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Resumen de la tesis que presenta Luis Manuel Bravo Tamayo como requisito parcial para la obtencion
del grado de Maestro en Ciencias en Nanociencias.

Encapsulacion de Dermcidin en Particulas tipo virus con Potencial Actividad Antimicrobiana
Resumen aprobado por:

Dr. Rubén Dario Cadena Nava
Director de tesis

La resistencia a los antibidticos representa una de las principales amenazas para la salud, con
estimaciones que indican mas de 10 millones de muertes anuales para 2050 debido a infecciones
causadas por bacterias con resistencia a antibidticos. La rapida aparicidon de cepas con resistencia
supera la velocidad de desarrollo de nuevos antibiéticos, lo que hace urgente la blsqueda de
alternativas terapéuticas. Los péptidos antimicrobianos (AMP) son pequefias proteinas del sistema
inmune con actividad antimicrobiana. En particular, los péptidos derivados de Dermcidin: DCD-1 y
DCD-1L presentan estabilidad en un amplio rango de pH al encontrarse en el sudor humano. Sin
embargo, su uso terapéutico puede verse limitado por la degradacién enzimatica o celular. En este
estudio, se evalud el uso de particulas tipo virus (VLP) derivadas del virus del mosaico del bromo (BMV)
para la encapsidacion de estos péptidos, aprovechando la capacidad de estas estructuras para
encapsular moléculas anidnicas. Se emplearon distintas relaciones de masa entre los péptidos y la
proteina de capside de BMV, asi como dos metodologias de sintesis, con el objetivo de obtener
particulas estables y optimizar su produccion. La caracterizacion mediante dispersion dinamica de luz
(DLS) y microscopia electrénica de transmision (TEM) confirmo la formacion de particulas esféricas con
diametros de 22 a 32 nm, las cuales se mantuvieron estables hasta por 14 dias a 4 °C. La actividad
bactericida del péptido DCD-1L libre y encapsulado en las VLP se evalué mediante unidades
formadoras de colonias, observdndose una reduccién de la supervivencia bacteriana del 80 % en E. coli
y del 22 % en S. aureus. Adicionalmente, se reportd por primera vez la actividad bactericida de la
proteina de cdpside de BMV, que redujo la supervivencia en un 39 % y 76 % respectivamente. Estos
hallazgos sugieren que la encapsulacién en VLP puede mejorar la estabilidad y eficacia de los péptidos
antimicrobianos, abriendo nuevas posibilidades para su aplicacion en el tratamiento de infecciones
bacterianas resistentes.

Palabras clave: Particulas tipo-virus (VLP), péptidos antimicrobianos, DCD-1, DCD-1L, virus del
mosaico del Bromo (BMV), Dermcidin.



Abstract of the thesis presented by Luis Manuel Bravo Tamayo as a partial requirement to obtain the
Master of science degree in Nanoscience’s.

Encapsulation of Dermcidin in virus-like particles with potential antimicrobial activity.
Abstract approved by:

Dr. Rubén Dario Cadena Nava
Thesis Director

Antibiotic resistance represents one of the main threats to public health, with estimates indicating
more than 10 million deaths per year by 2050 due to infections caused by antibiotic-resistant bacteria.
The rapid emergence of strains with resistance outpaces the speed of development of new antibiotics,
making the search for novel therapeutic alternatives urgent. Antimicrobial peptides (AMPs) are small
immune system proteins with antimicrobial activity. In particular, the Dermcidin-derived peptides
DCD-1 and DCD-1L are stable over a wide pH range when found in human sweat. However, their
therapeutic use may be limited by enzymatic or cellular degradation. In this study, the use of virus-like
particles (VLP) derived from brome mosaic virus (BMV) was evaluated for the encapsidation of these
peptides, taking advantage of the ability of these structures to encapsulate anionic molecules.
Different mass ratios between the peptides and the BMV capsid protein, as well as two synthesis
methodologies, were employed to obtain stable particles and optimize their production.
Characterization by dynamic light scattering (DLS) and transmission electron microscopy (TEM)
confirmed the formation of spherical particles with diameters ranging from 22 to 32 nm, which were
stable for up to 14 days at 4 °C. The bactericidal activity of the free and encapsulated DCD-1L peptide
in the VLPs was evaluated by colony forming units, showing a reduction of bacterial survival of 80 % in
E. coliand 22 % in S. aureus. Additionally, the bactericidal activity of BMV capsid protein was reported
for the first time, reducing survival by 39 % and 76 %, respectively. These findings suggest that VLP
encapsulation may improve the stability and efficacy of antimicrobial peptides, opening new
possibilities for their application in the treatment of resistant bacterial infections.

Keywords: Virus-like particles (VLP), antimicrobial peptides, DCD-1, DCD-1L, Brome mosaic virus
(BMV), Dermcidin
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Capitulo 1.

Introduccion

Las bacterias son microorganismos abundantes en la naturaleza, por lo que nos encontramos en contacto
constante con estas. Mientras que por un lado muchas de estas no representan riesgo alguno para nuestra
salud e inclusive juegan un papel importante en nuestro ecosistema y en nuestro organismo (Flint et al.,
2012; Valdés et al., 2018), las infecciones por bacterias son un gran problema de salud publica, ya que
estas también pueden liberar toxinas, provocando la destruccidon de nuestros tejidos, lo cual puede llevar
a desarrollar una respuesta inmune abrumadora e inclusive la muerte. Estos efectos se ven agravados ya
gue una vez que una bacteria ha ingresado a nuestro cuerpo, esta puede migrar de una zona a otra

mediante el torrente sanguineo(Deusenbery et al., 2021; Doron & Gorbach, 2008; Henkel et al., 2010).

Algunas de las enfermedades mas comunes provocadas por bacterias se resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Enfermedades infecciosas provocadas por bacterias

Enfermedad Bacterias Causantes Fuentes
Sepsis Staphylococcus aureus Ramachandran, 2013; Universidad de
Streptococcus pyogenes Queensland, 2025
Escherichia coli
Pneumonia Streptococcus pneumoniae Centros para el Control y Prevencion de

Haemophilus influenzae
Staphylococcus aureus
Moraxella catarrhalis

Enfermedades, 2024; Sattar et al., 2024;
Universidad de Queensland, 2025

Infecciones en vias urinarias

Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Proteus mirabilis
Enterococcus faecalis
Staphylococcus saprophyticus

Flores-Mireles et al., 2015; Universidad de
Queensland, 2025

Meningitis

Neisseria meningitidis
Streptococcus pneumoniae
Haemophilus influenzae
Streptococcus agalactiae

Organizacién Mundial de la Salud, 2023

Infecciones en heridas

Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli
Proteus mirabilis
Acinetobacter baumannii

(Bowler et al., 2001; Puca et al., 2021)

Tuberculosis

Escherichia coli
Mycobacterium tuberculosis

(Centros para el Control y Prevencion de
Enfermedades, 2025; Universidad de
Queensland, 2025)
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La Organizacion Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en inglés) ha declarado la resistencia a
antimicrobianos como una de las 10 principales amenazas a la salud global (Organizacion Mundial de la
Salud, 2020). Un estudio publicado en 2022 menciona que en 2019 se registraron 1,270,000 muertes
causadas por infecciones de agentes multirresistentes a antibidticos, y si sumamos las muertes
relacionadas de manera indirecta, la cifra aumenta a mas de 5 millones (Murray et al., 2022). De igual
manera se estima que la resistencia a antimicrobianos cause 10 millones de muertes para el 2050 (Figura
1). Esta crisis creciente causada por la ineficiencia de los antibiéticos actuales, sumado al lento desarrollo
de nuevos antibiéticos, ha ocasionado una urgencia global para el desarrollo de nuevas estrategias que

permitan controlar enfermedades infecciosas bacterianas (Ventola, 2015).

RAM actualmente
1,270,000

Tétanos

e 60,000
/
/
/
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10,000,000 / i 1,200,000
Célera " T Sarampién
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/ \
/ \
Diabetes 4 Enfermedades diarreicas
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Figura 1. Mortalidad prevista por resistencia a los antimicrobianos para 2050 en comparacion con las causas
comunes de las muertes actuales traducido de PNUMA (2023).

1.1 Antibidticos

Los antibidticos son moléculas que pueden matar las bacterias (agentes bactericidas) o inhibir su
crecimiento (agentes bacteriostaticos). La mayoria de los antibidticos actian principalmente sobre la
pared o membrana celular mediante la formacién de poros o la inhibicién de la sintesis de la pared celular;
otros tienen su accién interfiriendo en la sintesis de acidos nucleicos o proteinas y mediante la
interferencia de distintas rutas metabdlicas (Deusenbery et al., 2021; Doron & Gorbach, 2008; Patrick,
2007). Algunos antibidticos dafian Unicamente a células bacterianas, en otros casos estos también pueden

actuar sobre células humanas (Patrick, 2007).

Los antibidticos desempefian un papel crucial en la medicina moderna ya que nos permiten tratar una

amplia gama de enfermedades infecciosas causadas por bacterias (Felman, 2023). Sin embargo, su uso
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excesivo e inadecuado ha causado que disminuya su eficiencia o capacidad debido al surgimiento de
bacterias resistentes e incluso, multirresistentes. La resistencia a los antibidticos esta propiciando una
crisis sanitaria mundial que plantea un importante reto en el campo de las enfermedades infecciosas
ocasionadas por bacterias. Segun el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC, por sus
siglas en inglés), la resistencia a los antibidticos se refiere a la capacidad de las bacterias para sobrevivir y
crecer en presencia de antibidticos que en su dia fueron eficaces contra estas (Centros para el Control y la
Prevencion de Enfermedades, 2024). Actualmente existen multiples bacterias las cuales han desarrollado
resistencia a una gran cantidad de antibidticos, siendo algunas de las mas alarmantes Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA), Acinetobacter baumannii resistente a los carbapenémicos,
Salmonella Typhi resistente a las fluoroquinolonas, Enterococcus faecium resistente a la vancomicina, etc.

(Organizacion Mundial de la Salud, 2024).

Las bacterias pueden desarrollar resistencia a los antibidticos mediante alteracidn de su sitio de accién, la
alteracion del acceso al sitio de accidn (ya sea por la baja permeabilidad o el bombear fuera al antibidtico)

o mediante la produccidn de enzimas que inactivan al antibidtico (Doron & Gorbach, 2008).

En 1945, Alexander Fleming advirtié sobre el peligro del uso excesivo de los antibidticos y la amenaza
inevitable de la resistencia bacteriana (Howard et al., 2013). Si bien este proceso ocurre de manera natural
a través de la transferencia horizontal de genes, el uso indiscriminado de antibiéticos en las ultimas
décadas, tanto en medicina como en sectores como los son la agricultura y la ganaderia, ha acelerado
significativamente su aparicién (Chokshi et al., 2019; Van Boeckel et al., 2015). Ademas, la investigacion
en el desarrollo de nuevos antibidticos ha disminuido debido a la limitada rentabilidad de estos, ya que su
uso suele restringirse para retrasar la aparicién de cepas resistentes, lo que reduce el incentivo econémico
para su produccidon (Ventola, 2015). En la Tabla 2 se presenta una comparacion entre el afio de

introducciéon de diversos antibiéticos y el afio en que se documentd la aparicidn de resistencia a ellos.

Tabla 2. Afio de introduccién de antibiéticos para su uso en medicina y el aiio en que se reporté la aparicién de
una cepa con resistencia Patrick (2007) y Ventola (2015).

Antibidtico Introducido Resistencia reportada
Penicilina 1943 1946
Vancomicina 1956 1988
Meticilina 1960 1961
Amoxicilina 1972 1975
Aztreonam 1984 1984
Linezolid 2000 2002
Ceftarolina 2010 2011




1.2 Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos (AMP, por sus siglas en inglés) son una clase de pequefios péptidos
catiénicos anfipaticos con menos de 100 aminodacidos que presentan una actividad antimicrobiana contra
diversos microorganismos como bacterias, hongos y virus (Wang et al., 2019). Estos péptidos desempefian
un papel crucial en la respuesta inmunitaria de plantas, animales y seres humanos (Zhang & Gallo, 2016).
La mayoria de los AMP son moléculas catidnicas las cuales ejercen sus efectos antimicrobianos contra
bacterias dirigiéndose a la pared celular (anidnica) mediante interacciones electrostaticas e interactuando
con estas, lo que provoca la permeabilizacidon de la membrana, la fuga del contenido celular y, en udltima
instancia, la muerte bacteriana (lzadpanah & Gallo, 2005). En los ultimos afios se han generado
mecanismos de resistencia frente a los AMP catidnicos, como lo pueden ser alteracion de la carga de la
membrana bacteriana, desechar los péptidos mediante bombas o la degradacién de los péptidos mediante
proteasas (LaRock & Nizet, 2015). Por otra parte, los AMP anidnicos son capaces de eludir estos

mecanismos de resistencia (Becucci et al., 2014).

1.3 Péptidos derivados de Dermcidin: DCD-1y DCD-1L

Los péptidos antimicrobianos DCD-1L (48 aminoacidos) y DCD-1 (47 aminodcidos) son péptidos
antimicrobianos anidnicos (carga neta de 2°) derivados del procesamiento proteolitico de una proteina de
110 aminoacidos (Dermcidin) que forma parte del sistema inmune innato de los humanos. Sus secuencias

se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Secuencia de Dermcidin y los péptidos DCD-1L y DCD-1. Rieg et al., 2005 y Schittek et al., 2001

Péptido Secuencia

Dermcidin MRFMTLLFLTALAGALVCAYDPEAASAPGSGNPCHEASAAQKENAGEDPGLARQAPKPRKQRSSLLE
(110 aa) KGLDGAKKAVGGLGKLGKDAVEDLESVGKGAVHDVKDVLDSVL

DCD-1L (48 aa) | SSLLEKGLDGAKKAVGGLGKLGKDAVEDLESVGKGAVHDVKDVLDSVL

DCD-1 (47 aa) | SSLLEKGLDGAKKAVGGLGKLGKDAVEDLESVGKGAVHDVKDVLDSV

Estos péptidos son anfifilicos, es decir, cuentan con una regién N-terminal catidnica y una parte C-terminal
anidnica. La interaccidn con la membrana celular se debe a la unién de la region catidnica N-terminal del

péptido con la superficie bacteriana y a los fosfolipidos presentes cargados negativamente (Paulmann et
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al., 2012). En presencia de una membrana anidnica, estos adoptan una estructura de «-hélice, de manera
gue se fusiona con esta y forma un canal hexamérico compuesto por varias hélices estabilizadas por iones
divalentes como el Zn?*, Mg¥, Ca%" y iones monovalentes como el Na*, los cuales también se ha visto que
potencian el efecto antimicrobiano del péptido (Becucci et al., 2014; Paulmann et al., 2012). La formacion
de canales idnicos en la membrana bacteriana altera el potencial de la membrana y provoca la muerte de
las células bacterianas. A pesar de su potente actividad bactericida, la aplicacidon terapéutica de los
péptidos antimicrobianos se ha visto restringida por su limitada biodisponibilidad, baja permeabilidad y
reducida estabilidad. Ademas, son altamente susceptibles a la degradacion proteolitica y debido a
ambiente extracelular, lo que dificulta ain mas su uso como agentes terapéuticos (Mahlapuu et al., 2020;

Mookherjee et al., 2020).

1.4 Particulas tipo-virus

Las particulas tipo virus son estructuras auto ensambladas que mantienen la morfologia y arquitectura de
los virus, pero carecen de material genético viral, lo que inhibe su capacidad de replicacion y, por ende, no
son infecciosas y no representan una amenaza para la salud (Cadena-Nava, 2014). Las VLPs se han
convertido en herramientas valiosas en investigacidn biomédica y aplicaciones terapéuticas. Estas pueden
ser utilizadas como sistemas de entrega de distintas moléculas con enfoque terapéutico, como farmacos,
acidos nucleicos o péptidos, ya que pueden ser modificadas para liberar especificamente la carga

terapéutica en células o tejidos especificos.

Dentro del catdlogo actual de virus que pueden ser utilizados como sistemas de entrega, se encuentran
110 especies dentro de 35 familias distintas, los cuales incluyen virus de tanto animales, como plantas,
bacterias, insectos, etc. (Zeltins, 2012). Algunos ejemplos de virus utilizados son el virus del mosaico del
caupi (CPMV), virus del moteado clordtico del caupi (CCMV), bacteriéfago MS2, virus del mosaico del
tabaco (TMV), bacteriéfago M13 (Ma et al., 2012). Los virus de plantas y sus VLPs ofrecen ventajas
significativas como sistemas de entrega. Los virus de plantas no pueden infectar mamiferos, lo que los
convierte en una opcidn segura para su uso en aplicaciones biotecnoldgicas. Muchos virus de plantas se
ensamblan a partir de un solo tipo de proteina de cépside (CP), lo que permite realizar diversas
manipulaciones como desensamble y reensamblaje, asi como modificaciones quimicas en su cdpside

(Balke & Zeltins, 2020).



1.5 Virus del mosaico del bromo como Nano vehiculo

El virus del mosaico del bromo (BMV, por sus siglas en inglés) es un virus que infecta plantas y contiene
ARN de cadena sencilla (ssARN) positivo. Pertenecen a la familia Bromoviridae (Comité Internacional de
Taxonomia de Virus, 2024) y tienen un didmetro de aproximadamente 28 nm. Tanto el BMV como el CCMV
tienen una morfologia similar a un icosaedro truncado y estan compuestos por 180 subunidades idénticas
de una proteina de alrededor de 20.4 kDa (ViralZone, 2023). El desensamblaje y ensamblaje de las
proteinas de capside puede ser inducido mediante un cambio en el pH y cambios en la fuerza idnica
(Zlotnick & Stray, 2003), de manera que estas pueden ser ensambladas alrededor de moléculas anidnicas
como ARN de otros virus o péptidos, mediante la interaccion electrostatica de estas con el extremo N-
terminal de la CP que estd cargada positivamente (Cadena-Nava et al., 2012). Como parte de la bisqueda
de alternativas a los antibidticos, en este proyecto se busca encapsular los péptidos antimicrobianos DCD-
1 y DCD-1L dentro de las particulas virales del virus de planta BMV, de manera que funjan como nano

vehiculos para transportar al péptido, y utilizar este sistema contra bacterias resistentes a antibidticos.

1.6 Antecedentes

Schittek y colaboradores (2001) probaron la eficiencia antimicrobiana de DCD-1 (47 aminoacidos) y DCD-
1L (48 aminodcidos). En este trabajo, se purificd el péptido DCD-1 a partir de sudor humano, mientras que
el DCD-1L fue sintetizado. Se probd la actividad antimicrobiana de ambos péptidos contra E. coli, E. faecalis
y S. aureus, encontrando que estos tienen actividad bactericida en un rango amplio de pH (5.5 a 7.4), asi

como en distintas concentraciones de iones de NaCl (10 a 25 mM).

Paulmann y colaboradores (2012) estudiaron el efecto que tienen la presencia de iones monovalentes y
divalentes como NaCl, CaCl,, MgCl, y ZnCl; (10 uM) en la actividad bactericida del péptido DCD-1L (50
pug/mL) contra S. aureus 113. En su estudio encontraron que la capacidad bactericida es potenciada en
presencia de estos iones, mientras que al afiadir un agente quelante como el 4&cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) la actividad bactericida decae. También propusieron un modelo en el
cual los iones como Zn?* inducen el auto ensamble de DCD-1L al interactuar con la membrana bacteriana,
pasando de una estructura de random coil, a una a-hélice activa, por lo que la presencia tanto de iones
como la de una membrana aniénica (membrana bacteriana) es necesaria para la formacién de canales

idnicos.
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Las VLPs han mostrado ser sistemas de entrega versatil para una amplia gama de moléculas, por ejemplo,
para usarlas como medio de transporte de moléculas tal como como ARNSs de interferencia (siARN), ARNs

mensajeros, proteinas, moléculas bioactivas, farmacos y péptidos (Rohovie et al., 2017).

En un estudio publicado por Lomonossoff y Evans (2011), se destaca la posibilidad de obtener VLPs del
CCMV de manera in vitro. Estas particulas se forman mediante el ensamblaje de las proteinas de la capside
en ausencia del ARN viral. El articulo también resalta las ventajas de utilizar CCMV como sistema de
encapsulacién para moléculas de interés, asi como la capacidad de controlar su encapsulacidn y liberacién

mediante cambios en el pH, lo que provoca cambios estructurales en la capside.

Nufiez y colaboradores (2020) utilizaron VLPs derivadas de BMV y CCMV para encapsidar un siARN
aprovechando las propiedades de autoensamblaje de las proteinas de cédpside de estos virus. En su estudio
demostraron la capacidad de internalizacidon de estas particulas, asi como la liberacién del cargo dentro
de las células, probando que estas nanoparticulas son biocompatibles y prometedoras como nano

vehiculos.

1.7 Hipotesis
Los péptidos antimicrobianos DCD-1L y DCD-1 pueden ser encapsidados con proteinas de la capside del

virus del mosaico del bromo (BMV), formando particulas estables que protejan al péptido y mantengan su

funcionalidad bactericida.

1.8 Objetivos

1.8.1 Objetivo general

Generar un sistema antimicrobiano basado en VLPs de BMV cargadas con el péptido DCD-1L.

1.8.2 Objetivos especificos

° Producir y purificar el virus BMV.



Purificar la proteina de capside de BMV.

Sintetizar VLPs a partir de BMV cargadas con el péptido DCD-1 y DCD-1L

Analizar la estabilidad de las VLPs formadas por la capside del virus del mosaico del bromo (BMV)

y los péptidos antimicrobianos.

Determinar la actividad bactericida de las VLPs sintetizadas, comparando la eficacia del péptido

libre y encapsidado.



Capitulo 2. Metodologia

2.1 Produccion y purificacion de BMV

2.1.1 Cultivo e Infeccidn de cebada con BMV

La metodologia descrita para la produccion y purificacion del virus BMV se basa en el trabajo publicado
por Nufez-Rivera y colaboradores (2020). Para la produccion de BMV, se realizaron cultivos de cebada
colocando 10 semillas de cebada por maceta y dejandolas en una cdmara de climatizacion artificial (RTOP-
1000Y) durante 2 semanas o hasta su germinacién. Para esto se configuro la cdmara de climatizacién con
ciclos de dia y noche, los cuales variaban condiciones de temperatura, humedad, e intensidad de luz. El
ciclo de dia consistié en 8 horas a una temperatura de 222C con humedad del 30% y nivel de intensidad
de luz de 8, por su parte el ciclo de noche consto de 16 horas a una temperatura de 149C, humedad del
55% y nivel de intensidad de luz de 0. Una vez se logré el cultivo de cebada, se realizé un ligero dafio sobre
la superficie de las hojas con ayuda de una fibra metdlica superfina de grado 0000. Para la infeccién con
BMV se prepard una solucion con buffer de inoculacidon (10 mM fosfato de sodio, 10 mM cloruro de
magnesio a pH 6, y 0.1 pg/uL de virus nativo). Se colocaron 20 uL de buffer de inoculacidn sobre la hoja
previamente lacerada, aplicando un ligero masaje para esparcir la solucidn. Pasadas 2-4 semanas o una
vez que las hojas de cebada presentaron sintomas de infeccidn por BMV (clorosis) se procedié a recolectar

las hojas y almacenarlas a -20°C.

2.1.2 Purificacion del virus del mosaico del bromo (BMV)

Se trituraron 250 gramos de hojas de cebada infectadas en una licuadora junto con 500 mL de buffer de
extraccién (0.5M acetato de sodio y 80 mM acetato de magnesio, pH 4.5) y 70 uL de B-mercaptoetanol.
Durante este proceso se fueron incorporando poco a poco tanto las hojas de cebada y el buffer de
extraccién (manteniéndolo a 4° C) de manera que las hojas se fueron licuando por periodos de 30 segundos
de molienda y 1 minuto de descanso, repitiendo hasta haber molido la totalidad de las hojas de cebada.
La mezcla resultante se filtré a través de una gasa para posteriormente afiadir 200 mL de cloroformo y
mantener la solucidn en agitaciéon durante 10 minutos a 4° C. Transcurrido el tiempo, se centrifugd a 9,000

rpm durante 25 minutos a 4° C. El sobrenadante fue recuperado y colocado en un vaso de precipitado con
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hielo. La solucion fue centrifugada de nuevo a 9,000 rpm durante 19 minutos a 4° C, y transcurrido este
periodo se recuperd el sobrenadante, se anadié NaCl a una concentracion final de 20 mM, asi como PEG-

6000 al 15%. La solucién se dejé en agitacidon durante la noche a 4° C.

2.1.3 Caracterizacion del virus nativo

2.1.3.1 Espectrofotometria UV-Vis

La concentracién y pureza del virus nativo fue determinada con un espectrofotémetro UV-Vis modelo
Nanodrop 2000c (Thermo Scientific) realizando una dilucidén 1:400 del virus en buffer SAMA (50 mM
acetato de sodio, 8 mM acetato de magnesio, pH 4.5). La concentracion del virus se determiné mediante

la ecuacion 1, en donde Axg €s la absorbancia a 260 nm

A, A
60 )( [ 9 1) = 60 MY

Couv = <l[cm] xe[M~1 % cm™1] mol? = 5.15 i W

. . . . A
Para determinar la pureza del virus se uso la razén A26°

(Ecuacion 2), la cual debe de estar en el rango entre
280

1.5y 1.7 para que el virus pueda ser considerado como puro y ser utilizado, en caso de no cumplirse, se

debera agregar un paso para lograr purificar el virus.

p _ Azeo
BMV =
280

2.1.3.2 Dispersion dinamica de luz (DLS)

El didametro hidrodindmico de los viriones se determiné tomando 100 pL de muestra y colocandolos en
celdas ZEN0040 haciendo uso del equipo Zetasizer NanoZS (Malvern Panalytical). Las muestras se midieron

5 veces.
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2.1.3.3 Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Se hizo uso del microscopio electrénico de transmisién (TEM) Hitachi modelo HF-3300 de la Unidad de
Microscopia Avanzada del Centro de Investigacidon y Educacion Superior de Ensenada (LNMA-CICESE). Se
colocaron 8 uL de virus purificado a una concentracion de 0.1 pg/ulL sobre una rejilla de cobre de 400 grids
(Fisher Scientific). La muestra se mantuvo durante 5 minutos al término de los cuales se retird el exceso
de liquido mediante absorcidn con papel filtro Whatman No. 2. Posteriormente se colocaron 8 L de
acetato de uranillo al 2% previamente centrifugado a 12,000 rpm durante 10 minutos. El acetato de uranilo
se dejé 1 minuto sobre la rejilla de cobre y se retird el exceso con papel filtro. La muestra fue almacenada
en un desecador hasta ser analizada por TEM. Las micrografias obtenidas fueron analizadas con el software

Imagel y las gréaficas de distribucion de tamano mediante el software OriginPro.
2.2 Purificacion de la proteina de capside de BMV

2.2.1 Desensamble de la proteina de capside de BMV

Se colocaron 2 mg de virus nativo en dialisis por 24 horas a 4° C con buffer de desensamble (500 mM CaCl,,
Tris-HCI pH 7.4). Pasado este tiempo, se recuperd la muestra y se centrifugd en un rotor 90Ti durante 2
horas a 42,000 rpm en una ultracentrifuga Optima XPN-100 (Beckman Coulter). La muestra fue recuperada
sin perturbar el pellet formado y se dializ6 en buffer de proteina o buffer TKM (1 M KCI, 10 mM Tris-Base,
5 mM MgCl,, pH 7.4) durante por lo menos 4 horas a 4° C. Finalmente, la muestra se centrifugé a 13,000
rpm durante 10 minutos. El sobrenadante fue recuperado y cuantificado por espectrofotometria UV-Vis

Nanodrop 2000c (Thermo Scientific).

e Iy &
[ 'l'h — . —_— n‘., WW
Centrlfugaclén @ Centrifugacién

Stock BMV 4.000 -pm Dialisis 12,000 rpm
!mi Buffer de desensamble 10 mins
pPH 74 4c
24 hrs
ac

ey S
_ ¥ : ﬂ
\\_’
Almacenar nlansls Cuantificacién  Ultra centrifugacién

max 2 semanas Buffer TKM UV-Vis 15.0:::Im

4°co-20C pH74. Blank Desensamble P

ahrs
ac

Figura 2. Proceso de desensamble, cuantificacion y obtencidn de la proteina de capside (CP) de BMV.
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2.2.2 Caracterizacion de la proteina de capside

2.2.3 Cuantificacion de la proteina de capside

La cuantificacion de la CP se realizd mediante espectrofotometria UV-Vis Nanodrop 2000c (Thermo

Scientific). La Azso fue utilizada para determinar la concentracién de proteina en la muestra, mediante la

Azs0

ecuacion de Beer-Lambert (Ecuacion 3). También se considero la relaciéon (Ecuacion 4) y con esta se

260

determind si la muestra es pura, es decir, si la relacidon de acidos nucleico y proteina eran dptimas para la

encapsidacioén, siendo que este valor debe rondar entre 1.3y 1.5.

— Azg0 g _ Azgo mg
Cer = i[cm] * e[M~* cm™1] * PM [ /mol] ~0.82 [ /mL] (3)

A280
Pep = 22 (4)
°r A260

2.3 Caracterizacion de los péptidos DCD-1 y DCD-1L

2.3.1 Diametro hidrodinamico

El didametro hidrodindmico de los péptidos DCD-1 y DCD-1L se determiné tomando 100 pL de muestra a
una concentracién de 0.1 pg/uL en agua desionizada estéril. Las muestras fueron centrifugadas a 12,000
rpm durante 10 minutos a 4 °C previo a su analisis y se utilizé una celda ZEN0O040 haciendo uso del equipo
Zetasizer NanoZS (Malvern Panalytical). Las muestras se midieron 5. Finalmente, los datos fueron

graficados utilizando el software OriginPro.

2.3.2 Potencial-Z

Se midio el potencial-z de los péptidos DCD-1 y DCD-1L diluyendo el péptido a una concentracion de 0.1
pg/uL en un volumen final de 2 mL de buffer: SAMA (pH 4.5 y 6.0) y buffer TKM (pH 7.4).
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2.4 Encapsidacion de los péptidos DCD-1y DCD-1L

2.4.1 Encapsidacion por micro didlisis

Se utilizaron distintas razones de masa (Péptido: CP) de los péptidos y la proteina de capside de BMV, (1:3,
1:6, 1:9y 1:12). Previo a la encapsidacion, el péptido fue tratado con 1 mM EDTA durante 30-60 minutos.
Para la encapsidacidn se afiadié la CP al péptido y se aford a 150 pL con buffer TKM . Esta solucién se
transfirid a tubos de micro dialisis y se dializé contra buffer TNKM (50 mM NaCl, 10 mM KCl, 5 mM MgCl,,
50 mM Tris-HCI, pH 7.4) durante 8 horas a 4° C. Posteriormente, se realizd una segunda dialisis contra
buffer SAMA (50 mM NaOAc, 8 mM Mg(OAc),, pH 6) durante 4 horas a 4° C, para luego dializar nuevamente
contra buffer TNKM durante 4 horas, a 4° C. Por ultimo, las muestras se centrifugaron a 14,000 rpm

durante 3 horas y se recuperé el sobrenadante.

Dialisis #1

4] J_a_,q_n e — [

TNKM pH 7.4
\ 8hrs4°c
1 mM EDTA + Peptido 1mM EDTA + P!pﬂd:: +CP+TKM
30 mins 4°C 30 mins 4°C

¥ Dialisis #3 Dialisis #2
=
—4—:<— —4—.|:| — ,‘
Centrifugar TNKM < j SAMA pH 6

14,000 rpm PH7.4 4hrs4cc
3hrs4°c 8hrs4°c

Figura 3. Proceso de encapsidacion por micro dialisis.

2.4.2 Encapsidacién rapida

Se utilizaron distintas razones de masa (Péptido: CP) de los péptidos y la proteina de capside de BMV, (1:3,
1:6, 1:9 y 1:12). De igual manera se comienzo monomerizando el péptido incubandolo con 1 mM EDTA
durante 30-60 minutos a 4° C. Posteriormente se agregd CP, asi como un volumen de buffer TNKM, se
agitd la solucion ligeramente mediante pipeteo y se dejo incubar durante 1 hora a 4° C. Transcurrido el
tiempo, se acidificé el medio agregando 1% en volumen de acido acético glacial al 10% e incubando
durante 30 minutos a 4° C. A continuacién, se agregé % volumen de buffer T2ZNKM (100 mM NacCl, 10 mM
KCl, 5 mM MgCl,, 50 mM TrisB, pH 7.4) a la reaccion y se resuspendio mediante pipeteo constante durante

5 minutos. Finalmente, se agregd un volumen de buffer T2NKM vy se resuspendio nuevamente durante 5
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minutos. Las VLPs fueron recuperadas mediante centrifugaciéon a 13,000 rpm durante 10 minutos;

recuperado el sobrenadante.

Paso 1 Paso 2

] ‘ ) 1
o
i W oy — | o | —
EDTA 1mM + Péptido
30 mins 4°C
PE—
Incubacion
30-60 mins 4°C
Paso 6

Paso 5

Paso 3

...

12 vol.
( T2NKM

1/2 Volumen T2NKM

Figura 4. Metodologia de encapsidacidén por ensamble rapido.

2.4.3 Caracterizacion de las VLPs

2.4.3.1 Dispersion dindmica de luz (DLS)

El diametro hidrodinamico de las VLPs se determind tomando 100 pL de muestra a una concentracién de

0.1 pg/uL. Las muestras fueron centrifugadas a 12,000 rpm durante 10 minutos a 4 °C previo a su andlisis

y se utilizé una celda ZEN0O040 haciendo uso del equipo Zetasizer NanoZS (Malvern Panalytical). Para

estudiar la estabilidad de las VLPs, las muestras se mantuvieron a 42C durante 14 dias, realizando 5

mediciones del didmetro hidrodindmico en los dias 1, 5, 7, 12 y 14. Las muestras se midieron 5 veces. Los

datos obtenidos fueron graficados utilizando el software OriginPro.

2.4.3.2 Espectrofotometria UV-Vis

Se analizaron las VLPs mediante espectrofotometria UV-Vis con el objetivo de determinar la absorbancia

a 280 nm, con la cual, mediante la ecuacidon de Beer-Lambert podemos cuantificar la concentracién de

proteina (ecuacién 3).



15

2.4.3.3 Microscopia electrénica de transmision (TEM)

La caracterizacion por TEM se realizé siguiendo la metodologia descrita en la seccién 2.1.3.3.

2.5 Ensayos de actividad antimicrobiana

Se utilizé la metodologia descrita por Schittek (2001). Para esto, se realizaron ensayos de actividad
antimicrobiana en los cuales se determind la actividad del péptido DCD-1L libre a distintas concentraciones
(10, 50 y 100 pg/mL) con la finalidad de determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) contra E.
coliy S. aureus. Por otra parte, se analizé la actividad del péptido encapsidado en las VLPs, asi como una
concentracién igual de péptido y CP a la que se encuentra en la VLP, considerando que en cada ensamble
de VLPs se contaba con una concentracién de CP y DCD-1L de 0.1 y 0.02 pg/uL respectivamente. Los
ensayos de actividad se realizaron en un volumen final de 180 pL, de los cuales 60 pL correspondian al
tratamiento, por lo que al agregar 60 uL de VLPs se obtenia una concentracion de CPy de DCD-1L de 33.33
y 8.3 ug/mL respectivamente. Por lo anterior, para poder realizar una mejor comparacién de la actividad
de la VLP se compard con sus componentes individuales (CP y DCD-1L). Se realizaron ensayos por triplicado
de 33.33 de CP y 8.3 ug/mL de DCD-1L, ya que esta fue la concentracion a la que se encuentran en los

ensayos con la VLP.

Tabla 4. Condiciones usadas para los ensayos de actividad antimicrobiana de VLPs (DCD-1L).

Concentracién (pug/mL)

Tratamiento DCD-1L cpP VLP
DCD-1L 8.3 - 8.3
E. coli cpP - 33.33 33.33
VLP - - 0.05
DCD-1L 8.3 - 8.3
S. aureus CcP - 33.33 33.33
VLP - - 0.05

2.5.1 Determinacidon de actividad bactericida por unidades formadoras de colonias

(UFC)

Se preparé un precultivo el cual se incubd a 37° C hasta alcanzar una densidad dptica a 600 nm entre 0.4
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y 0.7 (fase media-exponencial de crecimiento). Posteriormente se realizaron 3 lavados mediante
centrifugacion a 4,000 g durante 5 minutos y se lavé con buffer de fosfato sédico 1.5X (15 mM cloruro de
sodio, 121.5 mM fosfato de sodio dibasico y 27 mM fosfato de sodio monobasico, pH 7.4). Después se
midié nuevamente la densidad déptica para determinar la concentracién de bacterias en solucién. Para
cada cepa especifica, se utilizé el numero de células por mililitro considerando que a una absorbancia de
1 a 600 nm se encuentran aproximadamente 8.2x10° células/mL para E. coli y 1.9x10%° células/mL para S.
aureus (Schittek et al., 2001). A continuacion, se colocaron 120 pL de bacteria, de manera que cada
muestra tuviera una concentracion de 2x10° células/mL. A su vez, se colocaron 60 pL del tratamiento
(Péptido, VLP o CP) de manera que se asegurara la concentraciéon deseada de este. Los ensayos se
realizaron incubando la bacteria, asi como la concentracidn de péptido en una placa de 96 pozos durante
4 horas, pasado este tiempo, se procedié a hacer una dilucién 1:50 en buffer de fosfato sddico (10 mM
NaCl, 81 mM fosfato de sodio dibasico, 18 mM fosfato de sodio monobdsico, pH 7.4) y se plaquearon 30
uL en placas de agar LB, las cuales se incubaron entre 18 y 24 horas a temperatura ambiente para por
ultimo realizar el conteo de colonias mediante Imagel. Finalmente se realizd6 una comparacion de cada

tratamiento con su respectivo control por triplicado.

Cultivo liquido — [
d 3% I
E ey { }] +2/3 vol Bacteria_
— il IO, .| +173 vol Péptido
Lavado
Centrifugar Resuspender en W/ Y
40006 Preparar sub-stock de Incubacién
- Desechar el 700 pL de fostat P
0D600 = 0.4-0.7 3 mins T S:d!_ic:l,SX o bacterias Incubar las bacterias
con su tratamiento
4hrsa37°C

- M em. |
\ 4 "\I — :::Z' ‘_J

Determinacién de Actividad Plaguear

Diluir

Fotografiar y analizar de Plaquear 30 pL de muestra en Enfriar Diluir 1:
iluir 1:50 en fosfato
manera digital el numero de Agar LB e incubar de 18-24 horas o °°“'"f_’"“35"“5 &n sadico 1X
iglo.
colonias mediante Image). aTA.

Figura 5. Metodologia utilizada para los ensayos de actividad antimicrobiana por unidades formadoras de colonias
(UFC), recuperada de Schittek et al. (2001).



17

Capitulo 3. Resultados

3.1 Produccion y purificacion de BMV

Se crecieron cultivos de cebada en el huerto del CNyN-UNAM (Figura 6A). Esta cebada fue infectada con
virus nativo mediante un buffer de inoculacién (concentracién de BMV: 0.1 pg/uL). También se logré
crecer exitosamente cebada en una camara de climatizacion artificial (RTOP-1000Y), e igualmente se

infecté con BMV (Figura 6B y 6C).

Figura 6. Cultivos de cebada realizados en huerto (A), cultivo de cebada crecido en cdmara de climatizacion artificial
(B) y sintomas de clorosis en hoja de cebada (C).

Pasados los 14 dias después de realizar la infeccién de cebada con el virus nativo de BMV, las hojas
infectadas fueron recolectadas, pesadas y almacenadas a -20 °C en bolsas individuales de
aproximadamente 200 gramos, para la posterior extraccién del virus nativo. Durante la extracciéon de virus,
se prepararon alicuotas de 400 pL a una concentracion de 5 mg/mL. Se obtuvo un rendimiento de 1.9 mg

de BMV/g de hoja infectada.
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3.1.1 Dispersion dinamica de luz (DLS)

Se caracterizé el didametro hidrodinamico de los viriones purificados (Figura 7). Estos presentaron una
distribucion mono-dispersa con un didmetro hidrodindmico de particula de 28.03 + 3.48 nm, lo cual

concuerda con lo reportado en la literatura para el virus nativo.

Purificacion de BMV

28.nm
35- ! —BWY
|
| Promedio = 28.03 d.nm
30 - 1 o =13.48 d.nm
1
25 4
g 1
g 20 4 |
£ |
S |
E 15 "
|
10 4 !
|
|
5 1
|
|
0 L] 1 L] L
1 10 100 1000

Tamafio (d.nm)

Figura 7. Distribucién de tamarios del virus nativo extraido.

3.2 Purificacion de la proteina de capside de BMV

La purificacion de la proteina de capside de BMV se realizd a partir de 1 mg de virus nativo, del cual se
obtuvo 0.65 mg de proteina purificada. La pureza de la proteina para la sintesis de las VLPs de BMV siempre

fue igual o mayor a 1.5 de acuerdo a la ecuacion (2).

3.2.1 Desensamble de |la proteina de capside de BMV

El desensamble de la proteina de cdpside del BMV se confirmd mediante DLS. La proteina desensamblada
muestra una distribucion de tamafio con un Unico pico a aproximadamente 8 nm (Figura 8), lo cual

corresponde a la proteina de capside en forma de dimeros.
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Desensamble de la Proteina de Capside de BMV

—cpP
8 nm

Volumen (%)
8

-
2]
1

10 A

T 1
1 10 100 1000
Tamaio (d.nm)

Figura 8. Distribucion del diametro hidrodindamico de la proteina de la capside del BMV, obtenido mediante DLS.

3.3 Caracterizacion de los péptidos DCD-1 y DCD-1L

3.3.1 Caracterizacion del péptido DCD-1

3.3.1.1 Diametro hidrodinamico

Se determind experimentalmente el didmetro hidrodinamico del péptido mediante DLS (Figura 9). La
distribucion de tamafo por volumen muestra una Unica poblacién de particulas, es decir, una distribucion

monomodal, con un didmetro de 3.4 + 0.7 nm.

Diametro Hidrodinamico del Péptido DCD-1

25
3.4 0.7 nm
——DCD-1

20
154

10 4

Volumen (%)

T :
1 10 100 1000
Tamafio (d.nm)

Figura 9. Distribuciéon del diametro hidrodindmico del péptido DCD-1 obtenido mediante DLS.
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3.3.1.2 Potencial-Z

Se obtuvo el potencial z del péptido DCD-1, para esto se prepararon dos soluciones de buffer SAMA (50
mM acetado de sodio, 8 mM acetato de magnesio) a distintos pH (4.5 y 6). Los resultados mostraron una
distribucidn de cargas de -1.64 y -1.73 mV en los medios a pH 4.5 y pH 6 respectivamente, los cuales son

valores bastante cercanos para la carga que esta reportada para el péptido (-2).

Una vez habiendo corroborado caracteristicas fisicoquimicas del péptido para su encapsidacién, como lo
son el tamafio y el potencial-Z, se procedio a realizar los ensambles a diferentes razones en masa con el

objetivo de determinar las condiciones idoneas para encapsidar el péptido DCD-1.

3.3.2 Caracterizacion del péptido DCD-1L

3.3.2.1 Diametro hidrodinamico

Se obtuvo el diametro hidrodinamico del péptido DCD-1L mediante DLS, de manera que la distribucion de
tamanios por volumen presentd una distribucién bimodal, con dos poblaciones de particulas con didmetros
de 2.24 £ 0.3 nm (19%) y otra poblacion de particulas con un didmetro de 6.64 + 2.7 nm (81%), lo cual nos

pudiera indicar que el péptido se encuentra en multiples conformaciones estructurales (Figura 10).

Diadmetro Hidrodinamico del Péptido DCD-1L

16 6.64%2.7 nm —— DCD-1L

22403 nm

Volumen (%)
[--3

T T !
1 10 100 1000
Tamaio (d.nm)

Figura 10. Distribucién del didmetro hidrodinamico del péptido DCD-1L obtenido mediante DLS.
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Para realizar una mejor comparacion, se tomo la estructura del péptido DCD-1L (ID PDB:2KSG) reportada
en el Banco de Datos de Proteinas (PDB, por sus siglas en ingles) y se analizaron las 14 estructuras que
puede tomar este péptido en solucidn. Los valores del tamafio del péptido en sus 14 posibles posiciones

se encuentran resumidos en la tabla 5.

Tabla 5. Estructuras del péptido DCD-1L en solucién (Jung et al., 2010).

Posicion Tamano (nm) Tamaiio Promedio (nm)
— 5.09 4.17 £1.06

En la tabla 6 se realiza una comparacion de los didmetros obtenidos para los péptidos DCD-1 y DCD-1L de

manera experimental por DLS, asi como de la estructura del péptido DCD-1L reportada.

Tabla 6. Comparacion de tamafio entre péptidos derivados de Dermcidin.

Péptido Diametro hidrodindmico (nm) Desviacion estandar (nm)
DCD-1 Experimental 3.4 +0.7
DCD-1L Experimental 6.64 +2.7

DCD-1L Teérico 4.06 +1.02
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3.4 Encapsidacion de los péptidos DCD-1y DCD-1L

Se realizaron ensambles con los péptidos DCD-1 y DCD-1L, en las cuales se analizaron distintas razones de
masa de péptido y proteina de capside (CP). También se probaron dos metodologias distintas para la
encapsidacién: primero se realizd una encapsidacién mediante micro dialisis y posteriormente se cambid
a una metodologia de ensamble rdpido, en la cual se logré disminuir en gran medida los tiempos de
encapsidaciéon asi como los reactivos utilizados ya que se pasé de un proceso el cual requiere grandes
volumenes de buffers, asi como tiempos prolongados para lograr la encapsidacidn, a una metodologia en
la cual se utilizan volimenes muy pequefios y que se puede realizar una encapsidacién apenas en un par

de horas, lo cual presenta un gran beneficio para la escalabilidad del proyecto.

Se prepararon muestras con cuatro distintas razones de masa de péptido: CP segun la tabla 7.
Posteriormente se analizé el didmetro hidrodindmico de las VLPs mediante dispersién dindamica de luz, asi

como la morfologia de las particulas obtenidas mediante TEM.

Tabla 7. Relaciones masicas de péptido y proteina de capside.

Relacion Masica Masa de péptido (pg) Masa de proteina de Capside (ug)

3.4.1 Encapsidacién del péptido DCD-1

3.4.1.1 Dispersion dindmica de Luz (DLS)

Se realizé una comparacion del didmetro de particula obtenida para cada razén de masa (DCD-1:CP) por

cada metodologia de encapsidacién mediante DLS.
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3.4.1.1.1 Razén de masa 1:3

De manera general se encontrd la presencia de particulas con un didmetro en el rango de 20 a 30 nm
(rango de interés) para las muestras preparadas utilizando una razén de masa 1:3 mediante micro didlisis,
asi como por ensamble rapido. La distribucién de tamafio por volumen para la muestra preparada por
micro didlisis presenté una distribucidn de particulas con un didmetro de 7.46 £ 0.9 nm (17.9%), 28 £ 2.73
nm (74.3%). El porcentaje restante se presenté en forma de agregados (particulas con didametros mayores
a 1,000 nm) (Figura 11A). Por su parte, la muestra preparada mediante ensamble radpido presentd una
distribucidn de particulas con un didmetro de 23.49 £ 0.63 (96.2%). El porcentaje restante de igual manera

pertenece a agregados (Figura 11B).

A) Encapsidacion por Microdialisis B) Encapsidacion por Ensamble Rapido
DCD-1 DCD-1@VLP
35 .—_V'-P 1:3 —VLP1:3
Pron:edlo =28d.nm 35 Promedio = 23.49 d.nm
30 1 o=+2.73dnm 0 =+0.63 d.nm
304
25+
9 _ 254
5 21 £
£ 20+
5 g
515 2 45
> s
101 104
5 54
o7 T T T o T T 1
1 10 100 1000 1 10 100 1000
Tamaiio (d.nm) Tamaio (d.nm)

Figura 11. Distribucion de tamafio por volumen de las VLPs ensambladas por A) micro didlisis y mediante B)
encapsidacion rapida, con el péptido DCD-1, usando una relacion masica 1:3 (DCD-1:CP).

3.4.1.1.2 Razdén de masa 1:6

Para las muestras preparadas utilizando una razén de masa 1:6 se presentaron particulas dentro de
nuestro rango de interés, asi como algunos agregados. La muestra preparada por micro didlisis presenté
una distribucidn de diametro por volumen con particulas de 12.49 + 2.46 (15%), 30.38 + 1.35 nm (80%),
asi como agregados (5%) (Figura 12A). Las particulas sintetizadas mediante ensamble rapido mostraron
una distribucion de diametros similares, con particulas con didmetros de 11.72 + 1.51 nm (11%), 25.90 +

1.34 nm (86%), asi como agregados (Figura 12B).
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A) Encapsidacion por Ensamble Rapido
Encapsidacién por Microdialisis B) DCD-1@VLP
DCD-1
35 4 ——VLP 1:6 ——VLP 1:6
Promedio = 30.38 d.nm 351 Promedio = 26.90 d.nm
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Figura 12.Distribucién de tamafio por volumen de las VLPs ensambladas por A) micro didlisis y mediante B)
encapsidacion rapida, con el péptido DCD-1, usando una relacion masica 1:6 (DCD-1:CP).

3.4.1.1.3 Razdén de masa 1:9

Las particulas obtenidas mediante la razon de masa 1:9 presentaron didmetros en nuestro rango de interés
(28-30 nm), similar a los casos observados anteriormente para esta metodologia de ensamble por
microdialisis, siendo que se obtuvo una distribucion de didmetro por volumen (Figura 13A) con particulas
de 32.43 £ 2.52 nm (53%) y el porcentaje restante (43%) en forma de agregados (particulas con didmetro
mayor a los 100 nm). Por el contrario, la sintesis de VLPs realizada por ensamble rapido presentd una Unica
poblacién, con particulas con un didmetro de 26.58 + 1.57 nm (97%), sin la presencia de agregados ni

proteina o péptido libre (Figura 13B).

Encapsidacién por Microdialisis B) Encapsidacion por Ensamble Rapido
A) DCD-1 DCD-1@VLP
354 ——VLP19 VLP 1:9
Promedio = 32.43 d.nm 35 Promedio = 26.58 d.nm
30 4 g=%+252d.nm

o=%1.57 d.nm
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Figura 13. Distribucidon de tamafio por volumen de las VLPs ensambladas por A) micro didlisis y mediante B)
encapsidacion rapida, con el péptido DCD-1, usando una relacion masica 1:9 (DCD-1:CP).
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3.4.1.1.4 Relacion de masa 1:12

Las muestras preparadas utilizando una razén de masa 1:12 presentaron distribuciones de didmetro por
volumen muy parecidas a los tres casos anteriores. La muestra preparada por micro didlisis tuvo una
distribucidn con particulas de didmetro de 29.18 + 1.89 nm (91%), asi como la presencia de agregados
(Figura 14A). Las muestras preparadas por ensamble rapido tuvieron una distribucién con particulas de

didmetros de 28.13 + 3 nm (96%), e igualmente se presentaron algunos agregados (Figura 14B).

A) Encapsidacion por Microdialisi B) Encapsidacion por Ensamble Rapido
DCD-1 DCD-1@VLP
35 ——VLP 1:12 VP 1:12
Promedio = 29.18 d.nm 35 Promedio = 28.13 d.nm
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Figura 14. Distribucidon de tamafio por volumen de las VLPs ensambladas por A) micro didlisis y mediante B)
encapsidacion rapida, con el péptido DCD-1, usando una relacion masica 1:12 (DCD-1:CP).

Se realizd una comparacidon del didmetro obtenido para las distintas razones de masa por ambas
metodologias de encapsidacidn. Las particulas obtenidas presentan diametros bastante similares entre si.
Las particulas obtenidas mediante micro dialisis tienen didmetros que se encuentran en el rango de 28 a
32 nm; por su parte, las particulas que fueron preparadas mediante ensamble rdpido presentan didmetros

entre los 23 y 28 nm (Figura 15).

Encapsidacion del Péptido DCD-1 [l Microdialisis
40 I Ensamble Réapido
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Figura 15. Comparacion del diametro hidrodinamico de particula obtenido a distintas relaciones masicas (DCD-1:CP)
para las muestras sintetizadas a mediante metodologia por micro didlisis y por ensamble rapido.
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3.4.1.2 Microscopia electrénica de transmision

3.4.1.2.1 Razén masa 1:3

La muestra a una razén masa 1:3 producida mediante ensamble rapido fue analizada por TEM (Figura 16A-
B), de manera que se pudo analizar el tamafio y morfologia de las particulas. Las VLPs presentaron tamafios
dentro de un rango de 15-35 nm, con un tamafo promedio de particula de 21.55 * 4.41 nm (Figura 16C),
lo cual es muy parecido a lo obtenido por DLS. Las VLPs presentaron una morfologia esférica, con algunas
malformaciones, e incluso se logran apreciar algunos agregados o particulas formadas por dos capsides

(Figura 16B).

C)Distribucién de Tamaiio de Particula
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Figura 16. Micrografias de TEM obtenidas de las VLPs sintetizadas a una relacion masica 1:3 (DCD-1:CP) mediante
ensamble rapido. Magnificaciones a 100,000 aumentos (A) y 70,000 aumentos (B). Distribucién de tamafio de
particula obtenido (C).
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3.4.1.3 Comparacion de la estabilidad de las particulas

Los didmetros de las VLPs obtenidas por microdialisis se hayan en un rango muy similar (25 — 35 nm); pero
no todas tuvieron la misma estabilidad, siendo que la relacion masa 1:3 y 1:12 mantuvieron un didmetro
estable durante 14 dias, lo cual indicaria que estas son estables. Las VLPs con relaciones mdsicas 1:6 y 1:9
mostraron una disminucién en el didmetro (Figura 17A), lo que nos indicaria que hubo un cambio en la
morfologia de la particula, generada por una inestabilidad en la estructura de la misma. Las particulas
obtenidas mediante ensamble rdpido, Unicamente la relacién masa 1:3 mantuvo un didmetro constante
durante los 14 dias. Las demas relaciones de masa presentaron una amplia variabilidad en los didmetros
de particulas obtenidas, donde para las relaciones de masa 1:9 y 1:12, no se observaron particulas en
nuestros rangos de tamafios de interés (15- 40 nm), lo cual estaria indicando que las particulas no son
estables y se desensamblaron. La relacién mdsica 1:6 presentd una amplia distribucion de tamafios, lo cual

nos indica un cambio significativo en la estructura de la capside (Figura 17B).
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Figura 17. Evolucién del didametro de particula durante 14 dias, particulas sintetizadas por micro dialisis (A) y por
ensamble rapido (B).

3.4.2 Encapsidacién del péptido DCD-1L

3.4.2.1 Dispersion dindmica de luz (DLS)

Inicialmente, las muestras eran recuperadas y analizadas mediante DLS sin llevar un tratamiento previo,
pero dado que se noto la presencia de agregados, por lo que se afiadid una centrifugacién a 14,000 rpm

por 3 horas a 42C, para posteriormente recuperar el sobrenadante. En la figura 18 se presenta la
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comparacién de las muestras antes y después de centrifugar. Se puede apreciar que las muestras antes de
ser centrifugadas presentan aglomerados (particulas >100 nm), lo cual indicaria la presencia de agregados
de proteinas y péptido que no lograron formar capsides (Figura 18A y 18C). Después de centrifugar las
muestras se aprecia una reduccién de los agregados y que las particulas con diametros en el rango de 20-
40 nm aumentaron en porcentaje de intensidad, lo que nos indicaria que la contribucidn respectiva de los

aglomerados ha disminuido en gran medida, esto se podria traducir a que nuestras VLPs se encuentran

libres de aglomerados (Figura 18By 18D).
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Figura 18. Distribucion del didmetro hidrodinamico por intensidad de las muestras sintetizadas por micro didlisis

antes (A) y después (B) de centrifugar, asi como las muestras preparadas por ensamble rapido antes (C) y después de
centrifugar (D) a 14,000 rpm por 3 horas.

3.4.2.1.1 Relacién Masica 1:3

La sintesis por microdialisis Unicamente presento particulas con un didmetro de 8.6 + 0.74 nm, lo cual se

asemeja mas al didmetro obtenido para la CP libre (Figura 19A. Por su parte la metodologia de
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encapsidacioén rapida presento particulas con didmetro de 23.33 + 1.37 nm, el cual es un lo que nos estaria

indicando la posible formacion de VLPs (Figura 19B).
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Figura 19. Distribucion de tamafio por volumen de las VLPs ensambladas por A) micro didlisis y mediante B)
encapsidacion rapida, con el péptido DCD-1L, usando una relaciéon masica 1:3 (DCD-1L:CP).

3.4.2.1.2 Relacion Masica 1:6

La metodologia de microdialisis mostro una distribucién de tamafios bimodal, con particulas con un
didmetro de 28.03 + 1.61 nm, asi como particulas con un didmetro de ~11 nm (Figura 20A). Las particulas

obtenidas por ensamble rapido presentan un didametro de 30.12 + 3.27 nm (Figura 20B).
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Figura 20. Distribucion de tamafio por volumen de las VLPs ensambladas por A) micro didlisis y mediante B)
encapsidacion rapida, con el péptido DCD-1L, usando una relaciéon masica 1:6 (DCD-1L:CP).
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3.4.2.1.3 Relacidon Masica 1:9

La sintesis por microdialisis presento particulas con didmetros de 7.7 + 1.89 nm, por lo que no hubo auto

ensamble de la capside proteica (Figura 21A). Las particulas sintetizadas por ensamble rapido presentaron

un didmetro de 31.55 + 5.7 nm (Figura 21B).
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Figura 21. Distribuciéon de tamafio por volumen de las VLPs ensambladas por A) micro didlisis y mediante B)
encapsidacion rapida, con el péptido DCD-1L, usando una relaciéon masica 1:9 (DCD-1L:CP).

3.4.2.1.4 Relacion Masica 1:12

La sintesis por microdialisis presento un diametro de particula de 8.91 + 0.27 nm, lo que nos estaria (Figura
22A). La sintesis por ensamble rapido mostro un didmetro de particula de 31.73 + 4.03 nm lo que nos

pudiera indicar la formacion de VLPs (Figura 22B).
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Figura 22. Distribucidon de tamafio por volumen de las VLPs ensambladas por A) micro didlisis y mediante B)
encapsidacion rapida, con el péptido DCD-1L, usando una relaciéon masica 1:12 (DCD-1L:CP).
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Si realizamos la comparacién de los diametros obtenidos en cada muestra a distintas relaciones masicas y
sintetizadas por ambas metodologias: Micro didlisis y ensamble rdpido podemos notar que las muestra
qgue fueron preparadas usando la metodologia de ensamble radpido, independientemente de la relacién
masica usada, presentan didmetros de particula mds homogéneos, y que se asemejan al didmetro del virus
nativo (28 d.nm), mientras que las muestras que preparadas por micro didlisis, Unicamente para la relacion
masica 1:6 podemos apreciar didmetros de particula que se encuentran en el rango de tamafio para que
podamos considerarlas como VLPs, o similar al del virus nativo y para las demas relaciones mdsicas (1:3,
1:9y 1:12), tnicamente tenemos particulas con didmetros de entre los 7-9, lo cual pudiéramos deberse a
que la CP quedo libre al no lograr interaccionar con el péptido y formar capsides con estructuras similares

a la del virus nativo (Figura 23).
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Figura 23. Comparacion del didmetro hidrodindmico de las particulas a distintas relaciones masicas sintetizadas
mediante micro dialisis y por ensamble rapido.

3.4.2.2 Microscopia Electronica de Transmision

3.4.2.2.1 Relacién Masica 1:3

Las particulas analizadas mediante TEM presentaron un tamafio promedio de 31.71 + 6.85 nm (Figura

24B). Estas particulas poseen una morfologia esférica homogénea, similar a la del virus nativo (Figura 24A).
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B) Distribucién de Tamafio de Particula
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Figura 24. Micrografias de TEM obtenidas de las VLPs sintetizadas a una relacién masica 1:3 (DCD-1L:CP) mediante
ensamble rapido. Magnificaciones a 50,000 aumentos (A) y 25,000 aumentos (B). Distribucion de tamafio de particula
obtenido (C).

3.4.2.2.2 Relacion Masica 1:6

Se observaron particulas con un tamafio promedio de 41.35 + 9.05 nm (Figura 25B). Las particulas
sintetizadas presentaron una morfologia esférica, similar a la del virus nativo, con una amplia distribucién
de tamanios, ya que se observé la presencia de particulas en un rango de tamafios entre los 20 a60 nm de
diametro. Se logro apreciar las particulas dispersas de manera homogénea, sin la presencia de agregados
o aglomerados. A su vez, estas VLPs lograron encapsidar al péptido DCD-1L y formar particulas bien

formadas (Figura 25A).
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Figura 25. Micrografias de TEM obtenidas de las VLPs sintetizadas a una relacién masica 1:6 (DCD-1L:CP) mediante
ensamble rapido. Magnificacién de 70,000 aumentos (A), y escala a 100 nm. Distribucion de tamafio de particula (B).
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3.4.2.2.3 Relacion Masica 1:9

La figura 26A muestra las particulas obtenidas, las cuales presentan una morfologia esférica con rangos de

tamanfios entre los 25 a los 55 nm lo cual nos indica una amplia distribucién de tamafios y un tamafio

promedio de 38.01 + 6.65 nm (Figura 26B).
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Figura 26. Micrografias de TEM obtenidas de las VLPs sintetizadas a una relacién masica 1:9 (DCD-1L:CP) mediante
ensamble rapido. Magnificacién de 70,000 aumentos (A), y escala a 100 nm. Distribucion de tamafio de particula (B).

3.4.2.2.4 Relacion Masica 1:12

Las particulas obtenidas presentan una morfologia esférica similar a la del virus nativo (Figura 27A), con

tamanios entre los 15 a los 40 nm, y un promedio de tamafio de 26.06 + 5.77 nm (Figura 27B).
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Figura 27. Micrografias de TEM obtenidas de las VLPs sintetizadas a una relacion masica 1:12 (DCD-1L:CP) mediante
ensamble rdpido. Magnificacién de 25,000 aumentos (A) y distribucidn de tamafio de particula (B).
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3.4.2.3 Evolucién del diametro hidrodinamico de las VLPs

Las particulas sintetizadas por microdialisis a relaciones mdsicas de 1:3, 1:9 y 1:12 presentaron un bajo
porcentaje en volumen de VLPs, y las pocas particulas que se pudieron haber formado se desensamblaron
tras varios dias de incubacion. La relacion masica 1:6 fue la Unica que pudo formar VLPs, las cuales se
mantuvieron durante los 14 dias (Figura 28A). Las VLPs obtenidas por ensamble rapido mostraron una
evolucidn en donde el didmetro de particula fue aumentando para las cuatro relaciones masicas, en donde

para el dia 12 y 14 los didmetros presentaron amplias distribuciones (Figura 28B).
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Figura 28. Evolucion del diametro de particula durante 14 dias, particulas sintetizadas mediante micro dialisis (A) y
ensamble rapido (B).

3.5 Ensayos de actividad antimicrobiana

3.5.1 Actividad del péptido DCD-1

La actividad bactericida del péptido DCD-1 no pudo ser evaluada de manera precisa, ya que se disolvié en

una solucion compuesta por 2% NHs-OH, 18% ACN y 80% H,0, la cual inhibid el crecimiento bacteriano.

3.5.2 Actividad del péptido DCD-1L

Se probd la actividad bactericida del péptido DCD-1L solo, sin embargo, se encontré que este tuvo un
efecto contrario a lo reportado en la literatura (Paulmann et al., 2012; Schittek et al., 2001). Con respecto

al control, se encontré un mayor nimero de colonias para los tratamientos con concentraciones de 10, 50
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y 100 pg/mL. Especificamente, para E. coli, los tratamientos con concentraciones de 10, 50 y 100 ug/mL
presentaron un 149%, 227% y 265% de colonias respectivamente, mientras que para S. aureus se

encontraron 126%, 144% y 151% respectivamente (Figura 29).
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Figura 29. Supervivencia del péptido DCD-1L a distintas concentraciones contra E. coli (rojo) y S. aureus (azul).

3.5.3 Actividad de la VLP

Al realizar las pruebas con el péptido encapsidado, se utilizaron como comparacién los componentes
individuales de la VLP, es decir, péptido libre y CP. Similar a lo observado anteriormente, el péptido libre
no redujo la supervivencia de las bacterias, si no que llevo a un sobrecrecimiento de estas. La proteina de
BMV desensamblada mostré actividad bactericida, reduciendo la supervivencia de E. colia un 61%y la de
S. aureus a un 24% , con una concentracion de CP del 33.33 pg/mL. De forma similar, la VLP demostré un
efecto antimicrobiano, con E. coli reduciendo la supervivencia a un 20%, mientras que para S. aureus la

supervivencia se redujo a un 78% (Figura 30).
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Figura 30. Supervivencia de E. coli (rojo) y S. aureus (azul) con los tratamientos de péptido libre, CP desensamblada
y la VLP.
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Produccidn y purificacion de BMV

Con el fin de tener una produccién constante de virus nativo, el cultivo de cebada se realizé durante todo
el afo, aun cuando las condiciones climdticas no eran las adecuadas para su cultivo. Durante épocas con
climas frios, que es cuando las condiciones , se realizé el cultivo en un huerto al aire libre. Por otra parte,
en tiempos con temperaturas mas calidas, los cultivos se realizaron en la camara de climatizacién artificial,
manteniendo ciclos de “dia-noche” que simularon las condiciones climatolégicas mas idéneas para el
cultivo e infeccidn de la cebada. El virus obtenido fue analizado mediante espectrometria UV-Vis. ambos
métodos de cultivo nos permitieron tener una produccidn constante de virus, con rendimientos de hasta
2 mg de virus por gramo de hoja infectada. Los viriones fueron analizados mediante DLS, encontrando un
didametro hidrodinamico de 28.03 + 3.48 nm, lo cual concuerda con lo reportado para BMV (Mieloch et al.,

2018a; Nikolai et al., 2015).

El virus obtenido del cultivo e infeccién de la cebada fue analizado mediante espectrometria UV-Vis Los
valores de absorbancia a 260 y 280 nm, se asocian a la absorbancia del material genético del virus y de la
proteina de capside respectivamente. Mediante la ecuacidon de Lambert-Beer (Ecuacidn 1) se obtiene la
concentracién del virus en la muestra, en donde A es la absorbancia a 260 nm determinada por el
espectrofotdmetro, [ es el camino éptico (I=1 cm), € es el coeficiente de extincion molar asociado al virus

nativo € = 23.69x10° Mt cm™) y PM el peso molecular del viridn (PM= 4.6x10° g/mol).

_ Az60 g .. Ao mg.
Comy = <l[cm] * g[M~1 x cm‘l]) (PM[ED "~ 5.15 mL] (1)

Az60 Az60

Para determinar la pureza del virus se usé la razén " debe de estar en el

(Ecuacion 2). La razoén
280 280

rango entre 1.5 y 1.7 para que el virus pueda ser considerado como puro y ser utilizado, en caso de no

cumplirse, se deberd de purificar el virus.

p _ A0
BMV =
280

(2)
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El rendimiento obtenido durante la extraccion de BMV fue de 2 mg de BMV por cada gramo de hoja
infectada. Los viriones fueron analizados mediante DLS para analizar el didmetro hidrodinamico de estos,
el cual fue de 28.03 + 3.48 nm, lo cual concuerda con lo reportado para BMV (Mieloch et al., 2018a; Nikolai

et al., 2015).

4.2 Desensamble de la proteina de capside (CP)

El desensamble de la CP de BMV se realizd con éxito mediante la metodologia descrita. Esto fue
comprobado mediante DLS encontrando un didmetro hidrodindmico de 8 nm, lo cual indica la presencia
de CP en forma su forma de dimeros (Strugafa et al., 2021). Adicionalmente se logrd cuantificar la
concentracién y pureza de la CP mediante espectrofotometria UV-Vis, obteniendo un rendimiento de 0.65
mg de CP por cada miligramo de virus nativo, asi como una pureza de 1.5, indicando una pureza éptima

para que se dé la interacciéon CP-Péptido y llevando a la formacidn de VLPs.

4.3 Caracterizacion de los péptidos antimicrobianos DCD-1 y DCD-1L

El péptido DCD-1 presentd un didametro hidrodindmico de 3.4 + 0.7 nm en solucién. Los tamafios
reportados estdn enfocados al péptido DCD-1L (48 aminoacidos) en su estructura de a-hélice
completamente elongada, la cual adopta en presencia de membranas anidnicas (Nguyen et al., 2017; Song
etal., 2013). Dado que el medio en el que se midid el didmetro hidrodinamico del péptido no hay presencia
de estas membranas, se infiere que el péptido se encuentra en una estructura de random coil la cual es
ligeramente mas pequefia. Al analizar el potencial z del péptido en los medios utilizados para la
encapsidacién (buffer SAMA, pH 4.5 y 6), se corroboré que este mantiene una carga negativa (~-1.7 mV)
en este rango de pH. Estos valores son muy similares a los encontrados por (Burian & Schittek,

2015)quienes reportaron una carga neta de -2 mV.

No fue posible obtener el potencial z del péptido DCD-1L ya que el reactivo adquirido fue limitado y se
opto por utilizarlos para otros experimentos, sin embargo, basandonos en lo reportado en la literatura y
la similitud en la secuencia de aminodcidos con respecto al péptido DCD-1, se asumid que la carga es similar
al mismo. El diametro encontrado mediante DLS muestra dos poblaciones con tamafios de 6.64 £ 2.27 nm
y 2.24 £ 0.3 nm, lo cual nos indica que el péptido tomd estructuras random coil con distintas

conformaciones. Esto se comprende mejor al analizar la estructura del péptido DCD-1L en solucion
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reportada en PDB (ID: 2KSG), en donde se presentaron 20 posibles conformaciones con tamanos desde
2.8 nm hasta 6.8 nm, lo cual pudiera explicar la variedad de tamafios obtenidas en el DLS (Jung et al.,

2010).

4.4 Encapsidacion de los péptidos DCD-1y DCD-1L

4.4.1 Relacidn tedrica de moléculas de proteina de cdpside y péptidos DCD-1 y DCD-
1L

Considerando una VLP con un numero de triangulacién T=3, es decir, la VLP estd formada por 180 copias
de la CP, formando con un didmetro de 28 nm, y un didmetro interno de 21 nm, podemos calcular el

volumen disponible dentro de la capside con la ecuacién 5:

4 3 4 21, 5
Vyip = 3 T1WLp = 3 T (7) = 4,849.04 nm (5)

Considerando los didmetros obtenidos mediante DLS para los péptidos DCD-1y DCD-1L, podemos calcular
el volumen que ocupa una molécula de cada péptido mediante la ecuacién 6 y ecuacién 7

respectivamente:

4  dpep-

Vpep-1 = 37 (%)3 (6)
4  dpep-

Vbep-11 = 37 (%)3 (7)

Para el péptido DCD-1 se tomara un didmetro de 3.4 nm (ecuacién 8), el cual fue obtenido mediante DLS,
mientras que para el péptido DCD-1L se tomara un promedio con base a la distribucion de tamafios
obtenidas por DLS, siendo esta de 4.44 nm (ecuacion 9), por lo que las ecuaciones nos quedan de la

siguiente manera:

v, = é1'[(3;4)3=2058nm3

pep-1 = 3 2 : (8)
v = 2 usgznm

DCD-1L = 3 7 ( 2 ) 05 nm (9)



39
Considerando un modelo de esfera dura, de manera que solo se puede ocupar el 75% del volumen dentro
de la cdpside y que no hay interacciones entre las moléculas, podemos calcular el nimero de moléculas

por capside (ecuaciones 10y 11):

3
&) Ve
pcp—1 = ——— = 177 moleculas DCD — 1 (10)
VDCD—l
3
) (Vo)
bep—1, = ——— = 79 moleculas DCD — 1L (112)
VDCD—lL

Donde Npcp_1 €s el numero de moléculas del péptido DCD-1 que se encapsidan dentro de la VLP, y
Npcp—1. €l nimero de moléculas del péptido DCD-1L que logran ser encapsidadas. De esta manera se
puede apreciar que las VLPs con un didmetro de ~28 nm y una T=3, son capaces de encapsidar 177
moléculas del péptido DCD-1, mientras que para el péptido DCD-1L, esta particula es capaz de encapsidar

79 moléculas.

Estos calculos nos permitieron tener una idea sobre el nimero de moléculas que se encuentras disponibles
para interactuar mediante interacciones electroestaticas con el extremo N-terminal de la proteina de
capside. Conforme se incrementa la razén de masa en orden ascendente (1:3, 1:6, 1:9 y 1:12), disminuyen
el numero de moléculas de péptido disponibles en el medio, lo cual disminuye la posibilidad de interaccién
entre la CP y el péptido. También se calculd el nimero de moléculas que caben dentro de una VLP con un
considerando un didmetro de 28 nm y un numero de triangulacidon T=3, siendo que para el caso del péptido
DCD-1 la particula puede alojar hasta 177 moléculas del péptido, y para el caso del péptido DCD-1L este
numero se reduce un poco mas de la mitad, con la capacidad de encapsular 79 moléculas de péptido por

particula.

4.4.2 Encapsidaciéon del péptido DCD-1

En este proyecto se trabajaron dos metodologias de encapsidacidn distintas: micro didlisis y ensamble
rapido. El ensamble rapido presentd un par de ventajas frente a la micro didlisis ya que representa una
disminucién de hasta un 80% en el tiempo que tarda el proceso de encapsidacion, asi como una reduccidn

de hasta un 98% en el volumen de buffers necesario.
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Al trabajar con el péptido DCD-1 no se contaba con mucha informacién sobre sus caracteristicas
fisicoquimicas, ya que la mayor parte de la informaciéon encontrada en la literatura esta mds enfocada al
péptido DCD-1L. Incluso, es comun encontrar casos en los que se habla de estos como si sus caracteristicas
y propiedades fueran iguales. Dada la poca informacién encontrada sobre este péptido y siendo que estos
son casi idénticos en secuencia, no se tenia certeza de que pudiera ser encapsidado, sin embargo, al
caracterizarlo por DLS se encontré que cumplia con los requisitos en cuanto a tamafio y carga superficial
para poder interactuar con la proteina de capside y formar una cdpside con una estructura similar a la del

virus nativo.

Al trabajar con las distintas relaciones de masa (1:3, 1:6, 1:9 y 1:12), observamos que mediante ambas
metodologias se logrd obtener particulas con didmetros de 22 a 32 nm, el cual es un tamafo muy similar
al del virus nativo. No se observaron diferencias significativas en cuanto a los didametros de particula al

variar tanto las relaciones de masa, ni entre las diferentes metodologias de encapsidacion.

Los andlisis de estabilidad temporal de las VLPs ensambladas por micro dialisis mostraron que las particulas
ensambladas a una relacién 1:3 presentaron un didmetro alrededor de los 28 nm durante los 14 dias de
incubacién (Figura 31A, anexo A), lo cual nos indica que estas particulas mantienen su estructura estable
sin la aparicién de agregados los cuales opaquen la presencia de las VLPs. La relacion 1:6 mantuvo un
didmetro de particula estable, de alrededor de 28nm, hasta el dia 12 de su analisis (Figura 31B, anexo A),
sin embargo, las mediciones realizadas para el dia 14 mostraron un didmetro de particula de ~7nm lo que
sugiere que las VLPs se desensamblaron. La relacion 1:9 presenté un didmetro de particula de ~32 nm, no
obstante, para los dias 12 y 14 de su analisis aumentd en gran medida la distribucidon de tamafos de
particula (Figura 31C, anexo A). Finalmente, la relacidn 1:12 mantuvo un diametro de particula de ~28 nm
durante los 14 dias de su andlisis, sin embargo, el porcentaje en volumen que representan estas particulas

disminuyd hasta en un 50% (Figura 31D, anexo A).

Los resultados antes descritos muestran que las VLPs ensambladas utilizando las relaciones 1:6, 1:9y 1:12
no son estables, por lo que tienden a desensamblarse con el tiempo. Esto lo vemos con la disminucién de
porcentaje en volumen que representan las VLPs y la aparicion de agregados. Las particulas a una relacion
masica 1:3 fueron las que mantuvieron un diametro estable durante los dias que fueron analizadas, por lo

que esta relacion mostro ser la que logré formar particulas que con una mayor estabilidad.

Las particulas sintetizadas mediante ensamble rapido a relacionas masicas 1:3, 1:6, 1:9y 1:12 presentaron

didmetros en el rango de los 22 a 27 nm, los cuales son valores ligeramente mas pequefios que las VLPs
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obtenidas mediante micro didlisis, asi como los del virus nativo, sin embargo, de igual manera se
encuentran en un rango aceptable para VLPs. Las particulas tipo virus obtenidas mediante ensamble
rapido a una relacién masica 1:3 presentaron un diametro de ~25 nm el cual se mantuvo constante durante
los 14 dias de su incubacién. Asi mismo, estas particulas representaron mas del 80% del porcentaje en
volumen (Figura 32A, anexo A), por lo que podemos interpretar como que estas particulas se mantuvieron
estables durante este tiempo. Las particulas a una relacién masica 1:6 presentaron un didmetro de ~28
nm hasta el dia 12 de su analisis; esto se vio acompafiado con un descenso del porcentaje en volumen que
representan las particulas, desde un maximo de un 98% para el dia 7, hasta un minimo del 25% para el dia
14 (Figura 32B). Estos resultados indican que la particula formada a esta relacién masica , no es estable
después de 14 dias. Para la razén de masa 1:9 y 1:12 se pudieron apreciar particulas con didmetros de 25
y 28 nm respectivamente. Estos valores se pudieron apreciar hasta el dia 7 de incubacion, asi mismo, estas
particulas presentaron un elevado porcentaje en volumen de mas del 80% en ambos casos (Figura 32Cy
32D, anexo A). Para los dias posteriores, no se observaron particulas en el rango de interés; Unicamente
se apreciaron aglomerados (>100 nm), por lo que las particulas formadas a esta razén de masa se
desestabilizaron después del dia 7 de incubacién y las VLPs se desensamblaron por completo, quedando

Unicamente agregados de los componentes proteicos.

Con la informacidn obtenida se determind la relacion 1:3 como ideal para encapsidar el péptido DCD-1, ya
que estas VLPs fueron las que se mantuvieron estables durante un mayor periodo y en donde no hubo
cambios significativos en cuanto al didmetro de las particulas independientemente del método de sintesis.
Se optd por continuar trabajando con la metodologia de encapsidacidn por ensamble rdpido dadas las

ventajas que representa frente a la metodologia de micro dialisis.

Una problematica recurrente en este proyecto fue el obtener micrografias de TEM de las particulas, por lo
gue Unicamente se logrd obtener micrografias de buena calidad para las VLPs sintetizadas a una relacion
masica 1:3 mediante ensamble rdpido. En este respecto, fue posible corroborar la formaciéon de las VLPs
las cuales presentaron una morfologia esférica similar a la del virus nativo (Figura 16A). No obstante, estas
particulas presentaron una amplia distribucién de tamanos que varié entre los 15 y 35 nm (Figura 16C).
Algunas de estas particulas parecen formar capside elongadas o con una forma similar a un ovalo (Figura
16B), sin embargo, con las imagenes obtenidas no fue posible determinar si estas son simples agregados
de VLPs o si fue posible la formacidon de una VLP con dos cdpsides incompletas, por lo que se necesita de

un analisis mas exhaustivo para determinar la veracidad de estas formaciones ovoides.



42

4.4.3 Encapsidaciéon del péptido DCD-1L

Se logrd la encapsidacion del péptido DCD-1L en VLPs a partir de la proteina de cdpside de BMV. Esto se
observé para las 4 razén de masa evaluadas por las dos metodologias. Para las particulas ensambladas
mediante micro dialisis Unicamente se observd la presencia de VLPs a la relacién masica 1:6; para las
relaciones 1:3, 1:9y 1:12 Unicamente se presenciaron particulas con un diametro de ~7 nm lo cual pudiera
indicar que la formacién de las particulas no se logrd, o que estas se desensamblaron tras la purificacion
(Figura 33A, 33C y 33D, anexo B). Una explicacion sobre el por qué no se dio la formacién de VLPs por
micro dialisis para las relacionas 1:3, 1:9 y 1:12, es que el péptido DCD-1L tiene un peso molecular de 4.8
kDa (segun especificaciones del fabricante) y las membranas utilizadas para las didlisis fueron de 14 kDa,
por lo que el péptido se pudo salir de la membrana antes de interaccionar con la proteina de cépside. Por
su parte, la relacién 1:6 si logré formar VLPs dado que esta relacion puede ser la ideal para que se dé la
interaccion entre el péptido y la CP. Otra problemadtica que surgio en este proyecto fue la incapacidad de
concentrar y filtrar las VLPs por lo que se propuso el uso de centrifugacién con filtros Amicon con membra
de 100 kDa (Sigma Aldrich). Desafortunadamente al realizar este procedimiento no se observaron
particulas mediante DLS, por lo que se propusieron algunas teorias sobre lo que pasa con las particulas
durante el proceso de filtracién. Con base a lo anterior, se propuso el precipitar los agregados proteicos y
de péptido que quedaron libres durante la encapsidacion mediante una centrifugacion a 14,000 rpm
durante 3 horas. Al analizar el porcentaje en volumen de las particulas antes y después de la centrifugacion
notamos una gran disminucion de la presencia de agregados, lo cual nos indica que estos fueron
eliminados de manera exitosa, por lo que Unicamente quedan VLPs en el medio y alguna proteina o

péptido libre.

Dado que las particulas ensambladas por micro dialisis a las relaciones 1:3, 1:9 y 1:12 no presentaron
particulas con didmetros similares al del virus nativo tras su purificacidn mediante centrifugacion, sus
analisis de estabilidad temporal Unicamente mostraron particulas con un diametro de ~7 nm, es decir,
Unicamente quedd la CP libre que no logré interaccionar con el péptido. La relacién 1:6 presentd un
didmetro de particula de 26 a 32 nm, manteniendo un porcentaje en volumen de mas del 70% (Figura 33B,
anexo B), lo cual nos indica que estas particulas se mantuvieron estables durante el tiempo que fueron

analizadas y su ritmo de desensamble fue bastante lento.

Las particulas sintetizadas mediante ensamble rapido para las distintas relacionas masicas mostraron un
didmetro de entre 20 y 34 nm por DLS, lo cual nos pudiera indicar la presencia de VLPs. Para los dias 12 y

14 de su analisis de estabilidad temporal, se observé un aumento en la distribucion del didmetro de las
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particulas (Figura 34). Las distintas razones de masa presentaron una evolucion de las VLPs formadas,
aprecidndose con un ligero incremento en el didmetro de particula. Las VLPs a una relacidn masica 1:3
tuvieron un rango de didmetro de particula de 21 — 28 nm; la relacién masica 1:6 un rango de 21 — 34 nm
y la relaciéon mdsica 1:9 un rango de 23-34 nm. Asimismo, estas particulas mantuvieron un porcentaje en
volumen elevado (Figura 34A, 34B y 34C, anexo B), lo cual nos indicaria que estas particulas mantuvieron
una morfologia estable durante el tiempo que fueron analizadas. La relacién mdsica 1:12 también presenté
una evolucion en el diametro de particula con didmetros de 22-28 nm, pero con un porcentaje en volumen
menor que para los tres casos mencionados anteriormente (Figura 34D, anexo B), lo cual pudiéramos

entender como que estas particulas no fueron tan estables como los casos anteriores.

Las particulas fueron analizadas mediante TEM en las cuales se pudo observar que estas se encontraban
llenas y con una morfologia y tamafos muy similares a las del virus nativo. Para las cuatro relaciones de
masa que fueron evaluadas mediante ensamble rdpido se obtuvieron particulas con rangos entre los 15y
los 60 nm de diametro y un tamafio promedio de 31.71 + 6.85 nm, 41.35 + 9.05, 38.01 + 6.65 y 26.06 +
5.77 nm para las relaciones de masa 1:3, 1:6, 1:9 y 1:12 respectivamente, por lo que se pudo corroborar

la sintesis exitosa de estas VLPs utilizando distintas relaciones de masa.

De las particulas encapsuladas por micro didlisis, Unicamente la relacién masica 1:6 logré formar una VLP
estable la cual se mantuviera estable durante el proceso de purificacién y que se mantuviera durante dias
posteriores. Para el caso de los ensambles rapidos, las particulas se formaron en las cuatro razones de
masa usadas, también se percibidé una evolucidn de las particulas mediane un cambio en su didmetro. Para
los ultimos dias de su andlisis de estabilidad temporal, estas presentaron una amplia distribucién de

tamafos.

4.5 Relacidn teodrica de moléculas de proteina de capside y péptidos DCD-1y

DCD-1L

El calculo de las moléculas de CP y de péptidos por ensamble para cada relacién masica nos permitio tener
una idea sobre el numero de moléculas que se encuentras disponibles para interactuar mediante
interacciones electroestaticas con el extremo N-terminal de la proteina de cdpside. Conforme se
incrementa la relacion masica en orden 1:3, 1:6, 1:9y 1:12, disminuyen el nUmero de moléculas de péptido
en el medio, lo cual a su vez pudiera disminuir la probabilidad de que se den estas interacciones entre la

CPy el péptido. También se calculé el nimero de moléculas que caben dentro de una VLP con un didmetro
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de 28 nm (T=3), siendo que para el caso del péptido DCD-1 la particula puede alojar hasta 177 moléculas
del péptido, y para el caso del péptido DCD-1L este nimero se reduce un poco mas de la mitad, con la

capacidad de encapsular 79 moléculas de péptido por particula.

4.6 Ensayos de actividad antimicrobiana

4.6.1 Actividad bactericida del péptido DCD-1

La imposibilidad de evaluar con la actividad bactericida del péptido DCD-1 se debid a la interferencia de la
solucidn utilizada para su disolucidon (2% NH3;*OH, 18% ACN, 80% H,0), la cual presenté un efecto
inhibitorio sobre el crecimiento bacteriano. Este resultado sugiere que los componentes de la solucién
podrian afectar la viabilidad microbiana, ya sea alterando la integridad de la membrana celular o
modificando las condiciones del medio de cultivo. Para futuras evaluaciones de la actividad antimicrobiana
del péptido DCD-1, seria recomendable explorar solventes alternativos o estrategias de dilucién que

minimicen la interferencia en los ensayos biolégicos.

4.6.2 Actividad bactericida del péptido DCD-1L

Se probaron distintas concentraciones del péptido DCD-1L contra E. coli y S. aureus con la finalidad de
determinar la CMI, sin embargo, el péptido no presentd actividad bactericida, por el contrario, ocasiond
un aumento en el nimero de colonias bacterianas. Adicionalmente se observd que conforme aumenta la
concentracidn de péptido también aumenta el nimero de colonias bacterianas, siendo este efecto mas
evidente para S. aureus que para E. coli. Esto contrasta con lo reportado en la literatura, donde se

menciona una mortalidad del 100% (Schittek et al., 2001).

4.6.3 Actividad de la VLP

Los ensayos de actividad de la VLP mostraron una reduccién en la supervivencia, cosa que también se
observé con la CP desensamblada en E. coliy S. aureus. La actividad de la CP o del BMV no se ha reportado
previamente, por lo que este trabajo presenta el primer reporte de la actividad bactericida de la CP. Esta

actividad se puede explicar debido a la naturaleza anfipatica de la CP, ya que similar al péptido DCD-1L, la
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CP cuenta con una region anidnica y otra cationica (Mieloch et al., 2018b), esta ultima le pudiera permitir

interactuar con la membrana bacteriana mediante interacciones electroestaticas.

En E. coli se observa que, si bien la CP por si sola logré disminuir la supervivencia, la VLP aumento este
efecto, lo cual pudiera indicar un posible efecto de sinergia entre la CP y el péptido. Por su parte, para S.
aureus la CP fue la que tuvo una mayor reduccién en la supervivencia, ya que se observa que esta se redujo
cuando se probd la VLP. Esta reduccién en la actividad de la VLP se pudiera deber a las diferencias
estructurales que poseen S. aureus contra E. coli, siendo que S. aureus presenta una pared celular con
mayor grosor, de manera que esto pudiera influir en una menor formaciéon de poros en la membrana

celular.
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Capitulo 5. Conclusiones

Se logré la purificacion del virus nativo del BMV a partir del cultivo e infeccidn de cebada (Hordeum

vulgare), logrando una eficiencia de produccidn de 2 mg de virus nativo por cada gramo de hoja infectada.

La caracterizacion de los péptidos antimicrobianos DCD-1 y DCD-1L nos permitié conocer sus propiedades
como didmetro hidrodindmico y potencial z, lo que nos permitié proponerlos como candidatos para su

encapsidacién en VLPs utilizando la proteina de cdpside de BMV.

Ambos péptidos antimicrobianos pueden ser encapsulados en VLPs mediante las metodologias de micro
didlisis y ensamble rapido. La formacidn de las VLPs se logré confirmar mediante DLS y TEM. Las VLPs
obtenidas mostraron un diametro similar al del virus nativo, en el cual la relacidn masica 1:3 mostro la
formacidn de particulas con una mayor estabilidad frente a la demas razén de masa. Por otra parte, la
relacion 1:6 fue la que mostré la formacion de particulas con mayor estabilidad para la encapsidacion del

péptido DCD-1L.

No se encontrd actividad bactericida con el péptido DCD-1L. De acuerdo con lo reportado en la literatura,
la concentracién minima inhibitoria es de 1 ug/mL (CMI) para E. coliy S. aureus, sin embargo, para las
concentraciones que se evaluaron (1 a 100 pg/mL), no se observé una disminucion en el nimero de
colonias en comparacién con su control, si no que para los distintos tratamientos se observé un mayor

crecimiento proporcional a la concentracién de péptido.

El péptido DCD-1L no presentd actividad antimicrobiana por si solo; al ser encapsulado en las VLPs se

observé una disminucion en la supervivencia de ambas bacterias (E. coliy S. aureus).

La CP presentd un efecto bactericida el cual no ha sido reportado previamente. Este efecto fue mayor

contra S. aureus, pero de igual manera tuvo una actividad bactericida contra ambas bacterias.
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Figura 31. Evolucidn de las particulas obtenidas mediante microdialisis con el péptido DCD-1, asi como el porcentaje
en volumen que representan las VLPs a distintas relacionas masicas 1:3 (A), 1:6 (B), 1:9 (C) y 1:12 (D).
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Figura 32. Evolucion de las particulas obtenidas mediante ensamble rapido con el péptido DCD-1,
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Figura 33. Evolucién de las particulas obtenidas mediante microdialisis con el péptido DCD-1L, asi como el porcentaje
en volumen que representan las VLPs a distintas relacionas masicas 1:3 (A), 1:6 (B), 1:9 (C) y 1:12 (D).
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Figura 34. Evolucion de las particulas obtenidas mediante ensamble rapido con el péptido DCD-1, asi como el
porcentaje en volumen que representan las VLPs a distintas relacionas masicas 1:3 (A), 1:6 (B), 1:9 (C) y 1:12 (D).



