz6 una reaccién de
bioconjugacién mediada por carbodiimidas, en la cual una amina primaria forma un enlace
covalente entre un carboxilo, es decir, un enlace tipo amida'’. Se escogié 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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5.6. 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 didametro, en la Fig. 24 se observan

particulas virales con una nanoparticula en la punta.

1 um

. e[ f

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 nimero 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 obtencién de nanocables se llevd a cabo utilizando bacteriéfagos modificados
guimicamente y el mismo proceso utilizado para unir NP's. La superficie de los virus fue modificada
utilizando una reaccién de bioconjugacién mediada por carbodiimidas. En esta reaccion, un
carboxilo reacciona con una amina primaria para formar un enlace de tipo amida. Se utiliz6 esta
reaccion para conjugar moléculas de cisteina, aminoacido con un grupo tiol libre, con los grupos
amino del virus fd. La reaccion ocurre en la region 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 3y 9; los que pueden reaccionar con el carboxilo
de la cisteina incluyen al amino terminal, y las lisinas en posicion 12 y 177°. 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 adiciond 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 observé 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 electronicas (Fig. 26a y b) que, aunque las nanoparticulas se
unen a la superficie del virus, existian zonas muy amplias en las cuales no se unio 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 pequefos dispersos en el medio de reaccién 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 siguid durante 6 h. Se utilizé la misma
concentracion de nanoparticulas en los tres casos, se vari6 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 tomo una
muestra para ser analizada mediante TEM. Se pudieron observar haces de bacteriéfagos recubiertos
con AuNPs, cuyo nimero aumenté 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 adhesidon de mas particulas, aunque de hecho se
intentd eliminar el exceso mediante sonicacién. Tiempos de sonicado de hasta 1 minuto no pudieron
eliminar las nanoparticulas adheridas, pero aparentemente tampoco afectaron la estructura de los

nanocables (Fig. S6, Apéndice 1V).

Obtencidn de biomateriales a partir del virus filamentoso fd 63



PDCB UNAM DMS

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 reduccién 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 reacciéon de

bioconjugaciéon 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
reaccién entre puentes disulfuro y NaBH,. Aunque los virus se encuentran en baja concentracion, la
reaccién se realiza con agitacion, lo cual pudo haber favorecido la interaccién entre grupos tiol de

virus diferentes, formandose inmediatamente puentes disulfuro “inter-virales”.

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 comun 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 idnica 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 agregacion lateral como ocurre con los bacteriéfagos filamentosos, ambos
casos se han estudiado aplicando teorias de polielectrolitos normalmente utilizadas en el estudio
de la condensacion del ADN™. Normalmente, estos polianiones lineales se repelen unos a otros en
solucién’. De estos estudios la opinion prevalente es que el fenémeno de agregacién se produce
debido a una reduccion 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.

5.6.1. 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 solucion 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.

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 adicidon 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 didmetros 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 andlisis 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 graficas 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 adicién de cisteinas.

El PCA se aplicé también a los nanocables de oro. Aunque mediante microscopia electronica
resulta evidente que los virus modificados con cisteina se recubren con las AuUNP’s, se utilizo el PCA
para analizar los espectros de estos nanobiocompositos y de una muestra en la que no hubiera
ocurrido la formacién de nanocables de oro. A esta muestra se le denominé “Control negativo” y
consistio en adicionar AUNP’s de 5 nm a una muestra de virus fd-cys que no habian sido previamente
reducidos (Fig. S7, Apéndice IV). 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 oOvalos 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. Graficas tridimensionales de los
tres componentes principales mas
importantes obtenidos mediante PCA. Se
indica en paréntesis el porcentaje de la
varianza total con que <cada PC
contribuye. Se analizaron espectros
Raman convencionales (RC, rodeados por
una linea punteada), y de SERS (rodeados
con linea continua) para diferentes
conjuntos de virus.

a) comparacioén entre los virus fd y fd-cys.
Al analizar los espectros RC se aprecian
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 unié a las AuNP’s). Solamente los
espectros SERS dan grupos separados, no
hay diferencias entre los espectros RC por
lo que aparecen juntos (puntos negros y
grises).

(c) Comparacién entre nanocables de oro
y virus con AuNP en la punta. Al igual que
en el caso anterior, sélo los espectros
SERS dieron dos grupos separados, los RC
aparecen juntos.

La varianza total explicada por los CP es:
(@ 83.8%, (b) 99.1%, (c) 99.2%. Para
obtener los espectros SERSE se
adicionaron AuNP's de 30 nm de
didmetro
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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 dénde 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 region
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 pVIII. Por otro lado, los picos en 1226 y 1467 cm™ pueden ser atribuidos a las aminas
y amidas resultantes de la union 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 sélo después de que se llevd a cabo la reaccion 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 region de

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

5.7. Reacciones de bioconjugaciéon fd- moléculas pequenas

5.7.1. 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 pequefas por lo que se esperaba que no ejercieran un efecto significativo en el

tamafo de los virus, mas bien solo en la carga de los mismos. La unidn 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’.

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 ) estructuras tipo nanocable de oro y su control negativo (virus
sin reduccién de disulfuros mezclados con AuNP's). Los espectros se encuentran desplazados verticalmente para facilitar
su visualizacion.
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Una vez que se llevd a cabo la reaccion de bioconjugacién se observd que cuando se
utilizaron diaminas, la mezcla de reaccién se volvié blanca y turbia (Fig. 32a y c arriba), contrario a
la reaccidn con acido itaconico que permanecio translucida (Fig. 32b). En las membranas de dialisis
de las mezclas con diaminas se observo la presencia de estructuras filamentosas, parecidas a
algoddn (Fig. 32ay ¢, centro), lo que sugirioé que los virus se encontraban agregados. Al agitar estas
muestras las estructuras tipo algodon desaparecieron, a la vez que la suspension se volvié 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 agitacién en vortex (Fig. 32a vy ¢,
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 itacdnico (ITA) y c) etilendiamina (EDA). Se
muestran las mezclas de reaccion después de ser dializadas y ultracentrifugadas para concentrar los virus modificados.
Se muestra un acercamiento a la membrana de didlisis, en el caso de los virus con DETAy EDA, se observaron estructuras
parecidas a fibras de algodon, a diferencia del virus con ITA que permanecié incoloro y translucido.
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Fig. 33. Micrografias electrénicas de los virus modificados con acido itacénico. 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 electronicas de los virus modificados con dietilentriamina (a, c y e) 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 agregacién de los virus se decidié llevar a cabo las reacciones de
bioconjugacion con aminas, pero cambiando la fuerza ionica 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. Didlisis de una de las tres reacciones entre el virus fd y DETA para intentar evitar la formacion 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 reaccion realizada con 1M de NaCl. Después de 12 h de didlisis los virus
se agregaron en el fondo de la bolsa de dialisis (a), una ligera agitacion desprendié dichos agregados (b) y con maés
agitacion toda la suspension se volvié 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 itaconico, no se logrd 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 modificacion 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.

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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5.7.2. SDS-PAGE

Asimismo, para determinar el grado de modificacién de los virus, se realizé 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 pVIll, 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 formacion
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.

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, pIXy pVIl) y una
banda bastante intensa de bajo PM (~5 kD) que corresponde a la proteina pVIIl. Los virus fd-EDA y fd-DETA muestran
un patrén de bandas que corresponden a la formacién de dimeros, trimeros, etc. de la proteina pVIIl. 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 didametro para ser
analizadas mediante SERS. En la Fig. 38 se observan las suspensiones de virus mezcladas con las
AuNPs. Se observo 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 realiz6 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 diametro a cada muestra para obtener el incremento de la sefial de Raman.

Fig. 40. Graficas 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 separacion 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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5.8. 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 suspensién (Fig. 41b, c, e-h). En el caso de la
muestra de virus modificada con dietilentriamina (fd-DETA) se observé 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.

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 coloracién rosa se debe al
medio de cultivo, las muestras b y ¢ son blancas cuando se encuentran solo en agua como se observa en (i) que contiene
el virus fd-DETA.

Las células se mantuvieron en incubacién 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 observd que el numero 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 itacdnico; 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 concentracién de virus
era mayor y las células no se desarrollaron, parece que la concentracion del virus modificado con
acido itacénico permitid 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 agitacion 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 nimero de células en los
agregados no cambio después de las 80 h. Es probable que a pesar de que la matriz tridimensional
que formo el virus permitio el crecimiento de las células también dificulto el flujo apropiado de O,,

CO,y nutrientes a las células.
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Fig. 42. Fotografias del crecimiento de células HEPG2 con y sin virus fd (fd wt y fd-ITA). Se monitored 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, sélo se observo la presencia de agregados celulares (b, e, h) que, al parecer,
aumentaron en numero de células. Se realizé una observacion 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 tomé
la fotografia.
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La reciente union entre nanomateriales con estructuras biolégicas ha abierto puertas
insospechadas en la investigacion bioldgica y biomédica, con aplicaciones nunca antes vistas que
aprovechan las propiedades Unicas que resultan de la combinacién 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 obtencién 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 construccion eficiente ha sido ya desarrollado por diferentes
grupos en los ultimos aflos. 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 bioconjugacién 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 reolégicas 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 concentracién y la fuerza idnica del medio. Observamos
que, ademas, la viscosidad de las suspensiones virales depende practicamente solo de la
concentracion 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
fendbmeno 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 suspension
presenta picos para luego volver a decaer. Este fendmeno ya descrito por otro grupo, indica que los
virus sufren cierto grado de desorganizacién (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 informacién 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 rebmetro 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 mddulo elastico es mayor. Esto ultimo fue comprobado mediante
microreologia, que analiza lo que ocurre a frecuencias mas altas que en el reébmetro mecanico y que
muestra que al inicio, efectivamente, el médulo elastico es mayor, solo durante un intervalo pequefio
de frecuencias antes de disminuir y darle paso al médulo 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 adicion de cisteinas se logrd utilizando una reaccién de
bioconjugacion mediada por carbodiimidas. Se observéd que con ciclos adicionales de
bioconjugacién con cisteina (via carbodiimidas) el nimero 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 hidrofébicas si los virus se modifican con moléculas organicas no
miscibles en agua. La incorporacién 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 electrdnica de transmisidn 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 bioconjugacion entre el virus y moléculas tan pequefias como las
estudiadas haya sido exitosa. Debido a esta problematica se utiliz6 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 aplicé el método
a los virus bioconjugados con las moléculas pequefas, este método demostrd 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 caracterizacién 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
gue 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 plasmon 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 poblacién 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 pequenas 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 resultd
menos negativa que el virus no modificado (fd wt). En el caso de los virus modificados con acido
itaconico, 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 reaccién de bioconjugacion se repitid
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 produccién de nanohilos, mediante la técnica
de electrohilado que proporciona fibras de tamafos 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 pensé que la orientacién 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 observd que las células se
multiplicaron Unicamente en presencia del virus fd wt y del virus modificado con acido itacénico.
Algo de crecimiento de observo 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 concentracion haya sido un factor clave para el
crecimiento de las células. Se observé 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 pequefios, 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
O,y CO, fue minima, lo cual limité el crecimiento de las mismas. Es necesario evaluar diferentes
concentraciones de los virus modificados para determinar la concentracién adecuada de virus que,
como en el caso del virus fd-ITA permitan la proliferacidn de las células a lo largo de todos los ejes
del cultivo. Aunque adn 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 formulacion de medios que permitan la expansiéon 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
BETHET 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, p skeletal vib Branched alkanes
m-s, pasym CSC str CHsSCH,-
m, p O-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 cis- CH=CH-
m-s, skeletal vib Straight chain alkanes
m-s, sym COC str Aliphatic ethers
s, p CCO 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 Orthodisubstituted benzenes
s, CH,/CH wagging vib Cyclopropyl compounds
Vs 1,3,5-Trisubstituted benzenes
s, psym COC str Ethers
m-s,C-Cvib -OC(CH;)3
1057 s, psym COC str Ethers
m-w, P-H def P-H
m-s CCCstr Straight chain alkanes
m CO-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, p N=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-sC-O-O 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, CC3 vib t-butyl groups
m-s, ring vib p-disubstituted benzenes
m-s, CO-O str Acetates
1238 s, pN=N=N sym str Azides
s,amide lll band trans secondary amides
s, CH def cis (sat) CH=CH (sat)
s, psym Nitrates -O-NO,
m, CCs vib t-butyl groups
1274 s, amide Il trans secondary amides
s, p N=N=N sym str Azides
s, CH def trans (sat) CH=CH (sat) and c¢is (sat) CH=CH (sat)
m, CC; 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, p N=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, OCH;, OCH, def -OCH;0CH,-
s, p N=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, NHs* 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, NH;* asym str -NH3+
w, CO; asym str Aromatic acid salts
w, amide Il band Ureas
1624 w-m, amide | and || Primary and secondary amides
w, NH, scissoring Primary amines
s, C=C str 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, p C=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, pbr, asym NCS str Isothiocyanates -N=C=S
2086 m-s, pbr, 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
4 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. Primer y Segundo PC’s de los espectros de los virus fd-cys-Au y el control negativo

Tabla S2. Asignacién 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
Raman Tipo de modo vibracional Asignacion tentativa de grupos funcionales
(cm™)

738 5, C-S str Aliphatic sulphides and disulphides
m, NO, def Nitroamines N-NO,
m-s, pasym CSC str CH5SCH,-
m, pO-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, pskeletal vib Branched alkanes
m-s, ring vib Paradisubstituted benzenes
m-s, p asym CSC str CH5SCH,-
m, pO-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, C40 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, CG30 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, G0 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, pC-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, p CCO 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 c/s CH=CH-
948 s, psym COC str Ethers
vsring vib Polysubstituted pyridines
wCH def Vinyl compounds -CH=CH2
9289 m-s, pC-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 lll trans secondary amides
s, p N=N=N sym str Azides
s, CH def c/s (sat) CH=CH (sat)
m, CC; vib t-butyl groups
1340 5, C-N amide lll cisform secondary amides
s-m, asym N-C-N str Ureas
s, p N=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 lll Primary thioamides
m-s, CH in-plane rocking Aldehydes
m-s, p CH, def Vinyls-CH=CH,
m-w, OCH3, OCH, def -OCH;0CH,-
m-s, psym CO; 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, NH3* 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 cis (unsat) -
CH=CH-unsat
w-m, amides |l 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-
5, C=Cstr =C=C-N
s, C=C str 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 5, 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-H str Mercaptans, aliphatic thiols, thiophenols and CH,SH

800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600

Rama n shift (cm~)

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. Asignacién 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
BETHED Tipo de modo vibracional Asignacion tentativa de grupos funcionales
(cm™)
723 m-s, pasym CSC str CHsSCH»-
m, pO-C=0 in-plane def Formates
s,amide VII 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 CHsSCH»-
m, pO-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, pCCl str Saturated aliphatic acid chlorides
m-s, sym skeletal vib Tertiary butyl groups
m-s, pasym CSC str CH3SCH,-
m, pO-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 ¢is CH=CH-
m-s, skeletal vib Straight chain alkanes
s, p CCO 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 ¢is 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 ¢is CH=CH-
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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
m-w, P-H def P-H
m, CH def trans CH=CH- and c¢is 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 cis (sat) CH=CH (sat)
m, CC3vib t-butyl groups
m-s, C-O-0 str Formates
1266 s, amide lll trans secondary amides
s, pN=N=N sym str Azides
s, CH def cis (sat) CH=CH (sat)
m, CC3 vib t-butyl groups
1303 v, asym SO, str Sulphones
w, sym CH; def PCH;
s, pN=N=N sym str Azides
1339 5, C-N amide Il 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, pN=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, NHs* sym def -NH3+
1524 w, amide lll Ureas
w, NHs* 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, NHz+ asym str -NHs+
w, CO,- asym str Aromatic acid salts
1603 w, NH, scissoring Primary amines
w, NHs;* asym str -NH3+
s, C=C str 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 || Primary amides
w, NH, scissoring Primary amines
w, NHs;* 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, aPy -unsat ketones s-cisform 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 g, 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, pC=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=Nstr 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)
%% % %% % % Y%oh4=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;
for i=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)
%plot(MM(400:4000,:),conx_C1,-','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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I1I.INFECCION, REPLICACION Y ENSAMBLE
DE LOS VIRUS FILAMENTOSOS

Infeccion

El proceso de infeccion de E. coli por bacteridfagos filamentosos, requiere la interaccién 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 despolimerizacion 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
bacteridfago lke utiliza los pili N o P35,

Fig. S3. Modelo de los eventos iniciales en la infeccion del bacteriéfago fd a E. coli. Modificado de Karlsson
y col,, 20033, El dominio N2 de la proteina 3 (plll) del bacteriéfago interacta con el pili F de la bacteria
(A). TolA interactta con las proteinas OmpF (cilindros azules) y la lipoproteina Pal (verde) (B). Después de
la retraccion del pili F, el dominio N1 de plll 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 accion 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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Replicacion

Fig. S4. Genes y productos de los virus filamentosos 1, M13 y fd. Modificado de Russel y Model, 2006.

El genoma de los Ff contiene 9 genes y una region mayor no codificante (IG) con los origenes de
replicaciéon 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, pXly plV se requieren en la morfogénesis del virus. plll, pVI, pVIl, pVIIl 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 expresién de los genes
del virus es necesaria para la posterior replicacion de la FR inicial. La proteina pll corta la cadena (+) de
la FR en su origen, que se encuentra en la regién 1G8384,

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 infeccidn, 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 tamano 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?s.
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Ensamblaje

El ensamblaje de los bacteridfagos 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 peripldsmico
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).

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 (pVIIl), 4 proteinas menores de envoltura
(pVII, pIX, plil'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 citopldsmico de pl contiene un motivo de union al DNA, el cual es esencial para el
inicio ensamble del bacteriéfago.

La elongacién 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 didametro, suficiente para soportar el paso del bacteriéfago ensamblado®. El
alargamiento del bacteriéfago continta 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
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Fig. S6. Micrografias electrénicas de nanocables de oro (virus fd-cys unidos a AuNP’s), después de ser sometidos a
diferentes tiempos de sonicacion: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 electrénicas de virus fd-cys, sin reducir y en presencia de AuNP’s. Esta muestra corresponde al
control negativo, se aprecia que, en su mayoria, las AUNP’s (puntos electrodensos) no se unen al virus.

Fig. S8. Cultivo de células HEPG2 en presencia de la mezcla de virus fd-ITA + fd-EDA, a las 18, 60 y 80 h. Al parecer, si hubo
crecimiento en este medio, aunque no se alcanzé la confluencia y las células tienen morfologias relacionadas con estrés.
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Abstract. Microrheology measurements were performed on suspensions of bacteriophage fd with diffusive
wave spectroscopy in the concentrated regime, at different values of ionic strength. Viscosity wvs. shear
rate was also measured, and the effect of bacteriophage concentration and salt addition on shear thinning
was determined, as well as on the peaks in the viscosity wvs. shear curves corresponding to a transition
from tumbling to wagging flow. The influence of concentration and salt addition on the mean square
displacement of microspheres embedded in the suspensions was determined, as well as on their viscoelastic
moduli up to high angular frequencies. Our results were compared with another microrheology technique
previously reported where the power spectral density of thermal fluctuations of embedded micron-sized
particles was evaluated. Although both results in general agree, the diffusive wave spectroscopy results are
much less noisy and can reach larger frequencies. A comparison was made between measured and calculated
shear modulus. Calculations were made employing the theory for highly entangled isotropic solutions of
semiflexible polymers using a tube model, where various ways of calculating the needed parameters were
used. Although some features are captured by the model, it is far from the experimental results mainly at

high frequencies.

1 Introduction

Many of the diverse material properties observed in fluid
soft materials are related to the complex supramolecular
structures embedded in them, as is the case of suspensions
of wormlike micelles, F-actine, and filamentous viruses,
where their threadlike or filamentous structures form an
entangled network that introduces a complex dynamics,
usually described with multiple characteristic lengths and
time scales, which are analogous to those used in poly-
mers. Typical characteristic lengths are filament diameter
d, contour length L., persistence length [,, mesh size &,
and entanglement length l.. The ratio between L. and
l, provides a criterion to distinguish between two asymp-
totic classes of these threadlike structures, the flexible ones
(Le > 1) and the rigid-rod ones (L. < l,). Whereas
the viscoelastic behavior of dilute and concentrated entan-
gled solutions of flexible and rod like polymeric threadlike
structures is fairly well understood [1], there is no qual-
itatively correct description of the viscoelasticity of solu-
tions of semiflexible polymeric threadlike structures over
the whole range of concentrations. This is the case of the
filamentous fd bacteriophage suspension, which provides
an excellent model of a network made of monodisperse
semiflexible filaments, L. ~ I, > d. The fd virus is a
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rod-shaped virus constituted by a single-stranded circular
DNA covered with a protein coat. This protein cover con-
sists of a helical shell of ~ 2700 identical a-helical protein
subunits (~ 50 aminoacids) wrapped following a 5-fold ro-
tation axis combined with a 2-fold screw axis, associated
to ten proteins capping each one of the two ends [2-6]. This
filament has a contour length of L. ~ 900 nm, with a diam-
eter dig ~ 7nm, and a persistence length of [, ~ 2200 nm;
as a consequence, the aspect ratio of fd ¢ = L./dgg ~ 130;
td molecular mass is MWiq ~ 1.64x 107 Da. On its surface
there are located ~ 9000 ionizable groups that in aque-
ous solutions at neutral pH can reach a charge density of
about 9e/nm [7]; in highly deionized water, this leads to
long-range Coulomb interaction. The fd virus isoelectric
point is at pH = 4.2, above which the virus surface is
negative, while being positive below [7]. The overlap con-
centration ¢* ~ 1 particle/L3 ~ 0.04 mg/mL. The equilib-
rium phase behavior of the fd virus differs from the ideal
hard rod. The finite flexibility of the virus drives the con-
centration of the bimodal points to higher values when
compared to equivalent, but perfectly stiff hard rods, and
also reduces the value of the order parameter of the co-
existing nematic phase. The effect of the surface charge is
to increase the effective diameter of the rod, and therefore
the excluded-volume interaction between charged rods. As
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a consequence, the charge reduces the real concentration
of the phase transition.

The rheological response of soft materials can be lin-
ear or nonlinear depending on the applied stress. Non-
linearity is usually a sign of structural rearrangement in
the system by the applied stress or deformation. For sys-
tems close to thermodynamic equilibrium, there is always
a linear response regime for small enough applied strain
or stress. In soft materials, one of the most important
properties is the shear modulus, GG, which connects the
deformation and flow of materials in response to applied

stresses, o = ffoo dt'G(t —t')%. Here, o is the shear stress

and 4 is the shear rate. In contrast with other materi-
als, like simple liquids or solids, the shear modulus in soft
materials exhibit a significant time (or frequency through
G*(w) = iw [;° G(t)e~™'dt) dependence in the range of
milliseconds to seconds, or even to minutes. In essence, soft
materials are viscoelastic, i.e., they exhibit both a viscous
and an elastic response. Upon application of an oscillatory
shear strain at a frequency w, the real part of G*(w), i.e.,
the storage modulus G’(w) is in phase with the applied
shear strain. The imaginary part of G*(w), the viscous
or loss component of the stress, G (w), is in phase with
the shear rate 7. Regularly, G*(w) is determined using
mechanical rheometers, where viscoelastic properties are
measured by application of a strain while measuring stress
or vice versa. However, in the last fifteen years different
techniques have been developed, usually named microrhe-
ology techniques, where micron-sized probe particles are
embedded into the fluid to locally measure the viscoelastic
response of soft materials [8]. This response can be mea-
sured either by actively manipulating the probe particles
or by passively measuring their mean square displacement,
MSD = (Ar%(t)), where the bulk mechanical susceptibil-
ity of the fluid determines the response of these probe par-
ticles, which are excited by the thermal stochastic forces
leading to Brownian motion. (Ar2(¢)) can be related to
G*(w) by describing the motion of the particles with a gen-
eralized Langevin equation incorporating a memory func-
tion, to take into account the viscoelasticity of the fluid. In
this way, the particle fluctuation can be used to measure
the relaxation spectrum of the fluid. Here, in contrast to
mechanical rheometers, there is no strain applied on the
material during the measurement, something particularly
useful in soft materials, where even small imposed strains
can cause structural reorganization of the material, and
consequently a change in their viscoelastic properties.

fd bacteriophage suspensions are quite attractive soft
materials, because they form liquid crystals at specific
ranges of concentration and ionic strength [9,10]; a re-
view can be found in ref. [11]. These suspensions with
rodlike colloids also present a complex nonlinear rheol-
ogy, because orientation is strongly coupled to the shear
field [12-16]. Rods in the isotropic (I) phase align with
the flow and become paranematic (P). An isotropic state
under flow is referred to as a paranematic state to indicate
that flow partially aligns otherwise isotropic rods. The lo-
cation of the isotropic (paranematic)-nematic phase tran-
sition is modified because shear flow strongly aligns rods.
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Besides, in the presence of shear flow, rods in the nematic
phase can undergo a collective tumbling motion. In addi-
tion, shear flow leads to the formation of banded struc-
tures in fd virus suspensions, which exhibit shear- and
vorticity-banding [12-16]. The linear viscolastic properties
of suspensions of fd bacteriophage have been measured
by Schmidt et al. [17] using both mechanical rheometry
and active microrehology employing a magnetic tweezers
rheometer and particle tracking. This study was mainly
addressed to get G'(w) and G”(w) in the low-frequency
range (~ 0.06 < w < 25rad/s) for suspensions in a con-
centration, ¢, range of 5-15mg/mL, with a fixed ionic
strength (I = 100mM). G”(w) > G'(w) for all frequencies
below 6.2rad/s. At frequencies above 6.2rad/s, a shallow
and slanted plateau-like region was found for G’ (w), where
G'(w) ~ G"(w). G"(w) exhibits a small inflection point
at w ~ 6.2rad/s. At low frequencies, according to the-
ory [18] a behavior of the form G/ ~ w? and G” ~ w' was
expected, because suspensions of semiflexible filaments be-
have more like rigid rods, since the undulatory excitations
are completely damped out; nevertheless, it was found [17]
that G/ ~ w0912 and G" ~ w0.7-0.9.

In addition, zero shear viscosity, 19, was calculated
from G"(w)/w. However, it was found that ny ~ ¢%5; al-
though, 179 ~ ¢ was expected, as in the case of rigid rods.
Previously, Graf et al. [19] reported that viscosity, 7, in
fd suspensions increases with the virus concentration due
to the Coulomb interaction between the rods, i.e., when
the Debye length in the suspension is in the order of the
typical interparticle distance. They also found that when
the ionic strength increases the viscosity decreases. The
authors also showed that the specific viscosity follows cer-
tain power laws on concentration, and they found that as
the shear rate increased, the viscosity decreased steadily at
constant ionic strength, I, in the considered range of con-
centration (0.04mg/mL ~ 1c¢* to 9.12mg/mL ~ 228¢*,
and I = 100 mM). They never observed peaks in the 1 vs.
4 diagrams as in [13]. Addas et al. [20] studied fd virus
suspensions from the dilute to the concentrated regime
(¢ ~ 0.2-14mg/mL) at I = 50mM, and pH = 7. G'(w)
and G”(w) were measured evaluating the power spectral
density of the thermal fluctuations of embedded micron-
sized silica particles. Here, a focused laser beam was used
to trap the microspheres, and interferometric photodiode
detection was used to measure passively the position fluc-
tuations of the trapped microspheres with nanometer reso-
lution and high bandwidth (0.62 < w < 6.2x10*rad/s). In
the dilute regime these authors found that G*(w) is domi-
nated by the rigid-rod rotational relaxation. Increasing the
fd concentration, both moduli increase and, relatively, the
elastic character of the suspension increases. Just below
the isotropic-nematic phase transition, the elastic modulus
is ~ 10 Pa, and the sample is still mainly viscous, i.e., it re-
mains rather weakly entangled. This was attributed to the
relative short virus contour length and to its charged sur-
face, which prevents sticking between them. In the high-
concentration regime, at high frequencies, suspensions ap-
parently reflect a single semiflexible filament dynamics;
G"(w) ~ w®/* as predicted for semiflexible polymers. Rhe-
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ology of modified fd virus made by grafting the polymer
poly(N-isopropylacrylamide) to the virus surface has also
been studied, this system can be treated as colloidal rods
interacting with a temperature-dependent attraction [21,
22].

The theory developed for tightly entangled isotropic
solutions of semi-flexible polymers developed by Morse
[18,23,24] has been used to understand the linear rheolog-
ical properties of high concentrated fd virus suspensions.
Here, each polymer is confined on short time scales within
a tube of diameter, D, < l,. Free motions along the tube
contour are hindered only by the viscous dissipation due
to the solvent. The shape of the tube deforms affinely in
response to macroscopic deformation of the solution, and
excluded-volume interactions between polymers are ne-
glected except for keeping the polymer in its tube. The lin-
ear complex modulus of a solution of long, tightly entan-
gled chains is dominated at low frequencies by a curvature
contribution to the stress, analogous to the elastic stress of
entangled flexible chains, which relaxes by reptation and
gives rise to a broad elastic plateau. At higher frequencies,
the modulus is dominated by a larger tension contribu-
tion, whose frequency dependence is controlled at inter-
mediate frequencies by the diffusion of the excess length
along the tube. Because the tube has a nonzero diame-
ter, small transverse ondulations of the polymer within
the tube are allowed, and the dynamics of these ondu-
lation modes control the high-frequency response of the
model. Therefore, at very high frequencies the modulus
is dominated by the unhindered transverse motion of the
chain within the tube. This high-frequency regime yields
a complex modulus that varies as G*(w) ~ (iw)3/4. The
calculated moduli have to be corrected to include the bare
solvent contribution by adding iwns, where 7, is the sol-
vent viscosity.

The aim of this work is to re-examine the viscoelas-
tic properties of suspensions made of filamentous fd bac-
teriophage, particularly in the high concentrated regime
and at different values of the ionic strength. The viscos-
ity ws. shear rate, 4, in these suspensions was measured,
and the influence of virus concentration and salt addition
was determined on the shear thinning as 4 increases, as
well as on the peaks in the n vs. 4 curves corresponding
to a transition from tumbling to wagging flow. Further-
more, the influence of concentration and salt addition on
the MSD of microspheres embedded in virus suspensions,
and on the viscoelastic moduli up to very high frequen-
cies, was determined employing a multiple scattering tech-
nique, diffusive wave spectroscopy (DWS). The viscoelas-
tic moduli were compared with the results obtained by
Addas et al. [20] who get those properties evaluating the
power spectral density of the thermal fluctuations of em-
bedded micron-sized particles, and with results of mechan-
ical rheology. The viscoelastic moduli of the suspensions
were evaluated using the model developed by Morse [18,
23,24] for tightly entangled isotropic solutions of semi-
flexible polymers. These calculations were compared with
our DWS experiments. As we will present later, Morse’s
model captures some experimental features, although it is
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qualitatively far from the experimental values when they
are compared in a wide angular frequency range. We found
two specific drawbacks. The model is not consistent with
the Kramer-Kronig (KK) integral relations, and the model
does not predict a change in the power law of G*(w) at
high frequencies, which is clearly observed in the experi-
ments.

2 Experimental section

Materials and methods. fd virus was prepared using
standard microbiological methods [25]. We used the
XL1-Blue strain of Fscherichia coli as host bacteria.
Bacteria batches were obtained and infected with the fd
bacteriophage. Bacteria were separated from the media
by using low-speed centrifugation. The virus was precip-
itated with polyethylene glycol (PEG 8000). A purified
sample of virus was obtained after multiple resuspension
and sedimentation steps by ultracentrifugation. The final
pellet was resuspended and extensively dialyzed against
20mM Tris-HCI buffer at pH = 8.15, and sodium azide
was added to prevent bacterial growth (1mM). The
stock suspension was diluted to obtain the needed virus
concentration and salt was added to fix the needed [NaCl]
concentrations. Samples were placed in sealed containers
to avoid water evaporation, and heated at 40°C to
reduce viscosity. Then, negative charged polystyrene
microspheres of a diameter of 2 ym in water suspension
(10 w% Bangs Labs Inc. IN, USA) were added while
stirring the samples. Stirring was maintained for 15 min
to assure a homogeneous dispersion. To avoid interpar-
ticle interactions, as well as hydrodynamic correlation,
microsphere volume fractions, ¢, were kept low ~ 0.03.

Rheology. Mechanical rheometric measurements were per-
formed in a Bohlin Gemini HRnano rheometer (Malvern
Instruments, UK). All dynamic viscoelastic spectra mea-
surements were done using cone-plate geometry (4°—
40 mm). Measurements were made a day after the solution
preparation to allow them to reach equilibrium.

Atomic force microscopy (AFM). Dilute fd suspensions
deposited on freshly cleaved mica were scanned with a
scanning probe microscope (JSTM-4200 JEOL, Japan)
with a 10 gm x 10 gm scanner in air and at high vacuum
(10~*Pa). Noncontact cantilevers with a nominal force
constant of 5.7N/m (HI RES/AIBS, MikroMasch, Esto-
nia) were used, which have diamond-like spikes (tip ra-
dius < 1nm) on the apex of the silicon tip, mounted on
a rectangular silicon chip with Al backside coating. To-
pographic and phase images were obtained by using the
dynamic mode (AC mode). Here, the cantilever is exter-
nally oscillated close to its fundamental resonance. The
changes in the oscillation amplitude of the cantilever, or
phase lag of the cantilever oscillation relative to the signal
sent to the cantilever’s piezo-driver, provide the feedback
signal for imaging, i.e., a z-scanner controller moves the
sample along the vertical direction such that the oscilla-
tion amplitude and phase of the vibrating cantilever stays
at a fixed value (intermittent contact or tapping mode).
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Transmission electron microscopy (TEM). Dilute fd sus-
pensions were deposited on carbon-coated TEM grids.
Most of the solution was removed by blotting with the
edge of a filter paper. Afterward, a solution made of
2% uranyl acetate for negative staining was applied, and
the samples were dried again. Microstructural analysis
the specimens was performed in a TEM JEM-1200EX11
(JEOL, Japan).

Diffusive wave spectroscopy (DWS). DWS is a multi-
ple scattering technique that probes particle motion over
length scales much shorter than the wavelength of light in
the scattering medium, A. In conventional dynamic light
scattering (DLS) in the single scattering limit, the char-
acteristic time dependence of the fluctuations is deter-
mined by particle motion over a length scale set by the
inverse wave vector ¢~ ~ X, where ¢ = (47/))sin(0/2)
and 0 is the scattering angle. In the multiple scatter-
ing regime, the characteristic time dependence is deter-
mined by the cumulative effect of many scattering events
and, thus, by particle motion over length scales much
less than \. Therefore, the characteristic time scales are
much faster and the corresponding characteristic length
scales are much shorter than for conventional DLS. As
a consequence, DWS can allow us to reach microrhe-
ology at high frequencies, which is not possible with
DLS.

Our DWS setup is a home-made instrument described
elsewhere [26]. In DWS, the Brownian motion of probe
particles incorporated in the fluid of interest is followed
with multiple dynamic light scattering; the particles in
the fluid are in a concentration that makes it turbid.
Here, photons are multiply scattered and lose their ¢-
dependence. This leads to instruments using only trans-
mission or back-scattering geometries. DWS connects the
temporal electric field fluctuations of the scattered light
emerging from the turbid suspension, characterized by
the time-averaged field autocorrelation function (ACF),
g (t) = (E(0)E*(t))/{|E(0)[?), to the motion of the par-
ticles incorporated in the fluid. That is, the MSD of the
probe particles can be determined by collecting the scat-
tered intensity from a single speckle of scattered light, over
a sufficiently long collection period, to allow the evalua-
tion of the time-averaged light intensity ACF, ¢(®)(¢). This
measured ACF is related to ") (¢) through the Siegert re-
lation: [¢()(t)| = 1+ B|g™M (¢)|?, where 3 is an instrumen-
tal factor determined by the collection optics. When all
the scattering particles suspended in the fluid are free to
explore the same local environment during the course of a
measurement, the scattering process is ergodic, and time-
averaged ({...)r) and ensemble-averaged ({...)g) correla-
tion functions are identical. In a transmission geometry,
the fluid under investigation with the scattering particles
immersed in it can be treated as a slab with an infinite
transverse extent and a thickness L > [*, where [* is the
transport mean free path. After traveling a [* distance,
light propagation is randomized, and the transport of light
in a turbid medium can be described by the diffusion ap-
proximation [27-29]. In this case, the expression of the
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time averaged field ACF, gV (t) is [27-29]

L/l*+4 2
L/ +4/3 (sinh[a*x] + -z cosh[a*x]>
Wy o +2/3 3
(0 = S
1+ —2? ) sinh | —x| 4+ ~xcosh | —x
9 l* 3 l*
where @ = [k3(Ar?(t))]/? and o* = 2. z is the dis-

tance into the sample from the incident surface to the
place where the diffuse source is located. If [* is known
in the sample, (Ar2(t)) can be obtained by using eq. (1).
The ability to store energy upon deformation changes the
temporal correlations of the stochastic forces acting on
the particle at thermal equilibrium, since the suspending
medium must satisfy the fluctuation dissipation theorem.
In this method, it is assumed [30-33] that the Maxwellian
fluid time-dependent memory function, ((t), which ac-
counts for both the energy loss and storage upon defor-
mation, is proportional to the bulk-frequency-dependent
viscosity of the fluid, 7j(s) = {(s)/6ma; this is a generaliza-
tion of the Newtonian fluid behavior. The relation between
G(s) and (Ar?(t)) can be written as [32]

s [ 6ksT
~ 6ma | s2(AF2(s))

~ S

G(s) = s7(s) —ms| . (2)

Here, kp is Boltzmann’s constant, s is the frequency in
the Laplace domain, and a is the particle radius. Using
the unilateral Fourier transform, F},, an expression for the
viscoelastic modulus as a function of frequency can be
written as [32]

kgT

G'(w) = G'(w) +G" () = e s ()

Several procedures have been followed by different au-
thors [32-35] to determine F,. In our case, numerical in-
version of eq. (1) allowed us to obtain (Ar?(¢)). Instead
of making any transformation to (Ar2(¢)) curve, we first
fitted the curve to a model curve proposed by Bellour et
al. [36], for describing the (Ar2(t)) of colloidal particles
in Brownian motion embedded in a complex fluid, over
several decades in time. This method has been success-
fully used in the case of wormlike micelles [26,36,37]. The
model curve is given by

(Ar2(t)) = 652 (1 - e‘(%t)a) v <1 + lg;w) L)

This model was originally thought for Brownian parti-
cles harmonically bound around a stationary mean posi-

tion, as a consequence (Ar?(t)) = 652(1 — e_(%t)), where
the particle’s amplitude of the motion, the cage size 9,
is related to the elastic modulus G (62 = kgT/[6maGy)),
which does not depend on wj; this result can be obtained
substituting this particular (Ar2(¢)) in eq. (2). However,
this cage where particles are momentarily trapped fluc-
tuates. Thus, the particles are bound to their mean po-
sition on time scales smaller than some characteristic
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Table 1. The best-fit parameters for the Bellour et al. [36] model for the (Ar?(t)) curves of microspheres moving in Brownian
motion in different fd virus suspensions. (T'= 25°C, a = 1 um, and ¢ = 0.03), as well as measured [* values for each suspension.

¢ (mg/ml) [NaCl] (mM) 66> (nm?) Dy, (m?/s) x 10'° Dy (m?/s) x 10" o 1" (pm)
15.3 100 149.75 2.3567 0.3455 0.28 174.2
15.3 225 188.76 3.8593 0.2738 0.34 158.8
20.1 103 152.22 1.6353 0.5632 0.23 153.9
20.0 228 272.42 1.7950 0.4241 0.24 169.8
20.0 303 277.91 1.4753 0.2012 0.26 127.2
24.3 227 73.50 0.6351 0.1903 0.25 125.1
24.9 300 170.70 3.1125 0.6434 0.25 175.5
24.9 402 196.32 1.1644 0.7311 0.20 156.5
50 225 84.06 2.2204 0.6010 0.25 143.5

time. At long times, the motion again becomes diffusive,
(Ar2(t)) = 6D,,t, where D,, is the diffusion coefficient
for the particles at long times. Therefore, it was pro-
posed that (Ar2(t)) = 66%(1 — e_(%t))(l + B t) to have
the prescribed diffusion motion at long times. However,
this expression did not describe correctly the dynamics at
the plateau onset time, because dynamics of the particles
exhibits a broad time relaxation spectrum. This led to
include the parameter «, as shown in eq. (4); & = 1 indi-
cates monoexponential relaxation, and the smaller a the
larger relaxation spectrum. Thus, according to this model,
there are three different regimes for the particle motion:
a) at short times, the particles with a Brownian dynam-
ics diffuse freely in the fluid where the supramolecular
structures are embedded with a diffusion coefficient Dy;
b) at intermediate times, the MSD remains constant for a
given time interval; here particles are in Brownian motion
trapped in a cage, and c) at longer times, the motion again
becomes diffusive. To obtain the real and complex compo-
nents of G*(w), the method of applying directly a Laplace
transform on the fitting curve to (Ar2(t)), using analyti-
cal continuity (s — iw), and eq. (2) to get eq. (3) may be
very accurate inside the frequency extremes of the data,
but introduces errors near the frequency extremes due to
data truncation. Therefore, other method was used based
on Mason’s logarithmic derivative method [33,38], where
(Ar2(t)) is expanded locally around the frequency of in-
terest using a power law and retaining the leading term.
Thus, the viscoelastic modulus can be calculated through

G'(w) = |G*(w)| cos(ma(w)/2) and

G"(w) = |G*(w)| sin(ra(w)/2), ()

I is the gamma

where |G*(w)| =
function, and

kpT
Ta(Ar2(1/w))[1+a(w)]’

dIn(Ar2(t))

o(w) dint

t=1/w

The evaluation of a is made on the fitting curve to
(Ar2(t)), eq. (4). According to (5), it is important to note
that the obtained range in the G'(w) and G”(w) curves

would be determined by the inverse time values of the
range where the MSD could be measured. In a few cases, as
mentioned above, Laplace transform of the fitting curve,
eq. (4), was also employed to extend slightly the MSD at
long times, with the aim of extending slightly G’ and G
at lower frequencies (using eq. (2) to get eq. (3)) to ob-
serve with better detail the crossing between the G’ and
G" curves. In these cases, the fitting procedure extended
the frequency range for the elastic and viscous modulus
from 5 to 2rad/s. Here, just the curves that completely
overlapped were used.

Finally, [* was obtained from transmittance and re-
flectance measurements of the samples to be investigated,
using an integrating sphere. This method is described else-
where [39]. Just to assess the quality of our [* measure-
ments in colloidal suspensions of particles with different
sizes and particle volume fractions, we calculated [* using
Mie scattering theory following the procedures developed
by several authors [40-42]. The agreement between [* val-
ues measured with the method employing an integrating
sphere and [* values calculated with Mie scattering the-
ory was excellent. There is just a 3.8% mean deviation
between theory and experiment. Other tests can be found
elsewhere [39] I* values for some of the virus suspensions
studied here are presented in table 1; L/I* ~ 15.

It is not easy to determine the error bars in DWS.
Using wormlike micellar systems where defined quantities
can be measured, it is usual for a sample measured in dif-
ferent days to have an error bar of ~ 7% in the determina-
tion of modulus and of ~ 8% in the relaxation time [37].
So, we assign an error bar in our measurements of 7-8%.

3 Results and discussion

Bacteriophage fd prepared as mentioned in the Experi-
mental section was suspended and diluted for its observa-
tion and assessment of purity and integrity with TEM and
AFM. Figure 1 presents different images of fd virus at dif-
ferent amplifications obtained when a drop of a dilute sus-
pension was deposited on freshly cleaved mica. Here, we
observe their rugged surface and both virus ends that are
not of the same size. Although we were not able to resolve
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Fig. 1. a) AFM images of fd virus. 1) topography 800 x 800 nm;
2) phase lag of 1) 800 x 800 nm; 3) phase lag 300 x 300 nm; 4) to-
pography 800 x 800 nm; 5) topography 600 x 600 nm; 6) phase
lag 200 x 200nm; 7) phase lag 200 x 200 nm; 8) topography
100 x 100nm; 9) phase lag 100 x 100nm. b) Current mod-
els to explain the capside of the virus: 10) schematics of the
fd virus structure. 11) Model using image reconstruction by
cryo-electron microscopy [43] 12) model derived by X-ray fibre
diffraction and solid state NMR data [5].

the protein ultra structure, images at very high resolution
were obtained. For a comparison, we included in fig. 1 a
schematic diagram of the virus showing its DNA and cap-
side formed with its minor coat proteins (pIII, pVI, pVIII,
and pIX) and its major coat ones (pVIII), a model image
reconstruction obtained by cryo-electron microscopy [43],
and a model derived by X-ray fibre diffraction and solid
state NMR data [5]. A more detailed image of the kind
of network we are dealing with in a bacteriophage sus-
pension is presented in fig. 2a, where microspheres will be
embedded to perform the DWS experiments. Here, a drop
of fd virus suspension was deposited on a copper TEM
grid and on freshly cleaved mica; the virus network is eas-
ily observed by TEM and AFM, respectively. In fig. 3, we
present a ¢ vs. [NaCl] diagram with the location of differ-
ent phases of the bacteriophage suspension [44,45], where
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Fig. 2. Images of the bacteriophage fd network obtained with:
A) TEM and B) AFM. Inset in (A) presents a dilute virus
sample.

Fig. 3. ¢ vs. [NaCl] diagram with the location of the differ-
ent phases of the bacteriophage fd suspension and the phase
separation lines (dotted lines are guides to the eye) as given in
refs. [44] and [45]. In this diagram, the concentrations of the
suspensions studied in the present work are marked with big
diamonds.
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Fig. 4. a) n vs. % at different virus and salt concentrations. Left
inset: same as in main figure, but at low values of 7. Right inset:
n vs. 4 curves for a suspension in the nematic phase present-
ing a peak, and for the same suspension, but with embedded
microspheres (¢ = 1 um, ¢ = 0.03). b) o vs. % for suspensions
presenting a maximum in the viscosity curve of the main fig-
ure. Notation: fractions correspond to virus concentration/salt
concentration.

we have marked the concentration location of the suspen-
sions studied in the present work, namely, at 25, 20, and
15 mg/mL. For the first two suspensions, we studied three
salt concentrations and for the latter, just two salt con-
centrations. We have two additional studied suspensions
in the diagram, one at ¢ = 10mg/mL to compare with
data in the literature, and another in the nematic phase
(50 mg/mL) that will be discussed later.

3.1 Mechanical rheology

Figure 4a presents the viscosity wvs. shear rate obtained
with a cone-plane cell, for different virus and salt concen-
trations. Here, we included for comparison data from Graf
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et al. [19], for the case of ¢ = 4.04 and 9.12mg/mL, both
at [NaCl] = 100 mM. The latter data are close to our mea-
surements at 10 mg/mL, which shear thins as 4 increases.
However, at lower shear rates, our measured viscosities are
slightly larger. This might be due to the fact that our sus-
pension is slightly more concentrated. At ¢ = 15mg/mL,
suspensions shear thin as 4 increases, and the viscos-
ity values are not so different when the salt concentra-
tion is varied from [NaCl] =100 to 225 mM. The case of
¢ = 20mg/mL and [NaCl] = 100 mM presents a peak at
4~ 11.2s7%. After that peak, the suspension shears thins
in the same way as in [NaCl] = 225 and 300 mM. For the
case of ¢ = 25 mg/mlL, all the suspensions present a peak
no matter the salt concentration, [NaCl] = 225, 300, and
400mM. As in the previous examples, after the peak they
shear thin following the same trend and viscosity values
are close. The 4 values where the maxima of the peaks are
found in these suspensions decrease as the salt concentra-
tion increases, 4 ~ 13.3, 8, and 6.7s~! for [NaCl] = 225,
300, and 400 mM, respectively. In all the cases at low shear
rates (¥ ~ 1s71) before the peak, the suspensions with
more added salt present slightly larger viscosities (see left
inset of fig. 4a). At these high ionic strengths, the virus
charge is surely more efficiently screened making them less
rigid and consequently less prone to be aligned by one side,
and by the other the excluded volume is smaller; then, sus-
pensions are slightly more viscous and larger shear rates
are needed to align the viruses. However, the most im-
portant feature in these curves is the viscosity peak at a
specific 4. There are a few reports showing this feature in
n vs. 4 curves, all coming from the same group [13,15,16].
These authors studied suspensions at several virus concen-
trations up to 23.7mg/mL, with [NaCl] = 100 mM; here,
dextran was added to widen the biphasic region [13,15]. In
particular, the observed peaks [16] occur at large values of
4, when no salt and dextran is added, consistent with the
trend we found. The larger salt concentration corresponds
to the lower 4 where peaks are found. Taking into ac-
count that our samples are located at the borderline of the
nematic-isotropic phase transition, and that the bimodal
will be modified by flow, those peaks must correspond to a
transition from tumbling to wagging flow as in [16] where,
as in our case, the biphasic region in the 4 vs. ¢ diagram
is not wide. The two regions of shear thinning separated
by a peak in the viscosity vs. % indicate that at that shear
rate the ordering in the system is partly lost, contrary to
what is expected when the degree of alignment increases
with the shear rate. For different shear rate and fd con-
centrations, viscosity response of fd suspensions to flow
reversals has revealed three characteristic regions [13,16]
one where viscosity shows strongly damped oscillations,
a region where viscosity is weakly damped (here viscosity
reaches its local maximum), and finally a region where the
viscosity response is very strongly damped. The damping
constant and the tumbling period show a sharp increase
at the viscosity peak. This kind of behavior has been pre-
dicted earlier [46,13], where it was argued that the ne-
matic phase will tumble due to the torque that is exerted
on those rods which have an orientation in the wings of
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the orientational distribution function. This torque is then
transmitted to the rest of the distribution due to strong
excluded-volume interactions between the rods. Neverthe-
less, during the tumbling process the distribution passes
the angle corresponding to the extensional direction of
the velocity gradient tensor in shearing flow. At this point
the orientational distribution of the rods will be distorted
with the result that the ordering will be partly lost. With
increasing shear rate this effect becomes stronger and as
a consequence the experimentally observed viscosity will
increase. At a critical shear rate this effect is so strong
that the ordering is completely lost. Since isotropically
distributed rods flow align, the director will not pass the
angle of extensional flow and return to the flow direction.
This is the point where the wagging regime comes into
play and the viscosity reaches a maximum. The damping
of oscillations in the tumbling regime is probably caused
by an interaction between different nematic domains, and
the explanation of the transition from strongly damped
to weakly damped is that in the wagging state the direc-
tor oscillates around the flow direction. Compared to the
tumbling state, the wagging state corresponds to a more
ordered state where the polydomain structure disappears,
as was observed when the viscosity reached a peak [13].
This behavior also was found in the theoretical predic-
tions of the Doi-Edwards-Hess theory of the nematic di-
rector angle, the magnitude of nematic order parameter,
and the average stress as a function of strain after a start
up of the flow for fd suspensions [16]; here the flow be-
havior can exhibit a sharp transition from the tumbling
behavior, where the director continuously rotates, to the
wagging behavior where the director hops back and forth
between two well-defined angles. At higher shear rates the
director is found to be flow aligning as it was found in the
experiments.

In the right inset of fig. 4a, we present two n vs. %
curves, one for a suspension in the nematic phase (¢ =
50mg/mL, [NaCl] = 225 mM), which presents a peak, and
another for the same suspension, but with embedded mi-
crospheres (particle radius a = 1 ym, at ¢ = 0.03), where
the peak due to the tumbling-to-wagging transition is ab-
sent. The average distance between the colloidal particles
surfaces is approximately equal to 3L., at ¢ = 0.03. Ap-
parently microspheres destroy the nematic order, because
the system is behaving as if it was in a paranematic state.
Figure 4b presents flow curves, o wvs. 7, for suspensions
presenting a peak in the viscosity curve. Here, shear thick-
ening is clearly observed at 4 values where the peaks are
found.

Figure 5 presents typical elastic and viscous moduli in
a frequency range of 0.1 < w < 30rad/s of virus suspen-
sions, at ¢ = 25 mg/ml and different salt concentrations,
measured by mechanical rheometry. For other concentra-
tions, the results are quite similar. G”(w) > G'(w) for all
frequencies below a crossover frequency located around
we ~ 20rad/s. Therefore, fd virus suspensions exhibit a
liquid-like behavior along this frequency range. At fre-
quencies above this crossover frequency, there is a plateau-
like region, as was observed by Schmidt et al. [17] at
lower virus and salt concentrations. At frequencies above
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Fig. 5. Elastic (filled symbols) and viscous (open symbols)
moduli in a frequency range 0.1 < w < 30rad/s for fd virus
suspensions at ¢ = 25 mg/mL, and different salt concentrations
measured with mechanical rheometry. Lines are guides to the
eye. Inset: concentration dependence of G obtained combining
our mechanical results and those of Schmidt et al. [17].

Fig. 6. Below the crossover frequency w. ~ 20rad/s, the fre-
quency dependence of the viscoelastic moduli follows approx-
imately a power law. G'(w) ~ W' and G"(w) ~ w709,
Notation: fractions correspond to virus concentration/salt con-
centration.

40rad/s, the inertia of the employed rheometric cell geom-
etry becomes important and the results are not entirely
reliable. Salt concentration does not modify the G'(w) and
G"(w) curves in an important way; the measurements are
quite close. Since we measured suspensions at higher con-
centrations, the dependence of the plateau modulus, Gy,
with concentration can be obtained more precisely, ex-
tending the data given by Schmidt et al. [17] with our
data, as is presented in the inset of fig. 5. Gy was deter-
mined from the relative minima in the phase lag between
o and . From these data it follows that Gy ~ ¢ [1,4].
Below the crossover frequency w,, the frequency depen-
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dence of the viscoelastic moduli follows approximately a
power law, G'(w) ~ w'1™3 and G (w) ~ w709 (see
fig. 6). Schmidt et al. [17] found essentially the same scal-
ing laws, G'(w) ~ w912 and G"(w) ~ w79 at these
frequencies. At low frequencies (w < 0.5rad/s), our G’ (w)
measurements are noisy, probably due to the small value
of the modulus there. Below w,, the moduli increase as ¢
increases; for a fixed value of ¢, the larger the salt concen-
tration the larger the G”(w). This tendency is not so clear
in G'(w), since values are similar within the experimental
error.

3.2 DWS microrheology

Figure 7a presents a typical (Ar2(t)) vs. t curve measured
for microspheres (a = 1 um) dispersed in a virus suspen-
sion, which spans over seven orders of magnitude in time.
In this particular case ¢ = 24.9 mg/mL, [NaCl] = 300 mM,
and T = 25°C. The (Ar2(t)) curve is the result of numer-
ical inversion of eq. (1), where g(® (t) came from a DWS
experiment (see inset in fig. 7a). Afterwards, the (Ar?(t))
was fitted to the model given by Bellour et al. [36], as
described in the experimental section. It is important to
note that no microsphere flocculation was observed during
the experiments. [* was measured after sample prepara-
tion and after DWS measurement; [* gave the same re-
sults within the experimental error. If some flocculation
occurred, it would be detected, because [* measurements
are sensitive to clustering. In addition, after DWS ex-
periments, a sample drop was observed by optical mi-
croscopy and no aggregation was detected, see fig. 7Tb.
In fig. 7a, we observe three different regimes of motion.
At short times, there is a regime where (Ar2(t)) is al-
most a linear function of time; (Ar2(t)) = 6Dyt, where
Dy is the local diffusion coefficient in the solvent at in-
finite dilution. At intermediate times, (Ar?(t)) presents
a shoulder revealing that microspheres are not trapped
by the fd virus network or they can leave it easily. At
longer times, (Ar2(t)) is again a linear function of time,
(Ar2(t)) = 6Dyt, where Dy, is the diffusion coefficient
in the suspension at long times. It is interesting to note
the clear difference between the (Ar?(t)) curves for sus-
pension of fd virus and the same curves for another
suspension with threadlike structures, the worm-like mi-
cellar solution [26,36,37]. For comparison, in fig. 7a a
typical (Ar2(t)) curve for a wormlike micellar network
was included that is made of N-tetradecyl-N,N-dimethyl-
3-ammonio-1-propanesulfonate (TDPS), sodium dodecyl
sulfate (SDS), and salty water [36]. Here, the network is
made by wormlike micelles that undergo an equilibrated
process of breaking and recombination trapping more ef-
ficiently the particles, but allowing them to escape after
some time [26,36,37]. Instead the fd suspension (Ar?(t))
presents just an inflection point around 1ms. All the
(Ar2(t)) curves for the fd suspensions share this behavior.
As a consequence of this difference, as we will see in the
G'(w), virus suspensions do not present a region with a
constant plateau modulus.

Several (Ar?(t)) curves for microspheres (¢ = 1 pm)
moving in Brownian motion in different virus suspensions
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Fig. 7. (Colour on-line) a) Typical (Ar?(t)) curve measured
for microspheres (a = 1 pum) dispersed in a virus suspension
(¢ = 24.9mg/mL, [NaCl] =300mM, and 7' = 25°C). Red
line, best fitting to the Bellour et al. model [36]. Dashed line
corresponds to a typical (Ar2(t)) curve for a wormlike micel-
lar network (TDPS/SDS/brine, [NaCl] = 0.22, microspheres of
a =1 pm and ¢ = 0.03; details in ref. [37]). Inset: field autocor-
relation function that produced the (Ar?(t)) through numeri-
cal inversion. b) Typical optical microscopy image of a drop of
sample of a fd suspension (¢ = 20 mg/mL, [NaCl] = 228 mM)
embedded with microspheres (a = 1 pum) between a slide and
a cover slide after a DWS experiment, where several layers can
be observed; no microsphere aggregation can be observed.

are presented in fig. 8, at 25°C. The best-fit parameters
for the Bellour et al. [36] model for those curves, i.e., Dy,
4, a, and D,,, are shown in table 1. For a given fd con-
centration, the (Ar2(t)) curves are relatively close, and
salt addition sometimes increases the MSD. For a given
salt concentration, the (Ar2(t)) values are lower as the
virus concentration increases (lower panel fig. 8). The mi-
crosphere diffusion at short times, Dy, must correspond to
diffusion of microspheres in salty water. Here, in our case,
the microspheres are not at infinite dilution and surely
particles do not diffuse freely due to electrostatic interac-
tion. To obtain the Dy values, it is not practical to make an
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Fig. 8. (Ar?(t)) vs. t for microspheres (¢ = 1 um) moving in
Brownian motion in different fd suspensions at 25°C. In the
two upper panels, ¢ is a constant, and the salt concentration is
varied (“~” is used to remark that those values are averages
of samples of table 1, with slightly different concentration). In
the lower panel, the salt concentration is fixed and c is varied.

independent measurement of Dy for microspheres in salty
water, because particle flocculation cannot be avoided; the
quantity of added salt in the suspensions is important.
Therefore, these numbers were obtained as fitting param-
eters of the model. As expected, the Dy values obtained
through the fittings are relatively close, but smaller than
the diffusion coefficient of these microspheres in plain wa-
ter at infinite dilution and at T = 25°C (D ~ 2.29 x
10713 m?/s). 652 gives an estimation of the mean square
displacement of the microspheres in a cage that in this
case is almost nonexistent, since microspheres can eas-
ily leave it. The trend followed by 662 is not clear be-
cause ionic interaction is playing an important role. At
the same salt concentration there is a maximum in 662 be-
tween ¢ = 15 and ¢ = 25 mg/mL, however, 662 increases
with salt addition. This seems to indicate that at high
salt concentrations, electrostatic interactions screen the
fd virus charge, and the virus becomes more flexible and
thinner for the microspheres. Therefore, microspheres feel
the network not so compact, as if they would have more
room to move and therefore with less opportunity to be
trapped. The diffusion coefficient for long times D,,, is at
some degree dominated by the long-time viscosity of the
suspension 7, through D,, = kgT/6ran,,. As viscosity
increases, by increasing the concentration of the bacterio-
phages, D,, decreases. This is easily observed in table 1,
when salt concentration is constant. However, ionic in-
teraction plays an important role because at constant c,
the viscosity slightly increases with salt addition as noted

Eur. Phys. J. E (2012) 35: 35

above, but as observed in table 1, D,,, does decrease as salt
is added. The dynamics of the microspheres at the plateau
onset time shows a broad relaxation spectrum, revealed by
the values for the o parameter. The average value for « in
the fd suspensions presented in table 1 is o = 0.26. The
smaller o, the larger the relaxation spectra (o = 1 indi-
cates monoexponential relaxation). This value is relatively
similar to the case when wormlike micelles are the thread-
like structures embedded in the fluid; for CTAB/NaSal
(a ~ 0.23-0.26) [26], CTAC;SO3 (o = 0.25-0.30) [36],
and of TDPS/SDS (0.18-0.28) [37]. The virus suspension
corresponding to ¢ = 50mg/mL and [NaCl] = 225 mM
was measured in the nematic phase, despite it is not an
isotropic media and the current form of DWS theory can-
not be used. However, the inclusion of the microspheres
to use DWS apparently destroyed the nematic order, as
shown in the top right inset of fig. 4a, where the tumbling-
wagging transition peak is absent. In the same way, [*
measured for this sample produced a value similar to the
Mie scattering theory calculation in anisotropic media,
consistent with a lack of nematic ordering. Then, this ap-
parently is a way to explore denser suspensions than those
permitted by phase equilibrium and to be consistent with
DWS theory. The shapes of (Ar2(t)) are very similar to
the measurements in the isotropic phase. However there is
a change of tendency in 662 and of D,, as observed in ta-
ble 1. In this particular case, the cage is abnormally small
and D,, is larger than expected.

In a previous report, Kang et al. [47] measured the
short- and the long-time diffusion for particles with differ-
ent radius (a = 3, 35, 210, and 500 nm) in dilute fd suspen-
sions, up to ~ 1 mg/ml, at two values of the ionic strength
(10 and 110 mM) using a combination of fluorescence cor-
relation spectroscopy, DLS, and video microscopy. Here,
these authors also evaluated the MSD for these particles
in short periods of time ~ 0-5s depending on the size of
the particles. It is difficult to compare their results and
our results, because in our case we use much larger par-
ticles (a = 1pm) embedded in highly concentrated sus-
pensions (~ 15.3-50mg/ml). However, several trends in
our measurements are similar to their results for big mi-
crospheres (500nm); diffusion coefficients decreases when
fd concentration increases, and the ratios for D,, /Dy are
small (in our case averaging over all the studied concentra-
tions D,, /Dy ~ 0.005 and in their study D,,/Dg ~ 0.08
at 1 mg/ml). For the same reasons, the MSDs are orders
of magnitude smaller than in Kang et al. [47].

Figure 9 presents both G'(w) and G”(w) as a function
of the angular frequency (2 < w < 108) obtained from the
MSDs for several bacteriophage suspensions. Two cross-
ings between G'(w) and G”(w), as well as a plateulike
region are clearly observed. When G'(w) and G”(w) are
obtained evaluating the power spectral density of the ther-
mal fluctuations of embedded micron-sized particles [20],
those features cannot be observed well because of the
accumulated error, and of the finite high-frequency cut-
off of the Kramer-Kronig (KK) integral relation to ob-
tain G'(w). In general, the suspension is mainly viscous,
G’ (w) > G'(w), except in the plateaulike region. This is
probably due to the virus semiflexiblibility (L. ~ [,), and
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Fig. 9. G'(w) (continuous line) and G”(w) (dashed lines) as a
function of the angular frequency for several fd suspensions. In
the two upper panels, ¢ is a constant, and the salt concentration
is varied (“~” is used to remark that those values are averages
of samples of table 1, with slightly different concentration). In
the lower panel, the salt concentration is fixed and c is varied.

that its surface is negatively charged preventing any kind
of sticking among them. At ¢ = 20mg/mL, G'(w) appar-
ently does not depend on the salt concentration, and for
¢ = 24.7mg/mL the trend is not clear because the results
for the case of 402 mM and 300 mM are within the exper-
imental error; although, G'(w) is larger for 227 mM. For
G"(w) the trend with salt concentration is unclear. For
a specified salt concentration (227 mM), the larger G’ (w)
is presented by the suspension more concentrated in the
bacteriophage. G (w) apparently follows the same trend,
although the values for ¢ = 15.3 and ¢ = 20 mg/mL have
the same values, within the experimental error. In fig. 9,
reference lines are included showing that at frequencies
around ~ 10%*s™! the viscous modulus exhibits a power
law behavior, G” ~ w?3/*, and at high frequencies where
the solvent contribution dominates the modulus follows
G~ wl.

Figure 10 presents a comparison for the G’(w) and
G"(w) curves obtained with the DWS measurements pre-
sented in this work, and with the thermal particle fluc-
tuations method carried out by Addas et al. [20], where
the power spectral density of the thermal fluctuations of
embedded micron-sized particles is evaluated. In this fig-
ure, we included a few of their experimental points to
make the comparison. With DWS, it is possible to ex-
tend the moduli measurements to higher frequencies, and
the DWS data is much less noisy than the data obtained
by Addas et al. [20] (see fig. 10 of ref. [20]). Increas-
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Fig. 10. A comparison of G'(w) (full circles) and G"(w)
(open circles) measured with DWS and through evaluating the
power spectral density of the thermal fluctuations of embedded
micron-sized particles carried out by Addas et al. [20] Insets:
a) comparisons between DWS results and mechanical rheome-
try developed by Schmidt et al. [17] and b) by this work (lower
inset).

ing the virus concentration, the magnitude of the vis-
coelastic moduli also increases. Our data follows the same
trend found by these authors, despite salt concentration
in both studies is different ([NaCl] = 50mM in Addas et
al. [20] and [NaCl] = 103mM in this work). However, as
observed in our study, salt addition does not change the
microrheology in an important way (see figs. 8 and 9).
We present comparisons between mechanical rheometry
and microrheology in fig. 10. In the inset (a) our DWS
results are compared with mechanical rheology developed
by Schmidt et al. [17] and in inset (b) with the mechan-
ical rheology made by us. Of course mechanical rheology
can measure only at very low frequencies, and transmis-
sion DWS can measure at the intermediate and high fre-
quencies. However, both techniques can measure the first
crossing of G’(w) and G”(w) that increases with fd concen-
tration. From this comparison it is clear that the frequency
of the first crossing is well reproduced by DWS, however,
DWS always presents the crossing at slightly higher mod-
uli values.

As mentioned in the Introduction, Morse proposed a
model for describing the linear rheological properties of
tightly entangled isotropic solutions of semiflexible poly-
mers using a tube model [18,23,24]. In this model, the
high-frequency regime is dominated by a large tension
contribution yielding a complex modulus that varies as
G*(w) ~ w®. The input parameters in the Morse model
for a monodisperse polymer solution are: filament density
p, hydrodynamic filament radius d, solvent viscosity s,
as well as L, l,, and l.. d can be estimated (~ 10nm)
from the size of the virus, and the only unknown quan-
tity is l.. Basically, in the framework of this theory, two
different methods have been used to estimate this length,
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Fig. 11. (Colour on-line) A comparison of the viscoelastic
moduli obtained experimentally with DWS and obtained by
the Morse model for semiflexible polymers. p = 585.6 ym =2
(¢ = 15mg/mL), d = 10nm, ns = 1mPas, L. = 900nm,
I, =2.2um, and T = 25C. 129925 — 0.49 ym, 2™ = 0.35 pum,
1BCA = 0.32 um, and [FMA = 0.26 um. Inset: prediction of the
Morse model for ¢ = 15 (black circles), 20 (red squares), 25
(green triangles) mg/mL, using LEMA,

both giving a different power law dependence on p and I,,.
In one method, the interaction of a polymer chain with
just a single nearby polymer chain is considered; there-
fore, the collective elastic relaxation of the network is
neglected. This is the binary collision approach (BCA)
producing the expression [EC4 = 3.45p*2/5l,1,/5 (eq. (47)
in ref. [24]). The other method treats the surrounding
network around a polymer chain as an elastic contin-
uum represented with a shear modulus equal to the self-
consistently determined plateau modulus of the solution.
This procedure is called the effective medium approach
(EMA), which leads to the formula [EM4 = 1.70,0_1/3l;/3
(egs. (9) and (65), in ref. [24]). In addition, Addas et
al. [20] used other two formulae to evaluate l.. In the
first one, they used a combination of the methods just
described; here [2™M = ((IBCA) 4 ((EMAYHY/4 a5 sug-
gested by Morse to these authors [20]. In the second for-
mula, they considered that the pre-factor b, in the equa-
tion LAddas — pp=2/ 5l,1,/ ® is a universal parameter inde-
pendent of the kind of polymer system under study. They
assigned to this parameter the value b = 5.4 based on
the rheological results in suspensions of F-actine; Thus,
[Addas — 5.4/)*2/5l,1,/5 [20]. Figure 11 presents a compari-
son between the viscoelastic moduli obtained by DWS ex-
periments and the Morse model for semiflexible polymers.
The specific parameters used in these calculations were the
following: p = 585.6 um~2 (¢ = 15mg/mL), d = 10nm,
ns = 1mPas, L, = 900nm, I, = 2.2 um, and 7" = 25°C.
For the entanglement length we used (29925 = (.49 ym,
IAM = 0.35 ym, (¢4 = 0.32 ym, and [PMA = 0.26 pm.
As we can observe in fig. 11, along the frequency range
1 <w<10° rad/s, the agreement between experiments
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and theory is not good, in particular because the exper-
imental data show a no-well-developed plateau as is ob-
served in the model calculations, no matter what version
of I, is used. The minimum in G"(w) between the cross-
ings is quite pronounced in the model, as compared with
the experiment. In the inset of fig. 11, we present the cal-
culated moduli for fd suspensions using LEMA at different
concentration values, ¢ = 15, 20, 25 mg/mL. Clearly, we
can observe that the shear moduli increase as ¢ increases,
but the shape of the moduli is not the right one. To under-
stand the origin of the mismatch, the internal consistency
of the G'(w) and G” (w) curves was tested through evaluat-
ing G'(w) from G”(w) by using the KK integral relations,
which in linear response theory comes from the causality
principle

Gw)=2p /0 TN g, (6)

T w2 — w2

where P indicates the principal value. As we can observe
in fig. 12a, the G’(w) curve obtained through introducing
the G”(w) curve, coming from the Morse model, into the
KK equation (eq. (6)), deviates from the G'(w) obtained
directly from the Morse model, mainly at high frequencies.
On the contrary, our experimental values are consistent
with the KK equation, as can be observed in the inset of
fig. 12a. Here, the DWS experimental G'(w) agrees well
with the G’ (w) calculated with KK equations introducing
this time the DWS experimental G”(w) curve into eq. (6).
The KK calculations were carried out fitting a model curve
to the viscous modulus. Afterwards, the elastic modulus
was estimated through numerical integration, according
to eq. (6). The fitting model curve used for G”(w) was

G'(w) = Go——g— + »_ Aiw™. (7)

For the case of the calculation for the Morse model, we use
only one power law fitting at high frequencies. For the case
of the fd virus experimental data, two power laws were
necessary to fit the viscous modulus at high frequencies.
Another difference with theory can be noticed with
|G*| = VG'"? + G" at high frequencies, where a power
law behavior is observed, |G*| ~ w”. We found a change
of exponent at some particular wg not observed in the cal-
culations using the Morse model. This behavior has been
observed in wormlike micelles [26,37,48], but it has not
been reported for fd suspensions. In those systems at high
frequencies, where time scales are shorter than those of
wormlike micelle breakage time, the Maxwellian stress re-
laxation processes are essentially frozen, and the micelles
can be regarded as semiflexible polymer chains. Stress re-
laxes via intramicellar processes: First, it is dominated
by the Rouse-Zimm modes and then by the internal re-
laxation of individual Kuhn segments. Therefore, G* ex-
hibits a power law behavior, |G*| ~ w”, with the expo-
nent v ~ 5/9 in the Rouse-Zimm regime, which changes
to v ~ 3/4, where the internal bending modes of Kuhn
segments dominate. This change occurs at a critical fre-
quency, wg, corresponding to the shortest relaxation time
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Fig. 12. a) The G'(w) curve obtained by introducing the Morse
model G”(w) curve into the KK equations deviates from the
G’ (w) obtained from the Morse model mainly at high frequen-
cies, ¢ = 20.1 mg/mL. Inset: the experimental values are con-
sistent with the KK equations, the DWS experimental G'(w)
agrees well with the G’'(w) calculated with KK equations in-
troducing this time the DWS experimental G”(w) curve into
eq. (6). b) Comparison of |G*| vs. w obtained with DWS mi-
crorheology (o) and with the Morse model (A), for a sus-
pension of fd virus with 20.1 mg/mL and [NaCl] = 103 mM,
wo ~ 8262.6s7'. The inset presents how wg varies with fd
virus and salt concentration.

in the Rouse-Zimm spectrum [48]. We do not know if
this mechanism is really operating in fd virus, but in
fig. 12 we can observe the power law change. Here, a sus-
pension of 20.1 mg/mL and [NaCl] = 103mM presents a
wo ~ 8262.6s7 L. Intercepts of power laws fittings to |G*|
at high frequencies, with v ~ 3/4, allowed us to estimate
the wg values. In the inset of fig. 12, we present how wy
varies with fd and salt concentrations. wg decreases as salt
concentration increases for virus concentrations of 15.3
and 20 mg/ml, but on the contrary it increases for the case
of 24.3mg/ml. According to the theory used for wormlike
micelles, wg and the persistence length are inversely pro-
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portional. However, Morse theory does not involve these
quantities, therefore without a proper theory we cannot
give a proper explanation for this behavior.

4 Conclusion

Microrheology measurements were performed with a mul-
tiple scattering technique (DWS) on bacteriophage fd sus-
pensions in the high concentrated regime, and at different
values of ionic strength. We also measured the shear vis-
cosity vs. shear rate in these suspensions, and the influence
of virus concentration and salt concentration on the shear
thinning, and on the peak position of the curves corre-
sponding to a transition from tumbling to wagging flow.
This study allowed us to make a comparison between the
results of a multiple scattering technique with those ob-
tained with a particle tracking method of embedded par-
ticles, where the thermal fluctuations and the power spec-
tral density is used to evaluate the viscoelastic moduli. In
general, both methods agree, however the DWS results are
much less noisy and can reach larger frequencies. In DWS,
the (Ar2(t)) of microspheres embedded in the suspensions
is first obtained, given an insight of the system through
examining the influence of virus concentration and salt
concentration on this quantity, over five orders of magni-
tude in time. From (Ar2(t)), the viscoelastic moduli up
to high angular frequencies (10°s~1) were calculated.

In addition, a comparison could be made between
measured and calculated shear moduli. Calculations were
made for a theory for highly entangled isotropic solutions
of semiflexible polymers using a tube model developed by
Morse, where various ways of calculating the needed pa-
rameters were used. Although some features are captured
by the model, it is far from the experimental results mainly
in the 10s™ < w < 10°s~! range. For describing these
semiflexible polymer systems, more theoretical work has
to be done. In particularly, we found that the theoretical
G'(w) and G”(w) were not consistent with the Kramers
Kronig integral relations. On the contrary, the DWS ex-
perimental G'(w) and G”(w) were consistent with them.
Other features which are not incorporated in the theory,
but that can be clearly observed in the experimental data
are: a) |G*| ~ w” also exhibits a change in the power law
behavior exponent at high frequencies, from v ~ 5/9 to
v ~ 3/4, and b) there is an important influence of the ionic
force of the media on the microrheology fd suspensions.
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Abstract The structure of apolipoprotein A-I (apoA-I),
the major protein of HDL, has been extensively studied in
past years. Nevertheless, its corresponding three-dimen-
sional structure has been difficult to obtain due to the fre-
quent conformational changes observed depending on the
microenvironment. Although the function of each helical
segment of this protein remains unclear, it has been
observed that the apoA-I amino (N) and carboxy-end
(C) domains are directly involved in receptor-recognition,
processes that determine the diameter for HDL particles. In
addition, it has been observed that the high structural
plasticity of these segments might be related to several
amyloidogenic processes. In this work, we studied a series
of peptides derived from the N- and C-terminal domains
representing the most hydrophobic segments of apoA-I.
Measurements carried out using circular dichroism in all
tested peptides evidenced that the lipid environment pro-
motes the formation of o-helical structures, whereas an
aqueous environment facilitates a strong tendency to adopt
B-sheet/disordered conformations. Electron microscopy
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observations showed the formation of amyloid-like struc-
tures similar to those found in other well-defined amyloi-
dogenic proteins. Interestingly, when the apoA-I peptides
were incubated under conditions that promote stable
globular structures, two of the peptides studied were
cytotoxic to microglia and mouse macrophage cells. Our
findings provide an insight into the physicochemical
properties of key segments contained in apoA-I which may
be implicated in disorder-to-order transitions that in turn
maintain the delicate equilibrium between both, native and
abnormal conformations, and therefore control its propen-
sity to become involved in pathological processes.

Keywords Apolipoprotein A-I - Amyloidogenic
peptides - Disorder-to-order transitions

Introduction

Apolipoprotein A-I (apoA-I) is considered the major
component of high-density lipoproteins (HDL) and plays a
key role in reverse cholesterol transport, a process that
removes excess cholesterol from the cell membranes of
peripheral tissues and, therefore, works as a protection
mechanism against the development of atherosclerosis [1].

Natively unfolded proteins, such as apoA-I [2], have
recently garnered significant interest and led to coin the
term unfoldome [3]. Disordered domains in natively
unfolded proteins have been associated with protein and
lipid transport, transcriptional regulation [4], and a large
number of diseases including amyloidosis, cancer, diabe-
tes, and neurodegenerative disorders [5]. Nuclear magnetic
resonance (NMR) and electron paramagnetic resonance
(EPR) have demonstrated that the amino (N) and carboxy-
end (C) segment of lipid-free apoA-I present variable
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secondary structures and, therefore, considerable plasticity
[6-11].

Several HDL models that go from a discoidal to a
spherical shape have suggested that the exposed N- and
C-terminal domains of apoA-I interact with lipids [12-15],
and shown that the presence of cholesterol and phos-
pholipids determines whether the apoA-I structure is
present in an open or closed conformation [6]. The highly
hydrophobic C-terminal domain anchors apoA-I to
membranes [16], whereas both the N- and C-terminal
domains have been shown to play roles in receptor-
dependent binding and lipid remodeling of discoidal HDL
particles. Antibody binding and cross-linking studies have
shown that the apoA-I N- and C-terminal domains interact
with the scavenger receptor Bl (SRB1), responsible for
the transfer of free cholesterol and cholesteryl-esters to
the liver [17, 18]. On the other hand, we have recently
shown that several a-helical peptides derived from the N-
and C-terminal domains of apoA-I are able to activate the
plasma enzyme lecithin cholesterol acyltransferase
(LCAT) [19]. While several a-helical structures of apoA-I
and their interactions with proteins and lipids have been
widely studied, other protein structural features of apoA-I,
such as [-sheets, have not been systematically investi-
gated. From the few studies performed, site-directed spin-
labeling electron paramagnetic resonance spectroscopy
(SDSL-EPR) has revealed the presence of a short B seg-
ment at both the N- and the C-terminal regions of the
lipid-free form of apoA-I [7, 20].

Although several of the conformational transitions in
apoA-I are prone to be dependent on their microenviron-
ment, little is known related to its capacity to acquire,
depending on this microenvironment, a secondary structure
susceptible to aggregation, such as globular forms and
[B-sheets.

The most hydrophobic and disordered segments of the
N- and C-end regions of apoA-I were identified through in
silico analysis performed for the complete apoA-I
sequence. The physicochemical analysis included proper-
ties such as hydrophobic moment, charge, average hydro-
phobicity associated to steric zippers, theoretical average
velocity of aggregation, and possible patterns including
residues promoting membrane interactions, self-assem-
bling and aggregation. According to these data, we studied
the structural features of short peptides derived between N-
and C-terminal domains of apoA-I. We identified several
apoA-I modules that promote self-assembly and aggrega-
tion, and found that the positions of specific key aromatic
residues may affect lipid binding. Our results shed light on
the mechanisms that regulate localized conformational
transitions that in turn might affect the way apoA-I inter-
acts with HDL particles.

@ Springer

Materials and methods
Peptide synthesis and sample preparation

Three peptides were synthesized (purity > 98 %) based on
the sequence and functional information reported: apoA-I
[9-24]/D°-RVKDLATVYVDVLKD?** (abbreviated in the
present study as DRV®™?)  apoA-1[45-63]/K*-
LLDNWDSVTSTFSKLREQ®® (abbreviated in the present
study as KLL“™) and apoA-I[221-239]/V**'-LES
FKVSFLSALEEYTKK?* (abbreviated in the present
study as VLES“*?'"%*%) (GenScript Corporation Piscata-
way, NJ). Lyophilized peptides were dissolved at 1 mg/mL
and diluted to a final concentration of 200 pg/mL in
ultrapure water (18.2 MQ-cm, pH 6.8), in the presence of
20 mM 1-lauroyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphocholine
(Lyso-C,PC, CAS RN: 20559-18-6) or 40 % 2,2,2-tri-
fluoroethanol (TFE, CAS RN: 75-89-8). Protein concen-
trations were determined measuring absorbance at 280 nm.

In silico analysis

The primary structure of apoA-I was placed into multiple
algorithms to predict disorder-susceptible regions, hydro-
phobic clusters and aggregation-prone regions. The
PONDR-FIT algorithm, a meta-predictor that joins the
results of six programs (PONDR-VLXT, PONDR-VSL2,
PONDR-VL3, FoldIndex, IUPred, and TopIDP) and forms
an artificial consensus from these results, was used to
predict conformational disorder [21]. Hydrophobic seg-
ments were predicted using the hydrophobic cluster ana-
lysis (HCA) server [22]. Regions prone to form amyloid
fibrils and globular structures were predicted using the
Zyggregator server [23]. Zyggregator uses an algorithm
that considers patterns of hydrophobicity, as well as the
polar and aromatic amino acid content of amyloidogenic
proteins. The prediction of the aggregation rate was cal-
culated using the equation of Dubay et al. [24], considering
several factors that influence aggregation, such as pH, ionic
force, the presence of specific amino acid sequences, net
charge, and total hydrophobicity.

Circular dichroism spectroscopy

Far-ultraviolet (UV) circular dichroism (CD) spectra were
recorded on an Aviv 62DS spectropolarimeter in a 0.1 cm
quartz cell using an average time of 2.5 s and a step size of
0.5 nm over a wavelength range of 190-260 nm. Sample
concentration was determined before each CD measure-
ment and following baseline correction, ellipticity was
converted to mean molar ellipticity (®, deg cm® dmol ™).
Secondary structure content was calculated at 190-260 nm
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using the circular dichroism neural network (CDNN) based
software [25].

Transmission electron microscopy and atomic force
microscopy

Samples of peptide solutions in water were collected after
0, 24, 48, 72, 96 h and 120 days of incubation at 4 °C and
observed using transmission electron microscopy (TEM)
with a JEM-1200EX11 JEOL microscope (70 kV) and
atomic force microscopy (AFM) performed with an AFM
Digital Instruments/Veeco. Peptide solutions for TEM
were deposited on carbon-coated transmission electron
microscopy grids and stained with 2 % uranyl acetate.
Aliquots of peptide solutions in water were deposited onto
freshly cleaved mica, dried under laminar flow for 5 min,
and visualized by AFM. Images were obtained using a
Multimode microscope (Digital Instruments/Veeco) and a
Nano Scope IIla (Digital Instruments/Veeco) control sys-
tem. Images (5.0 x 5.0 um) were obtained in contact
mode at a scan frequency of 2 Hz using silicon nitride
(SizNy) AFM tips.

Viability assays and optical microscopy

RAW (mouse macrophage, ATCC CRL-2467) and EOC
cells (mouse microglia, ATCC TIB-71) were grown as
previously described by us [26]. Macrophage and microg-
lial cells were placed into 96-well plates at a density of
1 x 10* cells/well (100 pL/well) and incubated for 24 h at
37 °C. Serial dilutions of aged peptide solutions (120 days
at 4 °C) were prepared in Opti-MEM reduced-serum
medium (OptiMEM) without phenol red. Incubations were
performed for 20 h, and cell viability estimated by mea-
suring the cellular reduction of MTT (3-(4, 5-dimethyl-
thiazol-2-yl)-2,  5-diphenyltetrazolium  bromide) as
previously described by us [26]. Cell images were observed
by optical microscopy at 40x magnification, processed and
stored as TIF using an Olympus IX71 microscope and the
Image-Pro 3DS 6.0 software.

Results

In silico analysis of apoA-I and apoA-I-derived
peptides

Using the PONDR-FIT algorithm, four disorder-prone
regions (amino acids 1-13, 112-154, 204-210, 233-243)
were identified in apoA-I (Fig. 1a). The disorder propensity
graph shows that segments corresponding to peptides
DRV®2 and VLES®'2* present a higher tendency
toward an unstructured conformation than the highly

Fig. 1 Disorder and aggregation predictions for apoA-I. a The
disorder profiles were created with PONDR-FIT and the hydrophobic
clusters predicted using the HCA server. Propensities to disorder for
DRV®?? and VLES®?*'"2? overlapped with the apoA-I disorder
profile. b Aggregation profiles of apoA-I were obtained using
Zyggregator and prediction of propensity to generate amyloid fibrils
and globular structures using Zagg propensity and Ztox propensity
respectively

ordered segment KLL®*6%, Nevertheless, when individual
peptide sequences rather than the entire protein sequence
were analyzed, we observed that peptide KLL“# %% pre-
sented the highest tendency to become disordered
(Fig. 1a). Using the HCA server, three highly hydrophobic
segments (amino acids 13-22, 45-49, 216-232) were
predicted that precisely correspond to DRV©2%,
KLL“% and VLES®?'"2*? (Fig. 1a). In addition, Zyg-
gregator identified several native apoA-I sites with the
propensity to form amyloid fibrils and globular structures
(amino acids 15-20, 50-57, and 224-230). These sites also
correspond to peptides DRV©®2Y KLL®*  and
VLES®21-239 (Fig. 1b). The theoretical prediction for
aggregation rates (Zag propensity) indicates that peptide
VLES®?'"23 could form amyloid-like aggregates faster
than the other peptides tested (Table 1).

Circular dichroism

Peptides DRV, KLL*™*_ and VLES®*'""*% placed
in water were monitored by far-UV CD at 24 h intervals
(Fig. 2a—c) in the presence of 20 mM Lyso-C;,PC
(cmc = 0.9 mM) or 40 % TFE (Fig. 2d-f). The percent-
ages for the different secondary structural modules for
these peptides were calculated employing the CDNN

@ Springer
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Table 1 Physicochemical properties of peptides DRV©®2? KLL“*¥ and VLES??!-23%

Peptide DRV (9-24) KLL (45-63) VLES (221-239)
Amino acid BRVKBLATVYVBVLKE KLLBNWBSVTSTFSKLREQ VLESFKVSFLSALEEYTKK
sequence®
Average charge -1 0 0
Average —0.116 —0.151 0.118
hydrophobicity
(kcal/mol)
Hydrophobic 0.490 0.280 0.390
moment pH
(kcal/mol)
Steric zipper” 0.675 0.218 0.664
hydrophobicity
(kcal/mol)
Zag propensity —4.3 —4.5 3.2
log K(s™")
Aromatic(X)and oIoIoo.o.XoocoIc Io-ocXcoo.ooXoIcIoc o.o-XIooXo.o.o-Xo-

positive polar
(P) amino acids
position into the
peptide sequence

Globular structure Yes Yes Yes
formation

Fibril formation Yes No Yes

Cytotoxicity Medium Poor High

# amino acids: positive (blue), negative (red), polar uncharged (green), aromatic (yellow)
" The steric zipper is underlined

Fig. 2 Far-UV CD spectra of
apoA-I derived peptides. a—c
Spectra of peptide DRV ™%,
KLL“5Y_ and VLES®21-2%
incubated for various times in
water. d—f CD spectra of
peptides DRV©2%, KLL®*>76%,
and VLES®'"2? jncubated for
24 h in 40 % TFE and 20 mM
Lyso-C,,PC

program (Table 2). CD spectra of peptides dissolved in  structures. The CD spectra deconvolution of DRV®=%,

water presented a single minimum around 200 nm at the 0 KLL“™®_ and VLES®*'">*% in water displayed a mixture
timepoint, indicating primarily the presence of disordered  of a-helix, B-sheet, and disordered structures (Table 2). In
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Table 2 Secondary structure content of apoA-I derived peptides in water and in the presence of hydrophobic molecules

Sample Incubation time (h) PEPTIDES
DRV©-24 KLL 563 VLES®@21-239)
% o % f % rc % o % f % rc % o % P % rc
H,O 0 6.6 353 38.4 4.5 382 354 8.5 46.0 28.6
24 7.0 34.1 38.2 5.0 36.9 353 10.5 47.8 27.0
48 7.3 323 38.4 5.1 36.4 35.2 11.1 45.2 27.7
72 9.7 27.7 37.2 4.2 39.5 35.2 10.3 50.2 26.2
96 11.2 26.9 36.4 4.0 41.2 35.2 10.3 46.0 27.6
120 12.7 22.0 36.8
144 13.1 22.0 36.5
168 16.8 19.8 34.7
192 17.6 18.4 34.5
TFE 40 % 24 47.2 0.6 26.7 26.3 194 28.0 39.5 2.7 25.0
Lyso-C;,PC 20 mM 24 26.8 3.9 46.3 242 13.4 28.0 34.0 5.9 26.0

TFE (2,2,2-Trifluoroethanol), Lyso-C,PC (1-lauroyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphocholine). o (a-helix), f (B-sheet), rc (random coil). Sec-
ondary structure percentages were estimated using the circular dichroism neural network (CDNN) based software

the presence of Lyso-C;,PC and TFE, the three peptides
showed a clear minimum at 208 and 222 nm and a maxi-
mum at 195 nm, characteristic of an a-helix (Fig. 2d-f).
Lyso-C;,PC strongly promoted the recovery of secondary
structure from a disordered conformation with all peptides
tested. Optimal recoveries occurred with peptide
VLES(221‘239), whereas the weakest one was shown by
peptide KLL“>%® (Fig. 2d-f).

Peptide aggregates observed by TEM and AFM

Since an increase in [-sheet structures suggests the
potential formation of amyloid-like fibrils, peptide samples
were analyzed by TEM (Fig. 3) and AFM (Fig. 3 insets).
This figure shows the different configurations that peptides
VLES®#'=23  (Fig. 3a-f), DRV“®? (Fig. 3g-1) and
KLL®™ (Fig. 3 m-r) display over time. Peptide
VLES®'™¥ at 0 h revealed protofibrillar structures
(arrows, Fig. 3a) that longitudinally grow after 24 h incu-
bation (Fig. 3b). After 48, 72, and 96 h incubation
(Fig. 3c—e), fibrillar or globular structures did not show any
modification. However, after 120 days incubation, peptide
VLES®*'"2% shows the formation of globular structures
that significantly increased in size (Fig. 3f). Peptide
DRV®~% displayed a mixture of oligomers and proto-
fibrillar intermediaries at the start of the experiment
(Fig. 3g), whereas at 24 h incubation, we observed long
fibrillar structures (Fig. 3h). After 48 and 72 h incubation,
lateral aggregation of fibrils generated wider structures
(Fig. 3i,j). At 96 h incubation, thick bundles of fibrillar
structures were found with no additional changes in size
seen after 120 days incubation (Fig. 3k,l). In contrast, no

fibrillar aggregates were seen during the incubation of
KLL“%% peptide over time (Fig. 3m-r).

MTT cell viability assay and optical microscopy

As previously reported by us employing the B-amyloid
peptide, cytotoxic effects of aggregates formed by
DRV KLL*%Y and VLES®*'"*” were evaluated
on macrophage and microglial cells [27], following the
reduction of MTT as an indirect indicator of cellular oxi-
dative stress [28]. DRV©2 KLL#*63 and VLES®21239
peptides were incubated for 120 days prior to viability
testing. When macrophages were exposed to increasing
concentrations of the three tested peptides, cell viability
was only slightly decreased in the case of VLES®?!™23),
with no dependence on peptide concentration (Fig. 4A).
For the viability experiment performed with microglial
cells, the peptide concentration range was expanded to
93 pg/mL and a clear loss of cell viability was observed
(Fig. 4B). Optical microscopy images shown in Fig. 4Ad
and 4Bd depict clear morphological changes in both cell
types treated with peptide VLES**'™>*_ At the highest
concentration tested, vacuolization was registered in mac-
rophages employing 46 pg VLES/mL and with 93 ng
VLES/mL for microglial cells. Modest cytotoxic effects
were observed with both peptides DRV©®~2* (Fig. 4Ab,
Bb) and KLL“%¥ (Fig. 4Ac, Bc). From these series of
cell viability experiments in correlation to peptide aggre-
gates shown by TEM and AFM, it becomes clear that
VLES®2!'723 yith the presence of small protofilaments
associated to oligomers corresponds to the most toxic form
of the peptide.
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Fig. 3 TEM and AFM micrographs of peptides DRV©2Y,
KLL“%9 and VLES®?'"23?) Evolution of peptide aggregation in
water was evaluated by electron and atomic force microscopies on
peptides VLES®?'"239 (A_F), DRV®2* (G-L), and KLL***® (M_R).
Incubation times correspond to: O h (A, G, M), 24 h (B, H, N), 48 h

@ Springer

(C, 1, 0),72h (D, J, P), 92 h (E, K, Q), and 120 days (F, L, R).
Arrows (A) show protofibrillar structures. Insets correspond to AFM
images of samples used in CD experiments and the scale correspond
to 1 um
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Fig. 4 Cytotoxic effects of
apoA-I derived peptides. MTT
reductions experiments
performed with macrophage (A)
and microglial cells (B). Aa-d
Optical microscopy images of
macrophages treated for 24 h
with peptides previously
incubated at 4 °C in water for
120 days (46 pg/mL). Ba-d)
Optical microscopy images of
microglial cells treated for 24 h
with peptides previously
incubated at 4 °C in water for
120 days (93 pg/mL). a Control
without peptides, b DRV©®2Y,
¢ KLL*™?, and

d VLES®@21-239)

Discussion

In 1950, Karush [29] proposed that protein-ligand inter-
actions stabilized the best-fitting members within an
assembly of structures in equilibrium. Since then, numer-
ous studies have demonstrated that disorder and flexibility
in protein structure are important features in the under-
standing of protein function. In the case of apolipoproteins
such as apoA-I, apoC-II, and apoE, it has been found that
they correspond to intrinsically disordered proteins. As a
consequence of their structural flexibility, the X-ray crystal
structure of the C-terminal apoA-I has shown its propensity
to destabilization as well as to be able to adopt different
conformations when associated to lipids or in a lipid-free
state [30, 31]. The crystal structure of lipid-free apoA-I
demonstrated that although it contains a largely helical
four-segment bundle [31], when in solution, this segment
adopts a molten globule conformation with its N- terminal
domain completely disordered [7].

When apolipoproteins are exposed to air/water and lipid/
water interfaces, evident disorder-to-order conformational
transitions take place that might have an important impact
upon HDL function [32-34]. In this sense, we have pre-
viously shown that conformational transitions observed
with a series of apoA-I derived peptides stabilize and
improve the enzymatic activity of LCAT [19].

In order to predict which segments of apoA-I could
present the greater propensity to develop disorder-to-order
transitions, using the PONDR-FIT server, we have studied

three segments that bind to lipids and acquire a helical
conformation that might contribute to the stabilization of
lipid-protein interaction. Within each of the disordered N-
and C-terminal domains, small segments of hydrophobic -
sheet structure are exposed and, therefore, proposed to
interact with lipids [7, 20]. Our analysis using the HCA
server revealed three highly hydrophobic clusters within
the helical structure of apoA-I, being the longest one found
at the C-terminal domain. This result supports our previous
reports and also suggests that lipid-free apoA-I first binds
membrane lipids or surface lipids of lipoproteins through
the C-terminal fragment. The presence of nonpolar core
residues in the protein may be related with this phenome-
non, which does not occur when proteins have an inade-
quate number of hydrophobic residues.

Peptides studied in this investigation have the particular
feature of having a good balance between charge and
hydrophobicity that allows them to stay “suspended” as
globular structures and due to hydrophobic interactions bound
together with the potential to generate fibrillar structures.
While peptide DRV~ having a charge of —1 presents the
ability to easily generate amyloid-like fibers as previously
reported by us [27], peptide VLES®*'">*? with no charge at
physiological pH, only form thin protofibrils. Peptide
KLL“%? also presenting a net charge of 0 at physiological
pH, shows a low efficiency for intermolecular interactions
and, therefore, a low propensity for the generation of fibrils.

Peptides and proteins capable of generating amyloid
fibers present common hydrophobic structural blocks
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called “steric zippers” [35]. Interestingly, DRV in
addition to presenting the highest pH, also contains a
“steric zipper” with the highest average hydrophobicity
value when compared to peptides KLL“®¥ and
VLES®!723 " Although peptide KLL“™¥ is the most
polar of the three peptides tested, it also contains a “steric
zipper” showing weaker hydrophobic characteristics than
those present in peptides DRV®2* and VLES®@?!'=3,
This characteristic indicates the absence of an adequate
nucleation center that might self-assemble and, therefore,
the difficulty to generate fibrillar structures. CD spectra
deconvolution for peptides DRV®=2* and VLES®?'">%
suspended in water, showed over time a moderate increase
in o-helix content despite microscopy evidence of fibril
formation (Table 2). CD spectra deconvolution for peptide
KLL“%% suggests that the formation of p-sheet structures
alone is insufficient to induce protein aggregation and fibril
formation. On the other hand, the use of the software
Zyggregator predicted that propensity for amyloid-like
fibril formation was similar for peptides DRV©2%,
KLL“® and VLES®*'"2* (Fig. 2b).

We recognize three elemental features in peptides
DRV®2* and VLES®*'"%? that lead to protein aggrega-
tion. In the first place, peptides present a steric zipper
characteristic of amyloidogenic proteins in the form of
tandems of hydrophobic and nonpolar amino acids
(Table 1). Second, the presence of aromatic amino acids, in
particular phenylalanine, is related with self-assembly of
amyloid fibrils. Finally, we observed a size uniformity of
the steric zipper and adjacent regions, a property related to
protein—protein interactions that drive amyloid-like for-
mation. The existence of unstructured segments at the N-
and C-terminal domains of apoA-I makes the protein sus-
ceptible to enzymatic hydrolysis [36], phenomenon that
increases the probability for the generation of highly
hydrophobic autoimmune structures that in turn might
induce an inflammatory response [33, 37, 38] promoting
the generation of nucleation centers important in the for-
mation of amyloid-like fibrils (Fig. 5) [39—42]. In addition,
under proteolytic conditions, it has been observed that
apoA-I/HDL releases peptides from its terminal domains
showing the same properties as when they are in a lipid
medium [43, 44]. During our viability assays, peptide
VLES®*'723% and to a lesser extent DRV(9_24), the two
peptides that generate fibers, have the ability to promote
cytotoxicity. VLES®!7239 als0 presents the property to
alter the cell membrane as observed by optical microscopy
(Fig. 4Bd). Conducting an analysis of peptide sequence
motifs capable of interacting with membranes or phos-
pholipidic surfaces [45, 46], it is observed that peptide
DRV®2* presents amino acids with a net positive charge
(lysine and arginine) and aromatic amino acids. Interest-
ingly, peptide KLL“%® showing a lysine residue at the
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N- terminal, two aromatic amino acids, and several non-
polar residues resembling the phospholipid polar head
might promote the formation of “peptide micelles” [47]. It
has been established that electrostatic interactions between
positive residues located at the protein and the presence of
negatively charged phospholipids, are the dominant forces
that promote adsorption of the protein onto the membrane
surface [48]. On the other hand, nonpolar interactions
between hydrophobic segments of the protein and the
presence of lipid hydrophobic chains, lead to the insertion
of the protein into the membrane interface [45]. In our
hands, incubation of cells in a medium containing
VLES®*'"2* showing an o-helical structure when asso-
ciated to lipid molecules, seems to be the conformation that
mostly damage cells [40, 49]. From the images seen with
TEM and AFM, it can be concluded that the presence of
VLES®?'™2* in the form of small protofilaments and
oligomers corresponds to structural forms associated to a
high degree of cytotoxicity.

Based on the conformational transitions and cytotoxicity
associated to the apoA-I derived peptides used in this work,
we suggest that transitions leading to an a-helix formation
in this protein at the hydrophilic/hydrophobic interface of
membranes can be considered a key feature to explain cell
toxicity.

Our study puts into perspective the fact that highly
hydrophobic segments of apoA-I present the ability to
develop secondary structure disorder-to-order transitions
depending on the molecules to which it is associated. The
association of these highly hydrophobic segments to spe-
cific types of lipid molecules could shift the equilibrium
toward the consolidation of a-helical segments that would
apparently warranty the normal function of the protein. In
contrast, if these segments follow protein—protein interac-
tions or are kept in highly hydrophilic environments, the
possibility for the generation of localized pro-aggregation
structures might disrupt the normal function of apoA-L

The dynamic structure exhibited by apoA-I basically
supported by intrinsically disordered exposed segments that
undergo disorder-to-order and order-to-disorder conforma-
tional transitions might also explain the exchangeability
properties shown by this family of apolipoproteins. When
the protein is located in a highly hydrophilic media with its
lateral segments exposed, these segments mostly show a
disordered conformation and the permanence of the protein
in plasma maintained. Nevertheless, when these segments
start to get associated to lipid, there is a shift toward orga-
nized secondary conformational structures mostly a-helical
structures that in a continuum tend to change the equilib-
rium, toward the formation and consolidation of lipid loaded
particles that eventually give rise to the generation of HDL.

For many years, protein function had resided in the fact
that well-ordered structures mostly through rigid
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Fig. 5 ApoA-I aggregation properties. Lipid-poor apoA-I interacts
with the ABCAL receptor and produce discoidal structures following
a process still under active investigation. Discoidal particles are
transformed into spherical HDLs by the action of the LCAT enzyme
[39]. Only the spherical forms of HDL can interact with the SRB1
receptor. Modified apoA-I can not interact properly with the ABCA1
receptor forming smaller abnormal discoidal HDLs [40]. A direct

tridimensional blocks were fundamental for understanding
the way proteins work. Nevertheless, nowadays this con-
cept has been surpassed when recognition has been made to
phylogenetically advanced organisms that develop function
through and important number of intrinsically disordered
proteins and the concept of structural disorder, as a new
form of secondary structure of proteins conceived. In this
sense, an important number of diseases that in the past had
been difficult to understand, during the present days they
start to find an explanation in the anomalous folding of
proteins [50]. Without a doubt, we can say that, in the near
future many diseases with poorly understood origins not
only will find a molecular explanation based on this phe-
nomenon, but also in the way intrinsically disordered
regions of proteins are modulated.
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consequence of this condition is the exposure of highly unstructured
apoA-I segments prone to enzymatic hydrolysis [41]. Peptides
released by proteolysis might form amyloidogenic structures that
can be organized first as micelle-like peptides that can evolve to form
globular or protofibrillar structures depending on their residue
composition [42, 47]. Modified from [33]
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Filamentous virus decoration with gold
nanoparticles: global fingerprints of
bionanocomposites acquired with SERS+
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New construction blocks for nanomaterials have been found in nature itself: viruses. Synthetic methods to

modify them are relevant for bionanomaterials design. In this paper, a method is presented that takes

advantage of the natural functional groups in the fd virus structure to decorate them with gold

nanoparticles. The method employs a bioconjugation reaction in which cysteine molecules are

appropriately bonded, mediated by carbodiimides, to carboxyl and amine groups in the virus capsid
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proteins. fd virus with one gold nanoparticle at the tip end and gold nanowire-like structures were

obtained. We can discriminate the different synthesized structures, using surface enhanced Raman
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Introduction

Nanotechnology has recently found new construction blocks in
biology, such as short peptides, complex proteins, lipidic
membranes, and more recently amyloid fibrils and viruses."
Applications of these new supramolecular building blocks have
shifted the traditional top-down approach for nanostructure
design to a new bottom-up one.? Probably, the most remarkable
property of these building blocks is self-assembly, which can be
successfully exploited for the development of new bionano-
composites. Among biological structures, viruses have played
an important role in various nanotechnological developments
including biosensing,’® therapeutics,* drug delivery,” and energy
storage.® Reproduction of viruses is genetically controlled and
then practically monodisperse. Using a specific host, they can
be grown in good yield. Their size can range from a few nano-
meters to ~400-1000 nm; they are easily observable by Trans-
mission Electron Microscopy (TEM).” In addition, viral proteins
can be modified using genetic engineering® or chemical bio-
conjugation methods.’

In chemical bioconjugation, virus particles are viewed as
chemical reagents; they can be added to conventional reaction
mixtures available in any organic chemistry lab. Viral surface

“Instituto de Fisica, Universidad Nacional Autonoma de México, P. O. Box. 20-364, D.
F. 01000, Mexico. E-mail: rolandoc@fisica.unam.mx

bCentro Universitario de los Lagos, Universidad de Guadalajara, CP 47460, Lagos de
Moreno, Jalisco, Mexico

“Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Autonoma de México, P. O. Box
70-243, D. F., 04510, Mexico

T Electronic supplementary information (ESI) available: Features of SERS spectra
obtained with PCA for the different kinds of synthesized bionanocomposites are
provided. See DOI: 10.1039/c4ra10656¢

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014

spectroscopy in conjunction with principal component analysis. The general procedure developed here
is a promising tool to determine how viruses are modified after a bioconjugation reaction.

segments exposed to the solvent are able to react with other
biomolecules due to the presence of functional groups such as
carboxyl groups (aspartic and glutamic acids, or terminal
carboxyls), primary amines (lysine or terminal amines),
hydroxyls (tyrosines), thiols (cysteines), and to a lesser extent,
the guanidine group from arginine.' Typical examples of
chemical bioconjugation methods include the Cu(i)-catalyzed
azide-alkyne cycloaddition (CuAAC)," and the use of functional
cross-linkers such as EDC (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-
carbodiimide) and NHS (N-hydroxysuccinimide).*

fd virus

The fd bacteriophage is a single chain DNA filamentous virus
800-1000 nm in length and 6 nm in diameter. The capsid is
formed by five different proteins: three to five copies of protein
III and VI on one end, proteins VII and IX on the other, and
approximately 2700 copies of the major coat protein VIII (pVIII).
pVIII is a 50 amino acid a-helix assembled as fish scales pro-
tecting the DNA" and forming the capsid tubular structure (see
Fig. 1). Only recently, this virus has been used for bionano-
composite production, unlike its closest relative the M13 virus,
which has been widely used in molecular biology and nano-
technology.'” The fd virus has been widely used as a model to
study colloidal systems of semi-rigid rod-like particles forming
fluids embedded with threadlike structures® and liquid crys-
tals. Filamentous structures have been useful in the design of
nanowires as in the case of actin, amyloid fibrils, and rod-like
viruses. All of these structures can be metallized by different
methods to obtain metal nanowires.” In particular, filamentous
M13 and fd viruses can be used as a template for obtaining gold
bionanocomposites.'®”
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Fig. 1 fd virus scheme showing the viral particle proteins, and the
structure of the major coat protein VIII (PDB identifier 1IFD*®), which is
an a-helix composed of 50 amino acids with three principal regions:
amphipathic, hydrophobic, and basic (residues involved in DNA charge
neutralization).2° The possible reaction sites are shown in the amphi-
pathic region.

Fig. 2 Main reaction path for virus modification using the cross-link
reaction catalyzed with EDC and NHS.

Fig. 3 Decoration of viral particles. After reduction of cysteines (pink
wavy lines) free thiol groups are obtained (fd-cys). Addition of AuUNPs
to the reaction mixture can produce wt fd virus with AuNPs prefer-
entially attached to the tip ends, or gold nanowire-like structures (fd-
cys-AuNP).

The fd virus can be chemically modified due to the func-
tional groups present in each coat protein VIII, such as
carboxylic acids (Glu2, Glu20, Asp4, Asp5 y Asp12), and primary
amines (Lys8 and terminal amine).”® On the other hand, the
high affinity of sulfur atoms to react with gold can play an
important role to bond amino acids, such as cysteine and
methionine, to gold nanoparticles (AuNPs).”” However, the
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number of cysteine amino acids in viral capsids is relatively low;
fd virus has just 6 cysteines in each plIII protein, and one for
each protein VI, VII and IX. Therefore, there are approximately
35 cysteine groups in one end of the virus, and 6-10 in the other
one. pVIII protein does not have any amino acids with sulfur,
and the introduction of them by genetic engineering may alter
the appropriate protein folding. As a consequence, chemical
bioconjugation is an attractive method to carry out surface
modification, because practically any biomolecule can be
bonded to any of the many functional groups on these pVIIL
One of the most simple bioconjugation reactions uses the
zero-length cross-linker 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) car-
bodiimide (EDC) and N-hydroxysuccinimide (NHS). Here, a
primary amine and a carboxylic acid form an amide bond as can
be seen in Fig. 2, where the fd virus and cysteine are used as
reactants. This reaction was originally developed for labeling
proteins, and now it is considered as a classic bioconjugation
method." Despite the low specificity of the EDC reaction, it is
simple and fast for bioconjugation of amino acids. This method
is often used as an initial activation step to functionalize
nanoparticles towards biomolecule modification."

Raman spectroscopy

Although, the ultimate test of any successful bionanoconjuga-
tion product is to prove functionality in the desired application,
they need to be characterized to find a relationship between
structure and function. Bionanomaterial architecture has been
studied with a variety of well-developed techniques.** One of
these is the chemically specific Raman spectroscopy. Bands
(peaks) in the Raman spectrum are characteristic of specific
molecular vibrations providing molecular structural finger-
prints.”* Although Raman scattering spectra provide a lot of
information on biological samples, it is an inefficient process
because the scattering cross-sections are very low; ~10*? to
10~'* orders of magnitude below the fluorescence cross-
sections. Thus, to overcome these problems and to achieve
high sensitivity, nanostructured surfaces or noble metal nano-
particles are incorporated in biological samples; scattered
intensity is strongly enhanced due to plasmon resonances. This
Surface Enhanced Raman Spectroscopy (SERS) has proven to be
a very effective technique, where detection sensitivity can be
improved by 6 to 10 orders of magnitude compared to
conventional Raman spectroscopy.**** SERS produces a spec-
trum that contains many peaks, some of which are particularly
enhanced. Each one of these peaks contains useful biochemical
information on the sample.

Principal component analysis

A statistical method such as the Principal Component Analysis
(PCA) is needed to extract as much information as possible from
the data. PCA is a linear algebra standard procedure that
reduces a complex data set with many peaks to a set of lower
orthogonal dimensions, the so-called Principal Components
(PCs), with negligible loss of information. In many cases, only
the largest PCs are necessary for identifying patterns in data and
to highlight differences. This depends on the PCs contribution
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Fig. 4 (a) Ultraviolet spectra of aqueous suspensions of wt fd virus, fd-
cys virus, and cysteine in agueous solution. Electron micrographs of (b)
wt fd virus and (c) fd-cys virus.

to the total variance. PCA has been successfully applied in the
biomedical area to analyze spectroscopic data from samples in
different pathologies.?***”

The present paper has two objectives. First, to report the
synthesis of bionanocomposites made from the fd virus and
AuNPs. A cross-link reaction catalyzed by EDC and NHS is first
used to introduce cysteine molecules in the capsid proteins of
the virus. Wild-type fd (wt fd) and fd-cysteine (fd-cys) viruses are
then bonded to AuNPs. As a result, wt fd with a gold nano-
particle at one tip end and nanowire-like structures are
produced. The bionanocomposites are characterized by
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transmission electron microscopy (TEM), Raman, and SERS.
Second, to use PCA to discriminate the main differences among
the complex SERS spectra of the modified viruses. The results
suggest that this statistical procedure applied to SERS could be
a powerful tool for characterizing the different products during
bionanocomposite production.

Results and discussion

Cysteine molecules were introduced along the viral particle to
obtain fd-cys viruses, using the reaction catalyzed by carbodii-
mides discussed above. The conjugation occurs mainly in
protein pVIII because it is the most abundant protein in the
capsid (Fig. 3).

When UV spectra of cysteine, fd-cys, and wt fd viruses are
compared, they differ. The wt fd and fd-cys viruses are red-
shifted as compared to cysteine in solution (Fig. 4a), and the
UV spectrum of the fd-cys virus has two more peaks than the UV
spectrum of the wt fd. Cysteine on the virus surface can induce a
slight local unfolding on the neighbor amino acids, particularly
important if aromatic amino acid side chains are exposed. Local
unfolding is subtle enough to maintain the virus structure
(Fig. 4b and c), but enough to be observed in the UV spectrum.
As expected, the wt fd and fd-cys viruses cannot be differenti-
ated with TEM (Fig. 4b and c).

Sulfur containing molecules such as thiols and disulfides
present a very high affinity for Au surfaces, in particular to those
of gold nanoparticles.”® Nevertheless, we found that when
cysteines in the fd-cys virus form disulfide bonds, AuNPs do not
bond easily to the viruses. Thus, the disulfide bonds must be
previously reduced with NaBH, to form thiol groups (S-H) in a
N,-atmosphere to avoid oxidation.* After eliminating the
reducing agent with dialysis, freshly prepared AuNPs were
added under stirring to the virus suspension, to form the
bionanocomposites. In addition, the wt fd virus without
cysteine functionalization can also be bonded to the AuNPs at
the tip ends due to the native thiol groups (Fig. 3). Actually,
AuNPs were attached just to one end tip.

The TEM images of Fig. 5 show the formation of two
different kinds of synthesized bionanocomposites after the
reaction of the viruses with the AuNPs has taken place: (a) the
wt fd virus with a nanoparticle bonded at one tip end of the
virus particle (fd-AuNP, Fig. 5a and S1t). Gold nanoparticles
are preferentially bonded to one of the tip ends in agreement
with the larger number of thiol groups at one end. (b) Gold
nanowire-like structures (fd-cys-AuNP, Fig. 5b-d) were
obtained by adding AuNPs to previously reduced fd-cys
viruses. When only one reaction round was employed to
make the fd-cys viruses, a lower amount of AuNPs was
attached (Fig. 5b) than when two reaction rounds were
employed (Fig. 5¢ and d).

Although the AuNPs along the viruses are very close together
in some cases, they do not present long connected segments.
Employing more rounds to attach a greater amount of cysteines
on the virus capsid would most likely increase the linear density
of the bonded AuNPs. It is important to note that isolated
decorated fd-cys-AuNP viruses were not observed at all; they
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Fig.5 Electron micrographs of the bionanocomposites. wt fd virus decorated with 15 nm AuNPs at one tip end (a); inset: a decorated wt fd virus
at higher magnification. fd-cys-AuNP after one reaction round to obtain the fd-cys viruses (b), and after two reaction rounds to obtain the fd-cys
viruses (c) and (d). AuNP diameter = 5 nm. Inset in (d) shows a braided structure made of fd-cys viruses after reduction with NaBH,.

were always forming bundles. Bundle formation occurs prior to
the AuNP addition, and it is probably due to the reducing agent
(NaBH,), which opens the disulfide bonds inducing cross-
linking among fd-cys viruses (inset Fig. 5d). It is not clear

which mechanism leads to lateral aggregation of filamentous
structures, as in other processes of virus metallization;****
although, it has been argued that divalent ions might be
involved."

Fig. 6 Average SERS spectra for wt fd virus, fd-cys, fd-AuNP, and fd-cys-AuNP (gold nanowire-like structures).

57332 | RSC Adv., 2014, 4, 57329-57336
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Fig. 7 Three-dimensional plots of the first three largest principal
components with their percentage contribution to the total variance
(in parenthesis) obtained from SR (enclosed by a dotted line) and SERS
(enclosed by a continuous line) for different sets of viruses. (a)
Comparison between wt fd and fd-cys viruses. (b) Comparison
between the gold nanowire-like structures and the negative control
(=). (c) Comparison between the nanowire-like structures and the
viruses with an AuNP at one tip end. Total explained variance by the
PCs: (a) 83.8%, (b) 99.1%, (c) 99.2%.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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Standard Raman (SR) spectra of the modified viruses are not
as useful for characterization as SERS, because some distinctive
peaks are enhanced in the latter (see Fig. S27). Fig. 6 presents
averaged SERS spectra obtained by adding 30 nm AuNPs to the
aqueous suspensions of wt fd virus and bionanocomposites
developed in this work. Raman enhancement due to the small
AuNPs attached is negligible; larger NPs are needed to get a
significant enhancement.

The position of the characteristic Raman peaks previously
reported for the wt fd virus® are also observed; they are indi-
cated with dotted lines. The spectra of the wt fd virus and the
modified ones are different. The most significant differences
are observed in two regions of Raman shifts: 700-1200 cm ™"
and 1400-1650 cm ™. However, peaks related to thiol groups are
not intense enough to be identified as they become lost in the
signal coming from a large number of low-intensity peaks. On
the other hand, it can be appreciated that the spectra of fd-Au
and fd-cys-Au are relatively similar, and it is difficult to differ-
entiate them. Nevertheless, as will be shown below, PCA reveals
hidden patterns and highlights the differences between these
spectra.

Fig. 7a presents three-dimensional plots for the first three
principal components (PC1, PC2, and PC3) obtained from SR
and SERS for sets coming from wt fd and fd-cys viruses; each
point corresponds to a particular spectrum in the set. In these
plots, four well-differentiated groups emerge. Regardless of
whether SR or SERS is employed, PCA differentiates the spectra
of wt fd and fd-cys. However, PCA points out the difference
between SR and SERS spectra. The plot of the first principal
component, PC1, as a function of the Raman shift (Fig. 8),
reveals the most important differences between the virus SERS
spectra. The observed differences in Fig. 8 are mainly concen-
trated in the region between 2400 and 2600 cm ™', which are
related to the stretching of S-H bonds.** The main differences
are observed at 2462, 2578, 2536, 2549, 2569, and 2588 cm ™'
(Fig. 8) and are probably related to the introduced amino acid
cysteines.

Fig. 7b presents three-dimensional plots for the first three
principal components obtained from SR and SERS of the
nanowire-like virus sets. We have also included a negative
control that was made by adding gold nanoparticles (5 nm) to
non-reduced fd-cys viruses; we do not expect them to react,
because almost certainly most of the thiol groups in the fd-cys
virus are forming disulfide bonds. It is important to note that
only when SERS is used, the gold nanowire-like structures and
negative control spectra PCs form groups that are far apart from
each other; so they can be differentiated. In the same way,
Fig. 7c shows that employing SERS, in conjunction with PCA,
enables the spectra from fd-AuNP and gold nanowire-like
viruses to be separated in a clear way. In contrast, by just
using SR, the spectra from both types of viruses cannot be
differentiated. It is possible that using a complementary
multivariate analysis method, such as Discriminant Function
Analysis (DFA), the recognition of patterns inside apparently
similar groups could be improved using SR spectra alone.*®

As mentioned above, it is quite complicated to note the
differences between the SERS spectra corresponding to
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Fig. 8 Main spectra differences. (a) PC1 and PC2 values given by PCA vs. the Raman shift for wt fd and fd-cys virus SERS spectra. Peaks with
arrows correspond to the main differences between both spectra. Main differences of the sulfur groups in the average SERS spectra between: (b)
wt fd and fd-cys virus, and (c) gold nanowire-like structures and the negative control. Vertically displaced to help visualization.

different types of viruses with the naked eye. PCA helps to
determine the major differences between the spectra. In
Fig. 8a, we present an example showing PC1 and PC2 as a
function of the Raman shift that shows the main differences
between the wt fd and fd-cys virus’ spectra. These differences
correspond mainly to the vibrations of amide bonds and sulfur
related groups; specific vibration modes can be assigned to
those peaks (see Table S11). The CO, stretching at 1624 cm "
may be attributed to the cysteine carboxyl groups, occurring
when amino groups of cysteine reacted with protein pVIII
carboxy groups. On the other hand, the peaks at 1226 and 1467
ecm™ " can be attributed to amines and amides resulting from
the bioconjugation of the carboxyl groups of cysteine with
pVIII amino groups.

57334 | RSC Adv., 2014, 4, 57329-57336

However, there are also vibrations from different functional
groups that can contribute to a specific peak as observed in
Table S1,7 or signals related to trace molecules, as in the case of
1226 cm ™. This peak can be related to the amide III, or to the
N=N=N stretching of azides coming from the sodium azide in
the buffer solution added to prevent microbial growth. Similar
plots were also obtained from different sets of spectra (see
Fig. S3 and S4, and Tables ST2 and ST3+t). The differences in
intensities in the original spectra can be retrieved from the
main differences given by the PCs, which can be observed in
Fig. 8b and c. Here, we present the main differences in the
spectra with dotted lines that correspond to S-H bond stretch-
ing. Prior to the chemical synthesis, there is no peak for this
mode, but it is present after reaction. In Fig. 8b, we present
relative Raman intensities for the wt fd and fd-cys viruses for the

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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region 2400-2600 cm . The same occurs in Fig. 8c for the case
of fd-cys-Au nanowire-like structures and the negative control.

Conclusions

We described a method developed to take advantage of native
functional groups located in the fd virus structure for deco-
rating them with gold nanoparticles. In this method, a bio-
conjugation reaction mediated by carbodiimides was used,
where cysteine molecules were appropriately bonded to
carboxyl or amine groups in the virus capsid proteins. fd virus
with gold nanoparticles at one tip end and gold nanowire-like
structures were obtained. The resulting structures were
observed with transmission electron microscopy. This bio-
conjugation reaction on filamentous viruses might be helpful
for attaching other metal nanoparticles, such as those made of
silver. In addition, the nanoparticles might have different
morphologies and sizes allowing a better hot spot design for
Raman signal enhancement. These bionanocomposites are
used as novel virus-based protein carriers functioning as SERS
nanoprobes.**

We also described a procedure to discriminate the different
synthesized structures using surface enhanced Raman spec-
troscopy in conjunction with the Principal Component Analysis
statistical procedure. In the present case, the inclusion of a
statistical method to determine the Raman signatures in
biomolecules interacting with inorganic materials during the
production of bionanocomposites was useful. This procedure
showed that chemically modified viruses can be differentiated,
providing a fast and promising strategy to characterize different
bionanocomposites produced along synthetic pathways.

Experimental section
Virus production

The fd production is based on a method for M13 growth and
purification.?” fd virus was produced using Escherichia coli XL1-
Blue strain as the host bacteria. A large batch of bacteria was
obtained and infected with fd virus (ATCC 1566-B2). After a few
hours, bacterial cells were separated using low-speed centrifu-
gation. Afterwards, the virus was concentrated using poly-
ethylene glycol and subsequent ultracentrifugation. A pellet was
obtained and suspended. This suspension was extensively dia-
lyzed against 20 mM Tris-HCI buffer at pH = 8.15. Sodium
azide was added to prevent bacterial growth.

Bioconjugation with cysteine

A 300 mM cysteine solution and a 15 mg mL ™" fd virus
suspension were both prepared in a 20 mM sodium phosphate
buffer at pH = 7.2. 9 mL of the cysteine solution were mixed
with 1 mL of the fd suspension (final concentration ~1.5 mg
mL~"). Then, 4 mmol of 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide (EDC) and 2 mmol of N-hydroxysuccinimide
(NHS) were added, and quickly mixed. The reaction was per-
formed at room temperature for 6 h under N, atmosphere. The
suspension pH was maintained between 5 and 5.5. The
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modified virus suspension was extensively dialyzed against 20
mM Tris-HCI buffer at pH = 8.15. The dialyzed suspension was
used again for a second bioconjugation round with cysteine. In
this case, cysteine was first solubilized in a small volume of the
phosphate buffer, and then added to the virus suspension. The
previous reaction and purification procedures were repeated for
a second time. Finally, the modified virus was stored in
containers under N, at 5 °C.

Gold nanoparticle (AuNP) synthesis

The synthesis of 30 nm AuNPs was achieved using citrate as the
reducing agent at 100 °C following the method of Frens.*® 30 mL
of gold hydrochloride (Sigma) solution was prepared with
ultrapure water and heated up. When this solution started to
boil, it was vigorously mixed with 30 mL of a preheated sodium
citrate (Sigma) solution. Sodium citrate and gold hydrochloride
were prepared at the same concentration. For 5 nm AuNP
synthesis, 10 mL of the gold hydrochloride solution was mixed
with 10 mL of the sodium citrate solution. Then, 1.2 mL of 50
mM NaBH, was quickly added and stirred for 20 min at room
temperature. For both AuNP syntheses, when the suspension
color does not change anymore (~20 min), the suspension at
room temperature is dialyzed against sterile distilled water.

fd decoration with AuNPs

1 mmol of NaBH, was added to the virus suspensions to reduce
the disulfide bonds present in both the wt fd and the modified
virus structures. The mixtures were incubated at 37-40 °C with
gentle agitation for 30 min taking care of the H, production in
this step; an extraction hood is needed. Suspensions were
immediately dialyzed against 20 mM Tris-HCI buffer at pH =
8.15 during 1 h with buffer replacements every 10 min; oxygen-
free N, gas was bubbled into the dialysis buffer to avoid thiol
oxidation. After dialysis, 0.5 mL of the suspension was mixed
with the same volume of a 5 nm AuNP suspension. The samples
were incubated at 40 °C with agitation for 6 h.

Transmission electron microscopy (TEM)

Diluted suspensions of virus were deposited on carbon-coated
TEM grids and stained with 2% uranyl acetate. The negatively
stained samples were observed with a TEM JEM-1200EX11
(JEOL, Japan) and analyzed with the DigitalMicrograph™ 2.3
software.

Ultraviolet spectrophotometry

The UV-Vis spectroscopy measurements were performed with a
DR 5300 UV-Vis spectrophotometer (HACH Company, USA).

Raman spectroscopy

Raman spectra were obtained using a diode-pumped solid state
laser (532 nm) DXR Raman microscope (Thermo Scientific,
USA). For SERS measurements, a suspension with 30 nm AuNPs
was added to the virus samples. The mixtures were vigorously
shaken, and then kept at room temperature for 12-24 h. For SR
and SERS measurements, 0.5 mL of the sample was placed on a
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CaF, recipient in the microscope holder. A minimum of 15
spectra for each sample were collected; each with 15 exposition
windows of 10 s. For the analysis of the SR and SERS data we
used the PCA method. Here, several data matrices were con-
structed from the raw collected Raman spectra. Columns
correspond to the measured intensity spectra, and rows to the
specific Raman shifts. Previously, spectra were processed by
carrying baseline correction, smoothing and normalization to
remove noise. Sample fluorescence was removed with a filter
based on the baseline correction with the Asymmetric Least
Squares Smoothing Algorithm. Finally, PCA was performed
using a MatLab algorithm. The main information was described
with the first three principal components. The assignment of
functional groups to the relevant peaks in the spectra was based
on standard databases for Raman spectra.*
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