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Resumen

El ARN pequefio de interferencia (ARNsi) se puede utilizar
terapéuticamente para bloquear la sintesis de proteinas causantes de
enfermedades. Para liberar el ARNsi se requieren de materiales que lo
encapsulen y liberen controladamente. Investigaremos un péptido, el
cual tiene la propiedad de unirse a los acidos nucleicos (AN) ademas de
ser responsivo a luz, como modelo de encapsulamiento y liberacion
controlada.

Disefio del Péptido. Se utilizé un segmento de 27 aminoacidos (P2)
presente en un dominio de proteinas de unién a ARN de doble cadena
(dsRBD). Se fusiond P2 con un segmento peptidico P3 para obtener P4.
P4 se modificé con un enlace nitrobencil formando P4-HL.

Resultados. P4-HL es irradiado con UV para observar el efecto de
hidrélisis. Se irradio a diferentes tiempos con dos lamparas de luz UV de
diferente potencia (100W y <<100W). Se pudo observar que P4-HL se
hidroliza mas rdpido cuando la potencia es mayor. El tiempo de
irradiaciéon con luz UV es directamente proporcional a la hidrélisis de P4-
HL, por medio de estudios de MALDI-TOF se comprobd que después de
5 minutos de irradiacion empiezan aparecer los picos P2 y P3. Después
de los 90 minutos de irradiacion el pico P4-HL disminuye drasticamente.

Para comprobar su efectividad como material encapsulador P4-HL
se mezclé con ADN de doble cadena (ADNds), variando la concentracion
de P4-HL y manteniendo una concentracién fija de ADN de 0.2 uM.
Mediante gel de electroforesis se verificé la concentracion de P4-HL a la
cual se encapsula todo el acido nucleico. Finalmente para verificar la
liberacién de AN de P4-HL-ADN, se irradid a diferentes tiempos,
manteniendo constante la concentracion de P4-HL-ADN. Al ser irradiado

el complejo, dependiendo del tiempo de irradiacion, el ADN es liberado.



Introduccion
Acidos nucleicos

Los acidos nucleicos (AN) son un polimero formado con cuatro
clases de mondmeros, son moléculas de ribosa o desoxirribosa
fosforiladas, con bases puricas o pirimidinicas unidas a sus carbonos 1°
(Figura 1). Son hidréfilos, a pH fisioldgico los grupos fosfato presentan
dos cargas negativas por lo que son de naturaleza acida y debido a su
longitud dan soluciones viscosas. Los AN empiezan cada vez mas a
tener un papel como farmaco o para uso terapéutico, especialmente

para su uso en terapia genética (Wittrup y Lieberman, 2015).

Figura 1 : Estructura del ADN, donde TAGC representan las bases
nitrogenadas, Timina, Adenina, Guanina y Citosina (figura tomada de la
pagina www.dciencia.es)
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Su importancia para modular el comportamiento fisiolégico de una
célula se entiende cuando se analiza el dogma central de la biologia
molecular, en donde se establece que el flujo de informacion genética va

del ADN al ARN y de esté a las proteinas (Figura 2).

Una vez que los AN son administrados en el organismo, requisito
necesario para ser usados como farmacos, se enfrentan a muchas
barreras fisiolégicas para alcanzar su sitio de accién. Los AN son
inestables en el torrente sanguineo, pueden ser inmunogénicos, y no
atraviesan facilmente las membranas para entrar en las células debido a
su alto peso molecular (>5 kDa), y alta carga negativa a consecuencia
de los grupos fosfatos que estan cargados negativamente a pH
fisiolégico (pH = 7.4) (Kanasty, et al., 2013).

Existen varios tipos de AN que estan siendo investigados para su

uso como farmaco.
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Los oligonucledtidos antisentido (ASO) dependientes de RNasa H
son oligonucledtidos modificados quimicamente, de cadena sencilla que
se unen a secuencias complementarias de ARNm y reducen la expresion
génica. Los ASO de omision de exén son ASO modificados quimicamente
de cadena sencilla que se dirigen a uniones intron-exén. La union inhibe
el empalme en este sitio y obliga a elegir un sitio de empalme
alternativo (Wittrup y Lieberman, 2015).

Los ARN pequefos de interferencia (siARN) son ARN de doble
cadena de 21 a 23 nucledtidos, generalmente modificados
guimicamente, con una cadena activa antisentido que es exactamente
complementaria a una secuencia en cualquier parte del ARNm objetivo.
Los siARN son captados por el complejo silenciador inducido por ARN
citosélico (RISC) (Wittrup y Lieberman, 2015).

Los oligonucleétidos pueden usarse para antagonizar (en cuyo
caso se conocen como anti-miR) o imitar la funcion de los microARN
enddgenos (miARN). El RISC capta los miARN nativos, que suprimen la
expresion génica de los ARN que contienen secuencias parcialmente
complementarias al bloquear su traduccién o acelerar su degradacion.
Suprimen la expresion de cientos de transcriptores pero de manera
menos eficiente que los siARN. Los ASO monocatenarios, modificados
quimicamente pueden unirse a miARN para bloquear su actividad
(Wittrup y Lieberman, 2015).

Sistemas acarreadores de acidos nucleicos

Una estrategia para ayudar a los AN a alcanzar su sitio de accion
es el uso de moléculas acarreadoras (vectores) que los encapsulen para
que los protejan y los transporten al interior de las células. Se denomina
vector al sistema que transporta a los AN al interior de las células en el

sitio de accion especifico.



Los vectores son sistemas de entrega o moléculas acarreadoras,
para su uso en organismos deben de ser disefados para tener la

capacidad de proporcionar las siguientes propiedades (Li, et al., 2014):

1) estabilidad contra las nucleasas séricas

2) evasion del sistema inmune

3) evitar interacciones no especificas con proteinas séricas y células
que no son el objetivo

4) prevencion de aclaramiento renal

5) salida de los vasos sanguineos para llegar a los tejidos
seleccionados

6) entrada a las células

7) incorporacion en la maquinaria celular adecuada

Los vectores con altas cargas positivas en la superficie pueden
presentar una agregacion desfavorable con eritrocitos. Las terapias mas
exitosas basadas en AN tienen como clave el desarrollo de vectores de
distribucién seguros y eficientes.

Historicamente los vectores se han desarrollado para modificar la
via de administracién en beneficio del paciente, mejorar la
biodisponibilidad, o cambiar el perfil de liberacién. Los sistemas de
liberacion se deben desarrollar para identificar el sitio que es el objetivo,
el cual puede ser un organo, una célula, un compartimento celular o
incluso un organelo, dirigirse a él y entregar selectivamente su carga
terapéutica. Una propiedad que también es importante, es que la
entrega del farmaco debera ser de manera controlada en respuesta a un
estimulo interno (pH, enzimas, o un cambio del potencial redox) o
externo (luz, temperatura, campo magnético) (Universidad de Navarra,
2013).

Existen dos tipos fundamentales de vectores: los basados en virus

(vectores virales) y los vectores sintéticos (vectores no virales) que



intentan emular la capacidad natural que tienen los virus de introducir

acidos nucleicos en las células.

Sistemas acarreadores basados en virus

Fueron los primeros en ser utilizados ya que naturalmente
funcionan como vehiculos de AN. Los virus estan compuestos por ADN o
ARN rodeado de una capside proteica y algunas veces lipoproteica. El
ciclo bioldgico de los virus ocurre por la introduccién del genoma viral en
determinados tipos de células, esto pasa por la presencia de receptores
en la membrana de la célula. Para poder utilizar un virus como vector,
es necesario insertar el AN terapéutico en el genoma viral, y conseguir
al mismo tiempo que el virus no se replique y por lo tanto que no sea
patogénico. Estos virus que son utilizados como vectores se denominan
virus recombinantes y defectivos (carecen de alguna funcidn necesaria
para su propio ciclo replicativo).
Los mas comunes son (Universidad de Navarra, 2013):

- Vectores retrovirales: Los retrovirus son virus de ARN cubiertos
por fosfolipidos, con glicoproteinas que determinan el tropismo
del virus al ser reconocidos por receptores especificos, dentro
hay una capside proteica de estructura icosaédrica que contiene
2 copias del genoma viral.

- Vectores adenovirales: Son virus ADN sin capa envolvente,
consta de una capside icosaédrica que esta compuesta por 720
proteinas hexona y 60 proteinas pentona.

- Vectores virales adenoasociados: Son Parvovirus que infectan

al hombre pero no son patdgenos.

Los vectores virales presentan varias limitaciones. El principal
problema de los vectores virales es el riesgo de que provoquen
inmunogenicidad y un choque anafilactico. Se deben administrar

concomitantemente con varios inmunosupresores, lo cual eleva el riesgo



de que se produzcan otras enfermedades (infecciones o tumores, entre
otras). Otra gran desventaja es que no se pueden volver a administrar
ya que se desarrollan anticuerpos contra la capside viral y ya no son
efectivos (son neutralizados por el sistema inmune). Los vectores viricos
poseen asimismo una capacidad limitada de almacenaje de material
genético. Los vectores no virales tienen muchas menos restricciones de
tamano, por lo que podrian suponer una alternativa eficaz a la hora de

transfectar material genético de mayor tamano (Adan, 2018).

Sistemas acarreadores no virales

Los vectores no virales representan un intento de imitar las
funciones de los virus como vehiculos de transferencia génica mediante
sistemas sintéticos. En principio son vectores mucho mas seguros desde
el punto de vista de su peligrosidad bioldgica y su patogenicidad. Se han
desarrollado vectores no virales que a su vez se subdividen en dos
tipos: fisicos y quimicos. Los fisicos debilitan la membrana celular para
hacerla mas permeable a los AN; entre estos se incluyen la inyeccién
hidrodinamica y la electroporacion (Aliabadi, et al., 2012). Sin embargo,
los que presentan un mayor potencial para su uso en clinica (ya que son
menos invasivos) son los vectores quimicos, donde los AN son
encapsulados en transportadores de diferente composicién y tamafo
micro o nanométrico. Entre ellos destacan diversas formulaciones de
lipidos catidnicos, polimeros o péptidos penetrantes de membrana
(CPPs) (Adan, 2018).

Los vectores no viricos pueden ser preparados en grandes
cantidades a bajos costos, transfectar moléculas mas grandes, ser
almacenados durante mas tiempo debido a su estabilidad, y provocan

menos inmunogenicidad.



Hasta el momento los vectores no viricos mas prometedores se
han dividido en tres tipos: lipidos, polimeros y péptidos. Basados en
moléculas catidnicas. Un gran desafio para el silenciamiento genético es
resolver el problema inherente en el disefio de vectores ideales de
distribucién, por un lado los vectores deben hacer un complejo estrecho
y estable con el AN durante la circulacion y por otro lado deben ser
capaces de facilitar su liberacion en el citoplasma (Aliabadi, et al.,
2012).

Lipidos

Los liposomas han sido particularmente exitosos para el suministro
de farmacos solubles en agua atrapados en el nucleo. Se han explorado
ampliamente para el suministro de AN debido a su biocompatibilidad de
tamano adecuado (alrededor de 100 nm). De sus componentes, y
especialmente la facilidad de preparacion. Por ejemplo el 1,2-oleoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (DOPC) puede encapsular alrededor del 65% de AN
simplemente mezclando las soluciones de los dos componentes. Dioleoil
fosfatidiletanolamina  (DOPE), 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(DSPC), y fosfatidilcolina (PC) son otros lipidos neutros utilizados en la
preparacién de liposomas. Los complejos de lipidos catidnicos con &acido
nucleico forman complejos conocidos como lipoplejos. La principal
ventaja es la interaccién espontanea con el AN y las membranas
celulares, lo que conduce una mayor internalizacién celular, pero tiene
una mayor toxicidad en comparacion con los neutros.

Los lipoplejos han sido utilizados exitosamente para el suministro
de AN contra el factor de necrosis tumoral en ratones, se ha utilizado el
1,2-dioleoil-3-trimetilaminoniun propano (DOTAP) por via intravenosa y
contra el factor de crecimiento epitelial vascular por inyeccion subretinal
(Aliabadi, et al., 2012).

Los reactivos de Lipofectamina son ampliamente aceptados como

el estandar para el suministro seguro de AN exdgeno a las células. Es



capaz de evitar eficientemente el transporte intracelular activo a lo largo
de los microtubulos. Este resultado se logra mediante un movimiento
browniano aleatorio de vesiculas que contienen liopofectamina dentro
del citoplasma, la difusidon browniana es una ruta eficiente para que los
complejos de lipofectamina-AN eviten la degradacion metabdlica, lo que

conduce a una transfeccion optima (Cardarelli. et al., 2016).

Polimeros Catidnicos

Los complejos supramoleculares de AN formados con polimeros
catidnicos (poliplejos) se han convertido en una estrategia dominante
para mejorar la eficacia. Microparticulas de polimeros de acido D, L-
lactido-co-glicélido (PLGA) se han utilizado para el suministro de AN. Se
unen facilmente a segmentos portadores de AN, no producen respuesta
citotoxica. La polietilenimina (PEI) es una macromolécula con un alto
potencial de cargas positivas, y puede aceptar protones a cualquier pH.
Esta propiedad le permite actuar como buffer dentro de los endosomas
protegiendo al AN de la degradacion lisosomal (Aliabadi, et al., 2012).

El quitosano, B (1-4)-2amino-2dioxi-D-glucosa o glucosamina es
un polisacarido con excelentes propiedades. La carga positiva que se
produce en medio acido como resultado de la protonacidon del grupo
amino presente en cada unidad de glucosamina le confiere solubilidad
en medio acuoso. Es utilizado para distribuir o transportar farmacos
permitiendo programar un perfil de descarga del componente
microencapsulado, ademas de llevar a salvo el agente terapéutico para
alcanzar una concentracion efectiva en el sitio de accidon especifico.
Pueden cargar varios componentes activos beneficiando la distribucién,
retencion en el organismo o incrementando la eficacia del tratamiento
mientras suprimen los mecanismos celulares que pueden limitar la

respuesta terapéutica (Olivera, et al., 2012).



Péptidos Penetrantes de Membrana (CPPs)

Los péptidos penetrantes de membrana (Cell Penetrating Peptides)
han demostrado tener un gran potencial como vehiculo de AN pero
hasta ahora estan en desarrollo inicial. Los CPPs son cortos
(normalmente no exceden los 30 aminoacidos) y poseen la capacidad de
cruzar membranas celulares mientras transportan una carga, con poca
toxicidad. Se sabe que pueden penetrar de forma activa o de forma
pasiva. En general los diferentes CPPs no poseen secuencias homodlogas
entre ellos, y cada uno presenta diferentes mecanismos de
internalizacion celular. Existen dos maneras de combinar los CPP con la
carga: de forma covalente y de forma no covalente.

Segun sus caracteristicas fisicoquimicas los CPPs se pueden
clasificar en: Péptidos altamente catidnicos, quienes fueron los primeros
en ser descubiertos. Péptidos anfipaticos, pueden estar cargados
positiva o negativamente a pH fisioldgico, aunque la mayoria tienen
carga positiva. Péptidos hidrofobicos, son aquellos que contienen una
secuencia o un grupo quimico hidrofdbico, esta secuencia aumenta la
eficiencia de transfeccion y también se cree que puede incrementar el
tiempo medio de circulacién, los mas destacados son los péptidos
“grapados” (un hidrocarburo une dos residuos del péptido), péptidos
prenilados (a los que se les anadidé un isoprenoide) y las pepducinas
(con un acido graso acoplado al aminoacido N-terminal); y péptidos
anfipaticos con aldehidos acoplados a través de un enlace hidrazona.

Un tipo especifico de CPPs que puede resultar muy Uutil para
transportar AN al interior del ndcleo de la célula son los que tienen
Secuencias de Localizacion Nuclear (NLS), que permite que el CPPs
acceda al nucleo a través de los poros nucleares.

Uno de los mayores problemas de los CPPs es restringir su accion
al tejido que es el objetivo ya que penetran indistintamente cualquier

tipo de célula. Se puede resolver de dos maneras, introducir promotores



especificos en el transgén, o bien se puede disefiar un sistema de

liberacion selectiva (Adan 2018).

Sistemas acarreadores con liberacion controlada

Un aspecto importante en el uso de AN en terapias es la liberacién
controlada. Para ello han sido desarrollados vectores versatiles e
inteligentes y sensibles a diferentes estimulos. Se ha demostrado que
los vectores de suministro con respuesta a pH, luz o reacciones redox
son capaces de facilitar la liberacidon de AN en el citoplasma de la célula
objetivo y por lo tanto potenciar la eficiencia de su efecto genético.
(Hernandez-Garcia, et al., 2019) (Li, et al., 2014)

Los vectores responsivos a la luz son muy prometedores porque
pueden ser aplicados remotamente con alta precisiéon espacial vy
temporal, y la luz puede ser utilizada como un estimulo externo para
controlar la liberacion de la carga de los sistemas de distribucién. Por
ejemplo, se ha reportado un vector anfifilo que tiene un grupo 2-
nitrobencil (NB) que une a una cola larga hidrofébica y una cabeza
catidnica mediante un enlace éster, este enlace nitrobencil se hidroliza
con luz UV (fotolabil) (Li, et al.,2014). En soluciones acuosas, el anfifilo
se autoensambla en nanoparticulas que son sensibles a luz UV (USNPs),
con un nucleo hidrofébico y un caparazon catidnico. El ndcleo
hidrofébico mantiene la estabilidad de las nanoparticulas, mientras el
caparazon catidnico posee sitios complejos para la condensacién de AN.
Cuando se irradia con luz UV, se desencadena la hidrdlisis del enlace NB,
provocando el desplazamiento del caparazon hidrofilico y posteriormente
facilita la liberacion de AN del complejo y asi ejercer su efecto bioldgico.
Tras la irradiacién con luz UV, el enlace éster NB se escinde. Una clave
en el disefio de las USNPs, es la degradacién inducida por UV del
portador para facilitar la liberacidon del siARN. Los complejos USNPs-AN
son mas estables cuando se les deja reaccionar de 3-5 horas. Las USNPs

son eficientes en la entrega de AN en células cancerosas.



Cuando es expuesta a luz UV se desencadena el desprendimiento
del enlazador, causado por la rapida degradacién de la nanoparticula,
facilitando la liberacion intracelular de AN, y logrando aumentar la
eficiencia del silenciamiento de genes (Li, et al., 2014).

Los hidrogeles que contienen enlazadores fotodegradables tienen
un gran potencial en aplicaciones de liberacion controlada e ingenieria
de tejidos. Por ejemplo se podrian atrapar farmacos o inmovilizar células
y se puede liberar su carga en el momento deseado debido a un
estimulo externo como la luz provocando la segmentacién de los
enlazadores fotolabiles (Seok, et al., 2013).

La mayoria de las unidades fotolabiles contienen un radical orto-
nitrobencilo (0-NB), que es altamente susceptible a la exposicion a la luz
UV. Los espectros de absorbancia de los macrémeros que contienen
grupos 0-NB generalmente alcanzan un maximo alrededor de 280-400
nm y se reducen en el rango de luz visible inferior 430 nm (Seok, et al.,
2013). Al exponerse a la longitud adecuada de manera selectiva, los
grupos de o-NB se fotolisan de manera efectiva, dando como resultado

la liberacion de moléculas.

Disefno de un péptido acarreador de AN

Los péptidos han sido de interés como sistema de suministro de
siARN ya que son estructuralmente bien definidos, biodegradables, a
menudo no téxicos, y pueden ser preparados mediante métodos de
sintesis rentables. Con los péptidos existe la posibilidad de incorporar
secuencias bioinspiradas que especificamente reconozcan AN o proteinas
para propositos de focalizacion. Una de las estrategias mas comunes ha
sido el uso de péptidos penetradores de células como portadores de AN,
sin embargo, estas moléculas tienen interacciones electrostaticas no
especificas con siARN y tienden a ser toxicos como resultado de su alta

carga positiva (Hernandez-Garcia, et al.,2019).



Recientemente se reportd una particula supramolecular que
transfecta eficientemente las células neuronales. Se disefio utilizando un
péptido de unién a ARN de doble cadena (dsARN) tomado de anfibios,
combinado con un péptido propenso a auto-ensamblarse en estructuras
supramoleculares. Se utilizé (Figura 3) un segmento de 27 aminoacidos
(denominado P2) presente en un dominio de proteinas de union a
dsARN (dsRBD) (region 3) de Xenopus laevis (Hernandez-Garcia, et al.,
2019).

Loop between
pland B2

Figura 3: Estructura del segundo dominio de unién a ARN de doble cadena (Xlrbpa-2)
complejado con dsARN. La proteina interactia con dos surcos menores sucesivos y a
través del surco principal que interviene en una cara de la hélice dsARN. La proteina se
muestra en morado. Los residuos de la cadena lateral que interactlan con el surco
menor de ARN en las regiones 1 y 2 son de color verde, y las cadenas laterales que
interactian con el surco mayor de ARN en la regién 3 son de color gris. También se
muestran en gris las cadenas laterales de Y131 y F145 que sirven para colocar K167 y
K163, respectivamente. Los atomos de oxigeno se muestran en rojo, nitrégeno en
azul, y fésforo en amarillo. Tomado de (Ryter y Schultz, 1998).

Las interacciones se pueden dividir en 3 regiones: Regién 1,
interaccion de la hélice a N-terminal con el surco menor de ARN (Figura
4); Regidn 2, interaccién del bucle entre las cadenas Bl y B2 con el
surco menor de ARN; Regién 3, interaccion de la hélice o C-terminal a

través del surco principal de ARN (Ryter y Schultz,1998).
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Figura 4: Vista ampliada de la Regidén 1 en la que la hélice o N-terminal interactla
con el surco menor de ARN, y Regién 2 en donde el bucle entre las cadenas Bl y p2
interactua con el surco menor de ARN. (Ryter y Schultz, 1998).

Figura 5: Vista ampliada de la Regién 3, en donde los residuos dentro y justo antes
del extremo N-terminal de la hélice a C-terminal interactian a través de la ranura
principal. (Ryter y Schultz, 1998).

En la Region 1, la hélice a de tres vueltas N-terminal interactua
con el surco menor del ARN. Dos cadenas laterales Q118 y E119 y un
grupo principal de péptido CO de E119 estdn involucrados en
interacciones directas y mediadas por agua con 4 grupos 29-OH y cinco
grupos funcionales de base en el surco menor del ARN. En la Regidon 2,

el bucle entre las cadenas B1 y B2 interactia con el surco menor



adyacente del ARN. En la Regiéon 3 (Figura 5), la proteina interactia a
través del surco principal del ARN. Un segmento muy corto que incluye
la porcion N-terminal de la hélice a C-terminal (161-167 residuos)
proporciona todas las interacciones principales del surco. En el lado de la
ranura principal proximal a la region 2, los grupos NH amida de los
residuos 163 y 164 que estan en el extremo N-terminal de la hélice o de
cinco vueltas interactian con un oxigeno de no enlace de la columna
vertebral del fosfodiester. La cadena lateral de K163 hace puentes de
hidrégeno directamente a un grupo adyacente fosfodiester en este
mismo lado del surco principal, y las cadenas laterales de aminoacidos
mas adelante en la hélice a Q164 y K167 interactian en el otro lado del
surco principal (proximal a la Regién 1) de modo que la hélice a puentee
el surco principal. Los analisis mutacionales demuestran que F145 y la
hélice o de C-terminal son realmente criticas para la union al ARN (Ryter
y Schultz, 1998).

El péptido P2 contiene la secuencia de la regidén 3 presente en la
proteina dsRBD completa que une a dsARN. Esta regidon en particular
con la secuencia TSKQVAK, se sabe que interactla a través de la hebra
principal de la dsARN. No se incluyeron las otras dos regiones que estan
contenidas dentro de una secuencia muy hidrofébica (denominada P1)
gue tiene poca solubilidad en agua (Ryter y Schultz, 1998). Se fusiond
P2 con un segmento peptidico P3 (18 aminoacidos + 2 glicinas como
espaciador) para obtener la secuencia del péptido P4 (Figura 6). P3
experimenta un cambio estructural que va desde o-hélice a hoja B
formando agregados al mismo tiempo. La razén por la cual se fusiono es
gue P2 enlaza a siRNA dirigiendo un cambio estructural en P3 y ademas

promueve el complejo de péptidos y siARN.



Figura 6: Para formar P4 se utilizd un segmento denominado P2 que contiene la
secuencia de la regidn 3 presente en la proteina dsRBD completa que une a dsARN (P1
se descartd ya que se encuentra dentro de una secuencia muy hidrofébica) (Ryter y
Schultz,1998). Se toma el segmento P2, se fusiond P2 con un segmento peptidico P3
para obtener la secuencia del péptido P4.

Usando electroforesis en gel de poliacrilamida (Figura 7), se
encontré que P4 muestra 10 veces mayor fuerza de unidon a siARN
comparado con P2. P3 fallé en la unidn a siARN. La aparente fuerza de
union de P4 hacia siARN se encontré que es comparable a dsRBD. Estos
hallazgos sugieren que la fusion del péptido P2 a P3 ayuda a encapsular
el siARN generando una eficiente capacidad de unién comparable a la
del dsRBD (Hernandez-Garcia, et al., 2019).

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

20 P4 + siRNA
+ siRNA
P3 + siRNA

Figura 7: Electroforesis, las bandas representan al siRNA libre. (Hernandez-Garcia, et
al., 2019).



P4 enlaza fuertemente hacia cualquier AN bicatenario pero muy
pobre hacia cadenas sencillas de AN. Por lo que P4 puede ser usado
para el encapsulamiento de dsARN o dsADN. Una caracterizacién mas a
fondo con dicroismo circular reveld que P4 cambia de una estructura
aleatoria o @ una estructura secundaria de la hoja B tras la interaccidn
con siARN, una transicibn no observada en el caso de P2. Esta
observacién apoya la hipdtesis de que P3 podria actuar posiblemente

como un interruptor estructural, promoviendo el complejo péptido-
siARN.
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Figura 8: Union de los diferentes péptidos con siARN. (Hernandez-Garcia, et al.,
2019).

La formacion de particula supramoleculares se atribuye al cambio
estructural que se produce al contacto con el AN cambiando de una
bobina o a una hoja B. Tras la adicién de siRNA se observd la
desaparicién gradualmente de la bobina a aleatoria. P4 tiene baja
densidad de carga, alta relacion molar péptido-siRNA esto quiere decir
que el péptido se puede unir a grandes cantidades de AN (Figura 8).
Esto es una ventaja ya que no se necesita una concentracion grande de
P4 y es importante porque grandes potenciales de particulas para el
suministro de siARN han sido asociados con citotoxicidad.

Los complejos P4-siARN son altamente resistentes a |la
degradaciéon enzimatica por RNAsa. No se observa la liberacidon de siARN
de las particulas en soluciones de alta concentracién salina. La

estabilidad de las particulas de P4-siARN sugiere que las interacciones



electrostaticas no son la Unica fuerza motriz para el encapsulamiento de
siRNA. En cuanto a la transfeccion neuronal, después de 24 h de
incubacion, el péptido P4 transfecta 74 % de células gliales y 78.5 % de

neuronales extraidas de tejido primario de corteza cerebral.

Disefno de un péptido acarreador de AN y responsivo a la luz

Para el disefio de P4 responsivo a luz UV (P4-HL), se utilizd el
segmento de 27 aminoacidos denominado P2 que contiene la secuencia
TSKQVAK. Se fusiond P2 con P3 para obtener el péptido P4.

P4 se modificd con el aminoacido nitrobencil para formar P4-HL
0

H,N
OH

0,N

Figura 9: Aminoacido Nitrobencil, aminoacido responsivo a luz UV.

Este aminoacido es responsivo a luz UV ya que se hidroliza al ser
sometido a irradiacion con UV (Figura 9).

Para el disefio de P4-HL se utilizd este aminoacido NB responsivo a
luz UV como si fuera un puente ya que en los extremos de NB se

colocaron a P2 y P3. Quedando de la siguiente manera (Figura 10).
O

I=

Figura 10: Péptido P4-HL, formado por P3, el aminoacido Nitrobencil, y P2.



Se escogid este tipo de aminoacido ya que es una gran ventaja
que sea responsivo a luz UV porque puede “descargar” de manera muy
precisa al AN en el momento y lugar que sea necesario hacerlo. El
aminoacido NB al ser sometido bajo irradiacidon UV se hidroliza (Figura

11), dando como resultado la liberacion del acido nucleico.

(o)

3 P2
N
H
P3 OH
o]
uv
'
o

NO,

Fragmentos Hidrolizados

N\
%

Figura 11: Hidrdlisis de P4-HL cuando es irradiado con luz UV. Como resultado hay
dos fragmentos uno con P3 y otro con P2.

Secuencia de P4-HL (47 aminoacidos y 5240 kDa), en negritas se
muestra el aminoacido enlazador y responsivo a luz UV.
NT-SIRKLEYEIEELRLRIGGGTFVETGSGTSKQVAKRVAAEKLLTKFKT-CT
Secuencia P3 (19 aminoacidos y 2,231 kDa)
NT-SIRKLEYEIEELRLRIGGG-CT
Secuencia P2 (28 aminoacidos y 3,383 kDa)
NT-TFVETGSGTSKQVAKRVAAEKLLTKFKT-CT

Hipotesis

Debido a que el péptido P4-HL fue disefiado con: un dominio de
union a acidos nucleicos, un péptido que ayuda al autoensamble de las
particulas, y un aminoacido nitrobencil (el cual se ha reportado que es
fotosensible), P4-HL deberia de unirse a los acidos nucleicos, formar un
complejo y liberarlo a través del estimulo externo que es la irradiacién

con luz UV.
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Objetivos

*

Probar que el péptido P4-HL es capaz de encapsular ADN de doble
cadena vy liberarlo por medio de un estimulo externo (luz UV).
Disenar y elaborar los experimentos necesarios para probar que
P4-HL. Es responsivo a luz UV 365 nm, encapsula ADN y su
liberacion.

Determinar la concentracion a la cual el péptido P4-HL neutraliza
totalmente la carga del acido nucleico.

Evaluar el efecto en la unién del acido nucleico por parte del
péptido P4-HL previamente irradiado con luz UV.

Evaluar la liberacién de acido nucleico por parte de los complejos

P4-HL-acido nucleico al irradiar con luz UV

Metodologia Experimental

Para cumplir los objetivos de la tesis, se diseiié el trabajo para

realizarse en cuatro etapas:

1) Hidrdlisis de P4-HL con luz UV

2) Interaccién de P4-HL con ADN (25pb)

3) Efecto en la uniéon a ADN (25pb) de P4-HL pre-irradiado

4) Efecto en la liberacién de ADN (25pb) cuando se irradian los
complejos P4-HL-ADN con luz UV.

En cada etapa se estudiaron diferentes caracteristicas vy

propiedades del péptido P4-HL. En todos los experimentos se utilizaron

dos tipos de lampara UV con longitud de onda de 365nm, la “Lampara

UV 1” gque tiene una potencia <<100W vy la “Lampara UV 2" que tiene

una potencia de 100W. Las muestras se mantuvieron en bafo de hielo

para evitar evaporacién por el calor generado por la ldampara y se irradio

con UV en una celda de cuarzo. La electroforesis también se realizd en

bano de hielo.



HIDROLISIS DEL PEPTIDO P4-HL CON LUZ UV

Para identificar el comportamiento de P4-HL expuesto a luz UV, se
irradid el péptido a diferentes tiempos. Se hicieron cuatro experimentos
diferentes. Las tres primeras etapas se hicieron irradiando con la
lampara 1, en donde se varid la concentracion de P4-HL de 125 uM a
180 puM y se modificd la longitud de onda de 365 nm a 254 nm. Se
tomaron muestras en los diferentes tiempos, para la electroforesis en
gel y para el MALDI-TOF.

La electroforesis se hizo en un gel desnaturalizante de
poliacrilamida al 20 % (SDS-PAGE) por 75 minutos a 200 V.

La cuarta etapa se hizo irradiando con la lampara 2 a P4-HL 160
uM. Las proteinas de las muestras tomadas a diferentes tiempos de
irradiacién se analizaron con SDS-PAGE al 20 %, por 15 min a 100 V, 30
min a 150 V y 15 min a 200 V, y se tiflo con Simply blue. (Véase

apéndice I para mas detalles)

INTERACCION DEL PEPTIDO P4-HL CON ADN 25pb

Se observo la interaccion de P4-HL con ADN de doble hebra de
25pb, mezclando el péptido a diferentes concentraciones 0, 3, 8, 10, 15,
30, y 80 (uM) y se mantuvo una concentracién fija de ADN (2uM) en 8
microtubos, dejando en reposo por una noche (15 horas aprox.) a
temperatura ambiente. Pasado este tiempo se hizo la electroforesis

nativa en gel de poliacrilamida al 6% por 30 min a 100 V.

EFECTO EN LA UNION A ADN 25pb DEL PEPTIDO P4-HL PRE-
IRRADIADO CON LUZ UV

Esto se hizo para evaluar el efecto en la unién con ADN cuando se
somete a irradiacion a P4-HL antes de formar el complejo P4-HL-DNA.
Se irradié a P4-HL a diferentes concentraciones y a una concentracién
fija, a diferentes tiempos, con la Ldmpara 1 UV. Posteriormente se

mezclé con ADN 2 uM para formar el complejo P4-HLi-ADN, dejando



reposar por una noche. Pasado este tiempo se hizo la electroforesis
nativa en gel de poliacrilamida al 6 % por 30 min a 100 V. Otro
experimento fue donde P4-HL se irradid con la Lampara 2 UV a
diferentes tiempos, posteriormente se mezclé con ADN para formar el
complejo P4-HLi-ADN y se dejé reposar por una noche. A continuacion
se hizo la electroforesis nativa en gel de poliacrilamida 6 % y el estudio

de MALDI-TOF. (Véase apéndice I para mas detalles).

LIBERACION DE ADN DEL COMPLEJO P4-HL-ADN AL IRRADIAR
CON LUZ uv

Para probar la liberacion de ADN después de que fue encapsulado
(P4-HL-ADN) debido al efecto de fotdlisis por la radiacién UV se hizo lo
siguiente. Se mezcl6 ADN con P4-HL para formar el complejo P4-HL-
ADN. P4-HL tiene una concentracion final de 80 uM y el ADN de 0.2 uM.
Se dejaron reposar por una noche. Posteriormente la mezcla se irradid a
diferentes tiempos con lampara 1 UV a 365 nm y se tomaron las
muestras en cada tiempo. Enseguida se separd la proteina mediante
electroforesis nativa en gel de poliacrilamida 6 % por 30 min a 100 V. El
otro experimento se hizo dejando reposar una noche el complejo P4-HL-
ADN y posteriormente se irradié a diferentes tiempos con la Ldmpara 2
UV, se tomaron muestras en cada tiempo, para la electroforesis y el
MALDI-TOF. Al finalizar la irradiacion se hizo la electroforesis nativa en
gel de poliacrilamida 6% a 80V 45min y 100V 10min.

Resultados y Discusion
Composicion de P4-HL

El péptido P4-HL fue sintetizado previamente (Hernandez-Garcia,
et al., 2019), se utilizé un segmento de 27 aminoacidos denominado P2,
este segmento se tomdé de un dominio de unién de proteinas a dsARN
presente en la especie Xenopus laevis. P2 se fusiond con el C-terminal

del aminoacido nitrobencil (NB), mientras que P3 se fusiond al N-



terminal del aminoacido NB, P3 es el péptido que ayuda al
autoensamble ademas de que provoca un cambio estructural de a-hélice
a hoja B. (Figura 12).

o) 0
P2 contiene "p3 H P2
NH; la secuencia i i
OH de dsRBD H
+P3 + P2 ——> 0

Péptido responsable
del cambio estructural

NO» NO;

P4-HL: P4 umido al
aminoacido NB

Aminoacido Nitrobencil

Figura 12: Sintesis de P4-HL, en donde se observa como el aminoacido NB sirve
como un puente de unién entre P3 y P2.

A continuacién se describen datos importantes de los diferentes
péptidos de este estudio:
Peso tedrico de P4-HL: P4+NB-2H,0=5240.09+210.189-36.03=

5414.28 Da i K P2
Secuencia de P4 (47 aminoacidos, peso: 5240.09 Da): o A
SYRKLEYEIEELRLRIGGGTFVETGSGTSKQVAKRVAAEKLLTKFKT O2N

Peso de NB: 9C+40+2N+10H=210.189 Da

Peso tedrico P2: 3026.53, 28 aminoacidos. B

Secuencia de P2: N”N| N

TFVETGSGTSKQVAKRVAAEKLLTKFKT.

El peso esperado para el pico de P2: 3026.53+157.152=3183.682 Da
Peso tedrico de P3: 2231.58 Da, 19 aminoacidos.

Secuencia de P3: SYRKLEYEIEELRLRIGGG

Los pesos esperados para los picos que corresponden a P4-HL, P2 y P3
son: 5414.28 Da, 3183.682 Da, y 2231.58 Da respectivamente.



HIDROLISIS DEL PEPTIDO P4-HL CON LUZ UV

Se evalud la hidrdlisis de P4-HL con luz UV ya que esto no se
habia hecho anteriormente. El péptido se irradié a diferentes tiempos. A
continuacion se hace la separacion de la proteina mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida SDS (Figura 13) para evaluar el
comportamiento de P4-HL mientras va aumentando el tiempo de

irradiacion UV.

Tiempo irradiacion (min)

0____15-63-+20718332(

‘ _r - ~

Figura 13: Electroforesis SDS-PAGE al 20% de P4-HL 125uM irradiado a diferentes
tiempos. En donde se observa que la banda oscura se va haciendo mas pequeia al

aumentar el tiempo de irradiacion. La franja oscura corresponde a P4-HL.

Al irradiar con luz UV a P4-HL lo que se busca es evaluar si P4-HL
se hidroliza (a causa de la fotdlisis) y que tanto se hidroliza el péptido al
aumentar el tiempo de irradiacién con luz UV. El tiempo 0 corresponde
al péptido sin hidrolizar a una concentracion de 125 uM. Se puede
observar como a medida que va aumentando el tiempo de irradiacion va

disminuyendo poco a poco la banda correspondiente al péptido P4-HL.

Tomando la imagen de la electroforesis, se hizo un analisis de la
intensidad de las bandas en el gel con el programa Imagel. Se
considerd que la muestra a tiempo 0 es la que corresponde al 100% de
P4-HL sin irradiar e hidrolizar, de esta forma se puede hacer una
relacién entre la intensidad de las demdas bandas de una forma

semicuantitativa (Figura 14).



100 ¢

90

P4-HL [%]

70 4 n

60 -

50 T T T T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350
Tiempo de irradiacion UV [min]

Figura 14: Relacién del Tiempo de irradiacion UV vs %P4-HL intensidad banda.

Se puede observar como en los primeros tiempos de irradiacién la
hidrolisis es menor que en los tiempos posteriores (Figura 14), a partir
del minuto 183 de irradiacion, P4-HL sin hidrolizar es alrededor de 58.06

% y se mantiene casi constante hasta los 320 min.

Tiempo de irradiacion UV en minutos

Figura 15: Electroforesis SDS-PAGE, poliacrilamida 20%. La banda blanca que
corresponde a P4-HL, va disminuyendo de intensidad de izquierda a derecha al

aumentar el tiempo de irradiacion UV.

Aumentando la concentracion de P4-HL de 125 a 180 uM y con un
tiempo maximo de 677 minutos (Figura 15) se puede observar como la
banda se va haciendo poco a poco mas tenue mientras va aumentando
el tiempo de irradiacidon UV. Las bandas corresponden al péptido P4-HL

no hidrolizado.



Analisis del gel con el programa Imagel (Figura 16).
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Figura 16: Relaciéon de P4-HL irradiado con UV a diferentes tiempos. Se puede
observar un decaimiento en la concentracién de P4-HL. Llegando a los 50.59% de la

concentracion original con 677 minutos de irradiacion UV con la ldampara 1.

Podemos comprobar que al aumentar la concentraciéon de P4-HL,
en el tiempo de 180 min llega a 59.30 % de P4-HL sin hidrolizar (Figura
16), manteniéndose casi constante hasta los 677 minutos llegando a
50.59 % de P4-HL sin hidrolizar.

En ambos casos, a una concentracion de 125 yM y 180 uM, a los

180 min de irradiacién llega a un valor de 58 % de P4-HL sin hidrolizar.

Otro experimento fue donde se trabajoé con una longitud de onda
de 254 nm, esto se hizo con el fin de ver en cual longitud hay una
mayor hidrélisis de P4-HL, las muestras se analizaron por MALDI-TOF

(Figura 17).
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Figura 17: Analisis por MALDI-TOF de P4-HL irradiado a diferentes tiempos con
lampara 1. A 0 minutos de irradiacidn, solo se encuentra el pico correspondiente a P4-
HL b) 20 minutos de irradiacion, c) 234 minutos de irradiacién, aparecen los picos
correspondientes a P3 y P2 y d) 676 minutos de irradiacion, los picos P3 y P2
aumentaron, sin embargo al incrementar el tiempo de irradiacion UV el pico

correspondiente a P4-HL sigue siendo el mayor.
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De acuerdo a los resultados obtenidos con el analisis MALDI-TOF a
los 20 minutos de irradiacion aun no se alcanzan a notar de manera
clara los picos correspondientes a P3 y P2, practicamente solo se
encuentra el pico de P4-HL. En el tiempo de 234 minutos de irradiacién
empiezan aparecer los picos correspondientes a P2 y P3. A los 676
minutos de irradiacién, los picos correspondientes a P3 y P2 aumentan
considerablemente. Sin embargo el pico correspondiente a P4-HL sigue
siendo el pico de mayor tamafio. Todo esto indica que al irradiarse P4-
HL con luz UV a 264 nm se divide en sus dos componentes P3 y P2
hasta en un 50%.

Analisis por MALDI-TOF de los productos de P4-HL al ser irradiado
con luz UV a 365 nm por diferentes tiempos. La concentracion de P4-HL
usada fue de 125 uM (Figura 18).
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Figura 18: Analisis por MALDI-TOF de P4-HL irradiado a diferentes tiempos con
[dmpara 1 UV. A los 0 minutos de irradiacidn solo se encuentra P4-HL. Se observa que

aparece P3 a los 120 minutos de irradiacion.

Del analisis del efecto de la irradiacién de P4-HL irradiado por
diferentes tiempos mediante MALDI-TOF, se observd como a los 120
minutos de irradiacidn empieza aparecer el primer pico P3 de los
componentes derivados de la hidrdlisis de P4-HL. A los 480 minutos de
irradiacion se observa el pico correspondiente a P2. Sin embargo el pico
correspondiente a P4-HL aun sigue muy presente siendo el de mayor
tamafo, esto indica que la hidrdlisis de P4-HL detectada por MALDI-TOF
es baja.

Se repitio el MALDI-TOF de P4-HL irradiado a diferentes tiempos
con una longitud de 365 nm. La concentracién de P4-HL es de 125 uM
(Figura 19).

Omin P4-HL 120min P4-HL

5429853 5420 547

Intens. [a.u]
Intens. [a.u)

1500
1500

1
000 1000
2710.257

2712.990

' /
) \ ) / \
v \ ” \
e Nt N o aAAN N S
3000 4000 S000 6000 1000 2000 3000 4000 5000 600C



450min

5429222

Intens. [a.u]

73
o
(=]

P4-HL

1250
1000

750
2712.330

500 P3 P2

208753% | <5%9%79

250
1685.235
>

.\ s\ %\ ot \
| ot » - \
o - e P’ p o — \

1000 2000 3000 4000 5000 6000

Figura 19: Resultados por MALDI-TOF de P4-HL irradiado a diferentes tiempos con
[@mpara 1 UV. A los 0 minutos de irradiacion, se encuentra el pico correspondiente a
P4-HL. Aparecen los picos correspondientes a P3 y P2, a los 450 minutos de
irradiacion.

En este ultimo experimento los picos correspondientes a P3 y P2
aparecieron después de los 120 minutos de irradiacién. Sin embargo a
los 450 minutos de irradiacion el pico mas grande sigue siendo el de P4-
HL, mientras que los picos correspondientes a P3 y P2 son pequenos,

esto es debido a que la hidrdlisis de P4-HL es baja.

Debido a que los productos de hidrdlisis parecen ser bajos usando
una potencia menor a 100 W se repitieron los ensayos utilizando la

lampara 2 la cual tiene mayor potencia (100W / 365 nm).



Tiempo de irradiacion UV en minutos

Figura 20: Electroforesis SDS-PAGE de P4-HL irradiado a diferentes tiempos.

Tiempo de irradiacion UV en minutos
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Figura 21: Electroforesis SDS-PAGE de P4-HL irradiado a diferentes tiempos con

3496

[dmpara 2 (100 W) con longitud de onda de 365 nm. Las bandas obscuras representan
a P4-HL. Esta va disminuyendo de derecha a izquierda, a los 180 minutos de
irradiacion casi ha desaparecido. La banda oscura en el tiempo 0 de irradiacion,
representa a P4-HL 160 uM. En el extremo izquierdo se encuentra el marcador de peso
molecular donde la banda inferior tiene un peso de 3496 Da y la banda superior de
6500 Da.

En este experimento se puede observar como las bandas negras
se van haciendo cada vez menos intensas mientras va aumentando el
tiempo de irradiacion con luz UV. Al llegar al minuto 180 de irradiacién
se puede ver como la banda obscura casi ha desaparecido (Figura 20 y
21). La potencia de la lampara 2, que es de 100W y mucho mayor a la
lampara 1, afecta drasticamente a la hidrdlisis de P4-HL 160 uM, ya que
a un tiempo de 180 minutos de irradiacion la banda que corresponde a
P4-HL casi desaparecid, esto quiere decir que con este tiempo de

irradiaciéon P4-HL estd casi completamente hidrolizado debido a la



fotolisis provocada por la lampara 2. El tiempo 0 corresponde a P4-HL
sin hidrolizar.

Se hizo el analisis de las bandas con Imagel para tener valores
mas exactos y poder graficar el tiempo de irradiacion vs el porcentaje de

P4-HL sin hidrolizar (Figura 22).
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Figura 22: Grafica que muestra la relacién del Tiempo de irradiacion UV vs %P4-HL.
La concentracion de P4-HL es inversamente proporcional al tiempo de irradiaciéon UV
con la ldmpara 2. Se puede notar una relacién lineal del % P4-HL con el tiempo de

irradiacion UV.

Haciendo una regresion lineal tenemos la siguiente ecuacion:
Y = -0.4303x + 98.633 R2 = 0.9931.

La variable Y corresponde al porcentaje de P4-HL sin hidrolizar,
mientras X a los minutos de irradiacién UV. A los 240 minutos de
irradiacién con la ldampara 2 UV de 100 W a 365 nm, la hidrdlisis de P4-
HL es practicamente completa. Este resultado contrasta drasticamente
con el obtenido con la lampara 1, de menor potencia, ya que a este
tiempo de 240 minutos de irradiacion el porcentaje de P4-HL sin

hidrolizar es de 53% aproximadamente.



Analisis por MALDI-TOF de P4-HL irradiado a diferentes tiempos

con lampara 2 UV (100W) (Figura 23).

0 min
3
A
@ 5416.943
]
c
3000 P4-HL
2000
2708.041
1000
\
(" \
1\ & i
= -_ WA | -
2000 3000 4000 5000 6000
20 min
5
s,
5000 5417.727
c
Q
g P4-HL
1500
1000
2709.475
P3
500
asan - P2 ‘
1
3084.469 I

/
y I, WA LY

2000 3000 4000 5000

10 min
-
=
= 5417.923
81250
£ P4-HL
1000
750
500
2708.246
250 P3 ‘
P2 \
2174.348 ! \
3084.378 , \
0 e J\ ' B— R
2000 3000 4000 5000 6000
103 min
E)
2 2171133
o
&
E1500 P3
1250
1000
750
500
P4-HL
5414.668
250 P2
3256.231
2704.841
0 — E—" ' —— 1V . _,J\ -
2000 3000 4000 5000 6000



180 min 240 min

- 5
5 8, 2174171
= 2176.136 P
§3000 9;’ P3
P3 E

2000
2500
2000 1500
1500

1000

P2
1990 P2 3155.673
3158.940 500
500 P4-HL
5422.047 P4-HL
| 2710155
0 — N T L N 1574.613 I\ 5414.813
b ) i
1000 2000 3000 4000 5000 6000 0 -t ki Mo ——
2000 3000 4000 5000 6000

Figura 23: Resultados de MALDI-TOF de P4-HL irradiado a diferentes tiempos con una
lampara de 100W de potencia. Al minuto O, solo se encuentra presente el pico
correspondiente a P4-HL, a los 10 minutos de irradiacion, solo aparecen los picos P3 vy
P2. A los 103 minutos P3 es el pico de mayor tamano reduciéndose considerablemente
el pico de P4-HL. Finalizando a los 240 minutos de irradiacion, P3 es el pico de mayor

tamanio, y el pico de P4-HL casi ha desparecido.

Con los resultados obtenidos en el MALDI-TOF podemos observar
como a partir de los 10 minutos de irradiacion empiezan aparecer los
picos correspondientes a P3 y P2, esto quiere decir que desde los 10
minutos de irradiacién con lampara 2 P4-HL se empieza a hidrolizar. A
los 103 minutos de irradiacion el pico correspondiente a P3 es el mayor
de los 3 picos, y P4 disminuye drasticamente, esto es debido a que a los

103 minutos de irradiacién UV, mas del 50% de P4-HL esta hidrolizado,



al hidrolizarse se divide en sus componentes P3 y P2. A los 180 minutos
de irradiacion el pico correspondiente a P4-HL es muy pequeio, esto
quiere decir que P4-HL esta casi hidrolizado por completo. P3 es el pico
mas alto, seqguido de P2. A un tiempo de 240 minutos de irradiacion P4-
HL estd practicamente hidrolizado (0.27% de P4-HL sin hidrolizar). P3
es el pico mas alto, P2 aumento de 180 minutos a 240 minutos (Figura
23).

En conclusién para esta seccidén: P4-HL se sometié bajo irradiacion
con luz UV para comprobar que el péptido fuera responsivo a este
estimulo. Ademas de medir que tanto se hidroliza mientras va
aumentando el tiempo de irradiacién.

El péptido P4-HL si es responsivo a luz UV y dependiendo de la
potencia de la lampara, la hidrdlisis de P4-HL puede ser mucho mayor.
P4-HL a los 103 minutos de irradiacion se hidroliza alrededor del 50%, vy
a un tiempo de 240 minutos P4-HL es hidrolizado por completo con una

lampara de 100W de potencia.

INTERACCION DEL PEPTIDO CON ADN

Para observar el poder de encapsulamiento de P4-HL hacia AN, a
diferentes concentraciones de P4-HL se mezclé con AN, dejando reposar
por una noche. Después de este tiempo se hizo una electroforesis nativa

en gel de poliacrilamida.

Concentracion de P4-HL (uM)en la mezcla
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Figura 24: Electroforesis en gel de poliacrilamida 6 % de P4-HL a diferentes
concentraciones mezclado con una concentracion fija de ADN para formar el complejo

P4-HL-ADN. La franja blanca representa el ADN que se encuentra libre.



En la imagen del gel de electroforesis (Figura 24) podemos ver
como la franja blanca va desapareciendo. A partir de la concentracion de
8 uM se puede ver que reduce su tamafo por lo que se empieza a notar
el encapsulamiento, en 30 uM la franja se redujo un 70%, en 50 uM
casi ha desaparecido y a 80 uM ya no se puede ver la franja blanca. La
franja blanca corresponde al ADN libre (no encapsulado). Las franjas de
los extremos corresponden al ADN 100 % libre ya que pertenece a una
solucién de ADN sin P4-HL. Mientras va aumentando la concentracion de
P4-HL en la solucion, va desapareciendo la franja que corresponde al
ADN libre. El tamafio y la intensidad de las bandas representan cuanto
ADN se encuentra libre. Cuando la concentracion de P4-HL es 0, el ADN
se encuentra 100 % libre con una concentracion de 0.2 uM. Alrededor
de los 30 uM el ADN ha desaparecido por lo que se piensa que se
encuentra encapsulado en su mayoria. Cuando P4-HL alcanza una
concentracion de 80 uM el ADN es encapsulado por completo, a esta
concentracion la banda que corresponde al ADN libre ya no se observa,

comprobando que el ADN se encuentra encapsulado totalmente.

Analizando la intensidad de las bandas con Image] (Figura 25).
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Figura 25: Grafica con diferentes concentraciones de P4-HL (uM) vs ADN libre (%).
Cuando P4-HL alcanza una concentracion de 30 uM, hay un decaimiento significativo

en el ADN libre.

Con este experimento podemos comprobar que P4-HL encapsula
ADN 25 pb y a una concentracion de 30 uM es capaz de encapsular el
74.101 % de ADN 0.2 puM. A una concentracion de 50 uM de P4-HL, el
ADN esta encapsulado (99.81 %) (Figura 25). Cuando P4-HL alcanza
una concentracion de 80 uM este ha encapsulado por completo al ADN,
esto es una relacion molar de 1:0.0025. En resumen: P4-HL es capaz de

encapsular ADN 25 pb.

EFECTO EN LA UNION CON ADN DEL PEPTIDO P4-HL
PREVIAMENTE IRRADIADO CON LUZ UV

P4-HL se irradié por un tiempo de 30 minutos con la lampara 1
UV. Posteriormente fue mezclado a diferentes concentraciones con una

concentracion fija de ADN para formar el complejo P4-HL-ADN.
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Figura 26: Electroforesis en gel poliacrilamida 6% de P4-HL irradiado (P4-HLi) por 30
minutos antes de formar el complejo P4-HL-ADN. P4-HLi se mezclé a diferentes

concentraciones con una concentracion fija de ADN.

En la imagen del gel (Figura 26) se puede observar como la banda
blanca va disminuyendo conforme va aumentando la concentracién de
P4-HL previamente irradiado (P4-HL;). A partir de los 30 uM la banda ya
no se observa. La banda blanca corresponde al ADN que se encuentra
libre. En los extremos, la banda blanca corresponde al ADN 100% libre.
Cuando P4-HL; tiene una concentracion de 5 uM puede encapsular el
50% de ADN, a los 30uM ya ha encapsulado todo el ADN que se

encuentra en la mezcla, esto tiene una relacion molar de 1:0.0067.

Al ser irradiado por 30 minutos con luz UV a 365nm, P4-HL a una
concentracion de 30 uM, puede encapsular todo el ADN agregado.
Cuando P4-HL tiene una concentracion de 10 uM, este puede encapsular
el 70% de ADN. Se pudo observar que la banda (ADN) disminuy6 desde
que P4-HL tiene una concentracién de 3 uM. La intensidad de las bandas

del gel fue analizada con el programa Image] (Figura 27).
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Figura 27: Grafica de P4-HL a diferentes concentraciones irradiado por 30 minutos vs
ADN libre. Cuando P4-HLi tiene una concentracion de 30 uM ha encapsulado el ADN por

completo.

A medida de que va aumentando la concentracion del péptido P4-
HLi va disminuyendo la cantidad de ADN libre (Figura 27), alrededor de
los 30 uM de P4-HL; el ADN es completamente encapsulado, formando
el complejo con todo el ADN 0.2 uM. Y una relacion molar de 1:0.0067.
Esto también quiere decir que la hidrdlisis de P4-HL con este tiempo de
irradiacion y tipo de Ilampara es poca, tal como se observd

anteriormente cuando se usé una lampara con baja intensidad.

Electroforesis de P4-HL previamente irradiado por 60 minutos
con la ldmpara 1 UV a 365 nm y mezclado con ADN para formar el

complejo.

Concentracion de P4-HL (uM)en la mezcla
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Figura 28: Electroforesis en gel de poliacrilamida 6 % de P4-HLi por 60 minutos y
mezclado con ADN para formar el complejo P4-HLi -ADN. Cuando P4-HLi tiene una

concentracion de 50 uM ha encapsulado el ADN por completo.

47



Se puede observar en la imagen del gel de electroforesis (Figura
28) como la banda blanca disminuye un poco para mantenerse casi
constante hasta la concentracion de 30 uM en donde la banda disminuye
un 80%, a partir de los 50 uM la banda blanca ya no se observa. Cuando
el péptido P4-HL es previamente irradiado por 60 minutos, a una
concentracion de 50 uM es capaz de encapsular todo el ADN agregado,
esto es una relacion molar de 1:0.004. A una concentracion de

alrededor de 25 uM encapsula el 50%.
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Figura 29: Relacion de la Concentracion de P4-HLi vs ADN libre.

El péptido al ser previamente irradiado por 60 minutos, necesita
mayor concentracion para encapsular al ADN. Para encapsular el 100 %
de ADN se necesita una concentracion de alrededor de 50 pM esto es
una relacién molar de 1:0.004. Y para encapsular el 50 % de ADN
alrededor de 25 uM (Figura 29). Cuando se irradia por 60 minutos a P4-
HL, se provocod una hidrdlisis de P4-HL, al estar hidrolizado no puede
encapsular la misma cantidad de ADN en comparacién con P4-HL sin
irradiar y se necesité mayor concentracién para encapsular al 100 % de

ADN.



P4-HL es previamente irradiado con lampara 1 UV a 365 nm por
90 minutos y mezclado con ADN, en este caso ya no fue capaz de
encapsular el 100 % de ADN.

Concentracion de P4-HL (uM)en la mezcla
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Figura 30: Electroforesis en gel de poliacrilamida 6%. P4-HL irradiado por 90
minutos para formar el complejo P4-HLi-ADN. Con este tiempo de irradiacion la franja

blanca ya no desaparece.

Se puede observar en la imagen del gel (Figura 30) como las
bandas se mantienen constantes hasta la concentracién de 10 uM en
donde disminuye de tamano y de intensidad hasta 50 uM donde vuelve
a disminuir un poco mas la banda. En este caso P4-HL ya no alcanza a
encapsular todo el ADN agregado. Las bandas corresponden al ADN
libre, este es el ADN que P4-HL no pudo encapsular después de ser
irradiado por 90 minutos. La intensidad de las bandas del gel fue

analizada con Imagel (Figura 31).
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Figura 31: Relacion de las diferentes concentraciones de P4-HL vs ADN libre.

Al irradiar a P4-HL por 90 minutos, la hidrélisis de P4-HL fue
mayor y su rendimiento para encapsular AN disminuyé drasticamente.

Ya que con una concentracién de 80 uM, P4-HL; ya no es capaz de
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encapsular todo el AN encapsulando el 53.36 % de ADN (Figura 31).
Con este tiempo de irradiacion P4-HL se encuentra 50 % hidrolizado.

Por este motivo no puede encapsular el ADN en su totalidad.

Cuando P4-HL es irradiado por 127 minutos con la lampara 1 UV

a 365 nm, P4-HLiya no es capaz de formar el complejo P4-HL-ADN.

Concentracion de P4-HL (uM)en la mezcla
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Figura 32: Electroforesis en gel de poliacrilamida 6 % de P4-HL irradiado por

127 min y mezclado con DNA para formar el complejo P4-HLi-ADN. La franja blanca se

mantiene constante en todos los tiempos, con la misma intensidad y tamanfo.

Al irradiar a P4-HL por 127 minutos, se puede ver claramente en
la imagen del gel (Figura 32) como la banda blanca se mantiene
practicamente constante hasta llegar a la concentracion de 80 uM, a
esta concentracion P4-HL; solo puede encapsular alrededor del 52.3 %
de ADN. Esto es debido a la hidrdlisis de P4-HL que fue generada por la
exposicion a luz UV por 127 minutos. La intensidad de las bandas fueron

evaluadas con el programa Imagel, los resultados son los siguientes

(Figura 33).
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Figura 33: Relacién de la Concentraciéon de P4-HL; vs ADN libre.



El péptido P4-HL al ser irradiado por 127 minutos ya no es capaz
de encapsular ADN, dejando el 47.75 % de ADN libre con una
concentracion de P4-HL 80 uM (Figura 33). Irradiando a este tiempo,
P4-HL se encuentra alrededor del 50% hidrolizado, por este motivo P4-

HL ya no puede encapsular al ADN agregado.

En el siguiente grafico se muestra cdémo es afectado el poder

encapsulamiento al irradiar previamente a P4-HL con la lampara 1.
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Figura 34: Grafica de la concentracion de P4-HL irradiado a diferentes tiempos
con la ldmpara 1 y posteriormente mezclado a diferentes concentraciones con una

concentracion fija de ADN para formar el complejo P4-HLi-ADN.

Cuando P4-HL es irradiado por 30 minutos o menos, encapsula
todo el ADN a una concentracién de 30 uM, por 60 minutos a una de 50
uM, a partir de los 90 minutos de irradiacién ya no puede encapsular

todo el ADN en las concentraciones evaluadas de péptido, ya que a los



80 uM de P4-HL deja el 46.64 % de ADN libre (Figura 34). Cuando P4-
HL es irradiado por 120 minutos no puede encapsular al ADN, y solo se
observa un ligero encapsulamiento hasta que se alcanzd una
concentracion de 80 uM de P4-HL dejando el 47.7 % de ADN. Esto
quiere decir que a partir de los 90 minutos de irradiacién, la hidrdlisis de
P4-HL va siendo considerable, esto se puede comprobar ya que va
dejando mayor cantidad de ADN libre. A una concentracién de 80 uM
hay alrededor de 47 % de ADN libre por lo que la hidrélisis de P4-HL es
del 50 % aproximadamente.

La grafica de la figura 35 representa la cantidad necesaria que se
tiene que utilizar de péptido P4-HL y el tiempo necesario de irradiacion

con lampara 1 UV a 365 nm para encapsular el 50 % de ADN.
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Figura 35: Concentracion de P4-HL vs tiempo de irradiacion UV necesario para

encapsular el 50% de ADN.

En el siguiente experimento se dejé constante la concentracion del
péptido (80 uM concentracién final de P4-HL) y se vario el tiempo de
irradiacion antes de mezclarse con el ADN. Podemos observar como en
el gel de electroforesis (Figura 36) va apareciendo una banda blanca
haciéndose cada vez mas intensa, teniendo una intensidad mayor a los
90 minutos de irradiacion. La banda blanca corresponde al ADN que se

encuentra libre. Al aumentar el tiempo de irradiacién, P4-HL ya no



puede encapsular por completo el ADN, esto se debe a que una parte de
P4-HL se encuentra hidrolizado debido al efecto de fotolisis provocado
por luz UV. A mayor tiempo de irradiacion con luz UV la hidrélisis de P4-

HL es mayor provocando menor encapsulamiento de ADN.

Tiempo de irradiacion UV en minutos
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Figura 36: Electroforesis de P4-HLi (80uM) en gel de poliacrilamida 6%. P4-HL se

irradié a diferentes tiempos con la ldmpara 1 UV. Las franjas blancas representan el

ADN libre que no pudo ser encapsulado.

Se hizo el analisis de las bandas del gel con el programa ImageJ
(Figura 37).
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Figura 37: Relacion de tiempo de irradiacién UV vs Intensidad de la banda.

IRRADIANDO CON LAMPARA 2 UV

Irradiando previamente a P4-HL con la |ldampara 2, se puede notar
que a partir del minuto 25 de irradiacién empieza aparecer una linea
muy tenue (Figura 38), en el minuto 45 se alcanza a notar mucho mas
la banda blanca, a los 90 minutos de irradiacién, la banda blanca es casi

del mismo tamafo que el control (ADN 100% libre). Las bandas blancas
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representan el ADN libre que no pudo ser encapsulado debido a la
hidrélisis de P4-HL provocada por la radiacion UV. Las bandas del gel

fueron analizadas con Imagel.
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Figura 38: Electroforesis de P4-HLi-DNA en un gel de poliacrilamida 6%, 100V por 30
minutos M: marcador de peso y C: control que representa el 100% de ADN libre. Las

bandas blancas representan al ADN libre.
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Figura 39: Relacion del Tiempo irradiacién UV vs % ADN libre.

Aumentando la potencia de la ldmpara la hidrdlisis de P4-HL es
mucho mayor, ya que a un tiempo de 90 minutos de irradiaciéon P4-HL
es capaz de encapsular el 51.3 % de AN (Figura 39). En comparacion
con la otra lampara (<<100W) en donde a los 90 minutos apenas se

empezaba a hidrolizar P4-HL.



Los resultados obtenidos con MALDI-TOF se muestran

continuacion (Figura 40):
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Figura 40: Resultados de MALDI-TOF de P4-HL irradiado con lampara 2 a diferentes
tiempos. Al minuto 0 solo se encuentra P4-HL, a los 10 minutos se encuentran
presentes los picos P2 y P4-HL, al minuto 45 aparece el pico correspondiente a P3. A
los 180 minutos P3 es el pico mas alto, y a los 220 minutos de irradiacion el pico

correspondiente a P4-HL es el mas pequefio.
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Con los resultados obtenidos del estudio por MALDI-TOF, podemos
comprobar que a los 10 minutos de que fue irradiado con la lampara 2
aparecio el pico correspondiente a P2 (Figura 40), esto quiere decir que
P4-HL se hidrolizé y dividid en sus componentes. A los 45 minutos de
irradiacién aparecen los dos picos correspondientes a P3 y P2. Al pasar
el tiempo de irradiacién los picos correspondientes a P3 y P2 van
aumentando de tamafio (esto quiere decir que hay un aumento en la
concentracion de ambos) y disminuyendo el pico que corresponde a P4-
HL, esto es debido a que P4-HL se va separando en P3 y P2 por la

hidrélisis provocada por la irradiacién UV.

Liberacion de ADN del complejo P4-HL-ADN al irradiar con
lampara 1 UV.

Tiempo irradiacion UV en minutos
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Figura 41: Electroforesis en gel poliacrilamida 6%. La intensidad de las bandas

blancas corresponde al ADN libre. Electroforesis del complejo P4-HL-ADN al ser
sometido a diferentes tiempos de irradiacion. P4-HL tiene una concentracion final de
80 uM y el ADN de 0.2 uM.

En la electroforesis del complejo P4-HL-ADN al ser irradiado con
Luz UV, se pudo ver como aparece una banda que va aumentando de
intensidad mientras va aumentando el tiempo de irradiacién UV (Figura
41). La banda corresponde al ADN que es liberado debido a la fotdlisis

provocada con luz UV.
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Figura 42: Relacion del tiempo de irradiacion UV (min) vs Intensidad de la banda. La

intensidad de la banda representa al ADN liberado.

Graficando los resultados obtenidos con Image] podemos observar
una tendencia de un comportamiento lineal, entre la liberacién del ADN
que estaba encapsulado y el tiempo de irradiacion UV (Figura 42).
Quitando los puntos 2, 4 y 6. Se puede obtener la siguiente ecuacion: Y
= 5.0131X + 321.58, con R2 = 0.9798 (Figura 43) donde X es el tiempo
de irradiacion y Y es la intensidad de las franjas la cual corresponde al
ADN liberado.
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Figura 43: Regresidn lineal de la relacion de intensidad de la banda con el tiempo de

irradiacion, la ecuacion es la siguiente Y = 5.0131X + 321.58 y con R2 = 0.9798.



Podemos comprobar con los resultados de la electroforesis dos
aspectos importantes: 1) P4-HL encapsula al ADN formando un
complejo P4-HL-ADN responsivo a luz UV. 2) Después de que el ADN fue
encapsulado, este puede ser liberado debido al efecto de hidrdlisis

provocado por someter al complejo P4-HL-ADN bajo irradiacion UV.

IRRADIANDO CON LAMPARA 2 UV 365 nm (100 W)

En la electroforesis del complejo P4-HL-ADN (Figura 44) podemos

ver una banda negra en el extremo izquierdo que representa el 100 %

de ADN libre del complejo P4-HL-ADN, en los tiempos de 0 a 10 minutos

de irradiacién, casi no se nota la banda negra, esta empezé a notarse a

partir del minuto 25, aumentando su intensidad gradualmente hasta el

final del experimento con 90 minutos de irradiacion. La banda obscura

representa el ADN liberado del complejo P4-HL-ADN debido a la fotdlisis
provocada por la radiacién UV.
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Figura 44: Electroforesis del complejo P4-HL-ADN irradiado a diferentes tiempos. Las
franjas obscuras representan el ADN que se encuentra libre después de ser
encapsulado. La electroforesis se hizo en gel de poliacrilamida 6% a 80V 45 minutos vy
100 V 10 minutos. C representa el 100% de ADN libre, si no estuviera encapsulado por
P4-HL.
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Figura 45: Relacién del Tiempo de irradiacion UV en minutos vs ADN libre (%).

Utilizando los datos obtenidos con Image], se puede observar un
comportamiento lineal entre el tiempo de irradiacion y el ADN liberado
del complejo P-HL-ADN (Figura 45), con estos datos se obtiene la
siguiente ecuacién: Y = 0158X + 9.8112 R?= 0.9728 (Figura 46), donde

Y es el porcentaje de ADN libre y X es el tiempo de irradiacién.

100W y=0.158x +9.8112

R*=0.9728
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Figura 46: Relacién lineal entre %ADN libre y el tiempo de irradiacion.

Con este experimento podemos comprobar que P4-HL-ADN es
capaz de liberar mas rapidamente al ADN cuando la potencia de la
ldmpara UV es mayor. A un tiempo de 90 minutos de irradiacion hay
una liberacién del 24 % de DNA.



A partir de las muestras se hicieron determinaciones de pesos con
MALDI-TOF. Con los resultados obtenidos por MALDI-TOF, podemos
comprobar que el complejo P4-HL-ADN se hidroliza al ser irradiado por
luz UV a 365nm con una potencia de 100 W por efecto de la fotolisis
provocada, y puede “liberar” mas rapido al ADN que se encuentra
encapsulado. Desde del minuto 5 de irradiacion empieza aparecer el pico
de aproximadamente 3200 Da, que corresponde al segmento de P2 en
donde se encuentra el segmento de unidn a ADN (Figura 47). El pico
correspondiente a P2 se mantiene visible desde el minuto 5 de
irradiacién, y va aumentando mientras aumenta el tiempo de

irradiacion.
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Figura 47: Resultados de MALDI-TOF del complejo P4-HL-ADN irradiado a
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El segmento P3 es el péptido responsable del cambio estructural y
del auto-ensamble. P3 aparentemente empezd aparecer en el minuto 25
de irradiacidon, se ve mas claramente en el minuto 55 de irradiacion,
teniendo el pico mas alto.

El pico correspondiente a P4-HL disminuye desde el minuto 25 de
irradiacién UV, en el minuto 90 de irradiacidon el pico es muy pequeio a
comparaciéon con el de tiempo 0 que es cuando P4-HL no se ha
hidrolizado. Esto puede significar que en este tiempo P4-HL estd mas de
50% hidrolizado.

Conclusiones

1. El péptido P4-HL forma complejos con ADN 25pb.

2. A una concentracion de 50 pM de P4-HL y 0.2 uM de ADN, se
observd que el péptido une por completo al ADN 25pb
(corresponde a una proporciéon molar de 1:0.004).

3. Existe una diferencia cuando P4-HL encapsula al ADN con una
solucion con diferentes dias de almacenamiento (nueva y vieja) de
P4-HL. Cuando la solucién de stock de P4-HL es nueva, éste
encapsula (casi en su totalidad) al ADN 0.2 puM a una
concentracion de 15 pM. Cuando se prepara con una solucién
vieja (varios dias o semanas almacenado) de P4-HL, se necesita
una concentracion mayor a 50 pM para acomplejar al ADN 0.2uM.

4. Al irradiar el péptido P4-HL con luz UV de 365 nm se puede notar
claramente como va bajando su capacidad para formar el
complejo P4-HL-ADN. Esto es debido a la hidrolisis de P4-HL
provocada por el efecto de la fotdlisis por luz UV.

5. Cuando P4-HL se irradia por un tiempo mayor a 90 minutos con la
lampara 1, este es incapaz de encapsular totalmente al ADN con

las concentraciones estudiadas.



10.

11
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. De acuerdo a los resultados obtenidos podemos saber a qué

tiempo y con qué concentracién se puede encapsular el 50% de
ADN 25 pb.

. Se escogid una longitud de 365 nm sobre una menor ya que la

primera es menos téxica para su eventual uso con células vivas.

. El complejo P4-HL-ADN al ser irradiado es capaz de liberar al ADN

debido a la hidrélisis de P4-HL provocada por el efecto de fotdlisis.
Esto quiere decir que se puede controlar la liberacion de ADN del
complejo P4-HL-ADN gracias a la respuesta de un estimulo
externo que en este caso seria la luz UV. Y de esta manera
subministrar los acidos nucleicos y liberarlos en el momento vy

tiempo adecuados.

. A mayor tiempo de irradiacién, la banda de P4-HL, en el gel SDS-

PAGE se va desvaneciendo. Esto es debido a que P4-HL se esta
hidrolizando en P3 y P2.
Al cambiar la concentracion de P4-HL de [125uM] a [180uM] no

hay mucho cambio con respecto a la hidrolisis provocada por los

efectos de la radiacion UV, ya que ambos en un tiempo de 180

minutos de irradiacion llegan a un valor del 58% de P4-HL sin

hidrolizar.

. Al irradiar a P4-HL con una ldmpara de 100W, se puede observar
como la hidrdlisis del péptido es mucho mayor, al punto que con un
tiempo de 90 minutos de irradiacion se puede hidrolizar casi por
completo a P4-HL.

. Cuando P4-HL es irradiado por la lampara 1 los picos en el
estudio de MALDI-TOF correspondientes a P2 y P3 empiezan
aparecer a los 120 min de irradiacion. En contraste, cuando P4-HL

es irradiado por la lampara 2 de 100W los picos correspondientes a

P2 y P3 empiezan aparecer a los 10 min de irradiacion.



13. Cuando el complejo P4-HL-ADN es irradiado con una lampara de
100W, es capaz de liberar mas del 24% de AN cuando se somete
a irradiacién por 90 minutos.

14. Estos resultados son satisfactorios ya que demuestran que el
péptido P4-HL es capaz de hacer complejos estables con ADN 25pb
(P4-HL-ADN) en condiciones normales de presion y temperatura de
la CDMX. Ademas de poder controlar la liberacién de ADN en el sitio
especifico, ya que el complejo P4-HL-ADN es responsivo a un
estimulo externo que es la luz UV. En este sentido P4-HL puede ser
un buen modelo para sistemas de liberacidn controlada de ADN en

base a péptidos.



Apéndice I

Para el gel de poliacrilamida:

Concentracion de poliacrilamida | 20% 6%
Agua 2376ul | 2993l
Tris 2475ul | 1250yl
10%SDS o9ul | -----

40% acrilamida-bisacrilamida 4950ul | 750ul

TEMED 12ul 124l

10% persulfato amonio 60ul 60ul

Preparacion de complejos P4-HL-AN

Preparacion de las soluciones stock:

Concentracion

AN en agua 10uM

P4-HL 50 y 500uM

HEPES 1M pH 7.4

El AN se guarda en congelador. P4-HL y HEPES se guardan en
refrigeracion. En la siguiente tabla se dan los pL que deben ser
agregados para preparar las muestras y el orden en el que deben de ir

en la mezcla:



P4-HL [10uM] P4-HL [100uM]

Agua |16 |10 |6 0 14 |13 |12 |10 |6 0

2Buffer | 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

SAN 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

4P4-HL | 0 6 10 |16 |2 3 4 6 10 |16

Pozo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Concentracion final en la muestra uM

AN 02 |02 (02|02 |02 |(02]02 (02 |02 |02

P4-HL | O 3 5 |8 10 |15 |20 |30 |50 |80

ESPECIFICACIONES DE MALDI-TOF

Todos los estudios hechos por la técnica de MALDI-TOF, se hicieron en el

Laboratorio de Servicios Analiticos del Instituto de Quimica UNAM.
Parametros de Adquisicion.

Nombre del método de Adquisicidn:
D:\Methods\flexControlMethods\LNM_UNAMLP_12kDa.par

Modelo Operativo de adquisicion: Lineal. Polaridad de Voltaje:

POS. Numero de disparos: 120.
Informacién de Instrumento

Usuario: UNAM. Instrumento: FLEX-PC. Tipo de Instrumento:

microplex.
HIDROLISIS DEL PEPTIDO P4-HL CON LUZ UV

Tiempos de la exposicion a luz UV con lampara 1 UV 365nm



1° experimento 15, 61, 120, y 183 minutos

2° experimento 19, 60, 120, 180, 270 y 677 minutos

Tiempos de exposicién con lampara 1 UV 254nm

3° experimento 20, 234, y 676 minutos

Tiempos de exposicidén a luz UV con lampara 2 UV (100W) 365nm
4° experimento 10, 20, 103, 180, 240 y 286 minutos

EFECTO EN LA UNION A ACIDO NUCLEICO DEL PEPTIDO P4-HL
PREVIAMENTE IRRADIADO CON LUZ UV.

Tiempos de irradiacion con lampara 1 UV 365nm
1° experimento 30, 60, 90, y 127 minutos

A continuacion se muestra el volumen en uL con el que deben ser

preparadas las soluciones y el orden en el que deben de ser agregados.

Reactivo

l1Agua 16 10 6 0 14 13 10 6 O
2Buffer 2 2 2 2 2 2 2 2 2
3AN 2uM 2 2 2 2 2 2 2 2 2

4P4-HL irradiado 0 6 10 16 2 3 6 10 16

P4-HL 10uM P4-HL 100uM

Tiempos de irradiaciéon con lampara 1 UV 365 nm
2° experimento 15, 30, 45, 60, 90, 120 y 180 minutos

Preparacion de la muestra después de que P4-HL es irradiado.



Reactivo ul
Buffer 2
Acido nucleico [2uM] 2

P4-HL [100uM] irradiado 16

Tiempos de irradiacién con la lampara 2 UV (100W) 365 nm
3° experimento 10, 25, 45, 90, 180, 220 minutos
Preparacion de la muestra después de que P4-HL es irradiado.
Reactivo ul
Buffer 2
Acido nucleico [2.5uM] 2

P4-HL 160 uM irradiado 4

LIBERACION DE ACIDO NUCLEICO DE LOS COMPLEJOS P4-HL-AN
AL IRRADIAR CON LUZ UV.

Tiempos de irradiacién con lampara 1 UV 365 nm
1° experimento 15, 30, 45, 60, 90, 120, y 180 minutos
Orden y cantidad para la preparacion del complejo P4-HL-AN
Reactivo ulL
Buffer 18

Acido nucleico [2uM] 18



P4-HL 100 uM 144

Tiempos de irradiacion con ldmpara 2 UV 365 nm

2° experimento 5, 10, 25, 55, y 90 minutos

Preparacion del complejo P4-HL-AN
Reactivo ul
Buffer 16
Acido nucleico [2.5uM] 16

P4-HL 160 pM irradiado 32
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