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ABREVIATURAS

CYP450 / CYP Citocromo P450

CYPBM3 Citocromo P450 de Bacillus megaterium 3

CYPBM3 “21B3” Citocromo P450 de Bacillus megaterium 3 mutante “21B3”

CYP+ Citocromo P450 de Bacillus megaterium 3 mutante “21B3” modificado con

cargas positivas en la superficie

VLP Particula pseudoviral (Virus-like particle)

CCMmV Virus del moteado clordtico del frijol caupi

CP P22 Proteina de capa del bacteriéfago P22

SP Proteina de andamiaje del bacteridfago P22 (Scaffold protein)

CYP-SP CYPBM3 “21B3” fusionado a la proteina de andamiaje

Mconf Molaridad de confinamiento (concentracion de enzima al interior de la
capside)

SDS-PAGE Electroforésis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico

2,6-DMP 2,6-Dimetoxifenol

PROD Pentoxiresorufina



RESUMEN

El dominio hemo del citocromo P450 CYPBM3 “21B3” fue encapsulado en nanoestructuras virales.
Se aprovechd la gran versatilidad del CYPBM3 para transformar sustratos estructuralmente
diversos. El 2,6-dimetoxifenol (2,6-DMP) y la pentoxiresorufina sirvieron como sustratos para la
caracterizacion cinética del CYP. El 2,6-DMP es un sustrato cuyo producto es facilmente detectable
por espectrofotometria, y que al igual que el compuesto sin transformar es soluble en agua y de
tamafio pequeno, por lo que se asegura la entrada de sustrato y salida de producto por los poros
de las nanoestructuras virales una vez que el citocromo fue encapsulado. Por otro lado, la
pentoxiresorrufina es un sustrato que al ser transformado por el CYP genera un producto
fluorescente, con un limite de deteccion muy bajo, lo que lo hace un ensayo altamente sensible,
importante ya que en muchos casos se trabajé con concentraciones bajas de enzima. Asi mismo,
los profdrmacos anticancerigenos, tamoxifen (actualmente en uso clinico) y el profarmaco
emergente resveratrol, pueden ser transformados en los metabolitos activos por el CYPBM3
“21B3". Estos sustratos son relevantes para la potencial aplicacidon terapéutica de las particulas
pseudovirales con CYP encapsulado. Esta variante del CYPBM3 fue capaz también de transformar
una serie de plaguicidas, tanto organoclorados como organofosforados. La oxidacion de estos
compuestos por la enzima genera moléculas mas solubles, que generalmente conllevan a un
incremento en su biodegradabilidad, actividad que podria ser utilizada con fines ambientales en el

campo de la biorremediacion.

Para la encapsulacion del CYP en cdpsides virales se implementaron tres estrategias:
encapsulacién al azar, encapsulacion por cargas complementarias y encapsulacién por
interacciones especificas entre la fusion CYP-SP y las proteinas de capa virales. La encapsulacion al
azar, utilizando VLPs derivadas de VP6 de rotavirus y VP1 de poliomavirus murino, no fue exitosa,
sugiriendo la necesidad de utilizar una fuerza que dirigiera la internalizacién del CYP dentro de las

capsides virales.

Para facilitar la interaccion entre la enzima y las capsides virales se disefid un sistema en el cual el
CYP tuviera una carga opuesta al interior de la capside. Para el caso de VP1 del poliomavirus
murino, cuyo interior esta cargado negativamente, se generd una variante de la enzima con un
incremento de cargas positivas en la superficie. A pesar de haber monitoreado una variedad de

relaciones molares VP1 a CYP no se logrd la encapsulacion del CYP modificado positivamente
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(CYP+) en nanoestructuras de VP1. La estrategia de complementariedad de cargas para favorecer
la encapsulacion de la enzima no es compatible con las condiciones necesarias para ensamblar
VP1 en nanoestructuras. El sulfato de amonio ademdas de disminuir la actividad del CYP,
probablemente enmascare las cargas tanto de la proteina viral como de la enzima, eliminando la
posibilidad de encapsulamiento, esto a pesar de haber disminuido la concentracion de sulfato de

amonio 5 veces.

En cuanto a la encapsulacion del CYP+ en VP6 de rotavirus, debido a que existen cargas negativas
tanto dentro de la cdpside como fuera de ella, no se puede asegurar que todo el CYP que pudiera
interactuar con VP6 esté al interior de las particulas, por esta razén se dejo de trabajar con esta

VLP.

Se llevé a cabo con éxito la encapsulacion del CYP en particulas pseudovirales derivadas del CCMV
por medio de una estrategia de complementariedad de cargas electrostaticas, en donde la
superficie negativa del CYP interactud con el interior positivo de la cdpside viral. Se encontraron
relaciones molares CCMV-CYP correctas que permitieron la formacion de la cdpside del CCMV con
enzima en su interior. La particula derivada de la relacién molar CCMV a CYP 12:1 es
biocataliticamente activa; aunque con una considerable reduccién en la actividad comparada con
la enzima libre. Las pérdidas en actividad son relativamente comunes al inmovilizar enzimas;
puede ser atribuido a varios factores entre los que se encuentran, restricciones en los
movimientos conformacionales de la enzima debido al alto grado de hacinamiento dentro de la

capside, y a problemas difusionales del sustrato hacia el interior de la nanoestructura.

La encapsulacién in vivo del CYP en capsides derivadas del bacteriéfago P22 también arrojo
resultados positivos. Estas particulas fueron caracterizadas estructural, cinética vy
bioquimicamente, encontrando cépsides correctamente ensambladas con alrededor de 110 CYP
por capside. Las particulas fueron biocataliticamente activas, con una eficiencia catalitica dos
veces menor comparada con el CYP libre. La encapsulacion del CYP dentro de esta capside viral
generd un aumento en la estabilidad de la enzima a valores de pH acido y una mayor estabilidad

ante la degradacidn por proteasas.



INTRODUCCION

La bionanotecnologia se enfoca en la investigacién y en el desarrollo de nuevos materiales a escala
nanométrica, para fines especificos, basados en biomoléculas, tales como acidos nucleicos,
proteinas y carbohidratos. Dentro de estos materiales naturales se encuentran las particulas
pseudovirales o VLPs (virus-like particles) que recientemente han recibido gran atencion debido al
alto potencial que presentan dentro de este campo, en particular en el drea de la ciencia de

materiales y la nanomedicina (Manchester, 2009).

1. Particulas pseudovirales

Las VLPs se componen Unicamente de las proteinas de la capside viral y a diferencia de los virus,
no contienen el material genético natural de éstos, por lo que no son particulas infecciosas. Estas
particulas pueden ser utilizadas como andamiajes basicos para el disefio y fabricacion de
materiales nanoestructurados. Dentro de este contexto algunas de las caracteristicas que hacen
atractivas a las VLPs son las siguientes (Lee, 2009; Strable, 2009): i) Presentan arquitecturas
altamente ordenadas de dimensiones nanométricas que tienen la capacidad de autoensamblarse.
i) Se estima que alrededor de 103 virus habitan la Tierra (Bamford, 2005), dentro de este vasto
numero existe una gran diversidad tanto de tamafos (17 - 1500 nm en capsides icosaédricas);
como de formas distintas, predominando las capsides icosaédricas, filamentosas y helicoidales
(Fig. 1). iii) Cuentan con estructuras monodispersas en tamafio y composicién, bajo condiciones
particulares de pH y fuerza idnica. iv) Poseen dreas superficiales grandes, con una variedad de
grupos funcionales expuestos en un alto nimero de copias, que permiten el acoplamiento de
multiples ligandos, ya sea de la misma molécula o diferentes moléculas. Esta caracteristica los
hace moléculas polivalentes, con la capacidad de participar en interacciones colectivamente mas
fuertes que sus contrapartes con sitios Unicos de interaccién, aumentando la afinidad de unién
con los sitios blanco. v) Presentan cavidades que pueden ser utilizadas para encapsular moléculas

con diversos fines. vi) Debido a su caracter proteico son biocompatibles y biodegradables.



Figura 1. Estructuras tridimensionales de virus con distintas formas y tamafios. CCMV: Virus del moteado clordtico del
frijol caupi. TMV: Virus del mosaico del tabaco. Los modelos fueron tomados de la base de datos VIPERdb.

Las nanoparticulas virales cuentan con tres interfaces disponibles para ser manipuladas ya sea
guimica o genéticamente: la superficie externa, la interface entre las subunidades proteicas y la
cara interna (Douglas, 2006). Esta ultima se ha utilizado para encapsular diversos materiales como
metales (Hooker, 2007), medicamentos (Ren, 2007), DNA (Verma, 2005) y proteinas (Lipin, 2008)
con el fin de generar nuevos materiales, catalizadores y sistemas de suministro. El
encapsulamiento de proteinas se ha enfocado principalmente en la introducciéon de proteinas
fluorescentes en nanoestructuras proteicas. El modelo mas utilizado ha sido la proteina verde
fluorescente (GFP) debido a su facil deteccion (Giinther, 2001; Abbing, 2004; Minten, 2010; O’Neil,
2012). Sin embargo, hoy en dia, existen diversos trabajos en los que se han encapsulado enzimas
dentro de estos contenedores, generando bionanorreactores con propiedades y capacidades

cataliticas diferentes a sus contrapartes sin encapsular.

La encapsulacién de proteinas dentro de estos vehiculos de origen viral, ofrece una serie de
ventajas para sobrepasar las limitaciones que presentan las proteinas como agentes terapéuticos.
En primer lugar, las cdpsides son vehiculos con una alta capacidad de carga aptos para el

transporte de cantidades considerables de proteina en su interior. Ademas, la nanoestructura viral
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es capaz de conferir a la proteina encapsulada proteccidn frente a la degradacién por proteasas
(Fiedler, 2010; O’Neil, 2013), asi como una barrera contra el reconocimiento por el sistema
inmune (Inoue, 2008). La inmunogenicidad del virus puede ser abatida por distintos métodos,
entre los que se encuentran la modificacion de epitopes, self-peptides (Rodriguez, 2013) y el
recubrimiento de la particula con polimeros como el polietilenglicol (PEG) (Kreppel, 2008). De esta
manera se modifica quimicamente la capside y no el biofarmaco en cuestién, evitando

repercusiones negativas en la actividad bioldgica de la proteina terapéutica.

Debido a su tamafio, las particulas pseudovirales no pueden ser filtradas y eliminadas por el rifidn
(umbral de remociéon <40 kDa), permaneciendo mas tiempo circulando en el organismo (aumento
del tiempo de residencia dentro del organismo). Finalmente y de importancia para la terapia
contra el cancer, se ha observado que las particulas en el orden nanométrico (100-500 nm) se
acumulan preferentemente dentro de tumores sélidos debido a un fenémeno conocido como
efecto de permeabilidad y retencién aumentada (EPR effect) (Fig. 2). Esta acumulacion se debe a
gue los vasos sanguineos promovidos por el tumor y que rodean a éste, presentan una
arquitectura desorganizada con una serie de huecos en su estructura (200-800 nm), permitiendo la
extravasacion de nanoparticulas hacia el interior del tejido. Aunado a lo anterior, las particulas son
retenidas en estos sitios debido a un drenaje linfatico deficiente caracteristico de los tumores

(lyer, 2006; Torchilin, 2011).

Figura 2. Efecto EPR. Acumulacién de nanoparticulas en tumores sélidos. Modificada de Peer, 2007.
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2. Particulas pseudovirales utilizadas en el proyecto

Para este trabajo hemos utilizado VLPs de cuatro virus distintos que difieren principalmente en su
tamanfio y el procedimiento de ensamblaje: VP6 de rotavirus, VP1 del poliomavirus murino, la
capside del virus del moteado clordtico del frijol caupi (CCMV) y la capa proteica del bacteriéfago
P22. Todas ellas tienen la capacidad de auto-ensamblarse in vitro; se cuenta con la estructura
cristalografica de las proteinas de capa virales, permitiendo un disefio racional de Ia
encapsulacién; se cuenta con un protocolo estandarizado eficiente para la expresion y purificacion
de las proteinas recombinantes (Plascencia-Villa, 2009; Chuan, 2008; Minten, 2011b; O’Neil,
2011); y finalmente la estructura ensamblada cuenta con una serie de poros por los que podran

entrar y salir una variedad de moléculas de bajo peso molecular.

2.1.Rotavirus: Capa de VP6

Los rotavirus son virus de alrededor de 100 nm de RNA de doble cadena (dsRNA) y son la principal
causa de gastroenteritis severa en nifos pequeios. Su estructura es icosaédrica y esta formada
por tres capas concéntricas de proteina; la capa mads interna esta compuesta por 120 copias de
VP2, seguida de una capa intermedia de 260 trimeros de VP6 y finalmente de una capa externa

compuesta de 260 trimeros de la glicoproteina VP7 y 60 proteinas espiculares VP4 (Fig. 3).

Fig. 3. Representacién tridimensional de la estructura del rotavirus (Chen, 2009).

A partir de los rotavirus se pueden obtener distintas particulas pseudovirales, ya sea involucrando

las tres capas de proteina VP2/6/7, las dos capas mas internas VP2/6, o inclusive sdélo la capa
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conformada por VP6 (T=13). El nimero de tranigulacion (T) describe la relacion geométrica entre

hexagonos y pentdgonos (vértices) en una capside viral icosahédrica.

VP6 de rotavirus es una proteina de 397 aminodcidos que se pliega en dos dominios distintos. El
dominio B, en la base de la molécula, consiste en una serie de a-hélices; mientras que el dominio
H situado en parte superior de la molécula, se pliega en una serie de hojas B (Fig. 4A). Los
contactos en ambos dominios, aunque principalmente en el dominio H, hacen que las proteinas de
VP6 interaccionen fuertemente para formar trimeros, los cuales forman la unidad basica en el

ensamblaje de la capa de VP6 en el virus (Mathieu, 2001) (Fig. 4B).

Fig. 4. Estructura tridimensional de la proteina VP6 de rotavirus. A) Representacién de la proteina VP6 monomérica. B)
Trimero de VP6. (Modificada de Mathieu et al, 2001)

La arquitectura de la particula viral presenta 132 canales acuosos que atraviesan las dos capas mads
externas del virus. Existen tres tipos de canales distintos. Los canales tipo | (12 en total) de
alrededor de 18 A de didmetro estan localizados en los ejes icosaédricos de érden cinco. Los
canales tipo Il (60 en total), cercanos a los canales tipo | cuentan con un didmetro en su parte mas
estrecha de aproximadamente 50 A. Y finalmente los canales tipo Ill (60 en total), que tienen un
didmetro de alrededor de 55 A en la superficie del virus, para después estrecharse y finalmente
alcanzar su amplitud méaxima hacia el interior de la capside (Li, 2009; Mathieu, 2001; Prasad,

1988).
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Las VLPs derivadas de VP6 presentan polimorfismo estructural dependiendo de las condiciones de
pH, fuerza idnica y concentracion de iones divalentes en las que se encuentre. Como se puede
observar en el diagrama de fase (Fig. 5A), el pH es el parametro principal que controla el estado de
agregacion de VP6, al influir sobre el estado de protonacién de los residuos de aminodcidos. En el
intervalo de pH de 3 a 5.5 se observan mayoritariamente particulas esféricas de 75 nm de
didametro (Fig. 5B); entre pH 5.5 y 7 se observan particulas tubulares de 75 nm de didametro y
varios micrometros de longitud; mientras que para valores de pH por arriba de 7 se forman
nanotubos con un didmetro aproximado de 45 nm con una longitud de alrededor de 1 a 3.5 um de
largo (Plascencia-Villa, 2009). En presencia de iones divalentes (Ca** o Zn%*) a concentraciones
mayores de 100 mM se ha observado la desestabilizacién de las estructuras tanto de esferas como
de nanotubos, encontrando Unicamente trimeros, lo que sugiere que VP6 posee sitios de unién de

baja afinidad por estos metales que afectan las interacciones intertrimero (Lepault, 2001).

Fig. 5. Polimorfismo estructural en VP6. A) Diagrama de fase del ensamblaje de VP6 bajo distintas condiciones de pH y
fuerza idnica. Las dreas blancas representan zonas de poca certeza. Los asteriscos indican las condiciones de pH y fuerza
idnica en las que se puede encontrar la nanoestructura reportada en forma pura. B) Microscopia electrénica de a.
nanotubos de 45 nm, b. nanotubos de 75 nm, c. esferas y d. trimeros en presencia de CaZ*. Modificada de Lepault, 2001.

2.2. Poliomavirus murino: VP1

El poliomavirus murino es un virus sin membrana de doble cadena de DNA y forma icosaédrica,
con un didmetro de alrededor de 45 nm (simetria T=7). Estd constituido por 360 moléculas de la
proteina estructural predominante VP1, las cuales estan organizadas en 72 pentameros; estos

pentdmeros son la unidad basica en el ensamblaje de la capa viral (Gleiter, 2001). Del total de
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pentameros en la capside, doce estan rodeados por cinco capsémeros (pentavalentes) y 60 estan
rodeados por seis capsdomeros (hexavalentes) (Fig. 6A). VP2 y VP3 son proteinas estructurales
minoritarias que se unen a la cara interna de VP1. Por cada pentamero de VP1 se une una VP2 o
una VP3. Ambas proteinas, VP2/VP3, comparten la mayoria de su secuencia, con la excepcién de
un fragmento adicional de 115 aminoacidos que posee VP2 en el N-terminal del polipétido (Chen,

1998).

La formacién de particulas pseudovirales puede llevarse a cabo utilizando tan solo a la proteina
VP1. Esta proteina consta de 383 aminodcidos (42.5 kDa) que se pliegan en su mayoria como hojas
B, dando como resultado una topologia “jelly-roll” (Fig. 6B). Cada mondmero de VP1 participa en
una red extensa de contactos dentro del pentamero (Stehle, 1997). Existen inclusive una serie de
puentes disulfuro intracapsémero (Schmidt, 2000). Los pentameros (Fig. 6C) se encuentran unidos
entre si a través de la regiéon C-terminal de la proteina estructural; este “brazo” de 63 aminoacidos
invade al pentamero vecino formandose una hoja B que mantiene unida a la estructura (Stehle,
1997). En el centro de cada pentamero existe un poro cuyo didmetro mas pequefio (12.5 A) se

encuentra cercano a la superficie externa de la estructura (Chen, 1998).

Figura 6. Estructura de la proteina VP1 del poliomavirus murino. A) Arreglo de la capside VP1, en donde se muestran los
capsdmeros pentavalentes (azul marino) y hexavalentes (azul claro). B) Monédmero de VP1 (PDB = 1SID). En rojo se
muestra el brazo de 63 aminodcidos del C-terminal que participa en la unién entre pentameros. C) Pentamero de VP1,
unidad de ensamblaje. Modelos construidos con Chimera 1.8.1

El ensamblaje in vitro de los capsdmeros de VP1 para formar la VLP es inducido por la presencia de
iones calcio, siendo el fenédmeno especifico para este ion divalente. Se le han atribuido dos roles a
estos atomos en el ensamblaje; por un lado, el calcio es capaz de neutralizar la repulsidn
electrostdtica de pares de grupos carboxilo cercanos en una estructura proteica permitiendo

ciertas interacciones entre las subunidades. Por otro lado, se sugiere que al unirse el calcio a la
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proteina se llevaria a cabo un cambio conformacional en VP1 pudiendo favorecer interacciones
inter-capsémero. La ausencia de moléculas reductoras de puentes disulfuro y la presencia de
sulfato de amonio son componentes importantes también para dar lugar al ensamblaje de Ia

particula pseudoviral de VP1 (Chuan, 2010).

2.3.CCMV

El CCMV (“cowpea chlorotic mottle virus”) es un virus de RNA de cadena sencilla que infecta una
especie de frijol. Estd compuesto por 180 subunidades proteicas idénticas (20 kDa), arregladas en
12 pentdmeros y 20 hexameros que forman una estructura icosaédrica de 28 nm de didmetro. La
proteina de capa del CCMV (Fig. 7A), compuesta por 190 aminoacidos, se pliega como barril B (tipo
“jelly roll”), con los extremos N y C-terminal extendidos. El fragmento C-terminal participa en la
formacién de dimeros, considerada como la unidad bdsica del ensamblaje. La capside es
estabilizada por iones de calcio o magnesio cuyo sitio de unidn se encuentra entre las subunidades

(Speir, 1995).

La unidad asimétrica en el icosaedro esta compuesta por tres subunidades: A, By C (Fig. 7B). Los
pentdmeros estdn compuestos exclusivamente por la cadena A; mientras que las subunidades B y
C forman los hexameros (Fig. 7C). Estos ultimos complejos se encuentran estabilizados por una
estructura tubular conocida como B-hexdmero, formado por los “brazos” amino terminales

(aminoacidos 27-49) de las subunidades B y C (Fig. 7D) (Speir, 1995).

Los primeros 26 aminoacidos del N-terminal de la proteina de capa (no visibles en la estructura
cristalografica) poseen una fuerte carga positiva debido a la presencia de aminoacidos de caracter
basico (6 argininas y 3 lisinas). Estos aminodcidos se encuentran proyectados hacia al interior de la

capside y estan involucrados en el empaquetamiento del RNA (Douglas, 2002).
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Figura 7. Estructura del CCMV. A) Estructura secundaria y funciones asociadas en una subunidad de la proteina de capa.
B) Unidad asimétrica, trimero de subunidades A, By C. C) Modelo de la cdpside del CCMV, en donde se muestra el
arreglo de las unidades asimétricas para formar los pentagonos y hexagonos. El triangulo blanco representa el eje semi-
multiplo de 3. D) B-hexdmero formado por los aminoacidos 27 al 49 del N-terminal de cada una de las subunidades By C
en un hexamero.

La estructura del virus es compacta y estable a pH acido y baja fuerza idnica, y puede ser
desensamblada a valores de pH mayores a 7 y alta fuerza iénica (1 M NacCl). Sin embargo, un
fendmeno interesante surge a pH 7 y ausencia de iones calcio a baja fuerza idnica, en donde la
capside se expande un 10% generando 60 poros en la estructura, de alrededor de 2 nm de
didmetro, en el eje semi-multiplo de tres. Esta expansidn, se debe a una repulsién de cargas entre
los aminodcidos de cardcter acido que coordinan los iones calcio (Speir, 1995). Bajo estas
condiciones, las aberturas generadas en la estructura, permiten el intercambio libre de moléculas

entre el medio y el interior de la capside (Liepold, 2005).

El CCMV presenta una serie de polimorfismos estructurales que dependen principalmente del pHy
la fuerza idnica. Bajo condiciones particulares de cada uno de estos parametros (Fig. 8) es posible
generar una variedad de estructuras diferentes: tubulares con distintos didametros, esféricas (T=1,
3, 7), cépsides expandidas, capsides multicapa y laminas hexagonales (Adolph, 1974; Lavelle,

2009).
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Figura 8. Diagramas de fase para el ensamblaje de VLPs derivadas del CCMV en funcidn del pH y la fuerza idnica. A)
Modificado de Butler, 1974. B) Modificado de Lavelle, 2009. Simbolos rojos = ensamblados con amortiguador cacodilato
de sodio. Simbolos negros = ensamblados con amortiguador citrato de sodio. El recuadro lila indica las condiciones de
ensamblaje consideradas por Bancroft, 1970.

2.4.Bacteriofago P22

El bacteriéfago P22 es un virus de doble cadena de DNA que infecta a Salmonella typhimurium. La
nanoestructura icosaédrica de 58 nm estd compuesta por algunas proteinas minoritarias
(proteinas de expulsion y del portal) y, por 420 proteinas de capa (coat protein, CP) que se
ensamblan con la ayuda de 60 a 300 proteinas de andamiaje (scaffold protein, SP) en una
estructura conocida como procdpside. La posterior maduracién del virus, involucra el
empaquetamiento del DNA al mismo tiempo que las proteinas de andamiaje son expulsadas de la
estructura (expansiéon de la cépside); para finalmente ser incorporadas las proteinas de cola,

dando como resultado el virus infectivo (Teshke, 2010).

La particula pseudoviral derivada de la procapside del P22 sélo requiere de la proteina de capside
y de andamiaje para ensamblarse. La proteina de capa consta de 430 aminodcidos (46.6 kDa)
plegados en ocho dominios distintos (Fig. 9A). En ausencia de la proteina de andamiaje, la proteina
de capa no se ensambla o, en altas concentraciones, forma esferas T=4 asi como estructuras
aberrantes en espiral (Teshke, 2010). La procapside estd conformada por 72 capsémeros de la

proteina de capa, doce de los cuales estan formando pentameros y 60 de ellos hexameros (Fig.

17



9B). Estos hexameros se encuentran distorsionados (Fig. 9C), presentando en el centro un poro

con un didametro que va de los 3 a los 4.5 nm (Thuman-Commike, 1996).

Figura 9. Estructura de la capside del bacteriéfago P22. A) Mondmero de la proteina de capa. B) Arreglo de pentameros
(azul) y hexdmeros (morado) en la capside. C) Estructura distorsionada de los hexameros en P22. Tomadas de Parent,
2010.

El ensamblaje de la procapside procede a través de la copolimerizacién de las proteinas de capay
de andamiaje. Estas proteinas se van afladiendo, como mondmeros o dimeros, a la capside en
crecimiento hasta alcanzar el tamafio y la forma correcta. La proteina de ensamblaje interactua,
con las proteinas de cdpside, a través de un fragmento del C-terminal (hélice-asa-hélice-asa), para

iniciar y dirigir el ensamblaje de la particula (Chen, 2011).

3. Citocromos P450

Los citocromos P450 (CYP450 o CYP) comprenden una vasta superfamilia de hemoproteinas
capaces de metabolizar una gran variedad de compuestos tanto enddgenos como exdgenos
(Huttunen, 2008). De manera general, los citocromos encargados de metabolizar compuestos
enddgenos tienen alta especificidad hacia sus sustratos y estan involucrados en la biosintesis de
compuestos; mientras que los CYP450 responsables de metabolizar compuestos xenobidticos,
encargados de la detoxificacion del organismo, tienen un amplio rango de especificidad

(Guengerich, 2002; Huttunen, 2008).

La reaccidon basica catalizada por estas enzimas es la monooxigenacion, en donde un atomo de

oxigeno es incorporado a un sustrato. La oxidacién puede llevarse a cabo tanto en atomos de
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carbono como en heteroatomos (N, S, P, I). Estos citocromos son capaces de llevar a cabo también
otro tipo de reacciones como la epoxidacion, la N y O-dealquilacién, dehalogenacién y reacciones

tipo peroxidasa, entre otras (Mansuy, 1998; Guengerich, 2001).

Generalmente los CYP450 son parte de un complejo multienzimatico, ya que para llevar a cabo la
activacion de oxigeno molecular (O3) y la posterior transferencia del atomo de oxigeno al sustrato,
es necesario contar con proteinas que faciliten la transferencia de electrones del NADPH (o NADH)
al 4tomo de hierro del hemo del CYP450; la ferrodixina y la citocromo P450 reductasa, son
ejemplos de este tipo de proteinas. La monooxigenacién de sustratos puede llevarse a cabo
también sin la necesidad de NADPH y proteinas de transferencia de electrones, al utilizar otros
compuestos donadores de un dtomo de oxigeno como el peréxido de hidrégeno u otros perdxidos
organicos, actividad conocida como peroxigenasa (Bernhardt, 1994); sin embargo esta via,

“peroxide shunt pathway”, por lo general es poco eficiente para llevar a cabo la catdlisis (Fig. 10).

Figura 10. Ciclo catalitico de los CYP450 incluyendo la via “peroxide shunt pathway”. En el primer paso del ciclo, la unién
del sustrato (R-H) al sitio activo desplaza una molécula de agua (distal), lo que cambia el equilibro de estado de espin del
hemo férrico de bajo a alto espin. Esto conlleva a un incremento positivo en el potencial del hierro, lo que favorece la
transferencia de electrones de la pareja redox (ej. NADPH-P450 reductasa) hacia el atomo de hierro generando FeZ*. En
este estado el hierro es capaz de unir al oxigeno y aceptar un segundo electrén. Posteriormente se incorporan dos
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atomos de hidrégeno y se rompe el enlace O-O generdndose una molécula de agua. La especie intermediaria resultante
(compuesto ) posee un radical cationico en la porfirina del grupo hemo. El compuesto | ataca al sustrato y lleva a cabo la
hidroxilacién. La salida del producto (R-OH), permite la unidn de la molécula de agua al Fe3* para volver a comenzar el
ciclo. Modificado Munro, 2007.

Existen mas de 270 familias diferentes de CYP450, distribuidas a lo largo de la escala filogenética,
presentes tanto en arqueas, bacterias y eucariontes. Los seres humanos contamos con alrededor
de 55 a 60 genes que codifican para estos citocromos, se expresan predominantemente en el
higado e intestino y se encuentran a nivel celular asociados a la membrana del reticulo
endopldsmico. Su papel es fundamental en la biosintesis de compuestos y en el procesamiento de
medicamentos ya sea para activarlos o desactivarlos. De esta capacidad de metabolizar
medicamentos radica su importancia médica y en particular su alto potencial como proteinas
terapéuticas, ya que son los responsables de la activacion de ciertos profarmacos, principalmente

de caracter quimioterapéutico y antiviral (Huttunen, 2008).

3.1.CYPBM3 mutante “21B3”

El CYPBM3, también conocido como CYP102A1, es un citocromo P450 proveniente de Bacillus
megaterium, encargado de la hidroxilaciéon de cadenas largas de acidos grasos en las posiciones
subterminales (w-1 a w-3). Este citocromo tiene la particularidad de tener en una misma cadena
polipetidica el dominio de transferencia de electrones (citocromo P450 reductasa) y el dominio
hemo correspondiente como tal al CYP450 (Axarli, 2005). Esta caracteristica hace de esta enzima
uno de los CYP450 mas rapidos, capaz de hidroxilar acidos grasos con una velocidad que excede
los 5000 min?, y llegando a eficiencias cataliticas para el mejor de sus sustratos (dcido

araquidénico, Cx) de 3000 min™? uM?, utilizando NADPH y O, (Noble, 1999).

Se ha observado que el dominio hemo se puede plegar por si solo (Fig. 11) y puede llevar a cabo la
catalisis utilizando al perdxido de hidrogeno como donador de oxigeno (Cirino, 2003); sin
embargo, las actividades cataliticas alcanzadas son muy bajas, requiriendo altas concentraciones
de perdxido de hidrégeno que comprometen la integridad de la enzima. Debido a ello, en el 2003
Cirino y Arnold, generaron por medio de evolucién dirigida, una mutante del CYPBM3 con
actividad peroxigenasa aumentada. Esta mutante, “21B3”, presenta 10 mutaciones a nivel de

aminodcidos, que aumentaron significativamente la actividad peroxigenasa y que permitieron
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disminuir la Ky para el peréxido de hidrégeno de la enzima original, disminuyendo asi la
destruccién del CYP. Para este trabajo utilizaremos al dominio hemo del CYPBM3 “21B3” como
enzima modelo para la encapsulacion vy caracterizacion de las particulas pseudovirales

biocataliticas.

Figura 11. Estructura tridimensional del dominio hemo del CYPBM3. La proteina estd compuesta por 472 aminodcidos y
un grupo prostético hemo. El ligando proximal del atomo de hierro es un azufre que procede de una cisteina y es
caracteristico para todo los CYP450.

Aunque el CYPBM3 es una proteina de origen bacteriano, es estructural y funcionalmente
parecido a los citocromos microsomales humanos (Ravichandran, 1993; Anzenbacherovd, 2000);
con la ventaja de ser un CYP soluble y estable en medio acuoso, ademds de poder ser producido
en grandes cantidades a diferencia de los CYP humanos. Otra caracteristica interesante de este
CYP es que presenta una alta plasticidad para poder ser sometido, tanto a mutagénesis sitio
dirigida como a evolucién dirigida, para obtener variables capaces de transformar una gran
variedad de sustratos no naturales tales como alcanos, hidrocarburos poliaromaticos vy
medicamentos (Whitehouse, 2008; Di Nardo, 2007). Estas propiedades hacen del CYPBM3 una
enzima versatil con una serie de ventajas operacionales interesantes para ser usada como enzima

modelo para la encapsulacién en nanoestructuras virales.
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4. Terapia de activacion de profarmacos via enzimas

La terapia de activacion de profarmacos utilizando enzimas exdgenas es una estrategia que se ha
propuesto para aumentar la eficiencia de ciertos procedimientos médicos, como la quimioterapia,
qgue aunque es uno de los tratamientos mas utilizados hoy en dia para combatir el cancer (Al-
Lazikani, 2012) presenta serios efectos secundarios. El objetivo final de esta estrategia es la de
aumentar la concentracion local de farmaco activo en las células tumorales, lo cual incrementaria
la eficiencia del medicamento en el tumor y reduciria la toxicidad producida por el farmaco en el
resto de las células del hospedero (Hetch, 2000). Esta terapia se lleva a cabo en dos pasos; en el
primero, la enzima exdgena debe ser dirigida a las células de interés y acumularse en el sitio para
posteriormente, en un segundo paso, administrar el profarmaco (ya sea de manera dirigida o

sistémica), activandose selectivamente en las células blanco.

Se han propuesto, a grandes rasgos, dos métodos para llevar a cabo el suministro de la enzima
capaz de activar el profarmaco, a las células de interés: suministro de genes, conocidos por sus
siglas en inglés como GDEPT (gene-directed enzyme prodrug therapy) y suministro de enzimas

activas (Xu, 2001).

La terapia génica (GDEPT) involucra la introduccién, a células tumorales especificas, de uno o
varios genes que codifican para enzimas con la capacidad de transformar profarmacos. Estos
genes pueden ser suministrados a las células tumorales utilizando distintos vectores, entre los que
se encuentran los de tipo viral (Xu, 2001). Hasta la fecha se han desarrollado una variedad de
sistemas enzima-profarmaco, siendo uno de los mas explotados el que estd basado en la
activacion de profarmacos por CYP450, que de manera general no se expresan en grandes
cantidades en células tumorales y que son capaces de transformar medicamentos

anticancerigenos usados clinicamente (Chen, 2002).

Para el caso del suministro de enzimas activas, la terapia basada en anticuerpos, conocida como
ADEPT (antibody-directed enzyme prodrug therapy) ha sido una de las mas desarrolladas. La
enzima capaz de transformar el profarmaco se dirige selectivamente a las células blanco, a través
de la conjugacién con un anticuerpo, que tiene la capacidad de unirse especificamente a antigenos

que se expresan en la superficie de las células tumorales (Niculescu-Duvaz, 1997).
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Para ambas estrategias, GDEPT y ADEPT, se han desarrollados sistemas enzima-profarmaco que
han llegado a ser probados en ensayos clinicos (Dachs, 2005; Francis, 2002); sin embargo hasta la

fecha no existe aun ningun tratamiento en uso basado en estas terapias.

5. Encapsulacién de enzimas dentro de particulas pseudovirales

La encapsulacién de enzimas dentro de particulas pseudovirales se ha realizado principalmente
para la produccién de bionanorreactores enfocados al estudio de fendmenos de catalisis
(Comellas-Aragones, 2007; Fiedler, 2010; Minten, 2011; Patterson, 2012; Patterson, 2012b, O’Neil,
2013; Patterson, 2014), aunque también se ha propuesto su utilizacién como posibles agentes

terapéuticos (Inoue, 2008).

El primer articulo reportado sobre la encapsulacion de enzimas en particulas pseudovirales fue en
el 2007, en donde Comellas-Aragonés y colaboradores disefiaron un sistema para estudiar el
comportamiento cinético de enzimas a nivel individual, basado en la encapsulacion de una
peroxidasa de rdbano blanco en VLPs derivadas del virus CCMV. Por un lado, encontraron que un
pardmetro que afecta de manera importante la catalisis es el tiempo de difusion del sustrato hacia
el interior de la nanoestructura, el cual puede ser manipulado al cambiar el pH en el que se
encuentran las capsides (apertura de poros a pH > 7). Por otro lado, fueron capaces de detectar
una serie de fluctuaciones en la transformacion de sustrato a producto a través del tiempo; este
comportamiento de prendido-apagado que se observa al trabajar con moléculas de enzima
individuales, esta relacionado con el hecho de que las enzimas presentan una serie de cambios
conformacionales a través del tiempo en donde sdlo algunas de ellas presentan una alta actividad

catalitica (Engelkamp, 2006).

Posterior a este primer trabajo, se ha llevado a cabo la encapsulacidon de multiples enzimas (varias
de un solo tipo) en distintas VLPs utilizando estrategias diferentes para la encapsulacién (Tabla 1).
Las altas concentraciones de enzima alcanzadas dentro de las cdpsides virales, en el orden
milimolar, permiten estudiar fendmenos de catdlisis en ambientes hacinados simulando los
encontrados a nivel celular, lo que permitiria entender de mejor manera el funcionamiento de

estos biocatalizadores dentro de las células.
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Tabla 1. Encapsulacion de multiples enzimas del mismo tipo en particulas pseudovirales

M Enzimas keat Km?
Enzima Capside ( clz,r;; por respecto a Método de encapsulacion Ref.
m
capside Eiibre
o Mediante fusion con
Citosina Menor L. L. Inoue,
. SV40 ND ND proteina interna de capside
desaminasa (VNR) o 2008
(in vivo)
. Bacteriofago Menor Mediante fusién con RNA Fiedler,
Peptidasa E ND 2-18 3X o
QB (in vivo) 2010
(9 enzimas)
. Bacteriofago BT Mediante fusidon con RNA Fiedler,
Luciferasa ND 4-38 30X o
QB (in vivo) 2010
(4 enzimas)
. Mediante fusion con el .
Pseudozima Mayor . . . Minten,
Lo cCmv 1 13-4 motivo coiled-coil.
antdrtica lipasa B (Keat) L 2011
(in vitro)
Mediante interacciones
Fosfatasa Bacteriofago s 3.2 leual electrostaticas. Fusion con Glasgow,
. ua
alcalina MS2 (mondmeros) & péptido negativo. 2012
(in vitro)
., Mediante fusion con
Alcohol Bacteriofago Menor , . Patterson,
. 7.2 249 +13 proteina de andamiaje
deshidrogenasa P22 1.6X L 2012a
(in vivo)
., Mediante fusion con
. Bacteriofago 87 +3.5 i - Patterson,
CelB glucosidasa 2.4 ; Igual proteina de andamiaje
P22 (mondmeros) o 2012b
(in vivo)
L Mediante fusidn con .
. Bacteriofago 40 +10 Menor i o O’Neil,
Fosfotriesterasa 1.1 ] proteina de andamiaje
P22 (monémeros) 600X 2013

(in vivo)
Mconf: Molaridad de confinamiento (concentracion de enzima al interior de la capside). ND: No determinado. VNR: Valor

no reportado.

A pesar de encontrar para la mayoria de las enzimas encapsuladas un decremento en la actividad,
se generan para algunos de estos sistemas nuevas propiedades en el bionanorreactor, como un
aumento en la termoestabilidad (Fiedler, 2010; O’Neil, 2013), resistencia a protedlisis (Fiedler,
2010; O’Neil, 2013), proteccién ante el proceso de liofilizacién (O’Neil, 2013), reversién de la
inhibicion por sustrato (Patterson, 2012a) y la disminucién a la desnaturalizacion bajo ciertas
condiciones operativas (Comellas-Aragonés, 2007). Para el caso particular de la citosina
desaminasa, que convierte el profarmaco 5-fluorocitosina al farmaco activo 5-fluorouracil, la
capside del SV40 fue utilizada como vehiculo para el suministro de actividad enzimatica a células
CV-1 (linea celular procedente de rifion de mono), con el fin de sensibilizarlas al tratamiento por el

profarmaco e inducir la muerte celular (Inoue, 2008).
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Recientemente, fue publicado el primer articulo en el que multiples copias de enzimas distintas
fueron encapsuladas en una particula pseudoviral (bacteriéfago P22). Las tres enzimas
encapsuladas, CelB glucosidasa, ATP-galactosidasa y ADP-glucocinasa, tienen la particularidad de
llevar a cabo una serie de reacciones en cascada en el metabolismo de azlcares de Pyrococcus
furiosus (Patterson, 2014). Contrario a lo que se esperaba, no se encontré un aumento en la
eficiencia de la cascada de reaccidén; es fundamental poner especial atencién en el balance
adecuado de los pardmetros cinéticos de cada una de las enzimas involucradas, para disefiar un
sistema catalitico eficiente. La construccién de metabolones sintéticos a base de la encapsulacion
de enzimas en particulas pseudovirales, podria generar sistemas cataliticos complejos con diversas

aplicaciones practicas.

En la naturaleza, la encapsulaciéon de enzimas dentro de compartimientos, ya sea en organelos u
otros contenedores de origen proteico (Fig. 12), es un mecanismo altamente utilizado a nivel
celular, tanto en eucariontes como en procariontes, en donde las enzimas encargadas de llevar a
cabo una serie de reacciones consecutivas en una via metabdlica, se encuentran espacialmente
separadas de otros componentes en la célula (Kang, 2010). Se sugiere que esta
compartamentalizacidon puede aumentar la eficiencia para llevar a cabo la cascada de reaccién ya
que las enzimas se encuentran co-localizadas en un ambiente de alta concentracion local de
sustrato, se previene la pérdida de intermediarios poco estables o téxicos (Tanaka, 2010), y da
lugar a que procesos metabdlicos incompatibles pueden proceder simultaneamente dentro de la

célula (Worsdorfer, 2011).

Figura 12. Modelos de microcompartimientos proteicos encontrados en bacterias. A) Microcompartimiento de
utilizacién de etanolamina en E. coli. B) Carboxisoma. C) Encapsulina T. maritima. D) Lumazina sintasa B. subtilis.
Modificado de Kang, 2010.
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En el presente proyecto encapsularemos al CYPBM3 “21B3”, dentro de particulas pseudovirales
con el fin de aprovechar las caracteristicas de estas nanoparticulas como un modelo para el disefio

de nanovehiculos para el transporte de enzimas con aplicaciones médicas.
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HIPOTESIS

Es posible generar nanoparticulas enzimdticamente activas a partir de la encapsulacién del CYP450

dentro de capsides virales.

OBIJETIVOS

Obtener y caracterizar nanoparticulas virales biocataliticamente activas

Objetivos particulares

1. Expresar heterélogamente y obtener de forma pura el CYPBM3 mutante “21B3” y la
proteina viral VP1 del poliomavirus murino.

2. Evaluar la actividad del CYPBM3 “21B3” con diversos sustratos de interés médico y
ambiental.

3. Evaluar la formacion de particulas pseudovirales derivadas de VP6 de rotavirus, VP1 del
poliomavirus murino, CCMV y bacteriéfago P22, con biocatalizador encapsulado por
medio de distintas estrategias (azar, cargas complementarias, fusién genética).

4. Determinar la capacidad catalitica de las particulas pseudovirales en la transformacion de
un profarmaco utilizado en quimioterapia.

5. Determinar la estabilidad de las particulas pseudovirales biocataliticas bajo distintas

condiciones (pH, temperatura, proteasas).
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MATERIALES Y METODOS

PROTEINAS VIRALES

La proteina VP6 pura de rotavirus fue suministrada por la Dra. Laura Palomares (Instituto de

Biotecnologia, UNAM). La proteina CCMV (cowpea chlorotic mottle virus) pura fue suministrada

por la Dra. Melissa Koay (Universidad de Twente, Holanda). Las demds proteinas virales fueron

producidas en el laboratorio como se describe posteriormente.

PLASMIDOS (Anexo 1)

1.

pCWori CYPBM3 “21B3” (resistencia a ampicilina, doble promotor ptac, inducible por
IPTG, gen que codifica para el dominio hemo del CYPBM3 mutante “21B3”). Suministrado
por la Dra. Frances Arnold, Caltech.

PGEX4T2 PyVP1 (resistencia a ampicilina, promotor ptac, inducible por IPTG, gen que
codifica para la proteina de capa VP1 del Poliomavirus murino fusionada al gen GST).
Suministrado por el Dr. Robert Garcea, University of Colorado.

pETDuet CYP-SP + CP P22 (resistencia a ampicilina, promotor T7, inducible por IPTG, gen
que codifica para el CYPBM3 “21B3” fusionado a SPi41303, un fragmento de la proteina de
andamiaje P22, mas el gen de la proteina de capa del bacteriéfago P22).

pBAD CYP-SP (resistencia a ampicilina, promotor araBAD, inducible por arabinosa, gen que
codifica para el CYPBM3 “21B3” fusionado a SPisi1.303, un fragmento de la proteina de
andamiaje P22).

PRSF CP P22 (resistencia a kanamicina, promotor T7, inducible por IPTG, gen que codifica
para la proteina de capa del bacteriéfago P22). Suministrado por el Dr. Trevor Douglas,

Montana State University.

Expresion y purificacion del dominio hemo del CYPBM3 “21B3”

Con el fin de llevar a cabo la expresion heterdloga del CYPBM3 “21B3” se transformaron células de

E. coli DH5a con el plasmido en cuestién. Se siguid el protocolo de expresion y purificacion

publicado en Cirino y Arnold, 2002 con algunas modificaciones que se explica a continuacidn.
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Se tomd 1 mL de un precultivo de la cepa transformada para inocular un cultivo de 100 mL de
medio TB (Terrific Broth) con Amp adicionado con 0.5 mM de Tiamina y elementos traza, se dejé
crecer a 35 °C a 150 rpm por 9 horas. En este punto se indujo con 0.5 mM de IPTG y se afadié 1

mM de dcido aminolevulinico. Se dejé crecer por 22 h mas a 30 °Ca 135 rpm.

Posteriormente el cultivo se centrifugd a 3840 x g por 5 min, se resuspendieron las células en
amortiguador A (50 mM NaH,PQO,, 300 mM NacCl, 10 mM imidazol, pH 8) y se sonicé la muestra a
una potencia del 50% por 2 min, con pulsos de prendido y apagado de 7 sy 9 s, respectivamente.
Se centrifugd a 22100 x g por 20 min a 4 °C. Se recuperd el sobrenadante y se pasoé por un filtro de

0.22 um.

La purificacién se llevd a cabo en un sistema de cromatografia atmosférica EconoSystem de Bio-
Rad® utilizando una columna HisTrap HP (Amersham Biosciences®) de 5 mL precargada con niquel.

Se siguieron los siguientes pasos:

1. Se equilibré la columna con amortiguador A con un flujo de 5 mL min? con 10 volimenes
de columna.

2. Uniodn del CYP a la columna haciendo pasar el extracto enzimatico filtrado a una velocidad
de 1.5 mL min™. Pasar el extracto dos veces.

3. Lavado de proteinas con pegado inespecifico con 50 mM de imidazol con un flujo de 5 mL
mint por 10 min. Se utilizd una mezcla de amortiguador A y amortiguador B (50 mM
NaH,PQ4, 300 mM NacCl, 500 mM imidazol, pH 8).

4. Elucion del CYP utilizando un gradiente de 50 mM a 350 mM de imidazol con un flujo de 3

mL min durante 20 min. Las fracciones se colectaron cada minuto.

Se corrobord la eficiencia de la purificacién por medio de una electroforesis SDS-PAGE al 12%.

Las fracciones que contenian la proteina de interés se concentraron por ultrafiltraciéon utilizando
un AMICON con una membrana de corte molecular de 10 000 daltones. Posteriormente se
hicieron varios lavados con un amortiguador de Tris-HCl 50 mM pH 8 con 10% de glicerol y se

concentro la muestra.
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Finalmente se midié la concentracion de proteina por el método de Bradford, usando los reactivos

de Bio-Rad®, y método de unién a mondxido de carbono se evalué el nimero de sitios activos.

2. Determinacion de la concentracion de CYP450 por union con monoéxido de carbono

El ensayo de unién a CO es un ensayo especifico para CYP450 ya que esta molécula se une al
hierro reducido (Fe") para formar un complejo que produce un espectro con un maximo de
absorcién a 450 nm. Con este ensayo se puede determinar la integridad del CYP450, ya que la
pérdida en la actividad del CYP estd asociada a una pérdida en la banda a 450 nm (Guengerich,

2009).

Se siguio el protocolo descrito por Guengerich et al., 2009. Se diluyeron 400 uL del CYPBM3 en 2
mL de amortiguador Tris-HCI pH 8 y el volumen se dividié en cantidades iguales en dos celdas de
pldstico, para posteriormente llevara a cabo el blanco (linea base) en un epectrofotémetro Perkin
Elmer haciendo un barrido de 400 a 500 nm. Se removié la celda muestra del equipo y se burbujed
lentamente CO dentro de la celda con una pipeta pasteur insertada al fondo de la misma, se
contaron alrededor de 60 burbujas (1 burbuja/s). El CO se produjo al poner a reaccionar acido
férmico con acido sulfurico. A continuacion se afiadieron a ambas celdas alrededor de 1 mg de
ditionita de sodio y se disolvié el compuesto por inversidon. Finalmente se leyeron las muestras en
el espectrofotdmetro haciendo el barriso de 400 a 500 nm varias veces hasta que la banda de
absorcion a 450 nm no cambie (aprox. 10 min). Se anotaron las absorbancias a 450 y 490 nm. Se

utilizd un €450 = 0.091 nM cm™.

AAbs450 — Abs490

[CYP450] = 0,091

x dilucién = pM P450

3. Expresion y purificaciéon de VP1

La expresion de la proteina de capside viral VP1 de Poliomavirus murino se llevd a cabo en E. coli
en la cepa BL21 Rossetta 2, utilizando el plasmido pGEX4T2-PyVP1 (donado por el Dr. Robert
Garcea, Universidad de Colorado). La expresion y purificacion de VP1 se basd en el protocolo

publicado por Chuan et al., 2008 con algunas modificaciones explicadas a continuacién. Se
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transformaron células de E. coli BL21 Rossetta 2 con el plasmido en cuestion y se plaquearon en
una caja de LB sdlido con Amp (25 pg mL?) y Cm (25 pg mL?). Se tomé 0.5 mL de un precultivo de
la cepa transformada para inocular un cultivo de 50 mL de medio LB con Amp y Cm. Se dejo crecer
el cultivo a 26 °Cy 180 rpm por 14 horas (llegar a una ODgoo = 4). Posteriormente se llevo a cabo la

induccién con 1 mM de IPTG por 6 horas a 26 °Cy 180 rpm.

El cultivo se centrifugd a 3840 x g por 5 min, se resuspendieron las células en amortiguador de lisis
(40 mM Tris-HCI pH 8; 200 mM NaCl; 1 mM EDTA; 5% glicerol; 5 mM DTT) y se sonicé la muestra.
Se centrifugd a 22100 x g por 20 min a 4 °C. Se recuperé el sobrenadante (extracto total) y se pasé

por un filtro de 0.22 um.

La purificacién de la proteina viral VP1 se llevé a cabo en lote (batch) utilizando la resina glutation

sefarosa 4B (GE Healthcare Life Sciences) como se describe a continuacion.

1. Se equilibro la resina en amortiguador de lisis. A continuacion, se incubé el extracto total
(proveniente de =1.8 g de células) con 5 mL de resina por 5 h a 4 °C en agitacidn
constante. La resina se sedimenté (500 x g por 5 min) y se descartd el sobrenadante.
Posteriormente se llevaron a cabo 2 lavados con amortiguador de lisis a 4 °C.

2. Se eluyd la fusion VP1-GST incubando la resina con 5 mL de amortiguador de lisis
adicionado con 10 mM de glutatién reducido por 10 min a 4 °C en agitacién constante. La
resina se sedimentd y se guardd el sobrenadante. Este paso se repitié dos veces mads para
un total de tres lavados. El sobrenadante con la fusién VP1-GST se concentrd por
ultrafiltracién usando una membrana de 30 o 50 kDa hasta alcanzar un volumen de 5 mL.

3. Se agregaron a la muestra 5 uL de trombina (1 U pL?) (Novagen) y se dejé incubando
aproximadamente 16 h a 4 °C en agitacion constante. Al término de la digestion se llevd a
cabo una ultrafiltracion para eliminar el glutation reducido y dejar la muestra en
amortiguador de lisis.

4. Se incubd la muestra con 2.5 mL de resina glutation sefarosa 4B por 3 h a 4 °C en
agitacién constante para unir la GST libre. Posteriormente la resina se sedimentd (500 x g
por 5 min) y se tomd el sobrenadante que contiene la proteina VP1 libre de fusién. Se

llevaron a cabo 2 lavados mas con amortiguador de lisis a 4 °C.
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5. Finalmente el sobrenadante se concentrd por ultrafiltracion. Se hicieron alicuotas de la
proteina pura y se almacend a -20 °C. La proteina purificada VP1 se encuentra formando

pentdmeros.

4. Transformacion de sustratos alternos por el CYPBM3 “21B3”

4.1. Transformacion de alcoxiresorufinas

Se llevd a cabo la determinacidon de la transformacién enzimatica de cuatro alcoxiresorufinas por
el CYPBM3 “21B3”: Metoxiresorufina (MROD), etoxiresorufina (EROD), pentoxiresorufina (PROD) y
benziloxiresorufina (BROD). Las reacciones se llevaron a cabo en 1 mL (50 mM Tris-HCl pH 8) con 5
UM de sustrato (20 uM para el caso de BROD) y 0.07 nmoles de CYPBM3. Se inicid la reaccion al
agregar 5 mM de H,0..

Para calcular los parametros cinéticos utilizando al PROD como sustrato se llevé a cabo la reaccion
en un volumen de 0.2 mL (50 mM Tris-HCI pH 8) con las siguientes concentraciones de sustrato:
0.05,0.1,0.5, 1, 2.5, 5 y 25 uM. La concentraciéon de DMSO (solvente en el que se disuelve PROD)
en la reaccién fue siempre la misma (1.7%). La cantidad de enzima utilizada por ensayo fue 0.01
nmoles. Se inicid la reaccion al agregar 5 mM de H,0,. La actividad catalitica fue monitoreada por
fluorescencia utilizando una longitud de onda de excitacién igual a 530 nm y una longitud de onda
de emisién de 585 nm usando un fluorimetro Safire con lector de placa (Tecan). El producto de la
reaccion fue cuantificado usando una curva estandar de resorufina (0.025 - 5 nM). Las constantes

cataliticas se obtuvieron por medio del programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc.).

Para la determinacion de parametros cinéticos utilizando al CYP modificado positivamente se

utilizé una cantidad de enzima igual a 0.03 nmoles.

4.2. Transformacion de fenoles

Se hicieron una serie de pruebas iniciales de actividad del CYPBM3 “21B3” con 3 fenoles distintos:

p-nitrofenol, 2-metoxifenol y 2,6-dimetoxifenol. Los ensayos de actividad se llevaron a cabo en
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amortiguador 50 mM Tris-HCl pH 8 utilizando 3 mM de sustrato, con 0.1 uM de CYP. Se utilizé 1

mM de perdxido de hidrégeno para iniciar la reaccidn.

Para calcular los parametros cinéticos utilizando al 2,6-DMP como sustrato se llevé a cabo la
reaccion en 1 mL (50 mM Tris-HCI pH 8) con las siguientes concentraciones de fenol: 10, 25, 50,
125, 250 y 500 uM. La reaccidn se inicio al agregar 5 mM de H,0,. La cantidad de enzima utilizada
fue 0.18 nmoles. La actividad catalitica fue monitoreada espectrofotométricamente a 468 nm (€463
= 14800 M*cm™) usando un espectrofotémetro Perkin Elmer Lambda 25 UV/VIS. Las constantes

cataliticas se obtuvieron por medio del programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc.).

Para la determinacion de parametros cinéticos utilizando al CYP modificado positivamente se

utilizé una cantidad de enzima igual a 1.5 y 0.7 nmoles.

5. Transformacién de profarmacos por el CYPBM3 “21B3”

La transformacion enzimatica de los seis profarmacos ensayados fue monitoreada por una
cromatografia de fase reversa por HPLC con detector UV/vis (cromatdgrafo Agillent serie 1100)
utilizando una columna Kinetex Cis, 5um, 150x4.6 mm (Phenomenex, CA). Las reacciones fueron
llevadas a cabo en un amortiguador de fosfato de potasio 100 mM pH 7.4 a 25 °C por 15 miny

fueron iniciadas con 5 mM H,0,. Los sustratos y las reacciones fueron protegidos de la luz.

Tegafur: La mezcla de reaccidn (0.25 mL) contenia 50 uM de sustrato (stock disuelto en DMSO) y
0.6 nmoles de CYPBM3. El andlisis por HPLC se llevd a cabo siguiendo el protocolo publicado por
Komatsu (2000). La mezcla de reaccidn fue extraida un par de veces con acetato de etilo. La fase
organica fue evaporada bajo un flujo de N, para posteriormente resuspender el residuo en 150 pL
de la fase movil (3% CHsOH : 20 mM NaClOg, pH 2.5). La elucién de la columna fue llevada a cabo a

un flujo de 1.2 mL min por 40 min y los productos de la reaccién fueron detectados a 270 nm.

Dacarbazina: La mezcla de reaccion (0.5 mL) contenia 500 uM de sustrato (stock disuelto en 0.5 M
HCl en agua) y 1.2 nmoles de CYPBM3. El analisis por HPLC se llevé a cabo siguiendo el protocolo
publicado por Lewis (2011). La reaccion fue terminada afadiendo 2 uL acido percldrico al 70%, la

solucidn fue centrifugada y a continuacidn se tomé un alicuota del sobrenadante (100 puL) que fue
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diluida 1:1 con la fase movil (75% A y 25% B). La fase moévil A consistid6 en 10 mM 4&cido
heptanosulfénico, 5% acetonitrilo y 0.1% trietilamina; mientras que la fase moévil B fue 100%
acetonitrilo. Se utilizé una elucién isocratica a 1 mL min? durante 8 min. Los productos de la

reaccion fueron monitoreados a 267 nm.

Ifosfamida y ciclofosfamida: La mezcla de reaccion (1 mL) contenia 5 mM de sustrato y 3 nmoles
de CYPBM3. El andlisis por HPLC se llevd a cabo siguiendo el protocolo publicado por Martins
(2009). La mezcla de reaccién fue extraida un par de veces con acetato de etilo. La fase orgdanica
fue evaporada bajo un flujo de N, para posteriormente resuspender el residuo en 200 pL de la fase
movil (77.25% Ay 22.75% B). La fase movil A consistié en 10 mM amortiguador de fosfatos pH 6y
la fase movil B fue 100% acetonitrilo. La elucién de la columna fue llevada a cabo de manera
isocratica utilizando 77.25% de fase movil Ay 22.75% de fase movil B a un flujo de 1 mL min™ por

10 min. Los productos de la reaccion fueron detectados a 195 nm.

Para el tamoxifen y el resveratrol se determinaron las constantes cinéticas variando la

concentracién de sustrato hasta alcanzar la saturacidén, como se explica en la siguiente seccion.

5.1. Determinacion de constantes cinéticas para el tamoxifen y el resveratrol.

Los parametros cinéticos para estos dos profarmacos fueron calculados en base a la desaparicion
de sustrato monitoreado por HPLC utilizando el mismo cromatégrafo y columna reportados en la
seccion anterior. Los valores de ket Yy Km se obtuvieron por medio del programa Sigma Plot 11.0

(Systat Software, Inc.).

Tamoxifen: Se llevaron a cabo las reacciones en un volumen final de 0.5 mL (100 mM
amortiguador de fosfato de potasio pH 7.4; 2 mM 4cido ascorbico) con las siguientes
concentraciones de sustrato: 20, 40, 80, 140 y 200 uM. La concentracién de metanol en la reaccién
(solvente en el que se disuelve el tamoxifen) fue siempre la misma (1%). La cantidad de enzima
utilizada por ensayo fue entre 90 y 225 picomoles. Se iniciaron las reacciones al agregar 5 mM de
H,0, y se llevaron a cabo a 25 °C por 5 min. Las reacciones fueron terminadas afadiendo 50 uL de
acido acético para posteriormente ser centrifugadas (3 min a 13 000 rpm) y analizadas por HPLC

siguiendo el gradiente de elucidn indicado en la tabla que se muestra a continuacién, con un flujo
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de 0.75 mL min. La fase mévil A consistié en un amortiguador 10 mM acetato de amonio (pH 3) y
la fase movil B fue 100% acetonitrilo. La disminucion del pico de tamoxifen fue monitoreada a 280
nm.

Tiempo (min) % Solvente B

0 40
10 40
20 65

20.1 40
25 40

Resveratrol: Se llevaron a cabo las reacciones en un volumen final de 0.25 mL (100 mM
amortiguador de fosfato de potasio pH 7.4) con las siguientes concentraciones de sustrato: 30, 66,
100, 150 y 200 pM. La concentracion de DMSO en la reaccion (solvente en el que se disuelve el
resveratrol) fue siempre la misma (0.5%). La cantidad de enzima utilizada por ensayo fue 50
picomoles. Se iniciaron las reacciones al agregar 5 mM de H,0, y se llevaron a cabo a 25 °C por 5
min. Las reacciones fueron terminadas afiadiendo 250 plL de acetonitrilo para posteriormente ser
centrifugadas (3 min a 13 000 rpm) y analizadas por HPLC con un flujo isocratico (0.65 mL min?)
utilizando 25% de acetonitrilo en agua adicionado con 0.01% 4cido acético por 15 min. La

disminucién del pico de resveratrol fue monitoreada a 320 nm.

5.2.Identificacion de los productos de transformacion para los profdrmacos tamoxifen y

resveratrol

La mezcla de reaccidon para el andlisis de los productos usando al tamoxifen como sustrato
contenia: 80 uM tamoxifen, 1.8 nmoles CYP y 5 mM H,0, en 50 mM Tris-HCl pH 7.4 (volumen final
0.5 mL). La mezcla de reaccién para el analisis de los productos usando al resveratrol como
sustrato contenia: 100 uM resveratrol, 0.6 nmoles CYP y 5 mM H,0;, en 50 mM Tris-HC| pH 7.4
(volumen final 0.5 mL). Ambas reacciones se llevaron a cabo por 20 min y posteriormente fueron
almacenadas a -20 °C hasta su analisis. Los productos de la reaccién fueron analizados por una
nanocromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC/MS/MS) en un
QStar XL QgTOF equipado con una fuente NanoESI y un sistema Agilent capillary HPLC 1100
(resolucién de masa 10 000 y precisién de masa 5 ppm para compuestos organicos). La muestras
fueron eluidas con un gradiente que empezaba con 0.1% de acido férmico en agua para terminar

en 0.1% de &cido férmico en acetonitrilo en 25 min y con un flujo de 300 nL min™*. Estos anélisis
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de espectrometria de masas fueron llevados a cabo por la Unidad de Espectrometria de Masas y

Protedmica de la Universidad de Queen’s en Kingston, Ontario, Canada.

6. Transformacion de plaguicidas por el CYPBM3 “21B3”

La transformacidn enzimatica de los siguientes plaguicidas organoclorados y organofosforados fue
ensayada con el CYPBM3: diclorofen, linuron, pentaclorofenol, propanil, 2,4-DB, paratidn,
diclofention, clorpirifos, azinfos-metil, tribufos y cumafos. La mezcla de reaccién (1 mL) contuvo
entre 0.66 y 6.6 nM de enzima y de 85 a 200 uM de plaguicida, en 50 mM Tris-HCl pH 8 adicionado
con 10% de acetonitrilo. Las reacciones se iniciaron al agregar 10 mM H,0, y fueron detenidas 10
min después con la adicién de 1 mL de acetonitrilo, para posteriormente ser centrifugadas por 5
min a 12000 rpm. Las muestras fueron analizadas por una cromatografia de fase reversa en HPLC
equipado con una columna Cis Hypersil ODS, 5 uM (100 x 2.1 mm). Las muestras fueron eluidas
con un gradiente de 100% agua a 100% metanol a un flujo de 0.5 mL min™ a lo largo de 25 min. La
transformacion de los plaguicidas fue monitoreada por el decremento en el area del sustrato y

estimada usando una curva estandar.

6.1. Determinacion de constantes cinéticas e identificacion de productos para el diclorofen,

linuron, paration y clorpirifos.

Los parametros cinéticos para dos organoclorados (diclorofen y linuron) y dos organofosforados
(paration y clorpirifos) fueron determinados variando la concentracion de plaguicida hasta
alcanzar la saturacién. Se utilizé una concentracion de 10 mM H;0,. keat Y Km fueron calculados

usando el software EnzFitter (Biosoft, Cambridge, UK).

La mezcla de reaccion para el andlisis de los productos resultado de la transformacién de los 4
sustratos contenia: 200 uM plaguicida, 6.6 nM de CYP y 10 mM H,0; en 50 mM Tris-HCI pH 8 con
10% acetonitrilo para dar volumen final de 10 mL. Después de 10 min de reaccién, la mezcla fue
acidificada y extraida con diclorometano. La fase organica fue secada con sulfato de sodio. Los
productos de la reaccién fueron identificados por medio de una cromatografia de gases (Agilent

6890N) acoplada a un espectrometro de masas (Agilent 5973N).
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7. Incremento de cargas positivas en la superficie del CYPBM3 “21B3”

Para llevar a cabo el incremento de cargas superficiales positivas en el CYPBM3 se aminaron los

grupos carboxilo presentes en la proteina (69 Asp+Glu) utilizando etilendiamina.

Se intercambid el amortiguador Tris-HCl en el que se encuentra la enzima por un amortiguador
libre de grupos amino, 50 mM MES pH 6.7. A continuacidn, se agrega al CYP un exceso de 50 X de
etilendiamina (pH ajustado previamente a 6-7 con HCI) por cada grupo carboxilo presente en el
polipéptido. Se agregd inmediatamente después un exceso de 100 X de carbodimida. Se dejo
reaccionando por 15 min a temperatura ambiente (no controlada) con agitacidon constante para
posteriormente poner la muestra a 4°C por 16 h. Finalmente se dializé el CYP contra amortiguador
50 mM boratos pH 8 por 24 h a 4°C, con tres cambios de amortiguador. La concentracién de CYP

se midié por medio del protocolo de BCA, utilizando los reactivos de Thermo Scientific.

Para corroborar la incorporacion de grupos amino en el CYPBM3 se llevé a cabo un
isoelectroenfoque para determinar el punto isoeléctrico de la enzima. Para ello se tomd una
alicuota de la muestra y se dializé contra amortiguador 10 mM boratos pH 8 y se verificé que la
concentracién de proteina fuera >1 mg mL™2. La muestra se cargd en un gel PhastGel IEF 3-9 (GE
Healthcare Life Sciences) previamente hidratado por 24 h en una solucién con 0.25 mL Pharmalyte
3-10 (GE Healthcare Life Sciences) y 3.75 mL agua desionizada. La corrida se llevé a cabo de 0 a

500 V en un equipo PhastSystem (GE Healthcare Life Sciences).

8. Determinacion in silico de la superficie electrostatica del CYPBM3 “21B3” y las capsides

virales

La carga electrostatica de la superficie tanto del CYPBM3 como de las proteinas de cadpside de VP6,
VP1 y CCMV fue calculada por medio del programa Maestro 9.6 (Schrédinger, Inc.). Se abrid el
archivo .pdb en el software para cada proteina para posteriormente dar clic en PrepWiz y
determinar el pH. Se llevé a cabo una optimizacién del sistema. Para visualizar la carga superficial
de las proteinas se da clic en Workspace y luego en Surface para finalmente seleccionar Poisson-

Boltzman Electrostatics.
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9. Ensayos de encapsulacion del CYPBM3 “21B3” en capsides derivadas de VP6 de rotavirus

Los nanotubos de VP6 fueron desensamblados agregando a la muestra 500 mM CaCl,. El
desensamblaje procedié por 16 h a temperatura ambiente con agitacién constante. Una vez
disociada la proteina viral, se agrega una concentracidn conocida de CYP para posteriormente
inducir la formacién de nanoestructuras dializando contra amortiguador 30 mM Tris-HCI pH 8,
durante 16 h a temperatura ambiente. La encapsulacién del CYP se ensayé a diferentes relaciones
molares VP6-CYP: 1:9, 1:3, 1:1.5, 5:1; 50:1 y 100:1. La concentracidn inicial de nanotubos de VP6
para las primeras 4 relaciones molares fue de 0.43 mg mL?, mientras que para las relaciones
molares 50:1 y 100:1 fue de 0.75 mg mL™. El volumen final de estos ensayos de encapsulamiento
fue de 50 pL, por lo que se llevaron a cabo microdilisis en tubos eppendorf (1.5 mL) con un
orificio en la tapa cubierto por una membrana de didlisis de corte molecular 12 kDa (Overall,

1987).

Posteriormente se evalué la formacién de nanoestructuras por medio de una cromatografia de
filtracidn en gel en HPLC utilizando una columna Ultrahydrogel 500, 7.8x300 mm (Waters). Se usé
un flujo de 0.9 mL min® con amortiguador de corrida 30 mM Tris-HCl pH 8, durante 20 min. La
elucién de la muestra fue monitoreada a 280 nm. Se colectaron las fracciones cada minuto. A cada
fraccién se le midié actividad CYP450 utilizando como sustrato PROD (25 uM) e iniciando la
reaccién con 5 mM H,0,. El volumen final de la reaccién se llevé a cabo en 200 pL. La actividad

catalitica fue monitoreada por fluorescencia como fue explicado en la seccidn 4.2.

10. Ensayos de encapsulacion del CYPBM3 “21B3” en capsides derivadas de VP1 del

poliomavirus murino

A la proteina VP1 en forma pentamérica (en amortiguador de lisis) se le agregd una concentracién
conocida de CYP para posteriormente inducir la formacién de nanoestructuras, segun lo reportado
por Chuan (2008), dializando primero contra amortiguador de ensamblado 1 (0.5 M (NH,4)2S0,, 20
mM Tris-HCI, 5% glicerol, 1 mM CaCl,, pH 7.6) durante 15 h a 20 °C; y a continuacién en
amortiguador de ensamblado 2 (200 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, 5% glicerol, 1 mM CaCl,, pH 7.4)
por 24 h mas a 20°C. La encapsulacién del CYP se ensay6 a dos diferentes relaciones molares VP1-
CYP: 3:1y 10:1. La concentracion inicial de proteina viral fue 0.4 mg mL™. El volumen final de estos

ensayos de encapsulamiento fue de 100 uL, por lo que fueron llevados a cabo en microdialisis.
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Posteriormente se evalud la formacién de nanoestructuras por medio de una cromatografia de
filtracidon en gel utilizando una columna de 5 mL con resina Superdex 200 (GE Healthcare Life
Sciences). Se usé un flujo de 0.35 mL min? utilizando amortiguador de ensamblado 2, durante 20
min. Se utilizd un sistema de cromatografia atmosférica EconoSystem de Bio-Rad®. Se colectaron
fracciones cada minuto. A cada fraccidn se le midié tanto la concentracidon de proteina por el
método de Bradford, usando los reactivos de Bio-Rad®; como la actividad CYP450 utilizando como
sustrato PROD (25 uM) e iniciando la reacciéon con 5 mM H,0,. El volumen final de la reaccidn se
llevd a cabo en 200 pL. La actividad catalitica fue monitoreada por fluorescencia como fue

explicado en la seccién 4.2.

Se siguid el mismo protocolo antes detallado para llevar a cabo el ensamblaje de capsides de VP1,
pero ahora utilizando el CYP modificado positivamente, ensayando las siguientes relaciones
molares VP1-CYP: 3:1, 5:1 y 10:1. La concentracidn de proteina viral se mantuvo constante (0.3 mg

mL1).

Al finalizar el ensamblaje, cada una de las muestras se cargd en un filtro para centrifuga Amicon
Ultra (0.5 mL) con una membrana de corte de 100 kDa (Merck Millipore) y fue centrifugada por 5
min a 7000 x g a 4 °C. La muestra fue lavada 5 veces con amortiguador de ensamblaje 2 para
eliminar el CYP libre y proteina VP1 desensamblada. Finalmente la muestra se concentré a un
volumen de 100 pL. Se midié la actividad catalitica de cada una de las muestras (60 uL) utilizando
como sustrato PROD (25 uM) e iniciando la reaccién con 5 mM H,0,. El volumen final de la
reaccion se llevd a cabo en 200 pL. La actividad catalitica fue monitoreada por fluorescencia como

fue explicado en la seccion 4.2.

Se llevé a cabo el mismo procedimiento explicado en el parrafo anterior, pero se disminuyé la
concentracién de sulfato de amonio en el amortiguador de ensamblado 1 a 0.1M. Las relaciones
molares VP1-CYP ensayadas para estos encapsulamientos fueron: 1:1, 2:1 y 5:1. Se midié la
actividad catalitica de cada una de las muestras (60 pL) utilizando como sustrato PROD (25 uM) e

iniciando la reaccién con 5 mM H,0..

Finalmente se repitid el encapsulamiento con la relaciones molares VP1-CYP 3:1, 5:1 (0.5 M

(NH4)2S04) y 1:1 (0.1 M (NH4)2S04). Después de los procesos de didlisis, se purificaron las muestras
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por una ultracentrifugacion en una solucion de cloruro de cesio al 35.3% (M =2.098, 6 =1.26 g
cm?). La ultracentrifugacion se llevo a cabo utilizando un rotor SW50.1 a 45 000 rpm (243 356 x g)
por 16 h a 4 °C. Postreiormente las bandas se extrajeron del tubo de centrifuga por medio de una
jeringa. Las muestras se dializaron contra amortiguador de ensamblado 2 para eliminar el cloruro
de cesio, y fueron concentradas a un volumen final de 100 uL por centricdn 100 kDa. Se midid la
actividad catalitica de cada una de las muestras (60 uL) utilizando como sustrato PROD (25 uM) e
iniciando la reaccién con 5 mM H;0,. Los 40 pL restantes fueron precipitados con 10 % acido
tricloroacético por 16 h, se centrifugaron las muestras a 14000 rpm durante 30 min. Finalmente,
se descartd el sobrenadante y se resuspendid el pellet en 5 uL de 100 mM Tris-HCI pH 11. Las
muestras se cargaron en un gel SDS-PAGE al 12%, se corrio el gel a 15 mA y se tifiié con nitrato de

plata.

11. Encapsulacion del CYPBM3 “21B3” en capsides derivadas de CCMV

Las capsides vacias del CCMV, a una concentracién de 1 mg mL?, fueron desensambladas por
didlisis contra amortiguador de desensamblaje (20 mM Tris-HCIl, 1 M NaCl pH 7.2) por 48 h a 4 °C.
Una vez disociada la proteina del CCMV se agrega una concentraciéon conocida de CYP para
posteriormente inducir la formacién de capsides del CCMV en el siguiente amortiguador: 50 mM
Tris-HCI, 50 mM NaCl, 10 mM KCI, 5 mM MgCl,, pH 7.2. La didlisis se llevd cabo por 16 ha 4 °C. La
encapsulacién del CYP se ensayo a tres diferentes relaciones molares CCMV-CYP: 4:1, 12:1y 20:1.
Para todos los casos la concentracidon de enzima se mantuvo constante (2.25 uM). El volumen final
de estos ensayos de encapsulamiento fue de 50 L, por lo que se llevaron a cabo microdialisis. La
determinacidon de la concentracién de proteina para el CCMV se lleva a cabo midiendo la

absorbancia a 280 nm, utilizando la siguiente ecuacion:

CCMVyyg i1 = (AbS50)(1197.7) — 24.032

La formacién de capsides con enzima asociada fue evaluada por medio de una electroforesis en gel
de agarosa al 1% utilizando el siguiente amortiguador de corrida: 0.1 M acetato de sodio, 1 mM
EDTA, pH6. Una alicuota (10 uL) de cada ensayo de encapsulacion fue mezclada con 3 uL de

glicerol al 100% y cargada en el gel. Las muestras se corrieron a 4 °C por 3 h a 65 V para
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posteriormente tefiir el gel con InstantBlue (Expedeon) por 1 h. El gel se dejo destifiiendo en agua

por 16 h para mejorar la visualizacién de las bandas.

Para la caracterizacion de las VLPs con CYP en su interior se llevd a cabo el encapsulamiento en un
volumen de reacciéon final de 300 pL usando la relacidn molar CCMV-CYP 12:1. Se usé una
concentracién de CCMV igual a 27 pM y una concentracidon de CYPBM3 igual a 2.25 uM. El proceso
de formacién de capsides se llevé a cabo como fue descrito anteriormente. Al finalizar el
ensamblaje, la muestra se cargd en un filtro para centrifuga Amicon Ultra (0.5 mL) con una
membrana de corte de 100 kDa (Merck Millipore) y fue centrifugada por 5 mina 7000 xga 4 °C. La
muestra fue lavada 5 veces con amortiguador de ensamblaje para remover el CYP libre y proteina
del CCMV desensamblada. Finalmente la muestra se concentré a un volumen de 50 pL. Una
alicuota del encapsulado (5 pL) fue cargada en un gel SDS-PAGE al 12% para verificar la integridad
de ambas proteinas, CCMV y CYP; asi como para estimar por densitometria la cantidad de CYP
encapsulado por capside de CCMV. La curva de calibracidon se construydé cargando en el gel de
acrilamida distintas concentraciones conocidas de CCMV (1, 5y 10 pg) y CYPBM3 (0.1, 0.25, 0.5y 1

pg). Se tomo en cuenta que en promedio cada capside esta compuesta por 180 subunidades (T=3).

El diametro promedio de las VLPs CCMV-CYP fue determinado midiendo el tamafio de las capsides
en las fotografias tomadas por el TEM por medio del software ImageJ (U.S. National Institutes of
Health). El diametro para cada capside fue calculado como la media geométrica de dos mediciones

ortogonales.

11.1 Medicion de actividad en particulas pseudovirales CCMV-CYP

La determinacién de la actividad catalitica de las capsides del CCMV con CYP en su interior se
realizd utilizando al tamoxifen como sustrato. La mezcla de reaccion (0.1 mL) contenia 140 uM
tamoxifen y alrededor de 58 picomoles de CYP encapsulado en amortiguador 100 mM fosfato de
potasio (pH 7.4) adicionado con 2 mM &acido ascdrbico. Esta mezcla se dejé incubando en agitacion
constante por 10 min antes de iniciar la reaccién con 5 mM H,0,. La reaccion se llevd a cabo por
30 min a 25 °C para finalmente ser detenida al agregar 10 pL de acido acético. La muestra fue

centrifugada y analizada por HPLC como se describio previamente.
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12. Encapsulacion del CYPBM3 “21B3” en capsides derivadas del bacteriéfago P22

12.1. Clonacidn del gen CYPBM3 en el vector pETDuet+SP+CP P22.

Se disefaron los siguientes oligonucledtidos para amplificar el gen que codifica para el CYPBM3
con la insercion de los sitios de restriccion Ncol y BamHI, para permitir la posterior ligacidn del gen
en el vector pETDuet. Los oligos fueron sintetizados por Eurofins MWG Operon (Huntsville, AL,

USA).

CYPNcolfw 5’ AAAAATCATGCCATGGCAATTAAAGAAATGCCT 3’
CYPBamH1Reverse 5" AAAAAAGCGGGATCCAGTGCTAGGTGAAGGAA 3’

Se llevd a cabo una reaccion de PCR utilizando como templado el pldsmido pCWori CYPBM3, 10
picomolas de cada oligo y Pfu Ultra DNA polimerasa (Agilent Technologies). La reaccion de

amplificacidn se llevé a cabo bajo el siguiente programa:

Temperatura Tiempo No. Ciclos
95°C 5 1
95°C 30”
55°C 30” 35
68 °C 2
68 °C 5
10°C oo

Se comprobd la amplificacion del gen (<1400 pb) por medio de una electroforesis en gel de
agarosa al 1% utilizando TAE como amortiguador de corrida. Se utilizé un voltaje de 100 V durante

25 min.

La reaccién de PCR se digirié con 1 pL de Dpnl (New England Biolabs) por 2 h a 37 °C para eliminar
el plasmido parental. A continuacidn se limpid la reaccion utilizando MinElute Reaction Cleanup Kit

(Qiagen) y se resuspendio el DNA en 40 puL de agua grado mQ.

El producto de PCR fue digerido con 40 unidades de las enzimas de restriccién Ncol y BamHI (New
England Biolabs) en el amortiguador indicado por el proveedor (Amortiguador 4). El volumen total

de la reaccidn se llevd a 50 plL y se incubd a 37 °C por 16 h. El plasmido pETDuet que contiene el
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gen del fragmento de la proteina de andamiaje, SPi41-303, ¥ la proteina de capa del bacteriéfago
P22, se digirié de la misma manera que el producto de PCR explicado anteriormente. La digestion
se corrié en un gel de agarosa al 1% en amortiguador TAE. Se cortd la banda correspondiente al
vector linearizado y se hizo la extraccion de DNA del gel de agarosa utilizando QlAquick gel

extraction kit (Qiagen).

A continuacién se llevé a cabo la ligacidn entre el producto de PCR que codifica para el gen del
CYPBM3 vy el vector linearizado pETDuet+SP+CP P22 utilizando la enzima T4-DNA ligasa (New
England Biolabs) incubando a temperatura ambiente durante 6 h. Se tomd 1 uL de la ligacidn para
transformar 25 plL de células electrocompetentes 10G (Lucigen). Se plaqueron 250 pL de células
transformadas en una caja de LB con ampicilina y se dejo crecer por 16 h a 37 °C. Se verificé al
presencia de inserto (gen CYPBM3) para 16 colonias por una reacciéon de PCR de colonia con los
oligonucledtidos CYPNcolfw y CYPBamH1Reverse, siguiendo el mismo programa de PCR antes

reportado.

Finalmente se pusieron a crecer 3 clonas al azar (con inserto previamente verificado) para purificar
plasmido por lisis alcalina utilizando soluciones y columnas de Qiagen (QlAprep Spin Miniprep kit).
Los plasmidos se mandaron a secuenciar a Eurofins MWG Operon (Huntsville, AL, USA) y se
comprobd la incorporacion correcta del gen CYPBM3 en el vector pETDuet en fase con la proteina

de andamiaje dando como resultado el plasmido pETDuet CYP-SP + CP P22.

12.2. Clonacidn del gen CYPBM3-SP en el vector pBAD.

Para clonar el gen del citocromo fusionado al gen de la proteina de andamiaje (CYP-SP) en el
vector pBAD, se digirid el pldsmido pETDuet CYP-SP + CP P22 con 30 unidades de las enzimas de
restriccion Ncol y Sacl (New England Biolabs) a 37 °C durante 3 h. Se limpi6 la reaccién utilizando
MinElute Reaction Cleanup Kit (Qiagen) y se resuspendié el DNA en 30 plL de agua grado mQ.
Posteriormente se incubd la muestra con 2.5 unidades de fosfatasa antartica (New England
Biolabs) por 16 h a 37 °C en un volumen final de 30 L, con el fin de defosfatar el vector pETDuet,
aun presente en la mezcla, y asi evitar su recircularizacion. Se llevé a cabo la inactivacién de la

enzima a 65 °C durante 30 min.
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El plasmido pBAD se digirié también con 30 unidades de las enzimas de restriccion Ncol y Sacl
(New England Biolabs) a 37 °C durante 3 h. La digestidén se corrié en un gel de agarosa al 1% en
amortiguador TAE. Se cortd la banda correspondiente al vector linearizado y se hizo la extraccion

de DNA del gel de agarosa utilizando QlAquick gel extraction kit (Qiagen).

A continuacion se llevé a cabo la ligacidon entre el gen CYP-SP y el vector linearizado pBAD
utilizando la enzima T4-DNA ligasa (New England Biolabs) incubando a temperatura ambiente
durante 6 h. Se tomé 1 uL de la ligacién para transformar 25 pL de células electrocompetentes
10G (Lucigen). Se plaqueron 250 uL de células transformadas en una caja de LB con ampicilina y se
dejé crecer por 16 h a 37 °C. Se verificd la presencia de la construccién CYP-SP para 8 colonias por
una reaccién de PCR de colonia con los oligonucledtidos CYPNcolfw y CYPBamH1Reverse,

siguiendo el mismo programa de PCR antes reportado.

Finalmente se pusieron a crecer 2 clonas al azar (con inserto previamente verificado) para purificar
plasmido por lisis alcalina utilizando soluciones y columnas de Qiagen (QlAprep Spin Miniprep kit).
Los plasmidos se mandaron a secuenciar a Eurofins MWG Operon (Huntsville, AL, USA) y se
comprobd la incorporacion correcta del gen CYP-SP en el vector pBAD, dando como resultado el

plasmido pBAD CYP-SP.

12.3. Expresion simultdnea del CYPBM3-SP y CP P22

El pldasmido pETDuet CYP-SP + CP P22 (105 ng) fue transformado en 25 pL de células
electrocompetentes BL21 (Lucigen). Al final de 1 hora de recuperacion, 20 pL de células fueron

plagueadas en cajas de LB con ampicilina y crecidas por 16 h a 37 °C.

Se siguieron dos esquemas de induccién. Para el primero de ellos, se tomaron 2 mL de un
precultivo de la cepa transformada para inocular un cultivo de 250 mL de medio TB (Terrific Broth)
con Amp adicionado con 0.5 mM de Tiamina y elementos traza. Se dejo crecer a 37 °C a 180 rpm
hasta alcanzar una ODgy=0.8. En este punto se indujo con 0.5 mM de IPTG y se afiadié 1 mM de
acido aminolevulinico. Se dejd crecer el cultivo por 5 h mas a 30 °C a 135 rpm. Para el segundo
esquema, se tomaron 2 mL de un precultivo de la cepa transformada para inocular un cultivo de

250 mL de medio TB (Terrific Broth) con Amp adicionado con 0.5 mM de Tiamina y elementos
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traza. Se dejo crecer a 37 °C por 7 h a 150 rpm. En este punto se indujo con 0.5 mM de IPTG y se

anadié 1 mM de acido aminolevulinico. Se dejoé crecer el cultivo por 15 h mds a 30 °C a 135 rpm.

Al término de la induccién los cultivos se centrifugaron en frio a 3840 x g por 10 min, se
resuspendieron las células en amortiguador de lisis (50 mM Na;HPQO,, 100 mM NaCl, pH 7.6) y se

sonicd la muestra. Se centrifugd a 12000 x g por 30 min a 4 °Cy se recuperé el sobrenadante.

12.4. Expresion diferencial del CYPBM3-SPy CP P22

Se electroporaron los plasmidos pBAD CYP-SP y pRSF CP (30 ng de cada uno) en 25 uL de células
competentes BL21 (Lucigen). Al final de 1 hora de recuperacion, 20 uL de células fueron

plagueadas en cajas de LB con ampicilina y kanamicina y fueron crecidas por 16 h a 37 °C.

Se expresd primero la proteina del CYP-SP para posteriormente expresar la proteina de capa CP.
Se siguieron dos esquemas con distintas concentraciones de inductor. Se llevé a cabo 1 L de
cultivo distribuido en 4 matraces con 250 mL cada uno. Se tomaron 2.5 mL de un precultivo de la
cepa transformada para inocular cada cultivo de 250 mL de medio TB (Terrific Broth) con Amp y
Km adicionado con 0.5 mM de Tiamina y elementos traza. Se dejo crecer a 35 °C a 150 rpm
durante 7 h. En este punto se indujo la expresion del CYP-SP con 0.2% L-arabinosa y se afiadié 1
mM de 4cido aminolevulinico. Se dejaron crecer los cultivos por 16 h mas a 30 °C a 120 rpm.
Posteriormente se indujo la expresién de la CP adicionando 0.5 mM de IPTG y se crecieron los
cultivos por 3 h mds a 30 °C y 150 rpm. Para el segundo esquema de induccion se realizé la
expresion diferencial como se explicd anteriormente, pero se utiliz6 0.125% L-arabinosa y 0.3 mM

IPTG para inducir los cultivos.
Al término de la induccién los cultivos se centrifugaron en frio a 3840 x g por 10 min, se

resuspendieron las células en amortiguador de lisis (50 mM Na;HPOQO,, 100 mM NaCl, pH 7.6) y se

sonicé la muestra. Se centrifugdé a 12000 x g por 30 min a 4 °Cy se recuperd el sobrenadante.
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12.5. Purificacion de cdpsides P22

Para la purificacion de las capsides del P22 se ultracentrifugé el sobrenadante (~20 mL por cada

250 mL cultivo), proveniente de la lisis de células, utilizando un colchdn de sacarosa al 35% (5 mL)
preparado en amortiguador PBS (50 mM Na;HPO4, 25 mM NaCl, pH 7). La ultracentrifugacién se
llevé a cabo a 215041 x g (45 000 rpm) durante 50 min a 4 °C utilizando un rotor F50L-8X39
FiberLite Piramoon Technologies, Inc. (Sorvall WX Ultra 80, Thermos Scientific). Se eliminé el

sobrenadante y se resuspendié el pellet en amortiguador PBS (~2.5 mL) utilizando agitacién leve y

constante a 4 °C.

Posteriormente la muestra se centrifugd a 12000 x g por 15 min a 4 °C (remocion de agregados) y
se cargd en una columna de filtracién en gel HiPrep 16/60 Sefacril S-500 HR (GE Healthcare)
utilizando un flujo de 1 mL min™* de amortiguador PBS. La cromatografia tuvo una duracién de 100
min. Las fracciones correspondientes a la elucién de las capsides correctamente ensambladas (con
un pico maximo alrededor de los 65 min) fueron colectadas y posteriormente concentradas por
medio de una ultracentrifugacién (sin colchén de sacarosa) a 45 000 rpm durante 50 min a 4 °C. Se
elimind el sobrenadante y se resuspendié el pellet de capsides en 100 mM Tris-HCI pH 8 utilizando

agitacion leve y constante a 4 °C.

El tamano de las capsides (radio hidrodindmico), la polidispersién de la muestra y la masa absoluta
de las cépsides fue determinado por medio de una cromatografia de filtracion en gel en HPLC,
acoplado a los detectores UV-vis (Agilent), ldser multidngulo de dispersion de luz (MALS) Wyatt
HELEQS, indice de refraccién (RI) Optilab rEX y dispersidn cuasielastica de luz (QELS). Se inyectaron
25 pL de encapsulado P22-CYP en una columna de filtracion en gel WTC-0200S (Wyatt
Technologies) utilizando un flujo de 0.7 mL min? a lo largo de 25 min en amortiguador 50 mM
Na;HPO,, 100 mM NaCl, 200 ppm azida de sodio, pH 7.2. La muestra debe de estar a una

concentracion aproximada de 1 mg mL™ (g280=1.45 mgmL cm™).

12.6. Numero y concentracion de CYP-SP por cdpside P22

El nimero de enzimas por capside fue calculado utilizando la siguiente ecuacion:
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Mcépside+CYP.SP - Mcépside

CYP. SPpor capside — Meypsp

Donde Mcspsige+cvr.se = Masa absoluta de la capside con enzima encapsulada (valor determinado
experimentalmente por HPLC-MALS-RI). Mcspside = 46.6 kDa x 420 subunidades = 19572 kDa. Mcyp.sp
= 71.5 kDa (calculado tedricamente con el programa Serial Cloner 2.6, Franck Perez, SerialBasics).

Usando el nimero de enzimas por capside se pudo calcular la concentracién de CYP-SP en la

muestra de la siguiente manera (Patterson, 2012. Informacién suplementaria):

Ar = Acp + Acyp.sp

Donde Ar es la absorbancia total de la muestra a 280 nm, Acp es la contribucién de la absorbancia
de la proteina de capa y Acvrsp €s la contribucidn de la absorbancia del CYPBM3 fusionado a la
proteina de andamiaje. Para medir la absorbancia total de la muestra se desnaturalizé una alicuota
del encapsulado P22-CYP en amortiguador PBS con 6 M cloruro de guanidina y 1 mM pB-

mercaptoetanol, después de 5 min de incubacidn se registra la Abszso.

La ecuacién anterior puede ser reescrita de acuerdo a la Ley de Lambert-Beer como:

Ar = Cepecpl + Ceypspécyp.spl

Donde Ccp y Cevpse SOn las concentraciones de proteina para CP y CYP-SP respectivamente; € se
refiere a los coeficientes de extincion para cada una de las proteinas, €250 cp = 44920 Mlcm™ y €50
cvesp = 52830 Mlem™? (calculados teéricamente con el programa ProtParam, Gasteiger, 2005); y [
es la distancia que recorre la luz a través de la celda (en este caso = 1 cm).

A continuacion se puso la ecuacién en términos de una sola variable, Ccyp_sp, utilizando la relacidn
entre el nimero de CP y el nimero de CYP-SP por cdpside. Ejemplo (suponiendo que se

encapsularon 109.7 CYP-SP por cépside):

420 CP: 109.7 CYP-SP 420/109.7= 3.8
Cep = 3-8(CCYP.SP)

A = 3.8Ccypspécpl + CeypspEcypspl
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Finalmente se calcula la concentracion de CYP-SP en la muestra sustituyendo en la ecuacién el
valor de las constantes € y [, asi como el valor calculado experimentalmente para la absorbancia

total.

12.7. Determinacion de pardmetros cinéticos para las particulas pseudovirales P22-CYP

Se determinaron las constantes cataliticas (aparentes), ket Y Kv, para el CYP encapsulado en P22y
el CYP libre utilizando como sustrato tanto el 2,6-DMP como el H,0,. Para calcular los pardametros
cinéticos utilizando al 2,6-DMP como sustrato se construyeron dos curvas con dos concentraciones
de perdéxido de hidrégeno diferentes, 5 mM y 60 mM. Las reacciones se llevaron a cabo en 0.1 mL
(50 mM Tris-HCI pH 8) con las siguientes concentraciones de fenol: 10, 25, 50, 125, 250 y 500 pM.
La reaccién se inicié al agregar 5 mM o 60 mM de H,0,. La cantidad de enzima encapsulada
utilizada fue 42.9 picomoles (ensayos con 5 mM H;0,) y 21.45 picomoles (ensayos con 60 mM
H,0,); la cantidad de proteina fue determinada por el ensayo de concentracidn por unién a CO,
especifico para CYP450. La actividad catalitica fue monitoreada espectrofotométricamente a 468
nm (g468 = 14800 Mcm™) usando un espectrofotémetro Agilent 8453 UV-vis. Las constantes

cataliticas se obtuvieron por medio del programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc.).

Para la determinacion de parametros cinéticos utilizando al CYP libre se utilizd una cantidad de
enzima igual a 27.3 picomoles (ensayos con 5 mM H,0,) y 15 picomoles (ensayos con 60 mM

H.0).

En cuanto a la determinacién de los parametros cinéticos utilizando al H,0, como sustrato se
utilizé una concentracién fija de 2,6-DMP igual a 500 UM para los ensayos de actividad. Las
reacciones se llevaron a cabo en 0.1 mL (50 mM Tris-HCI pH 8) con las siguientes concentraciones
de peréxido: 1, 2, 5, 10, 20, 40 y 60 mM. La reacciéon se inicié al agregar la cantidad
correspondiente de H,0,. La cantidad de enzima encapsulada utilizada fue 42.9 y 21.45 picomoles;
la cantidad de proteina fue determinada por el ensayo de concentracidon por uniéon a CO,
especifico para CYP450. La actividad catalitica fue monitoreada espectrofotométricamente a 468
nm (g468 = 14800 Mcm™) usando un espectrofotémetro Agilent 8453 UV-vis. Las constantes

cataliticas se obtuvieron por medio del programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc.).
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Para la determinacion de parametros cinéticos utilizando al CYP libre se utilizd una cantidad de

enzima igual a 30 y 15 picomoles.

Para determinar la integridad de las particulas pseudovirales P22-CYP ante la presencia de 5 y 60
mM de H,0,, se incubaron 115 pg de particulas disueltas en 100 pL (100 mM Tris-HCI pH 8) con las
concentraciones de peréxido de hidréogeno antes mencionadas durante 5 min. Posteriormente el

diametro de las cdpsides fueron monitoreadas por dispersién dindmica de luz durante 4 min.

12.8. Estabilidad a la temperatura de las particulas pseudovirales P22-CYP

Se determind la estabilidad del CYP encapsulado y la enzima libre midiendo el porcentaje de

retencidn de actividad a distintos tiempos al incubar la proteina a 40 y 50 °C en un bafio de agua.

Los tiempos de incubacion para cada una de las temperaturas fueron 0, 5, 10, 15 y 30 min. Al cabo
de cada tiempo se sacd una alicuota de la muestra, se centrifugd por 1 min a 16 000 x g y se dejé
reposar por 10 min para atemperar la muestra antes de medir la actividad. La actividad catalitica
se midié en un volumen final de 0.1 mL en amortiguador 100 mM Tris-HCI pH 8 utilizando como

sustrato 500 uM 2,6-DMP e iniciando la reaccion con 5 mM H,0..

12.9. Perfil de actividad pH y estabilidad a pH dcido de las particulas pseudovirales P22-
CYp

Para determinar el perfil de actividad a distintos valores de pH para la enzima encapsulada y libre
se midié la actividad catalitica a los siguientes pHs: 5 (100 mM acetato de sodio), 6 (100 mM
fosfato de potasio), 7, 8 y 9 (100 mM Tris-HCl), 10 (100 mM boratos). La actividad catalitica se
midié en un volumen final de 0.1 mL utilizando como sustrato 500 uM 2,6-DMP e iniciando la

reaccién con 5 mM H,0,.

Se determind la estabilidad del CYP encapsulado y la enzima libre a pH acido (pH 5 y 6) midiendo el
porcentaje de retencion de actividad al incubar la proteina a pH 5 y pH 6. Se incubd la muestra (a

temperatura ambiente) por 1 y 16 h en amortiguador 100 mM acetato de sodio para pH 5y
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amortiguador 100 mM fosfato de potasio para pH 6. Al cabo de cada tiempo se sacd una alicuota
de la muestra y se centrifugd por 3 min a 16 000 x g. La actividad catalitica se midié en un volumen
final de 0.1 mL en amortiguador 100 mM Tris-HCI pH 8 utilizando como sustrato 500 uM 2,6-DMP

e iniciando la reaccion con 5 mM H-0..

12.10. Estabilidad de las particulas pseudovirales P22-CYP a la degradacion por proteasas

Para los ensayos de protedlisis, la enzima encapsulada y libre, se trataron con 10 U de tripsina por
mg de proteina, incubando por 1y 20 h a temperatura ambiente. Al cabo de cada tiempo se sacé
una alicuota de la muestra y se midid la actividad residual en amortiguador 100 mM Tris-HCI pH 8

utilizando como sustrato 500 uM 2,6-DMP e iniciando la reaccién con 5 mM H,0..

12.11. Determinacion de dtomos de hierro en CYP-SP por ICP-MS

Se determind la cantidad de hierro y azufre en una muestra de particulas pseudovirales P22-CYP,
por medio de una espectrometria de masas con fuente de plasma acoplado inductivamente (ICP-
MS, por sus siglas en inglés), con el fin de calcular el nimero de CYPBM3 con hemo incorporado en
la estructura. El azufre se utiliza como referencia para calcular el nimero de capsides por litro en
la muestra. El nUmero de azufres por capside es igual a 8401 (23 S por cada CYP-SP y 14 S por cada
CP).

Teniendo en cuenta que el limite de deteccién parael Feesde 0.03 mgLtyeldel Sesde 0.1 mgL
1 se utilizaron 21.6 mg de encapsulado P22-CYP para estar por arriba del limite de deteccién para
ambos atomos. La muestra fue incubada en acido nitrico concentrado por 16 h a 70 °C, una vez
solubilizada, la muestra se lleva a un volumen final de 50 mL alcanzando una concentracién final
del 5% HNOs en agua mQ. Se prepard también, como control, una muestra con la misma cantidad
de amortiguador en el que viene disuelta la proteina, se llevd a un volumen final de 50 mL a una
concentracién final del 5% HNOs; en agua mQ. Las muestras se mandaron analizar a Energy

Laboratories, Inc. (Billings, MT, EUA).
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13. Molaridad de confinamiento y porcentaje de ocupacion de la capside (CCMV y P22)

La concentracidn de enzima dentro de la capside, molaridad de confinamiento, se calculd

aplicando la siguiente ecuacion:

(Enzimas ipsi )( 1 mol )
por capsideJ\6.022x102% ¢ zimas

Meons = - -
conf Volimen internogspsige

El volumen interno de la cédpside de CCMV es 4.7x102 L (4711 nm?3) con un finemo= 10.4 nm;

mientras que para el P22 es 5.8x10°%° L (58000 nm?3) con un finterno= 24 nm.
El porcentaje de ocupacion de la cdpside por la enzima se determind de la siguiente manera:

Enzimas spsi Volumen,
( por capstde)( CYP) x 100

% Ocupacién = "
Volumen internocspsiqe

El volumen del CYPBMS3, 150.5 nm?3, fue calculado obteniendo el radio promedio de la proteina

(3.3 nm) con la ayuda del software Maestro 9.6 (Schrodinger, Inc.).

14. Analisis de VLPs por microscopio electronico de transmision.

Se depositaron 6 pL de muestra (alrededor de 100 pug mL?) en una rejilla de cobre cubierta de

Formvar (Electron Microscopy Science). Después de 1 min, se removi6 el liquido remanente con un

papel filtro Whatman. Se agregaron 6 ulL de acetato de uranilo al 2% a la rejilla, después de 1 min

se removio el exceso de agente de contraste con papel filtro. Las muestras fueron vistas con un

microscopio electrénico de transmision JEOL JEM-2010 operado a 200 keV y equipado con una

camara digital BioScan 600-W 1x1K montada en la parte superior.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Expresiony purificacion del CYPBMS3 “21B3”

El CYP fue expresado de manera heterdloga en E. coli y purificado por cromatografia de afinidad,

aprovechando el tag de histidinas presente en el carboxilo terminal de la proteina.

Como se puede observar en el gel de acrilamida, se logré obtener al CYP con un alto grado de
pureza (93%), siendo la banda mayoritaria de alrededor de 55 kDa la que corresponde al peso
molecular del dominio hemo del CYPBM3 (Fig. 13). En total se lograron obtener alrededor de 5 mg

de CYP puro a partir de un cultivo de 100 mL (50 mg LY.

Figura 13. CYPBM3 “21B3” (55 kDa) purificado por cromatografia de afinidad. Gel SDS-PAGE (12%) con tincion de
Coomasie.

La cromatografia de afinidad nos permitid en un solo paso la purificacion del CYPBM3, siendo la
cantidad de enzima producida mds que suficiente para llevar a cabo los experimentos posteriores
de encapsulacidon en proteina viral. EIl CYP producido es soluble y puede ser conservado por un

largo periodo de tiempo a -20° C en presencia de 10% de glicerol.

2. Expresion y purificacion de la proteina viral VP1

La expresion de la proteina de cdpside viral VP1 de Poliomavirus murino se llevd a cabo
heterdlogamente en E. coli. La proteina expresada se produce como una proteina de fusiéon GST-
VP1 con la finalidad de facilitar su purificacion. Una vez purificada la fusion, se digiere la muestra
con trombina y se incuba nuevamente con la resina glutation sefarosa para obtener VP1 de forma

libre (Fig. 14). Con este método se logrd simplificar el proceso de obtencién de VP1 y remover
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practicamente toda la GST, uno de los contaminantes mds abundantes en la purificacion de la

proteina viral.

Figura 14. VP1 del poliomavirus murino (42.5 kDa) purificado por cromatografia de afinidad. Se observan bandas de
degradacion. Gel SDS-PAGE (12%) con tincion InstantBlue.

Al final del proceso de purificacidon se obtuvo VP1 con una pureza del 72%. En total se lograron
obtener alrededor de 0.7 mg de VP1 pura a partir de un cultivo de 100 mL (7 mg L. Es importante
gue inmediatamente después de la purificacién se congelen las muestras a -20 °C o se proceda al
ensamblaje de las VLPs ya que la proteina se proteolisa rapidamente, generando una banda

caracteristica de alrededor de 36 kDa visible en la Fig. 14 (Stubenrauch, 2000).

3. Sustratos alternos para la evaluacion de la actividad del CYPBM3 “21B3”

De manera natural la reaccion que cataliza el CYPBM3 es la hidroxilacion de cadenas de acidos
grasos; sin embargo, la medicién de la actividad con estos compuestos es complicada ya que la
deteccion de los productos de transformacion requiere de metodologias como el HPLC y la
cromatografia de gases que consumen una gran cantidad de tiempo. Es por ello que se hizo una
busqueda de sustratos alternos que pudiera transformar la enzima y cuyo producto fuera

facilmente detectable, ya sea por espectrofotometria UV/vis o por fluorescencia.

Se midié la actividad del CYPBM3 “21B3” con cuatro 7-alcoxiresorufinas; metoxiresorufina
(MROD), etoxiresorufina (EROD), pentoxiresorufina (PROD) y benzilresorufina (BROD), sustratos
comunes para los CYP450 y cuyo producto, resorufina, es fluorescente. Se encontré actividad
significativa para dos de estos sustratos: PROD y BROD con actividades especificas de 0.00174
(+0.0003) y 0.000031 (+7.9x107) pumoles umoles® CYP min? respectivamente (Experimentos

llevados a cabo por la Biél. Sandra Hernandez del laboratorio del Dr. Javier Espinosa) (Fig. 15A). La
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importancia de contar con un sustrato fluorescente radica en que este tipo de ensayos son
altamente sensibles, ya que se pueden detectar cantidades muy pequefias de producto; en
particular, la resorufina es un compuesto que produce una gran cantidad de fluorescencia a
longitudes de onda altas, por lo que se disminuye la interferencia que puedan generar otros
compuestos presentes en el ensayo. Se llevd a cabo la determinacidn de los pardmetros cinéticos

para el PROD encontrando una ket = 0.0012 (+0.00024) min™ y una Ky = 1.37 (£0.12) uM.

Por otro lado, se evalud la actividad del CYPBM3 con tres diferentes fenoles que pueden ser
transformados por peroxidasas y cuyos productos de reaccién pueden ser detectados
espectrofotométricamente: 2,6-dimetoxifenol (2,6-DMP), 2-metoxifenol y p-nitrofenol (p-NO3). El
2,6-dimetoxifenol fue el Unico sustrato que pudo ser oxidado por el CYPBM3. El producto de la
reaccién da como resultado un dimero del 2,6-DMP (3,3,5,5-tetrametoxi bifenil-4,4-diol), que se
formé por la unién de dos radicales fenoxilo generados por la oxidacién de un electrén (Adelakun,
2012) (Fig. 15B). Este acoplamiento de fenoles, tipica de peroxidasas, es una reaccion que ha sido
descrita para algunos CYP450 (Mansuy, 1998). Se llevd a cabo la determinacién de los parametros
cinéticos para este compuesto, encontrando una ket = 143.6 (#4.6) min y una Ky = 24.9 (+3.3)

nM.

Figura 15. Transformacion de compuestos alternos por el CYPBM3 “21B3”. A) Reaccion con PROD. B) Reaccion con 2,6

DMP.

El ensayo espectrofotométrico utilizando al 2,6-DMP como sustrato, presenta una ventaja

fundamental comparado con el Unico otro ensayo colorimétrico reportado para el CYPBM3
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(Schwaneberg, 1999), ya que el compuesto a transformar estd disponible comercialmente, a
diferencia del &acido p-nitrofenoxicarboxilico (pNCA) que tiene que ser sintetizado en el
laboratorio; cabe resaltar que las actividades cataliticas para el 2,6-DMP y pNCA, se encuentran en

el mismo orden de magnitud (pNCA = 430 min™! utilizando 10 mM H,0,; Cirino, 2003).

La facil obtencion de los sustratos y deteccion de los productos de las reacciones enzimaticas de
ambos sustratos con el CYPBM3; asi como la capacidad de la enzima mutante para utilizar el
perdxido de hidrogeno como la fuente donadora de oxigeno, han generado ensayos altamente
practicos para la deteccion de actividad para este CYP, que seran Utiles para la determinacidn de
actividad en las particulas pseudovirales. Estos sustratos son los suficientemente pequeios
(didmetro cinético 2,6-DMP = 7.5 A; PROD = 6.8 A) para entrar por los poros de las capsides virales

utilizadas en el proyecto.

De aqui en adelante se decidié trabajar a una concentracion de 5 mM de H,0,, a pesar de estar
por debajo de la Ky reportada para la mutante 21B3. La vida media del CYPBM3 en saturacién de
perdxido de hidrégeno (60 mM) es muy baja por lo que la medicién de los pardmetros cinéticos a
esta concentracion no es confiable. A5 mM de peroxido se asegura la integridad del CYP y de la

capside viral por el tiempo necesario que toma la medicién de la actividad enzimatica.

4. Transformacion de profarmacos anticancerigenos por el CYPBM3 “21B3”

Se evalud la capacidad del CYP para transformar una serie de profarmacos anticancerigenos, con el
fin de proponer un uso practico a las particulas pseudovirales con CYP en su interior bajo el
contexto de la terapia de activacion de profarmacos por medio de enzimas. Los seis profarmacos
utilizados fueron seleccionados en base a reportes previos de CYP humanos con la capacidad de
transformar estos medicamentos (Huttunen, 2008; McFadyen, 2004): tamoxifen, ifosfamida,
ciclofosfamida, tegafur, dacarbazina y resveratrol. De los sustratos ensayados, Unicamente el

tamoxifen y el resveratrol fueron transformados por el CYP (Anexo 3).
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4.1. Tamoxifen

El tamoxifen es el medicamento mas utilizado para el tratamiento de cdncer de mama
dependiente de hormonas (Hoskins, 2009). Actia como un modulador selectivo del receptor de
estrogeno, inhibiendo la proliferacion de las células tumorales (Osborne, 1998). Este
anticancerigeno es metabolizado por distintos CYP450 en el organismo (Fig. 16), principalmente
CYP2D6 y CYP3A4, para dar lugar a los farmacos activos 4-hidroxitamoxifen y endoxifen, asi como

a una serie de metabolitos clinicamente no activos (Rochat, 2005 y Brauch, 2009).

Figura 16. Transformacién metabdlica del tamoxifen por CYPs humanos. Recuadros verdes = productos clinicamente
activos (Modificado de Rochat, 2005)

Se llevé a cabo la determinacion de los pardmetros cinéticos para la transformacion de este
profarmaco con el CYPBM3 “21B3” encontrando una ket = 41.9 +4.2 min y una Ky = 106.9 +23
UM,

El CYP bacteriano fue capaz de transformar al medicamento en cuatro productos (Fig. 17), los
cuales fueron detectados por una nanocromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de

masas en tdndem (nanoLC/MSMS) (Experimentos realizados por la Unidad de Espectrometria de
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Masas y Protedmica, Universidad de Queens, Canadd) (Anexo 2). Los compuestos identificados
corresponden  al  4-hidroxitamoxifen,  4-hidroxi-N-desmetiltamoxifen  (endoxifen),  N-
desmetiltamoxifen y dihidroxitamoxifen. Es importante mencionar que el control de tamoxifen

con peroéxido de hidrégeno (sin enzima) no genera ningun perfil de productos.

Figura 17. Productos de transformacion identificados para la reaccidon del CYPBM3 “21B3” con el profarmaco tamoxifen.

La mutante del CYP que estamos usando como modelo fue capaz de generar los dos farmacos
clinicamente activos: 4-hidroxitamoxifen y endoxifen (Johnson, 2004). El N-demetiltamoxifen es un
precursor para formar el endoxifen. Finalmente, el compuesto dihidroxilado pudiera tratarse del
3,4-dihidroxitamoxifen, una especie reactiva que puede generar epdxidos y/o quinonas que tienen
la capacidad de unirse covalentemente a DNA o proteinas causando un efecto téxico en las células

(Notley, 2002). Este efecto tdxico ayudaria a incrementar la muerte de las células tumorales.

La terapia de activacion de profarmacos utilizando VLPs con CYP en su interior podria ser
especialmente util para hacer mas eficiente el tratamiento de cancer de mama basado en el
tamoxifen debido principalmente a dos razones. La primera esta relacionada a que el gen que
codifica para el CYP2D6 es altamente polimorfico, por lo que existe una fraccion de la poblacién
gue no puede ser beneficiada con la terapia basada en tamoxifen debido a que son deficientes en

la expresién de CYP2D6, el principal responsable en la generacion de endoxifen (Ingelman-
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Sundberg, 2005); por lo que llevar actividad CYP450 a los tumores de estos pacientes seria de gran

beneficio.

La segunda razén es que se ha encontrado que el uso a largo plazo de la terapia con tamoxifen
genera dafios severos en ciertos tejidos, por lo que su uso se ha limitado a no mas de 5 afios
(Perez, 2007). La activacion selectiva del profarmaco en el tumor via CYP-VLPs podria disminuir
significativamente las dosis y el tiempo requerido para alcanzar el efecto terapéutico deseado

reduciendo asi los severos efectos secundarios asociados a otros tejidos.

4.2.Resveratrol

El resveratrol es un compuesto polifendlico producido naturalmente en plantas. Ademas de su
papel como fitoalexina (actividades antimicrobianas y antioxidativas), se le han atribuido una serie
de propiedades antiinflamatorias, cardioprotectoras y anticancerigenas, tanto para prevenir el
desarrollo del tumor como para tratarlo (Pirola, 2008). Se ha encontrado que un derivado
hidroxilado del resveratrol, el picetanol, tiene entre otras muchas actividades bioldgicas, la
capacidad de funcionar como un agente quimioterapéutico mas potente que el resveratrol (Lin,
2007). Este compuesto es capaz de suprimir la proliferacion de células cancerosas e inducir
apoptosis. Estas propiedades hacen al picetanol un farmaco potencial interesante en el

tratamiento del cancer.

El CYPBM3 “21B3” fue capaz de transformar el resveratrol en un producto tetrahidroxilado,
probablemente el picetanol (Fig. 18), con una ket = 69.8 #11.4 min y una Ky = 119 #39.8 puM. El
producto fue identificado por nanoLC/MSMS (Anexo 2). No se encontrd transformacion del

resveratrol con perdxido de hidrégeno.

Figura 18. Productos de transformacion identificados para la reaccidon del CYPBM3 “21B3” con el profarmaco resveratrol.
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Comparado con otras mutantes derivadas del CYPBM3, en donde el picetanol es el Unico producto
de la reaccidn, este CYP presenta una eficiencia catalitica ligeramente mayor a las encontradas por
Kim y colaboradores (2009); debido al incremento de un orden de magnitud en la velocidad de
transformacién de sustrato, aunque la constante de afinidad también es significativamente mayor;

lo que da como resultado un eficiencia catalitica de 0.59 min'pM™.

5. Transformacion de plaguicidas por el CYPBM3 “21B3”

El uso excesivo y continuo de plaguicidas ha generado hoy en dia un gran nimero de problemas
tanto ambientales como de salud; seria interesante contar con sistemas a base de biocatalizadores

con la capacidad de contender con estos problemas.

Pensando en ello, se evalué la capacidad del CYP para transformar una serie de plaguicidas

estructuralmente diversos, de caracter organoclorado y organosfoforado (Fig. 19).

Figura 19. Estructura de los plaguicidas ensayados para la transformacion enzimatica por el CYPBM3 “21B3”.
Organoclorados: diclorofen, linuron, pentaclorofenol, propanil y 2,4-DB. Organofosforados: paratién, diclofention,
clorpirifos, azinfos-metil, tribufos y coumafos.
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Se encontrdé transformacién enzimatica para todos los plaguicidas ensayados, con excepcién de los
organoclorados propanil y 2,4-DB. Las actividades especificas para cada sustrato se reportan en la
Tabla 2. De manera general, se observa que el CYPBM3 es capaz de transformar una mayor
cantidad de plaguicidas tipo organofosforado y a una tasa mayor, que de plaguicidas

organoclorados.

Tabla 2. Actividades especificas para la transformacion de plaguicidas por el CYPBM3 “21B3”

Concentracion = Actividad especifica

Plaguicida del plaguicida (umol sustrato
(M) umol CYP min1)
Diclorofen 200 5.8 (+0.42)
Linuron 200 0.4 (x0.12)
Organoclorado Pentaclorofenol 200 0.1 (x0.03)
Propanil 200 ND?2
2,4-DB 200 ND2
Paration 1000 6.4 (+0.23)
Diclofentién 85b 3.7 (+0.06)
Clorpirifos 200 3.5(+0.17)
Organofosforado - -
Azinfos-metil 1000 2.6 (+0.07)
Tribufos 200 1.1 (+0.02)
Coumafos 200 0.8 (+0.01)

a ND: No detectado. © La concentracién de sustrato utilizada fue menor a 200 uM debido a la insolubilidad del
compuesto en el medio de reaccién.

Con el fin de estudiar la eficiencia catalitica del CYP ante estas moléculas contaminantes, se
seleccionaron dos sustratos organoclorados, diclorofen y linuron (mayor actividad especifica); y
dos organofosforados, paration y clorpirifos (plaguicidas organofosforados mas ampliamente

utilizados) para determinar sus constantes cataliticas (Tabla 3).

Tabla 3. Pardmetros cinéticos para el CYPBM”21B3” utilizando plaguicidas organoclorados y organofosforados.

-1
Plaguicida | ket (minl) = Ky (UM) r (mIT:_ZKJAM_l)
Diclorofen 9.2 64.1 0.97 0.143
Linuron 226.5 468.2 0.98 0.484
Paration 10.9 59.3 0.99 0.184
Clorpirifos 65.3 59.0 0.90 1.107

La constate de afinidad (Kwu) para los plaguicidas ensayados se encuentra alrededor de 60 uM, con

excepcion de la determinada para el linuron que es considerablemente mayor, y que presenta
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también la mayor velocidad de transformacion para los cuatro plaguicidas. Sin embargo, la mejor

eficiencia catalitica encontrada fue para el organofosforado clorpirifos.

Al comparar la velocidad a la que son transformados estos plaguicidas por el CYPBM3 respecto a
otros CYPs, encontramos para el caso especifico del linuron, que la enzima utilizada en este
trabajo transforma el plaguicida organoclorado a un tasa significativamente mayor (247 pmol h
mg?) a la reportada para un CYP de planta, cuya actividad especifica es de 7.5 umol h! mg?
(Siminszky, 1999). Comparado con la transformacion por CYP humanos, en particular para el
CYP2B6 y el CYP2C19, aunque presentan ket pequefias, sus valores de Ky también lo son (0.56 — 2
UM) (Foxenberg, 2007) alcanzando mejores eficiencias cataliticas que las encontradas para el

CYPBM3 “21B3” funcionando con perdéxido de hidrégeno.

Se analizaron por una cromatografia de gases acoplada a masas, los productos de reaccién para los

cuatro plaguicidas estudiados (Fig. 20) (Anexo 4).

Figura 20. Estructuras de los productos identificados de la transformacién de plaguicidas por el CYPBM3 “21B3”

61



Para la reaccién con el diclorofen, se detectd un Unico producto identificado como 5-cloro-3-[(3-
cloro-6-oxociclohexa-1,4-dien-1-il)metil] ciclohexa-3,5-dien-1,2-diona. Este producto no habia sido
identificado para la transformacién enzimdtica del diclorofen utilizando otras enzimas, como la
peroxidasa versatil (Davila-Vazquez, 2005) y la lacasa del hongo Coriolopsis gallica (Torres-Duarte,
2009). Una caracteristica en comun de la reaccion del diclorofen con el CYPBM3 y la peroxidasa

versatil es la generacidén de quinonas en el producto.

En cuanto a los productos de la reaccién con linuron fueron identificadas tres moléculas distintas,
el 3,4-diclorofenil isocianato, N-(3,4-diclorofenil) formamida y urea N,N bis (2,3-diclorofenil). Los
primeros dos productos demuestran que el CYPBM3 es capaz de romper el enlace C-N; mientras
que la formacidn del producto dimérico fue originado probablemente por el acoplamiento de
radicales libres, producto de una reaccidn tipo peroxidasa. Los productos encontrados con el
CYPBMS3, utilizando peréxido de hidrégeno como el aceptor final de electrones, fueron diferentes
a los reportados para la transformacién del linuron por el CYP71A10 de la planta de soya, en

donde se llevé a cabo una demetoxilacidon y una demetilacidn en el plaguicida organoclorado.

Para ambos compuestos organosforados se encontré el derivado “oxo” del plaguicida, producto
de una desulfuracion oxidativa, considerada una transformacion activante, ya que se genera una
molécula con mayor toxicidad. Se detectaron también productos del rompimiento de las
moléculas de sustrato llevadas a cabo por una dearilacion oxidativa, dando como resultado el 4-
nitrofenol procedente del paratidn, y el 2-hidroxi-3,5,6-tricloropiridina procedente del clorpirifos.
Este rompimiento de la molécula se considera detoxificante ya que se generan productos con
menor toxicidad que el plaguicida del cual provienen. Una variedad de isoformas de CYP humanos
son capaces también tanto de generar los derivados “oxo” como de romper la molécula (Mutch,

2006).

Es posible que esta enzima no haya podido metabolizar el plaguicida 2,4-DB debido a que se ha
observado, que el CYPBM3 no es capaz de transformar acidos grasos con cadenas menores a 8
carbonos (Schwaneberg, 1999), por lo que la cadena corta de 4 carbonos presente en la molécula
no fue sustrato de la enzima. Por otro lado, la inhabilidad del CYPBM3 “21B3” para transformar el

propanil, a pesar de contar con una estructura similar al linuron que si fue metabolizado, pudiera
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ser atribuida a que el plaguicida no presenta atomos de nitrégeno terciarios en su estructura, justo

en donde encontramos el rompimiento de la molécula del plaguicida.

La generacion de productos oxidados por la transformacion enzimatica de plaguicidas utilizando al
CYPBM3 mutante “21B3” podria aumentar la susceptibilidad de estas moléculas contaminantes a
ser biodegradadas. La capacidad aumentada de esta mutante del CYPBM3 para actuar como
peroxigenasa, la facilidad de su produccidn, asi como el amplio rango de sustratos que puede

metabolizar hacen de esta enzima un biocatalizador interesante para fines ambientales.

Resultados publicados en el articulo: Sanchez-Sanchez L, et al. (2012). Pesticide transformation by
a variant of CYPBM3 with improved peroxygenase activity. Pesticide Biochemistry and Physiology
102: 169-174. (Anexo 8)

6. Encapsulacion del CYP en cdpsides virales

A lo largo del proyecto se implementaron distintas estrategias para encapsular al CYP dentro de
capsides virales. Fueron exitosas la encapsulacidn in vitro por cargas complementarias con el
CCMV y la encapsulacién in vivo en el bacteriéfago P22. Aunado a estas estrategias, se explicaran
también los otros métodos desarrollados para tratar de incorporar al CYP en el interior de las VLPs

en los que no se obtuvieron resultados positivos.

6.1.Encapsulacion al azar

La primera aproximacion para la incorporacion del CYPBM3 en VLPs consistid6 en una
encapsulacion sujeta al azar. Para ello las cépsides virales derivadas de VP6 de rotavirus o VP1 del
poliomavirus murino fueron desensambladas y re-ensambladas in vitro en presencia de enzima

usando diferentes relaciones molares de proteina viral a citocromo.

Se hizo un calculo tedrico para determinar la capacidad de carga enzimatica que podrian contener
las capsides formadas por VP6 de rotavirus (nanotubo 500 nm) y VP1 del poliomavirus murino,
encontrando que estas VLPs pueden resguardar en su interior alrededor de 3200 y 160 CYPBM3

respectivamente, tomando en cuenta un volumen de 150 nm3 (6.6 nm de didmetro) para la
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enzima. Con esta estrategia se pretendia utilizar todo el volumen interior disponible, y no sélo la

capa mas cercana a la superficie interior de la nanoestructura.

Para el caso de la VLP derivada del rotavirus se estudié un rango amplio de relaciones molares VP6
a CYP:1:9,1:3,1:1.5, 5:1, 50:1 y 100:1. Para todos los casos en los que el CYP estaba en exceso y la
relacion molar 5:1, se encontrd una cantidad muy pequefia de nanoestructuras formadas y
ninguna actividad asociada a éstas (Fig. 21A). Analizando estos resultados se concluyd que altas
concentraciones de CYP respecto a mondmeros de VP6 afectaban el ensamblaje de
nanoestructuras virales. Para los ensayos de encapsulacidon a concentraciones bajas de CYP, en
donde la proteina viral estaba en exceso, se encontré formacion de nanoestructuras (Fig. 21B)

pero para ninguno de los dos casos se detecté actividad CYP450 (Fig. 21C).

Figura 21. Encapsulacién al azar del CYP utilizando VP6 de rotavirus. Cromatografia de filtracién en gel en HPLC
(Ultrahydrogel 500, A=280nm) para detectar formacion de nanoestructuras. A) Deteccién de ensamblado de
nanoestructuras de VP6 utilizando relaciones molares con exceso de CYP (1:9, 1:3y 1:1.5) y la relacién molar 5:1. B)
Deteccion de ensamblado de nanoestructuras de VP6 utilizando relaciones molares con exceso de proteina viral (50:1y
100:1. C) Deteccion de actividad CYP (sustrato PROD, Ex=530 nm y Em=585 nm) en cada una de las fracciones colectadas
por minuto resultado de la cromatografia de filtracion en gel para el ensayo VP6 a CYP 50:1. Para el caso de encapsulado
100:1 no se detect6 actividad.
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Para el caso de la encapsulacidn del CYP en VP1, se utilizaron las relaciones molares VP1 a CYP de
3:1 y 10:1. La proteina viral se encuentra en exceso para promover el re-ensamblaje de las
subunidades en cdpsides. Aunque se encontraron nanoestructuras para ambos casos no se

detect6 actividad CYP450 asociado a estas (Fig. 22).

Figura 22. Encapsulacién al azar del CYP en VP1 del poliomavirus murino. Analisis de las fracciones eluidas de la
cromatografia de filtracion en gel (Superdex 200) para el CYP libre y las dos relaciones molares VP1-CYP 1:3y 1:10. A)
Medicion de la concentracion de proteina (Bradford, Abs 525nm) para cada fraccion. B) Medicion de la actividad CYP450
(sustrato PROD, Ex=530 nm y Em=585 nm) para cada fraccion.

A pesar de haber muestreado una variedad de relaciones molares de proteina viral a CYP no se
encontré formacion de VLPs con CYPBM3 asociado por medio de esta estrategia. En la literatura
existe un Unico ejemplo en el que se logrd la incorporacidn in vitro no especifica de una enzima, la
perdxidasa de rdbano blanco, en una particula pseudoviral derivada del CCMV (Comellas-
Aragonés, 2007). Sin embargo, el objetivo de este articulo era encapsular una sola enzima por
capside, con el fin de estudiar fendmenos de catalisis con una Unica molécula. Debido a los
resultados obtenidos y de acuerdo a la literatura, se entiende que para lograr la encapsulacién de
diversas proteinas dentro de VLPs se necesita una fuerza que dirija la incorporacién de éstas al

interior de las capsides virales.

6.2. Encapsulacion por interacciones electrostdticas complementarias

A valores de pH cercanos a neutro la proteina VP6 de rotavirus (pl = 5.8; Lepault, 2001), el interior
de la capside derivada de VP1 del poliomavirus murino y el CYPBM3 “21B3” (pl = 5.3, determinado
experimentalmente) poseen una carga neta negativa (Fig. 23). Debido a que la carga de la enzima

y las cépsides virales es la misma, la interaccion electrostatica entre ambas no es viable. Esta es
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una de las posibles explicaciones para no haber encontrado encapsulacién de la enzima por la

técnica de atrapamiento al azar.

Para promover la encapsulacion del CYP dentro de capsides virales se implementd una estrategia
basada en interacciones electrostaticas complementarias, en donde la superficie del CYP y el

interior de las capsides virales deben poseer cargas opuestas.

Figura 23. Potencial electrostatico de la superficie de VP6 de rotavirus, VP1 del poliomavirus murino y CYPBM3 a pH 8.
En rojo se muestran las cargas negativas y en azul las cargas positivas. Los célculos se llevaron a cabo con el software
Maestro 9.3.

Debido a que las cargas negativas estan presentes en ambas caras de la VLP derivada de VP6 de
rotavirus; no podremos dirigir selectivamente el encapsulamiento del CYP, por lo que se dejara de

usar esta particula viral.

6.2.1. Incremento de cargas superficiales positivas en el CYPBM3

Para favorecer la interaccidn electrostdtica entre la enzima y las cdpsides virales derivadas de VP1
del poliomavirus murino se modificé la carga superficial del CYP para que a pH neutro o
ligeramente basico posea una carga neta positiva, de esta manera podrd interactuar
favorablemente con la cara interna negativa de las capsides de VP1 para formar nanoestructuras

biocataliticamente activas.
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La estrategia planteada para incrementar las cargas positivas del CYP consisti6 en modificar
guimicamente la enzima aminando los carboxilos presentes en la superficie de ésta por medio de
una reaccion con etilendiamina (Fig. 24). Esta estrategia nos permite incrementar de manera
significativa las cargas positivas (2X) ya que ademas de generar grupos amino se disminuyen los

grupos carboxilo poseedores de cargas negativas.

Oﬁ/‘ j\,\— o
NH imi
HZN/\/ 2 Carbodiimida
px( o —
© ‘”K@ Etilendiamina pH6.7
o (50X)

Figura 24. Esquema de la reaccion del CYP con etilendiamina para incrementar las cargas positivas en la superficie de la
enzima

Se llevd a cabo la reaccion a pH 6.7 y se utilizé un exceso de etilendiamina de 50 veces por cada
grupo carboxilo en la enzima (69 Asp+Glu totales). Se comprobd la incorporacidon de grupos amino

al CYP por medio de un cambio en el pl de la enzima, ahora igual o mayor a 9 (Fig. 25).

Figura 25. Punto isoeléctrico del CYPBM3 (alrededor de 5.3) y del CYP+ (pl = 9) por medio de un isoelectroenfoque.
Tincién con Coomasie.

Se evaluaron los parametros cinéticos del CYP modificado positivamente (CYP+) para el sustrato

2,6-DMP y PROD (Tabla 3).
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Tabla 3. Comparacion de las constantes cinéticas para el CYP+y el CYP nativo

Sustrato cYP keat (min-1) Km (1M) Keat/Km
Sin modificar 143.6 24.9 5.8
bmP Modificado + 402.7 44.68 8.99
PROD Sin modificar 0.0012 1.37 8.76x10*
Modificado + 0.0013 4.5 2.89x104

*Resultados por duplicado

Para la transformacion del DMP, se encontré un aumento en la eficiencia catalitica de 1.5 veces
para el CYP+. La modificacidn superficial de la carga en la enzima no afecté de manera relevante la
afinidad por el sustrato, pero si la velocidad en que es transformado. La explicacion a este

incremento en la actividad no es clara.

Para el sustrato PROD se encontrd que la version modificada positivamente es alrededor de 3
veces menos eficiente para llevar a cabo la transformacién del sustrato. A pesar de tener la misma
keat, la constante de afinidad aumentd, lo que nos sugiere una disminucidn en la facilidad con que

llega el PROD, una molécula hidrofdbica, al sitio activo de la enzima.

6.2.2. Encapsulacion en nanoestructuras de VP1

Para llevar a cabo la encapsulacién del CYP+ dentro de las nanoestructuras de VP1 del
poliomavirus murino, se ensamblan los pentameros de VP1 en presencia de la enzima. Debido a
que ahora ambas proteinas tienen cargas complementarias, se espera que interactlien entre si y
se genere una particula viral con enzima en su interior. En este caso el ensamblaje se promueve al

remover el DTT del medio, y al adicionar iones de calcio y sulfato de amonio.

Se ensayaron las siguientes encapsulaciones con distintas relaciones molares VP1-CYP: 3:1, 5:1y
10:1. La concentracién de proteina viral se mantiene constante. Para separar el CYP libre del que
haya podido quedar encapsulado, se lavd la muestra haciéndola pasar cinco veces por un
centricdn de corte molecular de 100kDa. Posteriormente se midié la actividad usando como
sustrato el PROD, ya que genera un producto cuyo limite de deteccidon es bajo. El Unico
ensamblado con actividad fue el correspondiente a 3:1 (Fig. 26); sin embargo, la actividad

encontrada fue minima. El control para detectar si hay obstruccién de los poros de la membrana
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del centricén por VP1, VP1 previamente ensamblada mas CYP, da negativo, por lo que la actividad

detectada podria deberse a una encapsulacion.

Figura 26. Actividad de los encapsulados VP1-CYP a distintas relaciones molares. El sustrato utilizado fue PROD (Ex=530
nm, Em=585 nm) y 5 mM H,0,, amortiguador 50 mM Tris pH 8.

Algo importante a considerar es que el proceso de ensamblaje afecta significativamente la
actividad del CYP+. Se encontré un nuimero de recambio total para el CYP+ sometido al
tratamiento de ensamblado de 12.5 UF pg? min?; mientras que el CYP+ sin haber pasado por
dialisis presenté 175 UF pg™ min?. Esta pérdida en actividad probablemente se deba a que la
enzima estd en contacto con altas concentraciones de sulfato de amonio (0.5 M) por un periodo

de 24 h.

Al observar las muestras por TEM, se encuentran nanoestructuras correctamente ensambladas
(Fig. 27). Las capsides presentan el interior tefiido con acetato de uranilo, lo que sugiere poca o

nula encapsulacion de la enzima.

Figura 27. TEM en donde se muestran las VLPs formadas por VP1-CYP del encapsulado 3:1. Tincidn negativa con acetato
de uranilo (30 000 X).
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A pesar de haber generado un sistema de encapsulacién basado en complementariedad de cargas
en donde el CYP posee una carga opuesta al interior de la capside de VP1 del poliomavirus murino,
no se favorecié de manera importante la incorporacién del CYP dentro de las nanoestructuras de
VP1. Una posible explicacidon para no haber encontrado una encapsulacion eficiente pudiera estar
dada por un enmascaramiento de cargas durante el proceso de ensamblaje, tanto en el CYP como
en VP1, debido a las altas concentraciones de sulfato de amonio (0.5 M) en el primer
amortiguador de ensamblado; lo cual podria impedir la interacciéon electrostatica entre la enzima y
la capside viral. El sulfato de amonio es necesario en el ensamblaje de VP1 del poliomavirus
murino (a pH neutros o mayores) para evitar la repulsiéon electrostatica entre las subunidades

haciendo mds fuerte la atraccidn proteina viral-proteina viral (Chuan, 2010).

Debido a lo planteado en el parrafo anterior, se llevaron a cabo experimentos de encapsulacién a
una menor concentracidn de sulfato de amonio (0.1 M). Se esperaba que la formacidn de capsides
se llevara a cabo, ya que la enzima evitaria la repulsion electrostatica entre las proteinas virales
(negativas) ya que presenta una carga complementaria (positiva) que podria estabilizar la

formacion de la VLP.

Se llevaron a cabo ensayos de encapsulacidn con las siguientes relaciones molares VP1 a CYP: 1:1,
2:1 y 5:1 (Fig. 28). Encontramos actividad en la relacién molar 1:1, lo que podria deberse a un
aumento en la cantidad de enzima encapsulada, comparada con la encontrada al utilizar 0.5 M de
sulfato de amonio en el ensamblaje; y/o a un decremento en la inhibicidn de la actividad del CYP
encapsulado, ya que la concentracion de sulfato de amonio es menor. Cabe resaltar que se
detecta actividad para el control VP1 previamente ensamblada mas CYP, lo que nos habla de una
posible obstruccién de los poros de la membrana del centricén por parte de VP1, lo que provoca
que el CYP libre no pueda salir con facilidad; o a que el CYP se internalizé dentro de la capside ya
formada, fendmeno que se ha reportado para otro sistema de encapsulacion de proteinas
(Worsdorfer, 2012). La actividad en este control es alrededor de 2.5 veces menor a la encontrada
para el encapsulado 1:1. Para los otros ensamblados con relaciones molares de 2:1 y 5:1 no se

observa generacién de producto.
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Figura 28. Actividad CYP450 en los ensayos de encapsulacién VP1-CYP ensamblados con 0.1 M de sulfato de amonio. El
sustrato utilizado fue PROD (Ex=530 nm, Em=585 nm) y 5 mM H,0,, amortiguador 50 mM Tris pH 8.

El encapsulado VP1 a CYP 1:1 vy el control de ensamblaje Unicamente con VP1, utilizando 0.1 M de

sulfato de amonio, fueron vistos al TEM (Fig. 29).

Figura 29. TEM de VLPs ensamblados con distintas concentraciones de sulfato de amonio. A) VP1 ensamblada con 0.5 M
(NH4)2S04. B) VP1 ensamblada con 0.1 M (NH4),S04. C) VP1 ensamblada con 0.1 M (NH4),SO4 y en presencia de CYP 1:1.
Tincién negativa con acetato de uranilo (20 000 X). Barra de escala = 200 nm.

Se observa una clara diferencia entre los ensamblados promovidos con distintas concentraciones
de sulfato de amonio. Usando 0.5 M de esta sal se observan estructuras muy bien definidas con
interiores tefiidos; mientras que para los ensamblados con una baja concentracion de sulfato de
amonio, ya sea con CYP o sin él, se observan algunas capsides bien estructuradas y otras mal
formadas, los interiores de estas VLPs no se ven tan contrastados. La concentracién de sulfato de
amonio es un factor importante en el ensamblado de VLPs de VP1; aunque al disminuirlo (5 veces)

aun se aprecian nanoestructuras esféricas.
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Finalmente para corroborar el posible encapsulamiento de CYP en cdpsides de VP1, se llevod a cabo
un ultimo paso de purificacidén de las cdpsides, para librarse de la enzima libre y proteina viral no
estructurada correctamente, para los ensamblados 3:1, 5:1 (0.5M (NH,),S0s) y 1:1 (0.5 M
(NH4)2S04), por medio de ultracentrifugacion por gradiente de cloruro de cesio. Después de
colectar las bandas correspondientes a nanoestructuras y concentrar las muestras, se midié la

transformacién de PROD, encontrando para todos los casos actividad nula CYP450.

Se llevd a cabo un gel SDS-PAGE para verificar la presencia de VP1 asi como de CYP que pudiera
estar inactivo (Fig. 30). Para las tres preparaciones con distinta relacion molar VP1:CYP se observa
VP1 (43 kDa) y varios productos de degradacion. No se detecta CYP+ (55 kDa) para ninguna de las

muestras.

Figura 30. Gel SDS-PAGE donde se muestran los distintos encapsulados, asi como los controles de peso molecular para
VP1 (43 kDa) y CYP+ (~55 kDa). Tincidn con nitrato de plata.

El que no se haya podido encontrar actividad purificando las capsides por los dos métodos antes
mencionados nos habla de una extremadamente baja encapsulacion de CYP que sélo pudo ser
detectada al manipular muy poco la muestra, caso que sucede al utilizar ultrafiltracién, o a
posibles falsos positivos dados por obstruccién de poros en la membrana del centricén. De
cualquier manera, la poca o nula eficiencia de nuestro método de encapsulacidon por cargas
complementarias CYP-VP1 puede deberse a que los iones del sulfato de amonio (aunque se
disminuya la concentracion de éste), indispensable para promover el ensamblaje de VP1 a valores
de pH mayores a 7, enmascara las cargas tanto de la proteina viral como las de la enzima,
haciendo imposible la interaccidn entre estas moléculas. Otro factor que pudiera estar involucrado

y que surge de los resultados encontrados en el gel SDS-PAGE, es la estabilidad tanto del CYP+
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como de la proteina viral a las condiciones de ensamblaje y purificacién, ya que se observan una

variedad de bandas de menor peso molecular que indican degradacidon de ambas proteinas.

No se encontré de manera contundente la incorporacion de CYP dentro de las nanoestructuras de

VP1 por la estrategia de complementariedad de cargas planteada.

6.2.3. Encapsulacion en nanoestructuras del CCMV

La ventaja fundamental al utilizar el CCMV para la encapsulacién del CYP, se debe a que el interior
de esta capside se encuentra cargado fuertemente de manera positiva debido a la composicién de
aminodcidos basicos del N-terminal (Douglas, 2002), por lo que por complementariedad de cargas,
el CYP debera interactuar con la superficie interna de la capside viral ya que la enzima estd cargada
negativamente a pH neutro. El N-terminal de la proteina de capa del CCMV utilizado para este
trabajo contiene un tag de 6 histidinas, que fue utilizado para la purificacion de la proteina. Es
importante mencionar que la superficie externa del virus posee carga negativa a pH neutro, por lo
que la interaccién de la superficie externa del CCMV con el CYP es muy poco probable (Liepold,

2005).

Las VLPs del CCMV fueron desensambladas y re-ensambladas en presencia de CYP. Se llevaron a
cabo una serie de ensayos de encapsulacion probando las siguientes relaciones molares proteina
viral a CYP: 4:1, 12:1 y 20:1. Se mantuvo constante la concentracidn de enzima para todos los
casos (2.25 uM). Posterior a la dialisis en amortiguador de ensamblado, se elimina el CYP libre por
medio de 5 lavados por un centricon con membrana de 100 kDa. El control de lavado utilizando

CYP libre no presenta actividad detectable.

Para evaluar la formacion de nanoestructuras se realizé una electroforesis en gel de agarosa. Para
la tres relaciones molares ensayadas, se observa un claro cambio en la movilidad electroforética
de las proteinas del CCMV cuando el CYP estd presente, lo que sugiere una asociacion entre la
enzima vy las proteinas del virus (Fig. 31A). Este cambio en la migracion de las proteinas de capa del

CCMV no se observa cuando se somete Unicamente a la proteina viral al proceso de ensamblaje.
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Figura 31. Ensamblados CCMV-CYP. A) Gel de Agarosa al 1% tefiido con InstantBlue, en donde se muestran los ensayos
de encapsulacion con distintas relaciones molares CCMV-CYP. Pozo 1 =4:1 (9 uM PV CCMV: 2.25 uM CYP); 2 = 12:1 (27
MM PV CCMV: 2.25 uM CYP); 3 = 20:1 (45 uM PV CCMV: 2.25 uM CYP); 4 =9 uM PV CCMV; 5 =27 uM PV CCMV; 6 = 45
UM PV CCMV; 7 = CYP libre; 8 = mondmeros CCMV; 9 = CCMV VLP vacia. El gel se corrié en amortiguador de acetatos
pH6 con 1 mM EDTA, a 60 volts por 2.5 h a 4° C. El gel se corrid del polo negativo al positivo. B) Imagenes de TEM del
CCMV vacio (pH 5) y las 3 encapsulaciones CCMV:CYP (pH 7). Tincidn negativa con acetato de uranilo. Barra de escala =
50 nm

Se corrobord por microscopia electrénica de transmisién la formacion de nanoestructuras para
todas las relaciones molares ensayadas. A diferencia de las cdpsides vacias, en dénde el interior se
tifd por la entrada de acetato de uranilo (Fig. 31B), las capsides en presencia de biocatalizador se
encuentran libres de tincidn; lo que puede ser resultado de una obstruccion en los poros de la

estructura y/o a que el interior no esta vacio, sugiriendo una posible encapsulacién del CYP.

Ademas de encontrar capsides esféricas para los encapsulados provenientes de las tres relaciones
molares examinadas, se observan también para los encapsulados 12:1 y 20:1 la presencia de
nanoestructuras tubulares, con una mayor proporcion y tamafio cuando se utiliza una

concentracidn inicial de 45 uM de proteina viral.

Las diferencias en la migracion de los distintos encapsulados podria ser atribuido a una diferencia
en la cantidad de CYP encapsulado para cada relacion molar; asi como a un incremento en la
poblacién de nanotubos como resultado de una mayor concentracion inicial de las proteinas de

capa del CCMV.
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La formacién de nanotubos ha sido previamente reportada para VLPs vacias del CCMV bajo
condiciones de pH neutro y baja fuerza idnica (Adolph, 1974; Lavelle, 2009), condiciones de
ensamblaje similares a las usadas para estos experimentos. Sin embargo, de acuerdo a los
diagramas de fase reportados para el ensamblaje del CCMV (Lavelle, 2009), a las condiciones de
pH y fuerza idnica utilizados en este trabajo (pH 7.2, 0.05M NaCl), no se reportan estructuras
esféricas. El haber encontrado cdpsides a pH neutro en las relaciones molares ensayadas PV a CYP,
nos sugiere una estabilizaciéon de la cdpside por la asociacién del CYP con la capa interna del

CCMV.

Aunque moléculas con carga negativa estabilizan la cdpside del CCMV a pH neutro, se ha
observado que no todas generan particulas nativas T=3; se pueden inducir, dependiendo de la
naturaleza y del tamano de la molécula que se encapsule dentro del CCMV, una variedad de

estructuras de distintos tamafios y formas (Minten, 2011b; Hu, 2008; Mukherjee, 2006).

Se llevd a cabo la caracterizacion de los ensamblados correspondientes a la relacién molar
proteina viral del CCMV a CYP de 12:1, ya que se observa una mayoria de capsides bien definidas y
una baja poblacién de nanotubos (Fig. 32A). Las VLPs esféricas tienen un didametro promedio de 27
+ 2.4 nm; un didmetro muy cercano al del CCMV (28 nm). Por otro lado, se encontré para los
nanotubos un didmetro promedio de 20.8 + 1.7 nm con un largo que estd dentro del rango de los
40 a los 170 nm. La mayoria de los nanotubos encontrados se encuentran cerrados en los

extremos.

Figura 32. Caracterizacion estructuras de las particulas CCMV-CYP. A) Capsides CCMV-CYP 12:1 vistas al TEM. Tincidn
negativa (20 000 X). B) SDS-PAGE al 12 % del encapsulado CCMV-CYP 12:1. Pozo 1 = CCMV-CYP 12:1, pozo 2 = CCMV-CYP
12:1 en presencia de 5 mM H,0,. Anexo 5.
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Una evidencia mas de la encapsulacién de CYP en VLPs del CCMV fue el haber detectado, en un
gel SDS-PAGE (Fig. 32B), dos bandas correspondientes a los pesos moleculares de ambas proteinas
involucradas. Por medio de un andlisis por densitometria se determind el nimero de enzimas
empaquetadas por capside, dando como resultado un promedio de 14 CYPBM3 por VLP,
correspondiente a una concentracion efectiva (molaridad de confinamiento) de 4.9 mM

(considerando un volumen interno para el CCMV de 4.7x10%* L).

La ocupacién de la capside del CCMV por la enzima es de alrededor del 45% del volumen
disponible. Debido a que la estrategia de encapsulacidn sélo involucré la interaccion de la capa
interna con el CYP, es de esperarse que no se pueda llegar al maximo de ocupacién calculado
tedricamente (31 CYP por capside); sin embargo, es el mayor numero de proteinas encapsuladas

reportado para la capside del CCMV.

Se evalud la capacidad catalitica de la particula CCMV-CYP para transformar el sustrato tamoxifen.
Las VLPs fueron biocataliticamente activas, encontrando una actividad especifica de 3.58 nmoles
nmoles? CYP min? para la transformacién del profarmaco. La actividad especifica encontrada es
un orden de magnitud mas pequefia comparada con la encontrada para el CYP libre (ke = 41.9
min?). La disminucién en la actividad catalitica ha sido reportada para otras proteinas
encapsuladas en estos sistemas (Fiedler, 2010; Patterson, 2012a; O’Neil, 2013) y puede ser
atribuida a varios factores. Se ha observado que algunas enzimas presentan una disminucién en la
actividad catalitica en ambientes altamente concentrados en el rango milimolar. La disminucién en
la actividad podria estar relacionada a una limitacién en la libertad de los movimientos para llevar
a cabo los cambios conformacionales necesarios para la catalisis, debido al alto grado de
hacinamiento dentro de la capside. En el CYPBM3, las hélices F y G experimentan grandes cambios
conformacionales para llevar a cabo la transformacion del sustrato (Li, 1999). Otro factor
relacionado a la disminucién de la actividad se debe a posibles limitaciones en la difusion del
sustrato dentro de la cdpside. En teoria, a pH neutro, la capside del CCMV esta expandida y
contiene 60 poros de 2 nm de didmetro, suficientemente grandes para permitir la entrada y salida
de sustratos. Sin embargo, la encapsulacion del CYP podria alterar la estructura de estos canales u
obstruir parcialmente los poros afectando la tasa de difusidn dentro del nanoreactor. Otro factor
clave es la orientacidn del sitio activo de la enzima dentro de la cépside. Si el canal de acceso al

sustrato estd participando en la interaccidon con las proteinas de capa del virus podria haber
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limitaciones para el paso del sustrato a la cavidad del sitio activo. Debido a una alta proporcién de
cargas negativas en la cara en la que se encuentra el canal de acceso al sustrato en el CYP, es
probable que esta parte de la proteina sea la que esté participando en la unién con la capa interna

del CCMV, afectando la entrada del sustrato al sitio activo.

A pesar de la diminucién en la velocidad de transformacion del tamoxifen obtenida con las
capsides CCMV-CYP (3.58 nmoles nmoles™ CYP min’), encontramos que la actividad catalitica es
similar a lo reportado para citocromos P450 humanos. El CYP2D6, uno de los citocromos que
participa mas activamente en metabolizar el tamoxifen, fue capaz de transformar el profarmaco
en 4-hidroxitamoxifen y N-desmetiltamoxifen a una velocidad de 1.17 nmoles nmoles™® CYP min?y
2.6 nmoles nmoles™ CYP min respectivamente, la actividad fue medida utilizando al NADPH como
donador de electrones (Crewe, 2002). Asi mismo, el CYP3A4 mostréd una velocidad de
transformacién del tamoxifen a N-desmetiltamoxifen de 1.2 nmoles nmoles™® CYP min (Boocock,
2002). Los reportes de actividad por CYP humanos para la transformaciéon del tamoxifen son
limitados y en muchos casos dificiles de extrapolar a las unidades de actividad utilizadas en este
trabajo (min?) (Coller, 2002; Desta, 2004) debido a que la mayoria de las mediciones se reportan
en miligramos de proteina total provenientes de microsomas de higado humano, en donde se

encuentran otras proteinas presentes ademas del CYP.

Finalmente, se evalué la estabilidad de las particulas a 5 mM de peréxido de hidrégeno, con el fin
de asegurar la medicidn de la actividad del CYP dentro de las capsides virales. Como se puede
observar por TEM (Fig. 33), las VLPs no sufren ninguna perturbacion estructural visible; asi mismo,
la banda correspondiente a la proteina de capa del virus en el gel SDS-PAGE no sufre degradacion

evidente (Fig. 32B).

Figura 33. Capsides CCMV-CYP 12:1 vistas al TEM incubadas con 5 mM H,0,. Tincién negativa (40 000 X).
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Resultados publicados en el articulo: Sanchez-Sanchez L, et al. (2014). Chemotherapy pro-drug
activation by biocatalytic virus-like nanoparticles containing cytochrome P450. Enzyme and
Microbial Technology 60: 24-31. (Anexo 7)

7. Encapsulacion in vivo del CYPBM3 en P22-CYP

Para llevar a cabo la encapsulacion del CYPBM3 dentro de la capside del bacteriéfago P22, se
fusioné el gen que codifica para la enzima con la secuencia nucleotidica de una versidn truncada
de la proteina de andamiaje (SP). Este fragmento que comprende el dominio C-terminal de la
proteina de andamiaje, y que incluye los aminoacidos 141 a 303, interactua con las proteinas de
capa para catalizar, estabilizar y dirigir la geometria de la formacién de la procapside. Se disefiaron
oligonucledtidos especificos para amplificar el gen del CYPBM3 mutante 21B3, afiadiendo en los
extremos los sitios Ncol y BamHI, para posteriormente clonarlo en el vector deseado en fase con el

gen truncado de la SP (Anexo 6).

Se utilizaron dos estrategias distintas para la produccién de capsides in vivo, la expresion
simultanea del CYPBM3-SP y la proteina de capa del bacteriéfago P22 (CP P22), y la expresion a
distintos tiempos de las dos proteinas. Para la primera estrategia, se utilizé el pldsmido pETDuet
en el cual ambos genes estdn bajo el control del mismo promotor. Para la segunda estrategia, los
genes fueron clonados en distintos vectores (pBAD-CYPBM3-SP y pRSF-CP P22) para poder inducir
los genes de manera diferencial. Para este caso, el gen que codifica para la enzima-SP fue

expresado primero para posteriormente llevar a cabo la induccién del gen de la proteina de capa.

La facilidad en el método de purificacion que involucra tan solo dos pasos (ultracentrifugacién y
cromatografia de filtracién en gel), resulta en una alta pureza, lo cual es una ventaja importante en

la produccion de las VLPs derivadas del bacteriéfago P22.

Para ambos protocolos, coexpresion y expresion diferencial, se encontraron cdapsides
correctamente ensambladas con un tiempo de retencidn, en la cromatografia de filtracion en gel,
de alrededor de los 65 min; sin embargo, la proporcién de capsides correctamente ensambladas a
especies aberrantes, que eluyen a los 45 min de la columna, es diferente para cada caso (Fig. 34).
Estas diferencias se deben a que en los distintos protocolos implementados existen diferencias en

la expresién, y por ende la concentracién de las proteinas CYP-SP y CP P22 asi como en la relacidn
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SP/CP P22, estos dos factores influyen de manera importante en el ensamblaje de la capside P22
(Zlotnick, 2012). Cuando se utiliza Unicamente el dominio C-terminal de la SP para promover el
ensamblaje, como en nuestro caso, se ha observado un aumento en la cantidad de complejos
aberrantes al aumentar la concentracion de la SP truncada en la reaccidn; este fendmeno no se

observa al utilizar la proteina de andamiaje completa (Parker, 1998).

Figura 34. Analisis de la formacion de nanoestructuras P22-CYP por cromatografia de filtracion en gel. Las estructuras
correctamente ensambladas eluyen alrededor de los 65 min; las estructuras aberrantes eluyen alrededor de los 45 min.
La elucion de proteinas fue monitoreada a A=280 nm.

Para el protocolo de coexpresion del CYP-SP y la CP se llevaron a cabo dos experimentos con
distintos tiempos de induccidn: 5 horas y 15 horas. Para el caso de la expresidon por 5 horas, se
formaron mayoritariamente estructuras correctamente ensambladas; por el contrario, para la
expresion a tiempos largos, se observa una mayoria de especies aberrantes. A pesar de haber
encontrado para la induccion a tiempos cortos una mayoria de capsides correctamente
ensambladas, , la proporcion de CYP activo encontrado en estas particulas, dado por la relacion de
la concentracién por el ensayo de CO entre la encontrada por absorbancia a 280 nm, es baja, tan
sélo el 7% del total de CYPBM3 encapsulados pueden participar en la catalisis (Tabla 4). Para la

induccidn por 15 horas este porcentaje es aun mds pequefio (3%). Debido a ello, nos dimos a la
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tarea de expresar los genes a diferentes tiempos, expresando primero la fusién CYP-SP, con el fin

de favorecer el buen plegamiento de la enzima antes de ser encapsulada.

Para el protocolo de expresién diferencial del CYP-SP y la CP se llevaron a cabo dos experimentos
con distintas concentraciones de inductor. Para ambos experimentos se expresa primero el CYP
fusionado a la SP truncada utilizando el mismo procedimiento que se lleva a cabo para la
expresion de la enzima libre; con la excepcion que se utiliza arabinosa como inductor del gen. Para
el primer caso, se utilizéd 0.2% de L-arabinosa para inducir el gen que codifica para CYP-SP, seguido
de la induccion de la CP con 0.5 mM de IPTG. Para el segundo caso, el primer gen se indujo con
0.125% de L-arabinosa, mientras que el segundo gen se indujo con 0.3 mM IPTG. Como se puede
observar en los cromatogramas, el segundo esquema de induccidn generd una mayor proporcion
de cépsides correctamente ensambladas, debido probablemente a una relacién CYP-SP/CP mas
adecuada. Con esta estrategia fue posible aumentar el porcentaje de CYPBM3 activo hasta un
35%. A pesar de haber aumentado considerablemente la proporcion de CYP activo con esta
segunda estrategia, los rendimientos siguen siendo bajos. Probablemente se deba a que no se
llevd a cabo una optimizacidén de los niveles de expresidn de la enzima utilizando un rango mas
amplio de concentraciones de L-arabinosa como inductor, con el fin de obtener una mayor

proporcién de CYP correctamente plegado y activo.

Tabla 4. Numero de enzimas por capside y proporcion de CYP activo para cada sistema de expresion.

Concentracion de Concentracion de Relacion de la

Sistema de cye/ L
., L. CYP por Abs;gg CYP por ensayo CO | concentracion
expresion capside
(uM) (uM) CO/ Abs2s
pETDuet 5h 156.0 (+0.4) 1235 9.2 0.07
pETDuet 15h 122.9 (+1.9) 87.8 2.43 0.03
pBAD+pRSF 1 129.5 (+0.1) 135.32 31.8 0.23
pBAD+pRSF 2 109.7 (+2.8) 123.7 42.9 0.35

Con el fin de entender por qué las dos terceras partes del CYP no estan en su conformacion
cataliticamente activa, se determind la cantidad de hierro en la muestra, por medio de una
espectrometria de masas con fuente de plasma inductivamente acoplado (ICP-MS, por sus siglas
en inglés). Se encontré que por cada CYP encapsulado (en la muestra pBAD+pRSF 2) hay un hierro
y por consiguiente un grupo prostético hemo. Dado este resultado, es posible que aunque el hemo

estd presente en la estructura de la enzima, éste se encuentra en un estado de coordinacién
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diferente al nativo, en donde la coordinacién con el ligando axial tiol (proveniente de una cisteina)
no estd presente. Egawa y colaboradores han identificado en el CYP450..m, intermediarios en el
plegamiento en donde existen estados de coordinacién no-nativos con el grupo hemo. Estas
enzimas, no activas, presentan conformaciones parcialmente plegadas localizadas en un minimo

energético local dentro del paisaje de plegamiento conformacional de la proteina (Egawa, 2004).

El nimero de CYP por cépsides encontrado para los 4 casos se encuentra en el rango de 156 a 110
enzimas. Se ha reportado previamente que el nimero de SP que se incorporan a cada capside
depende de la disponibilidad de la proteina en la reaccion, siendo el nimero maximo de SP por
particula dependiente del volumen interno de la cdpside y no de un nimero especifico de sitios de
unién entre la SP y la proteina de capa (Parker, 1998). Un minimo de 60 SP, que se unen con gran
afinidad a las CP, son las minimas necesarias para promover el ensamblaje de la procapside
(Parker, 2001). Debido a que el CYP es una proteina globular de alrededor de 6.6 nm se entiende

gue el nimero maximo de alrededor de 350 SP no se alcance.

Los encapsulados derivados del sistema de expresion diferencial pBAD+pRSF 2 fueron utilizados
para caracterizar las particulas estructural y cinéticamente debido a que presentan la mayor
proporcién de CYP cataliticamente activo. Se produjeron alrededor de 120 mg de particulas P22-
CYP por litro de cultivo. Se encontré que las VLPs P22-CYP tienen un promedio de 109.7 (+2.8)
enzimas por capside lo que se traduce en una concentracion local de enzima (molaridad de
confinamiento = Mcns) de 3.14 mM. Las capsides cuentan con un tamafio homogéneo
(Polidispersién = 1.0 £0.12%) con un didmetro de 53.6 nm (+0.2) determinado por cromatografia
de filtracidn en gel en HPLC acoplado a los detectores de laser multidngulo de dispersion de luz
(MALS), de dispersion cuasielastica de luz (QELS) y de indice de refraccion (RI) (Fig. 35A). Se
comprobd por TEM la presencia de capsides esféricas correctamente ensambladas con CYP en su

interior (Fig. 35B).
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Figura 35. Caracterizacion estructural de las particulas P22-CYP. A) Anélisis del peso molecular y diametro del
encapsulado P22-CYP por cromatografia de filtracién en gel (HPLC) acoplada a los detectores MALS-QELS-RI. B)
Particulas P22-CYP vistas al TEM. Tincidn negativa.

Se evalud la capacidad catalitica de las capsides P22 con CYPBM3 en su interior. Se encontré que la
enzima encapsulada en ésta VLP fue cataliticamente activa por lo que se llevé a cabo la
determinacidn de los pardmetros cinéticos, utilizando al 2,6-DMP y H,0, como sustratos (Tabla 5).
Para los calculos se tomd en cuenta la concentracion de CYP determinada por el ensayo de CO
(proteina cataliticamente activa). La enzima encapsulada sigue una cinética Michaelis-Menten al

igual que el CYP libre.

Para todos los casos, las Vmax Y Km determinadas son aparentes, ya que no fue posible llegar a
saturacidn para ninguno de los dos sustratos involucrados. Por un lado, altas concentraciones de
perdxido destruyen la enzima por lo que las mediciones de actividad no son viables (después de 5
min a 10 mM de perdxido el CYP se destruye por completo, Cirino, 2003). Por otro lado, para el

2,6-DMP, concentraciones mayores a 500 uM inhiben la actividad del CYP.

Tabla 5. Constantes cinéticas para el CYP libre y encapsulado en P22

2,6-DMP 2,6-DMP H,0,
(5 MM H202) (60 mM H20.) (500 uM 2,6-DMP)
Vmax app Vmax app Vmax app
(umol S K app (umol S Kwm app (umol S Km app
V K \Y K \Y K
umol1E (uM) max/ K umol! E (uM) max /Ku umoll E (mM) max/Ka
min1) min-1) min-1)
127.2 51.1 578.1 481.2 507.9 25.2
P22-CYP 2.5 1.2 20.1
(£2.3) (£3.2) (£88.1) (£99.9) (£37.1) (£4.2)
. 143.6 24.9 1580 733.2 720.5 18.5
CYP libre 5.8 2.1 38.9
(+4.6) (£3.3) (+142.6) (+110.8) (£27.8) (£1.8)
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Para las tres cinéticas calculadas, se observa una disminucion en la capacidad del CYP encapsulado
para transformar el sustrato (Fig. 36); las eficiencias cataliticas encontradas para P22-CYP son
alrededor de dos veces menores que las calculadas para el CYP libre. La encapsulacién de Ia
enzima en esta capside no afectd de manera tan grave la actividad como lo encontrado para el
sistema CCMV-CYP, debido posiblemente a un menor hacinamiento de la proteina dentro de la

capside de P22.

Ante un aumento en la cantidad de perdxido (de 5 a 60 mM) es de esperarse un aumento en la
velocidad de reaccion para ambos casos, enzima libre y encapsulada; sin embargo, no aumentaron
en la misma proporcidon. A5 mM de perdxido de hidrédgeno las Vmax app SON similares; mientras que
a concentraciones de perdxido altas, 1a Vmax app de la enzima libre aumentd en un orden de
magnitud y la encapsulada alrededor de 4.5 veces. La Km ahora es menor para el CYP encapsulado
que para la enzima libre. Este fendmeno en particular, en donde tanto la Vmax como la Ky
disminuyen ante la encapsulacion, se ha reportado para otras enzimas en alto grado de
hacinamiento (Patterson, 2012a). Se deberan tomar con precaucién estos valores, calculados con

60 mM de perdxido de hidrégeno, ya que la enzima esta siendo inactivada en el proceso.

Para el caso de las Ky, estas aumentaron para las dos cinéticas con 2,6-DMP para el CYP
encapsulado, lo cual podria explicarse por una limitacion en la difusidn del sustrato al interior de la
capside. Fendmeno que sucede en menor proporcidn para la Ky del perdxido, ya que ésta es una
molécula pequefia que puede difundir facilmente. Ky involucra las velocidades de formacién del
complejo enzima-sustrato, la velocidad de disociacion del complejo enzima-sustrato y la velocidad

de formacion del producto.
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Figura 36. Cinéticas Michealis-Menten que comparan el CYPBM3 “21B3” libre y encapsulado en P22, para el sustrato 2,6-
DMP (con 5y 60 mM H,0,) y H,0; (con 500 uM 2,6-DMP)

La pérdida en actividad en el CYP ante el encapsulamiento, también se ha presentado cuando el
CYPBMS3, ya sea la proteina completa o sélo el dominio hemo, se ha inmovilizado en otro tipo de
materiales, como en matrices sol-gel (Maurer, 2003), resinas DEAE (Zhao, 2011) o materiales
mesoporosos (Weber, 2010); en donde se reporta un decremento en la actividad especifica de

entre el 14y 48 %.

La estabilidad de las capsides en presencia de 5 y 60 mM de perdxido de hidrégeno fue
monitoreada por dispersién dinamica de luz, encontrando que el didmetro de las cdpsides no
cambia, sugiriendo que las VLPs mantienen su estructura tridimensional a ambas concentraciones

de perdxido. Por lo que se asegura la medicidn de la actividad del CYP dentro de las capsides.
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Debido a que se ha observado que la encapsulacién de enzimas en contenedores proteicos
confiere nuevas propiedades a éstas, se estudid la estabilidad de la particula P22-CYP a diversos
factores como temperatura, pH, presencia de solventes y resistencia a la degradacién por

proteasas.

Se evalud la estabilidad del CYP encapsulado y la enzima libre a dos distintas temperaturas: 40 °Cy
50 °C (Fig. 37). Se ha reportado, para otras enzimas, que el encapsulamiento en VLPs, aumenta la
estabilidad de éstas a la temperatura (O’Neil, 2013; Fiedler, 2010), una propiedad interesante para
la aplicacidn practica de estos sistemas. La estabilidad a 40 °C para la enzima libre y la encapsulada
es practicamente la misma, con un ligero aumento en la actividad a los 10 min de incubacidn para
el CYP encapsulado. A 50 °C, la inactivacion de la enzima encapsulada fue inclusive mas rdpida que
la encontrada para el CYP libre. Para nuestro caso, la inmovilizacién del CYP dentro de la capside

viral P22 no confirié un aumento en la termoestabilidad de la enzima.

Figura 37. Estabilidad del CYP libre y encapsulado en P22 a 40 °Cy 50 °C. La actividad del CYP fue medida con el sustrato
2,6-DMP y 5 mM de H,0,. Cada punto en la gréfica fue llevado a cabo por duplicado.

Otro parametro que afecta de manera considerable la actividad del CYPBM3 es el pH al que se
lleva a cabo la reaccion. Como se puede observar en el perfil de pH generado para la enzima
encapsulada y la libre (Fig. 38), ambas graficas son muy similares entre si, con la excepcién de la

retencién del dptimo de actividad por una unidad mas de pH (pH 8 y 9) para el caso del P22-CYP.
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Figura 38. Perfil de actividad a distintos valores de pH para el CYP libre y encapsulado en P22. La actividad del CYP fue
medida con el sustrato 2,6-DMP y 5 mM de H,0,. Amortiguador acetatos = pH 5; Amortiguador fosfato de potasio = pH
6; Amortiguador Tris-HCl = pH 7, 8, 9; Amortiguador boratos = pH 10.

La actividad del CYPBM3 se ve comprometida a pH acido debido a la precipitacion de la proteina.
Con el fin de evaluar si la encapsulacidon confiere estabilidad al CYP en medios acidos, se incubd la
enzima libre y encapsulada a pH 5y 6 (Fig. 39). Se observa que al cabo de una hora de incubacién a
pH 5 el P22-CYP no precipita y retiene el 35% de actividad; mientras que la mayoria de la enzima
libre precipita reteniendo la fraccion soluble un minimo de la actividad original (2.9%). Después de
16 horas de incubacion, el CYP encapsulado mantiene un 18% de actividad sin rastros de
precipitacion; mientras que la actividad encontrada en la fraccién soluble de la enzima libre es del

1.6%.

Después de incubar por 1 hora al CYP encapsulado a pH 6, no se observa precipitacién del P22-CYP
ni pérdida en la actividad enzimatica. Para el caso del CYP libre se detectd una ligera precipitacion

de la proteina, la fraccién soluble retiene el 75% de la actividad.

Figura 39. Estabilidad del CYP libre y encapsulado en P22 a pH 5y 6. La actividad del CYP fue medida con el sustrato 2,6-
DMP y 5 mM de H,0,. El tiempo de incubacion a pH 6 fue de 1 h.
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En una primera etapa, la precipitacion del CYP libre estaria asociada a que a pH 5 la carga neta de
la enzima es cercana a cero (pl=5.3). A tiempos cortos de incubacion a este pH (15 min) una
fracciéon de la proteina puede ser re-solubilizada en un amortiguador a pH 8 recuperando
alrededor del 60 +4.3% de la actividad original. Sin embargo, a tiempos mas largos de incubacion
en pH &cido (> 1h), el proceso no es reversible, probablemente debido a una pérdida en la
estructura terciaria y secundaria de la enzima que conlleva a la agregacién de ésta y a la pérdida
casi total de la actividad. Esta pérdida en la actividad se ve disminuida en la enzima encapsulada,
en la que se evita la precipitacién gracias a la interaccidon con la capa interna del virus y a un
posible cambio en el pl de la fusion CYP-SP. A pesar de no existir agregacion del CYP encapsulado,
se encuentra una pérdida importante en la actividad de éste. Es posible que aunque la asociacion
con la capside evite la precipitacion, aun haya cambios en la estructura del CYP que generan una

pérdida en la capacidad de llevar a cabo la catélisis.

El aumento en la estabilidad del CYP a pH acidos resulta interesante para la aplicacidn practica de
estas particulas en el dmbito terapéutico, ya que generalmente la via de entrada de éstas VLPs a la
célula es por medio de endosomas, cuyo pH es de caracter acido. Asi mismo, este aumento en la
estabilidad seria importante para la aplicacidon en terapia contra el cancer, ya a que el ambiente
extracelular del tumor se encuentra acidificado (pH 6.5-6.9) debido a un incremento en el

metabolismo fermentativo (Estrella, 2013).

Debido a la capacidad intrinseca de los virus para resguardar el material que almacenan en su
interior, se evalud la estabilidad del CYP encapsulado y libre en presencia de una proteasa (Fig.
40). Al cabo de una hora de incubacidn con tripsina, la enzima encapsulada retiene practicamente
toda la actividad (96%); mientras que el CYP libre pierde el 40%. Después de 20 horas de
incubacién la enzima dentro de la capside viral retuvo el 38% de la actividad y el CYP libre retuvo

tan solo el 18% de su capacidad para transformar el sustrato.
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Figura 40. Estabilidad del CYP libre y encapsulado en P22 en presencia de tripsina (10 U). La actividad del CYP fue medida
con el sustrato 2,6-DMP y 5 mM de H,0,.

Es claro que la cdpside del bacteriéfago P22 confirié proteccidn contra la degradacidon por
proteasas al CYP en su interior. Este aumento en la estabilidad frente a la degradacién es
importante para el uso practico de las VLPs biocataliticas en el campo terapéutico, ya que se
prolongaria el tiempo de vida media de éstas en el cuerpo. Mas aun, este incremento en la
estabilidad seria de gran beneficio para el caso particular de una terapia contra el cancer, ya que
se sabe que en el microambiente del tumor existe una sobrexpresidon de una clase particular de
proteasas extracelulares, las metaloproteasas de la matriz extracelular (MMP por sus siglas en
inglés). Estas proteasas promueven el desarrollo del tumor debido a que estan involucradas en
diversos procesos como el crecimiento de células cancerosas, invasion de tejidos, angiogénesis y
migracion, entre otros. Estos efectos los llevan a cabo al romper una variedad de sustratos
componentes de la matriz extracelular (moléculas de adhesidn celular); asi como proteinas de

unién a factores de crecimiento y receptores para tirosina cinasas (Egeblad, 2002).
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Se llevd a cabo con éxito la encapsulacién del CYPBM3 “21B3” en dos particulas pseudovirales, la
derivada del CCMV vy la del bacteriéfago P22, utilizando dos estrategias distintas. Ambas
estrategias involucran una fuerza motriz que dirige la incorporacidn de la enzima al interior de las

capsides de manera selectiva.

Por un lado, cargas electrostdticas complementarias permitieron dirigir la encapsulacién del CYP
selectivamente hacia el interior de la cdpside del CCMV para generar particulas con actividad
catalitica, aunque con una reduccién en la actividad comparada con la enzima libre. La ventaja
fundamental de esta estrategia radicd en que no fue necesaria ninguna modificacion quimica ni
genética a ninguna de las proteinas involucradas. Como perspectivas del trabajo seria importante
determinar la estabilidad de estos nanoreactores bajo condiciones fisioldgicas, con el fin de saber

si son viables para poder ser utilizadas como potenciales agentes terapéuticos.

Por otro lado la encapsulacién in vivo del CYP en capsides derivadas del bacteriéfago P22 generd
particulas con una alta capacidad de carga y con una buena retencién de actividad catalitica. Es
mas, la encapsulacién del CYP dentro de esta capside viral generd dos propiedades interesantes en
el biocatalizador, una mayor estabilidad a valores de pH &acido y una mayor estabilidad ante la
degradacion por proteasas; ambas propiedades son importantes para la aplicacidon potencial de
estas VLPs como agentes terapéuticos. Como perspectivas del trabajo seria importante aumentar
la proporcion de CYP activo dentro de las capsides, lo cual podria llevarse a cabo optimizando la

expresion del CYP-SP, que ahora se encuentra bajo el control de la arabinosa como inductor.

El CYPBM3 “21B3” fue una excelente enzima modelo para probar el principio de encapsulacion de
actividad CYP450 dentro de particulas pseudovirales, debido a su facil produccidon, solubilidad,
capacidad de utilizar peréxido de hidrégeno como ventaja operacional, y capacidad de
transformar una variedad de sustratos, entre ellos medicamentos anticancerigenos en sus

metabolitos activos.

La construccidon de nanoreactores, a base de capsides virales con CYP en su interior, presentan el
primer paso en la generacidn de sistemas para el transporte y suministro de actividad enzimatica

CYP450, que tienen potencial para ser utilizados para hacer mas eficientes las terapias actuales
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contra el cancer. Sin embargo, y como perspectivas del trabajo, para poder desarrollar una terapia
para la activacién de profarmacos in situ, es necesario suministrar junto con esta mutante del CYP
una enzima que genere cantidades importantes de perdxido, o bien, encapsular el CYPBM3 con el
dominio reductasa incluido, con la finalidad de contar con un sistema autosuficiente dentro de la
célula que pueda generar el medicamento activo dentro del tumor. En una etapa posterior, la
capside debera ser funcionalizada para dirigir la nanoparticula a los sitios de interés, acoplando
ligandos afines a receptores que se encuentren presentes en células tumorales; asi como para

contender con su inmunogenicidad, recubriendo la particula con polimeros biocompatibles.
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ANEXOS

1. Plasmidos utilizados en el proyecto doctoral.
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2. Compuestos identificados en la transformacién de profarmacos por el CYPBM3 “21B3”
utilizando LC-MS-MS.

Préfarmaco Producto Férmula M+
4-hidroxitamoxifen Ca6H29NO> 388.227
. N-demetiltamoxifen CasH27NO 358.217
Tamoxifen - - - -
N-demetil-4-hidroxitamoxifen CasH27NO; 374.246
3,4-hidroxitamoxifen C6H29NO3 404.222
Resveratrol Piceteanol C14H1204 245.079

3. Cromatografias de fase reversa en HPLC para la evaluacion de la transformacién de profarmacos
por el CYPBM3 “21B3”.
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4. Datos de los espectros de masas para cada uno de los productos de la transformacién de

plaguicidas por el CYPBM3 “21B3".

lones de espectro de masas (m/z)?

Plaguicida Producto
5-cloro-3-[(3-cloro-6- 284 (29), 282 (43) [M*], 219 (23), 218 (20), 191 (38), 189 (48), 184
Diclorof oxociclohexa-1,4-dien-1- | (22), 165 (32), 164 (17), 162 (23), 155 (49), 154 (28), 152 (100), 128
iclorofen
il)metil] ciclohexa-3,5- | (64), 127 (69), 126 (42), 102 (19), 101 (25), 89 (32), 75 (24), 74 (16),
dien-1,2-diona 73 (17), 63 (59), 62 (24), 51 (31), 50 (19)
] o 191 (13), 189 (59), 188 (7)[M*], 187 (100), 161 (15), 159 (32), 126
3,4-diclrofenil isocianato
(23), 124 (70), 97 (12), 62 (10), 61 (9)
N-(3,4-dicloro 191 (53), 189 (78), 187 (23), 163 (75), 162 (21), 161 (100), 135 (18),
-(3,4-di -
. . . 133 (18), 126 (38), 125 (16), 124 (33), 101 (24), 99 (34), 91 (15), 90
Linuron fenil)formamida
(34), 73 (18), 63 (26), 61 (20)
] 234 (29), 191 (15), 189 (54), 187 (91), 163 (55), 161 (100), 160 (21),
Urea, N,N’-bis (2,3-
diclorofenl) 159 (19), 145 (23), 133 (48), 126 (32), 125 (24), 124 (68), 99 (16), 98
(14), 97 (28), 90 (16), 73 (26), 61 (24), 60 (18), 57 (20)
275 (10) [M*], 220 (10), 156 (11), 149 (32), 139 (42), 131 (10), 127
Paraoxon (18), 119 (11), 109 (100), 99 (30), 93 (10), 91 (14), 81 (47), 75 (11),
Paration 65 (15), 64 (10), 63 (14)
, 139 (100) [M*], 109 (57), 93 (26), 81 (21), 65 (57), 63 (21), 53 (15),
4-Nitrofenol
51 (10)
B 298 (58), 270 (29), 262 (35), 242 (42), 201 (26), 199 (56), 197 (62),
Clorpirifos oxon
170 (35), 169 (27), 109 (100), 91 (37) 81 (56)
201 (26), 199 (77), 197 (100) [M*], 173 (28), 172 (18), 171 (88), 169
B 2-Hidroxi-3,5,6- (93), 162 (15), 161 (17), 138 (13), 136 (34), 135 (21), 134 (75), 133
Clorpirifos

tricloropiridina

(17), 111 (20), 109 (73), 107 (59), 100 (18), 98 (41), 85 (15), 74 (16),
72 (40), 63 (39), 62 (22)

Acido tiofosfdrico

115 (10), 114 (100) [M*], 86 (6), 85 (12), 84 (5), 58 (6), 56 (11), 55
(5), 54 (15)

3: Valores en paréntesis indican intensidades relativas. [M*]: |6n molecular.
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5. Determinacién de la cantidad de CYP encapsulado en VLPs de CCMV. Analisis por densitometria
utilizando el programa ImagelJ. SDS-PAGE (12%) tefiido con InstantBlue.

6. Secuencia de aminodcidos del CYPBM3 “21B3” fusionado a la proteina de andamiaje del
bacteriéfago P22.

MAIKEMPQPKTFGELKNLPLLNTDKPVQALMKIADELGEIFKFEAPGRVTRYLSSQRLVKEACDESRFDKNLSQALKFVRDFAGDGLATSW
THEKNWKKARNILLPSLSQQAMKGYHAMMVDIAVQLVQKWERLNSDEHIEVPEDVTRLTLDTIGLCGFNYRFNSFYRDQPHPFITSMVR
ALDEAMNKLQRANPDDPAYDENKRQFQEDIKVMNDLVDKIIADRKASGEQSDDLLTHMLHGKDPETGEPLDDENIRYQUTFLIAGHETTS
GLLTFALYFLVKNPHVLQKAAEEAARVLVDPVPSYKQVKQLKYVGMVLNEALRLWPTAPAFSLYAKEDTVLGGEYPLEKGDELMVLIPQLH
RDKTIWGDDVEEFRPERFENPSAIPQHAFKPFGNGQRACIGQQFALHEATLVLGMMLKHFDFEDHTNYELDIEETLTLKPEGFVIKAKSKKI
PLGGIPSPSTGSLVPRGSCRSNAVAEQGRKTQEFTQQSAQYVEAARKHYDAAEKLNIPDYQEKEDAFMQLVPPAVGADIMRLFPEKSAAL
MYHLGANPEKARQLLAMDGQSALIELTRLSERLTLKPRGKQISSAPHADQPITGDVSAANKDAIRKOMDAAASKGDVETYRKLKAKLKGIR

*
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