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1 SIMBOLOS Y ABREVIATURAS
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2 INTRODUCCION

El tratamiento de las enfermedades es materia de estudio de muchos cientificos desde
diferentes areas de la investigacion. Cada vez se requieren nuevos y mejorados tratamientos,
con mayor especificidad y eficacia que permitan evitar efectos no deseados en el paciente.
Para enfrentar este problema se ha recurrido a los sistemas de entrega de farmacos. El uso de
particulas virales para el acarreamiento de moléculas como farmacos o DNA terapéutico ha
representado una prometedora alternativa a los métodos convencionales trayendo multiples

ventajas.

En el presente escrito, se exponen los resultados que se obtuvieron sobre el estudio de
un sistema de proteinas tipo virus artificial. Estas proteinas ademas de tener la disposicion de
autoensamblarse para formar nanoparticulas tipo rodillo, tienen la capacidad de unirse a acidos
nucleicos. Estas proteinas tipo virus tienen un dominio funcional cargado positivamente que
puede interaccionar electrostaticamente con una cadena de DNA. El estudio que se presenta
consiste en el seguimiento de este proceso de autoensamblaje por medio del monitoreo de la
fluorescencia, a través de un fluoréforo extrinseco llamado tioflavina T, que tiene afinidad

hacia estructuras 3 presentes en las proteinas.

Asimismo, estas nanoparticulas conformadas por DN A -proteina son capaces de acarrear
farmacos toda vez que estos puedan ser intercalados en el DNA, quedando encapsulados por
las nanoparticulas. Debido a la fluorescencia que presentan varios de estos farmacos, como la
doxorrubicina o la estefimicina B, es posible seguir su interaccion con las nanoparticulas. En

la Figura I se muestra un resumen grafico con el planteamiento del sistema de estudio.

il
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Figura 1. Planteamiento del esquema del sistema de estudio. En (a) se presenta una
imagen tomada en microscopio de fuerza atomica de las nanoparticulas formadas
(modificada de la referencia 1), en (b) se representa un esquema hipotético de la
distribucion del DNA y las proteinas C4-S10-BX"? en la formacion de nanoparticulas;
en (c) se parte de un segundo aumento presentando la distribucion de las moléculas
de doxorrubicina intercaladas en el DNA encapsulado por las proteinas; finalmente
en (d) se representa el autoensamblaje de las proteinas y la intercalacion de las
moléculas de tioflavina T en el dominio funcional Si de las proteinas.
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3 ANTECEDENTES
3.1.Bionanotecnologia

La nanotecnologia es un concepto que tiene sus origenes en 1959 durante una conferencia del
fisico Richard P. Feynman en el CALTECH. Durante su intervencion hablé sobre la
manipulaciéon de la materia a escala nanométrica dando arranque a toda una serie de
desarrollos tecnolégicos en fisica, quimica y biologia 2. Aunque el significado de
nanotecnologia varia, en general hace referencia a un campo multidisciplinario que se encarga
del estudio, el diseno, la sintesis y la aplicacion de materiales y sistemas funcionales a través

del control de la materia a escala nanométrica >.

Por otra parte, la biotecnologia moderna es una disciplina que tuvo su nacimiento en la
segunda mitad del siglo XX a partir del desarrollo de las técnicas del DNA recombinante y
cuyo campo de estudio se enfoca en el uso de sistemas bioldgicos o partes de ellos para la

produccién de productos de interés industrial *.

A partir de los conceptos anteriores se construye el de la bionanotecnologia.
Etimoldgicamente, la palabra bionanotecnologia esta constituida por tres términos clave, bios
que significa vida y hace alusion al campo en el cual se enfoca esta disciplina, nano que hace
referencia a lo muy pequefio y tecno que viene de técnica. De esta manera la podemos definir

como el estudio de sistemas de escala nanométrica en el campo de la biologia *.

El campo de aplicacion de la bionanotecnologia es amplio, desde la medicina y la
industria alimentaria, hasta la agricultura y la biorremediacion. La nanomedicina es un campo
intrinsecamente beneficiado gracias al desarrollo de sistemas moleculares cuyo objetivo se
basa en tres areas principales: la liberacidon de farmacos, cuyo enfoque es la construccion de
sistemas que transporten y entreguen fairmacos de manera controlada; diagndstico, que tiene
la finalidad de identificar una enfermedad por medio de nanosistemas o nanobiosensores; y
terapia, que pretende disefiar y aplicar nanomateriales que identifiquen una patologia y liberen

moléculas terapéuticas >

3.2.Acarreadores de farmacos

Los acarreadores de farmacos son sistemas moleculares que tienen la finalidad de aumentar la

biodisponibilidad, estabilidad y solubilidad de un firmaco o cualquier sustancia con un fin




terapéutico, ya que estos tienen la capacidad de protegerlos encapsulandolos 6. Existen
diversos tipos de acarreadores (Figura 2), algunos son disefiados a partir de moléculas
organicas de alta complejidad como son los dendrimetros o los nanotubos, otros parten del

empleo de biomoléculas, como el caso de los liposomas y las particulas virales ’.

Dendrimeros
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Figura 2. Nanoacarreadores comunes para la entrega de farmacos.

Los dendrimeros, por ejemplo, son macromoléculas ramificadas formadas por un ntcleo.
Ofrecen ventajas como multiples sitios de union y buen efecto de retencion que les permite llegar
a las células objetivo y buena permeabilidad °. Los liposomas, por otra parte, son acarreadores
orgéanicos que han tenido gran éxito en la industria farmacéutica durante las ltimas décadas 8. Los
liposomas son estructuras vesiculares de entre 50 y 100 nm compuestas de fosfolipidos. Estos
acarreadores de farmacos presentan baja toxicidad y sus propiedades fisicoquimicas y bioldgicas
varian segun el tipo de lipido. Algunas de las desventajas son debidas a que los liposomas son

reconocidos por el sistema reticulo endotelial y son eliminados del cuerpo °.

Las particulas tipo virus son estructuras multiproteicas que mimetizan la organizacion y
conformacién de los virus. Generalmente muestran estructuras de forma definida y de tamafio
menor a los 100 nm en algunas de sus dimensiones. Este tipo de sistemas provienen de fuentes
vegetales, como el virus del mosaico del pepino (CPMV) o el virus del mosaico del tabaco

(TMV), bacteriofagos como el MS2 y MI13, o de origen animal, como adenovirus. Las




particulas tipo virus son morfolégicamente uniformes, biocompatibles y relativamente faciles
de funcionalizar, lo cual los vuelve sistemas muy atractivos para distintos fines

biotecnolégicos 5710,

3.3.Proteinas tipo virus artificial

Con base en los componentes de un virus es posible construir modelos sintéticos a partir de
los cuales se pueden mimetizar algunas funciones de los virus naturales. Por ejemplo, las
proteinas de la capside del Virus del Mosaico del Tabaco (TMYV) interactiian alostericamente
entre ellas. De forma simplificada existen zonas en la secuencia que brinda cierta
funcionalidad, como su interaccion con acidos nucleicos o su capacidad de autoensamblarse,

I Los virus

lo cual puede llevar al disefio de una proteina con estas funcionalidades
artificiales son sistemas potencialmente ftiles, tienen aplicaciones biomédicas y
biotecnoldgicas como acarreadores de acidos nucleicos en el contexto de terapia génica,

vacunas y acarreadores de farmacos %!

3.3.1. Proteina dibloque

En 2012, Hernandez-Garcia y colaboradores lograron el recubrimiento del DNA por medio de
una proteina bimodular llamada C4-BX’? (Figura 3), 1a cual esta formada por un médulo C que
le da estabilidad coloidal, proporcionando un caréacter hidrofilico y que esta constituido de
aproximadamente 400 aminoacidos '*!3; el modulo B consta de un bloque de 12 residuos de
aminoacidos de lisina, los que le confieren a la molécula un caracter electrostatico permitiendo

la asociacion con el DNA 3. La proteina dibloque C4-BX!? es una proteina producida de manera

recombinante en Komagataella phaffi (antes conocida como Pichia pastoris).

Cy BKI2

Figura 3. Modelo de la estructura del dibloque C+B*".




3.3.2. Proteina tribloque

Posteriormente en 2014, se anadid un tercer modulo denominado S, (Figura 4), este le confiere
la capacidad de encapsular y condensar moléculas de DNA ya que este dominio es de
interaccion proteina-proteina. Se ha comprobado que la proteina Cy-S;o-BX'? y Cy4-S;14-BX?
forman nanoparticulas alargadas tipo rodillo similares a las del TMV . Sin embargo, no se
conoce de manera detallada el mecanismo por el cual la proteina se autoensambla. Conocer el
mecanismo de autoensamblaje podria llevar al desarrollo y mejoramiento de las propiedades

de la proteina.

El dominio de interaccion proteina-proteina Sy, estd compuesto por n repeticiones del
octapéptido: GAGAGAGQ. El nimero de repeticiones determina el nivel de cooperatividad
de la proteina por lo que se tienen distintas variantes de este modulo. Existen proteinas
tribloque Cy-S,-BX!? paran =4, 10y 14. En la seccién 11.2 del Anexo se muestra la secuencia

de aminodacidos de las variantes de la proteina.

Figura 4. Esquema general de los tres dominios de las proteinas diseriadas C4-Sy-
B*(izquierda), C4-S10-B*"? (centro) y C4-S14-BX"? (derecha).

Se han realizado simulaciones con dindmica molecular del bloque S;o con el fin de conocer la
estructura secundaria y las interacciones que ocurren entre dos bloques. Zhao y colaboradores han
determinado que diez repeticiones del octapéptido (GAGAGAGQ) forman estructuras tipo rollos
[ estabilizados por puentes de hidrogeno. Ademas, los resultados arrojaron que una estructura,
previamente considerada como plataforma juega un papel importante en el plegamiento del

siguiente rollo B proporcionando asi un efecto cooperativo 4,

3.4. Autoensamblaje

El autoensamblaje es considerado como un tipo de polimerizacién supramolecular, en la cual las

interacciones entre unidades monoméricas son generadas por fuerzas no covalentes y altamente




direccionales que dan como resultado una molécula de alto peso molecular. Una reaccion de

polimerizacion depende de factores como la concentracion, la presion y la temperatura'>,

Existen varios mecanismos para describir el proceso de polimerizacion supramolecular, sin
embargo, los mas utilizados son el isodésmico y el cooperativo (Figura 5). En el isodésmico la
polimerizacioén ocurre por la formacion de enlaces no covalentes de manera reversible e idéntica
en todos los pasos de la polimerizacion. EI mecanismo isodésmico es un modelo lineal que se
caracteriza por no tener intermediarios y el grado de polimerizacion depende de las constantes de

asociacion entre monomeros.

Por otro lado, el mecanismo cooperativo implica un crecimiento no lineal, ya que requiere la
formacion de ntcleos como intermediarios para el proceso de polimerizacion. Para que se forme el
nucleo se debe vencer una barrera energética y a partir de este punto se produce la polimerizacion;
este proceso presenta una concentracion o temperatura critica a la cual el mondémero estd en

equilibrio con el polimero.

a. Isodésmico

=% e R R
Iy — ‘ P— ' — - — = etc
K K K K

b. Cooperativo
— > — —
%’_’q—g‘_ﬂ_kq— 4—E‘_etc
Kn Ke

+

Temperatura

+

Concentracion

Figura 5. Representacion grafica de la polimerizacion por (a) mecanismo isodésmico,
y (b) mecanismo cooperativo, asi como el desplazamiento del equilibrio con base en el
aumento o disminucion de la concentracion y la temperatura (modificado de la
referencia )




3.5.Fluorescencia

La fluorescencia es un fendémeno fisico, en el cual la radiacion electromagnética que incide
sobre una sustancia excita a los electrones llevandolos a un estado excitado, que dura entre
10° y 10® segundos. Posteriormente los electrones regresan a su estado basal emitiendo

radiacion a una longitud de onda mayor que la inicial ',

El diagrama de Jablonski (Figura 6) muestra los niveles de energia para una molécula
fotoluminiscente. Las lineas curveadas representan los niveles energéticos en diferentes
estados electronicos, las lineas horizontales, estan asociadas a los numerosos niveles de
energia vibracionales. Cuando las moléculas son excitadas hacia el primer estado excitado
pierden el exceso de energia ya sea en forma de calor o por relajacion vibracional y es gracias
a esto que la fluorescencia de una solucion siempre involucra una transicion desde el nivel

vibracional més bajo de un estado electrénico excitado 7.

3' X Primer estado
PARRNLY excitado

JJ\/"JJ Fluorescencia

Estado basal

Figura 6. Diagrama de Jablonski donde las lineas curveadas denotan el estado
basal y el primer estado excitado. La linea azul representa el proceso de excitacion
de la molécula, mientras que la roja el regreso al estado basal por el cual se emite
Sfluorescencia.

El rendimiento de la fluorescencia @ €s una relacion entre la cantidad de moléculas
que manifiestan fluorescencia y el nimero total de moléculas excitadas. En la ecuacion (0.1)
se muestra esta relacion en la cual, ks representa la constante asociada al proceso de radiacion
de fluorescencia; k.; es la constante de conversion interna en la cual no hay emision; kisc es la

constante de entrecruzamiento; finalmente, la k,..c estd asociada a una reaccion fotoquimica.

10
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Los fluoréforos son moléculas fluorescentes que tienen un espectro de absorcion y
emision bien definidos. Los compuestos que generalmente presentan fluorescencia muy
intensa son aquellos que tienen grupos aromaticos con transiciones 1 — ©* de baja energia.
Desde el punto de vista empirico, se sabe que la fluorescencia estd favorecida en moléculas

con estructura rigida 7.

Los fluor6foros se pueden dividir en dos grandes grupos, intrinsecos y extrinsecos. Los
intrinsecos son aquellos que se encuentran de forma implicita en la molécula. Mientras que
los extrinsecos son afiadidos a la muestra para generar fluorescencia en un sistema que no la

tenia inicialmente'®.

3.5.1. Tioflavina T

La tioflavina T (Figura 7) es una sal de benzotioazol muy usada en estudios asociados a la
enfermedad del Alzheimer debido a su alta afinidad a la proteina amiloide y a las estructuras
ricas en hojas B que forman fibras !°. Sabate y colaboradores han sugerido que la tioflavina T
es un rotor molecular donde el enlace C — C entre el benzotioazol y la benzamina le confieren
movilidad. Se piensa que el rendimiento de fluorescencia aumenta con la inhibicion de su

rotacién 2.

CH,
N* Cl /CH3

N\ N
H;C S CHj

Figura 7. Estructura de la Tioflavina T.
Los primeros en revelar la elevada afinidad de la tioflavina T a las fibras amiloides

fueron Vassar y Culling en 1959, demostrando su utilidad como un fluor6foro que aumenta su

emision en presencia de fibras amiloides (Figura 8).

11



N
o
o

ThT + fibras

ThT

Fluorescencia [U.A.]
N
o
o

O [- B
460 480 500 520 540
Longitud de onda [nm]

Figura 8. Espectro de fluorescencia de tioflavina T con y sin fibras amiloides
(modificado de la referencia *').

En el entendido de que la tioflavina T es una molécula con elevada afinidad a las estructuras
basadas en hojas B, su uso se puede extrapolar a otro tipo de proteinas que, de igual manera, formen
fibras a través de la interaccion entre estructuras B como es el caso del bloque S en las proteinas

Cs-S10-BX? y C4-S14-BX72,

3.5.2. Doxorrubicina

La doxorrubicina (Figura 9) es una molécula de la familia de las antraciclinas usada para el
tratamiento de diferentes tipos de cancer tales como, leucemia, cancer de prostata, higado,
pancreas, estomago, entre otros '°. El mecanismo de accién de este fArmaco se basa en su
capacidad de intercalarse en las cadenas de DNA de las células impidiendo el flujo de la
informacion genética e induciendo la muerte celular de forma muy eficiente. Sin embargo,
este farmaco presenta una serie de efectos secundarios graves, como cardiotoxicidad, anemia,
leucopenia, entre otros, debido a su baja especificidad ?>?°. Para resolver este problema se ha

procedido al uso de acarreadores de farmacos como liposomas, micelas, y particulas virales
10,24

La doxorrubicina emite florescencia al ser excitada alrededor de 480 nm, con un maximo
de emision a ~540 nm >>?°, Esta propiedad de la molécula se puede aprovechar para estudiar
por medio de fluorometria su presencia dentro de un sistema acarreador, ya que cabe
mencionar que la fluorescencia emitida por esta molécula disminuye a medida que se

incrementa la cantidad de interacciones con el DNA 24,

12



NH,

Figura 9. Estructura de la Doxorrubicina.
3.5.3. Estefimicina B

La estefimicina B (Figura 10) es otra molécula de la familia de las antraciclinas, a diferencia de la
doxorrubicina, la estefimicina B tiene aplicaciones antimicrobianas ya que afecta principalmente a
bacterias Gram positivas; recientemente se ha visto que presenta actividad citotoxica contra

Mycobacterium tuberculosis *°. Emite fluorescencia, al excitar la molécula alrededor de 450 nm ’.

Figura 10. Estructura de la Estefimicina B.
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4 HIPOTESIS

El autoensamblaje de las nanoparticulas de proteina-DNA permitird la interaccion con las

moléculas fluorescentes estudiadas, tioflavina T, doxorrubicina y estefimicina B.

5 OBJETIVO GENERAL

_BK1I2

Estudiar el autoensamblaje de las proteinas tipo virus artificial Cy4-S, , empleando

moléculas fluorescentes y su formacién de nanoparticulas con farmacos intercalados en el

DNA.

6 OBJETIVOS PARTICULARES

* Estudiar el autoensamblaje de las proteinas Cy-S,-BX’? usando tioflavina T en funcién de la

concentracion y la temperatura.

* Evaluar la capacidad de las nanoparticulas para interaccionar y acarrear doxorrubicina o

estefimicina B.

* Realizar un estudio preliminar del uso biologico de la estefimicina B mediante determinacion

de su citotoxicidad en una linea de células cancerigenas.
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7 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

7.1.Produccién de proteina Cy-S,-B%!?

7.1.1. Expresion de proteina recombinante

Se inocularon 5 mL de banco con la cepa recombinante de Komagataella phaffi (antes
conocida como Pichia pastoris) en 200 mL de MGY durante 2 dias a 30 °C. Al llegar a una
0.D. de 6 se centrifug6 el indculo a 20°C, 10 minutos, 8 000 RCF y se transfirié a un medio
MM de 600 mL. Se indujo la expresion de la proteina durante 4 dias agregando 6 mL de MeOH
cada 12 horas y 100 pL de antiespumante (Antifoam FG 10 de Corning®). Finalmente, se
centrifugd el medio a 4 °C, 30 minutos, 10 000 RCF, se recolecté el sobrenadante y se

almacend a 4 °C, para su posterior purificacion.

7.1.2. Purificacion de proteina

El pH del sobrenadante recolectado fue ajustado a 8 con NaOH, se centrifugd a 4 °C, 20
minutos, 10 000 RCF y se colecto la fase soluble la cual fue filtrada, primero a través de un
filtro de 450 nm y posteriormente por uno de 220 nm. Se agreg6 sulfato de amonio hasta el
50% de saturacion y se almaceno a 4 °C por una noche, se centrifug6 a 4 °C, 30 minutos, 13
000 RCF y se recuper¢ la fase insoluble. La pastilla se resuspendié en aproximadamente 30
mL de agua MilliQ previamente calentada. Se agregd acetona al 40% v/v y se centrifugd 20
minutos a 10 000 RCF, se le anadio acetona al sobrenadante hasta el 80% v/v y se centrifugd
20 minutos a 10 000 RCF, el sobrenadante se descarto y la acetona se evaporé. El precipitado
se resuspendid en 1 mL de agua MilliQ, el cual se dializd6 con una membrana de tamafio de

corte de 14 kDa para finalmente ser liofilizado.

La pureza de la proteina producida se corrobor6 por medio de SDS-PAGE y
espectrometria de masa MALDI-TOF.

7.2.SDS-PAGE

Se prepar6 un gel de acrilamida al 4% y 10% acrilamida/bisacrilamida para el gel concentrador
y separador respectivamente: se emplearon 1.27 mL de agua MilliQ, 500 puL de Tris 1.5 M pH
6.8,20 uL de SDS al 10%, 203 uL de acrilamida al 40%, 2 uL. de TEMED y 20 pL de persulfato
de amonio al 10% para el gel concentrador; se usaron 2.45 mL de agua MilliQ, 1.25 mL de

Tris 1.5 M pH 8.8, 50 uL de SDS al 10%, 1.25 mL de acrilamida al 40%, 3 uL. de TEMED y
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15 pL de persulfato de amonio al 10% para el gel separador. Se cargaron 20 pg de proteina
con buffer de carga (4x Laemmli Sample Buffer de BioRad®). El marcador de peso molecular
empleado fue el Precision Plus Protein Kaleidoscope de Bio-Rad®. La electroforesis se corrio
a 100 V por 60 minutos con buffer de tanque (0.25 M base Tris, 1.92 M glicina, 35 mM SDS
y agua MilliQ c.b.p. 1.0 L, pH 8.3). El gel se tifi6 con soluciéon Simply Blue de Invitrogen®

siguiendo el protocolo de calentamiento en microondas indicado por el fabricante.

7.3.Espectrometria de masas

Se prepard una muestra de 5 pL de cada proteina, C4-BX’2, C4-S4-BX!2, C4-S10-B¥'? y C4-Sis-
BX!2) a una concentracion de 1 g/L en buffer de fosfatos 10 mM pH 7.4. El analisis fue
realizado en una matriz de acido sinapinico en un equipo de MALDI-TOF MS marca Bruker®

Microflex del laboratorio de servicios analiticos del Instituto de Quimica.

7.4.Produccion de DNA plasmidico

Se indculo cepa recombinante de Escherichia coli con el plasmido redox (secuencia en el
Anexo) en 5 mL de medio LB con kanamicina 1X. Se incub6 a 37 °C en agitacion por 14
horas. Se recuperd el DNA plasmidico empleando el kit MiniPrep de ZYMO® con base en el
protocolo indicado por el fabricante. Finalmente, se cuantifico el rendimiento y pureza con la

relacion A2%0/A280 y A20/A230 por medio del NanoDrop 2000 One de Termo Fisher Scientific®.

7.5.Desalado de DNA de esperma de salmon

Para evitar producir constantemente pDNA, se optd por usar DNA de esperma de salmon. El
DNA de esperma de salmdn se empled debido a que se requerian grandes cantidades para los

experimentos de intercalacion de moléculas fluorescentes.

Se pesd DNA de esperma de salmén (Sigma Aldrich®) y se disolvié en agua MilliQ para
preparar una disolucion, se agregaron dos volimenes de etanol al 95% y se centrifugo a 4 °C,
2 minutos, 10 000 RCF. El sobrenadante se descarto y se afiadio un volumen de etanol al 70%,
se repitio la centrifugacion. Nuevamente, el sobrenadante se descartd y el precipitado se

resuspendio6 en agua MilliQ.

7.6.Ensayo de cambio de movilidad electroforética

_BKk12

Para conocer un poco sobre la interaccion entre la proteina C4-Sy y el pDNA, se realizaron

ensayos de cambio de movilidad electroforética. La relacion NP (ecuacion (0.2)) representa
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una proporcion entre las cargas positivas de los residuos de aminoacidos de lisina y las cargas
negativas de los fosfatos del pDNA.
VA

NH;*

VA

PO,

NP =

(0.2)

En este ensayo se realizé una mezcla de proteina Cy4-S,-BX/?> y de DNA de 2675 pb a
diferentes proporciones NP, se mantuvo fija la concentracion de DNA a 100 ng en 10 uL en
buffer HEPES 10 mM y DTT 1 mM por 12 horas de incubacion. Las proporciones empleadas
fueron 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 0.8, 1, 2, 3, 5, 8 y 10, estas se mezclaron con Loading Dye 6X de

Invitrogen® y se corri6 un gel de agarosa al 1% a 100 V por 1 hora.

El gel se tiid por 20 minutos en Syber Safe de Invitrogen® y se tomé la fotografia

correspondiente en un fotodocumentador marca Azure®.

7.7.Ensayos del monitoreo del autoensamblaje

Se prepard una disolucion stock de tioflavina T (Sigma Aldrich®) 16 mM en agua MilliQ, la
cual se diluy6 100 veces y se almaceno a -20 °C con aluminio. La disolucion stock de proteina
se prepar6 del sélido liofilizado a una concentracion de 5 g/L en buffer de fosfatos 10 mM pH
7.4. De 1gual forma se prepar6 un stock de DTT 6 g/L el cual se renové después de 30 dias de

su preparacion.

Los ensayos de fluorescencia se realizaron en tubos Eppendorf® de 1.5 mL a partir de la
dilucién de ThT y del stock de la proteina correspondiente. La concentracidon final de las
mezclas fue de ThT 20 uM, DTT 1 mM y proteina Cs-S,-BX/? concentracién variable con un
volumen final de 50 pL. Las mezclas se mantuvieron por un tiempo de incubacion de 24 horas

a temperatura ambiente en la oscuridad.

La fluorescencia se midid una vez pasado el tiempo de incubacion en un equipo lector
de placas Cytation 5 de BioTek®. La longitud de onda de excitacion empleada fue 440/10 nm,

la emisién se midio de 470/10 a 700 nm con incrementos de 1 nm.

Agregando a lo anterior, se realizaron cambios en la temperatura, esto se llevo a cabo

dentro del equipo lector de placas aumentando la temperatura 10 °C e incubando 10 minutos
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antes de hacer lectura de la fluorescencia de las muestras. Por ultimo, se realizé la misma

operacion, esta vez disminuyendo la temperatura 10 °C.

Los analisis estadisticos se realizaron en Prism 8 version 8.4.3 (© 1992-2020 GraphPad

Software)

7.8.Ensayos de intercalacion de moléculas fluorescentes en el DNA

Se prepard una disolucién stock de doxorrubicina 1 mM la cual se diluyé a 500 uM. Se
almaceno a -20 °C con aluminio. De igual manera se prepar6 una disolucién stock de STF 1
mM y DMSO al 20% la cual se diluyé a 100 uM con agua MilliQ y se almaceno a -20 °C con

aluminio.

Los ensayos de fluorescencia se realizaron en tubos Eppendorf® de 1.5 mL a partir de la
dilucién de fluoréforo, DOX o STF, DNA de esperma de salmon y la proteina correspondiente.
La fluorescencia se midio en el equipo lector de placas a una longitud de onda de excitacion

de 480/10 nm para la DOX y 450/10 nm para la STF.

En primera instancia, se realiz6 la mezcla de fluor6foro, DOX 10 uM o STF a 20 uM, y
DNA de esperma de salmon a concentracion variable y se incubd durante 12 horas a
temperatura ambiente en la oscuridad. Transcurrido este tiempo se midi6 la fluorescencia y se
determino la proporcion a la que la mayor parte del fluor6foro se encuentra intercalado en el
DNA , esto es, a un minimo de fluorescencia, con base en la ecuacion (0.3) y en unidades de

pares de bases de DNA por mol de fluoréforo.

. g pDNAx2675 pb
PM pDNAx Conc. fluordforoxVol.disol.

(0.3)

Posteriormente se realizaron dos grupos de experimentos, el primero consistio en la
mezcla de fluor6foro DOX o STF 10 uM y 20 uM respectivamente, DNA de esperma de
salmoén, 500 ng y 8 000 ng respectivamente y la proteina correspondiente a concentracion
variable. En el segundo grupo de experimentos se mezclod fluoréforo y proteina sin DNA,
conservando las concentraciones del grupo anterior. La fluorescencia relativa (F.R.) se calcul6
con base en la ecuacion (0.4) para el primer grupo de experimentos y la ecuacion (0.5) para el
segundo grupo. Fops es la fluorescencia observada mientras que Fops; es la fluorescencia

observada sin proteina, es decir la fluorescencia observada en el primer valor de cada grupo
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de experimentos a una concentracion de proteina igual a cero; Fuinima con pn4 €8 la minima
fluorescencia observada en el primer grupo de experimentos; finalmente Fiugxima con DN4 €S la

maxima fluorescencia observada en el primer grupo de experimentos.

F'R' = F:)hs + (le'nima con DNA ~— E}hsl )

(0.4)

F:)bsl) (05)

obs maxima con DNA

FR=F +(F

Los analisis estadisticos se realizaron en Prism 8 version 8.4.3 (© 1992-2020 GraphPad

Software)

7.9.Ensayos de toxicidad en lineas celulares

Los ensayos de citotoxicidad se llevaron a cabo en MTT con células HeLa. Se usé una
concentracion de 20 uM de STF y DNA de esperma de salmon con base en la proporcion de 1

molécula de estefimicina B por cada 18 pb obtenida con base en la ecuacion (0.3).
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8 RESULTADOS Y DISCUSION

8.1.Produccion de la proteina

En el SDS-PAGE de las proteinas (Figura 20 de la seccion 12.1 de los Anexos), se observa un
efecto que ya se habia observado en las referencias 11 y 12, donde el corrimiento
electroforético de las proteinas es menor al esperado. Este comportamiento es debido al bloque
de estabilidad coloidal, ya que al tener pocos aminoacidos hidrofobicos no existe una buena

union con el SDS disminuyendo la movilidad en la electroforesis.

Por otra parte, los espectros de MALDI-TOF de las proteinas Cs-S,-BX'? (Figura 21 de
la seccion 12.1 de los Anexos) se encuentran en el rango de las masas teodricas, dando como
peso molecular los siguientes valores: Cy-BX/? 38 422.635 Da (Teo. 38 407.8 Da), C4-S4+-BX!?
41 227.319 Da (Teo. 40 192.6 Da), C4-S10-BX!? 44 786.760 Da (Teo. 44 749.2 Da), C4-S14-
BX12 47 008.832 Da (Teo. 47 027.5 Da).

8.2.Ensayos de cambio de movilidad electroforética

Los geles de los ensayos de movilidad electroforética (Figura 11) muestran que a medida que
la proporcion de proteina afiadida aumenta respecto al DNA plasmidico, el corrimiento
electroforético disminuye. Este efecto es consecuencia de la neutralizacion de las cargas
negativas del DNA por la interaccion con la proteina. Si tomamos en cuenta el NP més cercano
al 50% de unioén, en (a) y (b) se alcanza a un valor de 0.5 en proporcion, mientras que en (c)
se alcanza a un valor entre 1 y 2. Esto es, a medida que el tamafo del bloque S, crece, se
requiere mas proteina para neutralizar las cargas del DNA lo cual sugiere un mecanismo en

competencia donde a mayor interaccion proteina-proteina menor la interaccion proteina-DNA.

Por otro lado, se aprecian bandas de menor intensidad, y con menos corrimiento
electroforético. Estas bandas corresponden a otras topologias del DNA y que estan presentes

€n menor proporcion.
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Figura 11. Ensayos de movilidad electroforética del pDNA de 2675 pb en una
relacion variable del cociente NP con las proteinas, (a) C4-S+-B*'?, (b) C4-S10-B*"* y
(C) C4-S 14-BK12.

8.3.Interaccion entre tioflavina T y proteina

Al comparar los espectros de absorbancia de la tioflavina T con proteina C4-BX/? (Figura 12.
a)y C4-S10-BX'? (Figura 12. b) se observa que existe un aumento en la absorbancia con la proteina

C4+-S10-BX? mientras que con la proteina C,-BX?

se mantiene practicamente constante. Esto
implica que existe una interaccion entre la tioflavina T y el modulo Sy lo cual lleva a un aumento

en la sefal de absorbancia.

Por otro lado, en los ensayos de fluorescencia es evidente que se presenta un aumento
moderado en la intensidad de emision con la proteina C,-BX? (Figura 12. ¢). Ahora bien, el
aumento en la fluorescencia fue mucho mayor con la proteina C4-S;o-BX? (Figura 12. d) 1o cual
indica que la Tioflavina T tiene mayor afinidad hacia el modulo S;p. Cabe mencionar que la
fluorescencia asociada a la tioflavina T presentd la menor sefial de fluorescencia, como era de
esperarse. En la Figura 12. e se muestran los maximos de fluorescencia a 485 nm de ambos
espectros de fluorescencia. Para mostrar una mejor representacion del efecto que produce la
presencia del modulo S;o en la fluorescencia, se restd a los maximos de fluorescencia de C4-Sio-

BX12 1os de C4-BX'? como se muestra en la Figura 12. f, el aumento fue de poco mas de cuatro mil
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unidades de fluorescencia, lo cual indica que la emision de fluorescencia es sensible a la presencia

del dominio funcional S;y.
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Figura 12. Efecto en la absorbancia de la tioflavina T en funcion de la
concentracion de proteina C+B*"? (a) y C4-Si0-B¥'? (b). Efecto en la fluorescencia
en funcion de la concentracién de proteina C+BX'? (c) y Cy-Si0-B**(d), la
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concentracion de tioflavina T es de 20 uM en todos los casos. En (e) se muestran los
maximos de fluorescencia en funcion de la concentracion de proteina. Finalmente,
en (f) se muestra la diferencia entre los mdximos de fluorescencia de C4-S19-B*" y
los maximos de fluorescencia de C4-B*'°.

En la Figura 13 se aprecia el efecto de la concentracion de proteina en la intensidad de
fluorescencia, conforme la concentracion de Cs-Ss-BX? es mayor y a cuatro temperaturas
diferentes, desde 25 a 55° C. La fluorescencia aumenta como consecuencia de la interaccion entre
tioflavina T y proteina. Los resultados muestran que la fluorescencia disminuye cuando la
temperatura de trabajo es mayor. Se puede observar un retardo a concentraciones bajas de proteina
C+-S4+-BX12, después se da un aumento en la emision, hasta llegar a 20 uM donde la pendiente

empieza a disminuir.

8 000~
—— 25°C
::. —4— 35°C
560001 o S3ec
=
5
= 4000+
<P]
2
%)
o
S 20001
o
0 | | 1 1
0 20 40 60

Concentracion [uM]

Figura 13. Efecto de la concentracién de C4-S-B*"? en la emision de fluorescencia
en funcion de la temperatura entre 25y 55 °C.

Para representar el efecto de la temperatura, se grafico la emision de fluorescencia en funcion
de la temperatura con Cs-Ss-BX? (Figura 14.a) y C4-S14-BX'? (Figura 14.b). Para facilitar el
analisis de los datos, la intensidad fluorescencia emitida a 65 °C se resto a todos los valores de
fluorescencia correspondientes a cada concentracion de proteina con el fin de que todas las lineas
partieran del origen en el eje de las ordenadas en 65 °C. Las lineas so6lidas muestran el
calentamiento de las muestras, mientras que las lineas punteadas el enfriamiento. Se puede ver que
el aumento en la temperatura gener6 una disminucion en la fluorescencia para ambas proteinas.

Este efecto es consecuencia de la perdida de interacciones entre proteina-proteina lo que produce
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la liberacion de la tioflavina T. Como ya se sabe, la tioflavina T presenta un rendimiento de
fluorescencia bajo cuando se encuentra libre en disolucion. Otro aspecto importante a considerar

_pkI2

es que la emision de fluorescencia de la tioflavina T unida a C4-S4 es aproximadamente del

mismo orden que para Cs-S;4-BX!?

pero a una concentracion del doble de proteina, lo cual muestra
que la tioflavina T presenta mejor rendimiento de fluorescencia cuando el moédulo de

autoensamblaje es mayor.

En el caso particular de la proteina Cy-S4-BX!?

no se observa histéresis en el comportamiento
de las curvas, lo que nos lleva a pensar que no existe un mecanismo en competencia asociado a la
interaccion entre las proteinas. Por otro lado, con Cy-S;4-BX/? las curvas de enfriamiento y
calentamiento no cambian de fase a la misma temperatura, presentando histéresis, es decir, que los

procesos de ensamblaje y desensamblaje presentan pendientes diferentes.

El anélisis estadistico de comparacién de pendientes mostrd que no existen diferencias
significativas en la pendiente entre la curva de calentamiento y de enfriamiento en el caso de la
proteina C4-Ss-BX!? respectivamente para las tres concentraciones presentadas con un nivel de

confianza del 95%, a diferencia de la proteina Cs-S;4-BX? donde las diferencias si fueron

significativas.
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Figura 14. Efecto de la temperatura en la emision de fluorescencia de tioflavina T
(20 uM) al calentar (linea solida) y enfriar (linea punteada) para la proteina C4-Ss-
BY? (@) y C4-S14-B*'? (b) a concentracion de 1 uM (-m-), 20 uM (- +-) y 60 uM (-e-).
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8.4.Intercalacion de moléculas fluorescentes

Como se menciond en los antecedentes, ocurre una disminucion de la fluorescencia de la
doxorrubicina como consecuencia de su interaccion con el DNA, por lo que a medida que la
cantidad de DNA aumenta la emision disminuye. En la Figura 15 se aprecia este efecto, en el
cual a una concentracién nula de DNA se presenta un maximo de fluorescencia, mientras que
a una concentracion de 1.8 nM (500 ng) se alcanza un minimo de fluorescencia consecuencia

de la interaccion entre las moléculas de doxorrubicina con el pDNA.

Con base en el tamafio y en la concentracion de pDNA donde se presenta el minimo de
fluorescencia se determino la cantidad de pares de bases por molécula de doxorrubicina con
lo cual se estimo la cantidad de veces que se intercala la doxorrubicina en el DNA. Se estimé

que en promedio una molécula de doxorrubicina se intercala en el pDNA cada 1.6 pb.
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Figura 15. Efecto de la concentracion de pDNA en la emision de fluorescencia de
la doxorrubicina. En la grdfica yuxtapuesta se muestra el perfil de fluorescencia.

En el caso de la estefimicina B (Figura 16) se present6 la misma situacion, a medida que
la cantidad de DNA fue aumentando la fluorescencia disminuy6 hasta alcanzar un minimo,

esto a 8 ug de DNA de esperma de salmon.
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Figura 16. Efecto de la cantidad de DNA de e.s. en la emision de fluorescencia de
la STF. En la grdfica yuxtapuesta se muestra el perfil de fluorescencia.

Una vez determinada la cantidad de DNA requerida para alcanzar un minimo de
fluorescencia, se realizaron los experimentos esta vez adicionando proteina después de formar
los complejos entre fluoréforo y el DNA. En la Figura 17 se muestra el efecto en la
fluorescencia al mezclar DNA, doxorrubicina y proteina Cs-S4-BX? 0 C4-S14-BX'2. Se aprecia,
que no hay cambios significativos en la intensidad de emision de fluorescencia lo que da a
entender que las moléculas de doxorrubicina permanecieron asociadas al DNA molde después
de que las proteinas lo recubrieran. Para observar de manera independiente el efecto en la
fluorescencia que puede generar la interaccién entre la doxorrubicina y la proteina, se
distingue en este control que hay un aumento en la emision de fluorescencia, lo cual lleva a
pensar que en caso de que la doxorrubicina se disocie del DNA molde e interactiie con la
proteina, se presentaria un aumento en la sefial de fluorescencia, esto de forma maés
significativa para el caso de la proteina Cy-Ss-BX72.

En la Figura 18 de igual manera, se muestra el efecto en la fluorescencia esta vez con la
estefimicina B como fluor6foro, DNA y proteina Cs-S;4-BX/?. En este caso se obtuvieron
resultados similares, donde la estefimicina B en presencia de DNA y proteina parece no
disociarse del DNA molde ya que no hay un aumento en la fluorescencia. De igual forma que
con doxorrubicina, cuando se mezcla estefimicina B y proteina se presenta un aumento en la

intensidad de fluorescencia lo cual indica una interaccion entre ambas.
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Figura 17. Fluorescencia relativa emitida por la doxorrubicina en presencia de
proteina (linea punteada), y en presencia de proteina y DNA (linea continua). Los
valores fueron transformados respecto a la fluorescencia de la doxorrubicina en
presencia de DNA (linea punteada verde). El eje de las abscisas secundario
representa a la curva verde.
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Figura 18. Fluorescencia relativa emitida por la estefimicina B en presencia de
proteina Cy-S14-BX'? (linea punteada) y en presencia de proteina C4-S14-BX'? y DNA
(linea continua). Los valores fueron transformados respecto a la fluorescencia de la
estefimicina B en presencia de DNA (linea punteada verde). El eje de las abscisas
secundario representa a la curva verde.
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8.5.Ensayos de toxicidad

Los resultados de citotoxicidad (Figura 19) mostraron un ICso de aproximadamente 7 pg/mL para
la estefimicina B y de 27 ug/mL para el complejo DNA-estefimicina B. La estefimicina B presento
mayor citotoxicidad libre en disolucion que formando el complejo con DNA. Este resultado se
debe a la afinidad de la estefimicina B por el DNA, lo que produce que las moléculas de
estefimicina B no se disocien y por lo tanto que el efecto sea menor. Algunas de las implicaciones
que tienen estos resultados son, en primera instancia, que la estefimicina B puede inhibir la
proliferacion de células HeLa, lo cual abre todo un campo de investigacion para la realizacion de
pruebas en células mamiferas. Por otro lado, es evidente la necesidad de la busqueda de algiin
mecanismo que produzca la liberacion de las moléculas de estefimicina B del complejo formado
con DNA, con el objetivo de que su efecto citotoxico sea mas significativo. Por otro lado, se puede
observar que cantidades elevadas de DNA de esperma de salmoén también generan un efecto

citotoxico en las células, aunque de forma menos significativa.
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Figura 19. Viabilidad de células HeLa en cultivo en presencia de estefimicina
B (-m-), en presencia de estefimicina B formando complejo con DNA de
esperma de salmon (-a-), y en presencia de DNA de esperma de salmon sin
adicion de estefimicina B (-®-). Ya que en todo punto el DNA y la estefimicina
B se encuentran en la misma proporcion, el eje secundario de las abscisas se
puede usar para el andlisis de la grdfica para los casos donde hay DNA
presente en el experimento. La viabilidad se ensayo con MTT como se
describe en la metodologia.
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9 CONCLUSIONES

En este proyecto se estudiaron nuevas estrategias para el estudio de la interaccion de las

_BKI2

proteinas tipo virus C4-S, por medio de moléculas fluorescentes.

La tioflavina T present6 una afinidad preferente hacia el modulo de interaccion proteina-
proteina S0 y Si4, donde se hizo notar el aumento en la emision de fluorescencia. De igual
forma, el monitoreo de la fluorescencia permitié evaluar el efecto de la concentracion y la
temperatura en el autoensamblaje de las proteinas Cs-Ss-BX2y Cy4-S14-BX2. Ademas, esto

marca una pauta para el empleo de tioflavina T para el estudio de proteinas ricas en estructuras

tipo B.

Se demostré que las nanoparticulas formadas con DNA y proteina son capaces de retener
a la doxorrubicina o la estefimicina B intercalada en la cadena molde de DNA, y cuyo

monitoreo fue posible gracias a la fluorescencia que presentan estas moléculas.

Los estudios preliminares del uso biologico de la estefimicina B mediante los ensayos
de citotoxicidad mostraron que esta molécula tiene un mayor efecto citotdéxico en células

cancerigenas cuando se encuentra libre que formando el complejo DNA -estefimicina B.
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10 PERSPECTIVAS

En el estudio del autoensamblaje de las proteinas tipo virus, con el empleo de la tioflavina T
se pueden realizar nuevos estudios con otro tipo de técnicas como espectroscopia de
correlacion de fluorescencia, lo cual permitiria obtener mas informacion sobre el mecanismo
que acontece durante la formacion de las nanoparticulas, ya que al ser una técnica de molécula

unica es posible distinguir la agregacion de las moléculas.

En cuanto a las nanoparticulas con moléculas intercaladas en el DNA, se abre una serie
de posibilidad de estudios para evaluar a las nanoparticulas para el transporte no solo de
doxorrubicina o estefimicina B, si no muchas otras moléculas capaces de intercalarse en el
DNA. Uno de los puntos en que se debe ahondar es en la busqueda de algun mecanismo que
permita que estas moléculas intercaladas se disocien cuando llegue el momento. Seran
necesarias modificaciones en la proteina, agregando o modificando los dominios funcionales
para conseguir este fin. Ademds, este sistema puede ser extrapolado al uso de estructuras

ramificadas para aumentar la disponibilidad de las moléculas intercaladas.

Los estudios preliminares de uso biologico de la estefimicina B, deberan ser
complementados con pruebas en células formando las nanoparticulas con proteina Cy-S,-BX/?
con el fin de mostrar el efecto en la proliferacion de las células. De igual manera, se podran
realizar pruebas de citotoxicidad en otras lineas celulares, especies bacterianas de interés y
pruebas in vivo que lleven a un mejor entendimiento de la capacidad del sistema para acarrear

y entregar farmacos.
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12 ANEXOS

12.1. Produccion de proteinas
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Figura 20. SDS PAGE de las proteinas C4-B*"?, C4-S4-B*"?, C4-S10-B*'? y C4-S14-B*"?
producidas en Komagataella phaffi.
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Figura 21. Espectros de masas de MALDI-TOF de las proteinas (a) C4-B*"?, (b) Cy-
S4—BK12, (C) C4—S10-BK12y (d) C4-S14—BK12.

12.2. Secuencia de aminoacidos de las proteinas

Secuencia de los residuos de aminodcidos de las proteinas recombinantes C4-S,-BX!?. En color
azul se muestra la sefial de secrecion de la proteina recombinante, en verde el modulo de

estabilidad coloidal, en rosa el mdédulo de autoensamblaje y en rojo el mdédulo de interaccion

con DNA.

C}Jynz

MetRFPSIFTAVLFAASSALAAPVNTTTEDETAQIPAEAVIGYSDLEGDEFDVAVLPEFSNSTNNGLLFINTTIASIAAKEEGVSLE
KREAEAGPP (GEPGNPGSPGNQGQPGNKGSPGNPGQPGNEGQPGOPGONGQPGEPGSNGPQGSQGNPGKNGQPGSPGSQGSPGNQ
GSPGQPGNPGQPGEQGKPGNQGPA) 4 GGKKKKKKKKKKKKG

Cs-S4-B¥12

MetREFPSIFTAVLFAASSALAAPVNTTTEDETAQIPAEAVIGYSDLEGDEDVAVLPEFSNSTNNGLLEFINTTIASIAAKEEGVSLE
KREAEAGCGLGAGAP (GEPGNPGSPGNQGQPGNKGSPGNPGOPGNEGQPGQPGONGOPGEPGSNGPQOGSQGNPGKNGQPGSPGSQ
GSPGNQGSPGQPGNPGQPGEQGKPGNQGPA) 4 GAGAGAGAGQGAGAGAGQGAGAGAGQGAGAGAGQGAKKKKKKKKKKKKGA

Cy-S10-BX1?

MetREFPSIFTAVLFAASSALAAPVNTTTEDETAQIPAEAVIGYSDLEGDEFDVAVLPESNSTNNGLLEFINTTIASIAAKEEGVSLE
KREAEAGCGLGAGAP (GEPGNPGSPGNQGQPGNKGSPGNPGQPGNEGQPGQPGONGOPGEPGSNGPOGSQGNPGKNGQPGSPGSQ
GSPGNQGSPGQPGNPGQPGEQGKPGNQGPA) 4 GAGAGAGAGQGAGAGAGQGAGAGAGQGAGAGAGQGAGAGAGQGAGAGAGQGAG
AGAGQGAGAGAGQGAGAGAGQGAGAGAGQGAKKKKKKKKKKKKGA
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Cy-S14-BX1?

MetREFPSIFTAVLFAASSALAAPVNTTTEDETAQIPAEAVIGYSDLEGDEDVAVLPEFSNSTNNGLLEINTTIASIAAKEEGVSLE
KREAEAGCGLGAGAP (GEPGNPGSPGNQGQPGNKGSPGNPGQPGNEGQPGQPGONGOPGEPGSNGPOGSQGNPGKNGQPGSPGSQ
GSPGNQGSPGOPGNPGQPGEQGKPGNQGPA) 4 GAGAGAGAGQOGAGAGAGQGAGAGAGQGAGAGAGQGAGAGAGQGAGAGAGQGAG
AGAGQGAGAGAGQGAGAGAGQGAGAGAGQGAGAGAGQGAGAGAGQGAGAGAGOGAGAGAGQGAKKKKKKKKKKKKGA

12.3. Plasmido p-redox
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Figura 22. Mapa del plasmido p-redox de 2675 pb.

Secuencia de nucledtidos del plasmido p-redox:

5’ ctaaattgtaagcgttaatattttgttaaaattcgcgttaaatttttgttaaatcagctcatt
ttttaaccaataggccgaaatcggcaaaatcccttataaatcaaaagaatagaccgagatagggt
tgagtggccgctacagggcgctcccattcgeccattcaggectgecgcaactgttgggaagggegttt
cggtgcgggcctcttcgetattacgeccagectggcgaaagggggatgtgectgcaaggcgattaagt
tgggtaacgccagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggccagtgagcgcgacgtaat
acgactcactatagggcgaattgaaggaaggccgtcaaggccacgtgtcttgtccagagectcgga
tccggttggtagecctgcaagaactggcagttcagaaaggttggegtctgecggaatatacegttyg
cacaagaaagcggtccgcctcataaacgtgaatttaccattacctgtcgtgttgaaggtggtagce
ggtggtggttgtggtggtgaaattcgtgcactgaaatatgaaattgcacgtctgaaacaggcagc
acaggcaaaaatccgtgccctggaacagaaaattgcagcactggaaggtggctgtggecggtggtt
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caggtggcacctttgttgaaaccggtagcggcaccagcaaacaggttgcaaaacgtgttgcagceca
gaaaaactgctgaccaaattcaaaacctaagaattcggtacctggagcacaagactggcctcatg
ggccttcctttcactgceccecgetttccagtcgggaaacctgtecgtgeccagetgcattaacatggte
atagctgtttccttgcgtattgggecgcectcteccgecttectecgectcactgactcgetgegeteggte
gttcgggtaaagcctggggtgcctaatgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaag
gccgcgttgetggegtttttceccataggectccgeccccecctgacgagcatcacaaaaatcgacgete
aagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttccccecctggaagectcecce
tcgtgcgcectcectcectgttccgaccctgeccgecttaccggatacctgtecgectttecteecctteggga
agcgtggcgctttctcatagctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgectccaa
gctgggctgtgtgcacgaaccccccecgttcageccgaccgctgegecttateccggtaactategte
ttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagce
agagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactag
aagaacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtaget
cttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacg
cgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaa
cgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccttt
taaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttat
tagaaaaattcatccagcagacgataaaacgcaatacgctggctatccggtgccgcaatgccata
cagcaccagaaaacgatccgcccattcgceccecgeccagttcecttecgcaatatcacgggtggeccageg
caatatcctgataacgatccgccacgcccagacggccgcaatcaataaagccgctaaaacggcecca
ttttccaccataatgttcggcaggcacgcatcaccatgggtcaccaccagatcttcecgeccatceccgg
catgctcgctttcagacgcgcaaacagctctgeccggtgeccaggecctgatgttecttcatceccagat
catcctgatccaccaggcccecgcttccatacgggtacgecgcacgttcaatacgatgtttcecgectga
tgatcaaacggacaggtcgccgggtccagggtatgcagacgacgcatggcatccgccataatget
cactttttctgccggcgccagatggctagacagcagatcctgacccggcacttcgcecccagcagca
gccaatcacggcccgcecttcggtcaccacatccagcaccgccgcacacggaacaccggtggtggec
agccagctcagacgcgccgcttcatecctgcagectcecgttcagecgcaccgectcagatecggttttcecac
aaacagcaccggacgaccctgcgcgctcagacgaaacaccgccgcatcagagcagccaatggtet
gctgcgcccaatcatagccaaacagacgttccacccacgctgeccgggctacccgecatgcaggceca
tcctgttcaatcatactcttectttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcat
gagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacatttcccce
gaaaagtgccac 3’

12.4. Medios de cultivo para produccién de proteina C-B*2, C,-S,-BX'2, C,-
S10-B¥12 y C4-S14-B¥1? en Komagataella phaffi (antes conocida como Pichia
pastoris)

Medio minimo de glicerol (200 mL)

Glicerol (10%) 20 mL
YNB (13.4%) 20 mL
Biotina (0.02%) 400 pL
Agua c.b.p. 200 mL
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Medio minimo de metanol (600 mL)

Glicerol (10%) 6 mL

YNB (13.4%) 60 mL

Biotina (0.02%) 1.2 mL

Buffer fosfatos 100 mM, pH 7.4 60 mL

Metanol 6 mL ¢/12 horas
Agua c.b.p. 600 mL
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