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Introduccidn. Las particulas virales son altamente
eficientes para entregar acidos nucleicos a células, por
lo que contar con una nanoparticula viromimética
tendria muchas aplicaciones potenciales(1).
Previamente disefiamos una proteina sintética “CSB”
inspirada en la proteina de capside del Virus del
Mosaico del Tabaco. CSB une a DNA y se ensambla
con ella en nanorodillos(2), sin embargo transfecta
células humanas muy ineficientemente(3). Inspirados
en el funcionamiento de los virus, redisefamos la
proteina CSB para poder transfectar de manera
eficiente y especifica células humanas.

En este trabajo programamos la transfeccion celular
eficiente de la proteina CSB mediante su fusién con
transferrina o el péptido aureina, los cuales son
conocidos por permitir la entrada de nanoparticulas
(NPs) a células humanas (4).

Metodologia. Se produjeron en P. pastoris las
proteinas CSB, CB, Aur-CSB y Aur-CB (fusionadas a
Aureina) (4) y se purificaron mediante precipitacion
fraccionada. La proteina CSB se conjugo
quimicamente a la proteina Transferrina para obtener
Tf-CSB. Usando electroforesis se evalué su unién a
DNA vy su estabilidad en distintos medios bioldgicos.
Con microscopia de fuerza atomica y electronica de
transmision se caracterizaron las NPs formadas.
Usando microscopia de fluorescencia (epi- y confocal)
se evalud in vitro la eficiencia de transfeccion de las
NPs en linea tumoral de glioblastoma U251.

Resultados. Se disefiaron y produjeron 3 proteinas
Aur-CSB, Aur-CB y Tf-CSB (Fig. 1) las cuales unen a
DNA de manera eficiente y forman NPs tipo rodillo.
Con dsDNA de 742 pb los nanorodillos tuvieron una
longitud entre 133 y 168 nm para CSB, T-CSB y Aur-
CSB, mientras que fue de 301-340 nm para CB y Aur-
CB. Las NPs solo se desensamblan en presencia de
heparina a concentracion mayor a la presente en
suero (1-2 ng/uL). Mas del 80% de las NP de Au-CB,
Au-CSB, CB, CSB y Tf-CSB se desensamblaron an
heparina > a 1.5, 2, 3, 4 y >8 ng/uL, respectivamente.
No se observé desensamble ni dafio al DNA cuando
las NP fueron incubadas 24h en medio Opti-MEM.

BioTecnologia, Afio 2023, Vol. 27 No. 4

Au-CSB ¢
css Assembly
Membrane
- disruption
DNA
o, f P
: . 2% 2 — TR
~ & |
1 —ey %
Endocytosis
Tf-CSB Cell cytoplasm

Fig. 1. Disefio de las proteinas que forman NP con DNA y que
internalizan células mamieras de manera programada via modulos
de direccionamiento (4).

La NP formadas con Aur-CSB, Tf-CSB y Aur-TF-SCB
mostraron mayor transfeccion celular que CSB (Fig.
2). Aur-CSB mejord 7.5 veces la entrada respecto a
CSB, Tf-CSB 6 veces y la Aur-Tf-CSB 8 veces. Este
ultimo trasfect6 hasta 70% de las células observadas,
especialmente 1h despues de incubacion.
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Fig. 2. Transfeccion de células U251 despues de 24h de incubacion
con las NP formadas con proteina y dsDNA 749 pb marcado con
Atto594. Imagenes de microscopia de epi-fluorescencia (4).

Conclusiones. Disefiamos proteinas inspiradas en
virus con alta capacidad programada de entrada /
transfeccion in vitro de células mamiferas via la adicion
de péptidos y/o proteinas de direccionamiento.
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