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RESUMEN

En la actualidad, las particulas tipo virus (VLPs) son sido utilizadas para el desarrollo de vacunas
y nuevos nanomateriales de interés biomeédico y farmacéutico. Por su naturaleza, las VLPs
pueden funcionan como bloques de construccion “bottom-up” de estructuras mas complejas,
asi como nanoacarreadores de biomoléculas y (0) farmacos que pueden ser presentados en el
interior o exterior de las particulas para ser transportados a una célula diana, gracias al tropismo
natural o inducido de las VLPs.

En este trabajo se exploro el potencial de las particulas tipo virus derivadas del parvovirus
B19 que acarrean a una lipasa, en la reaccion de hidrolisis de heptanoato de colesterol, asi
como su estabilidad térmica y en medios no acuosos.

Con estos fines, se ensamblaron particulas tipo virus provenientes de dos proteinas
quiméricas recombinantes basadas en la proteina estructural VP2 del parvovirus B19y la
lipasa A de Bacillus pumilus, 1as cuales difieren en la posicién en la se encuentra fusionada
dicha enzima. La caracterizacion de las particulas se efectud por métodos biofisicos tales
como; dispersion dinamica de luz, cromatografia de exclusion molecular acoplada a
dispersion estatica de luz de multiples angulos (SEC-MALS), centrifugacion isopicnica y
microscopia electronica de transmision, asi como por métodos bioquimicos como;
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio, purificacion por
exclusion molecular, pruebas de actividad enzimatica y termoestabilidad. Inicialmente se
probd la estabilidad de estas VLPs en medios organicos, encontrando que esta es muy
pobre. Sin embargo, en medio acuoso estas VLPs presentaron actividad hidrolitica contra
un éster de colesterol. Este resultado sugiere que éstas particulas podrian ser probadas
como modelos para el tratamiento de enfermedades lisosomales en las cuales se requiera

de remplazo enzimatico.
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INTRODUCCION

Aungue muchas enzimas implicadas en el metabolismo difunden libremente en el citoplasma, el
alto rendimiento catalitico de las enzimas “in vivo” se debe en gran medida a su posicionamiento
dentro del entorno bioloégico. Por esta razon, varios esfuerzos en la bionanotecnologia se han
encaminado a imitar la organizacion y entorno natural de estas enzimas con fines tecnologicos,
tanto terapéuticos como industriales (degradacion de polimeros, biosensores, estabilidad de
alimentos, etc.).

El acoplamiento de enzimas a cadenas de proteinas altamente ordenadas, tales como virus, es
una forma atractiva para conseguir un posicionamiento optimizado de éstas. Las particulas tipo
virus (VLPs) son nanoconstrucciones derivadas del autoensamble de proteinas que constituyen
las capsides virales. Las VLPs no contienen material genético, en consecuencia, guardan gran
similitud estructural con los virus y conservan sus propiedades de reconocimiento sin ser
infecciosas. Por esto, las VLPs pueden ser utilizadas como andamiajes basicos de enzimas para
el disefio y fabricacion de materiales nanoestructurados con multiples finalidades. Estas
capsides virales son atractivas ya que son estructuras monodispersas en tamafo y
composicion, bajo condiciones particulares de pH y fuerza ionica, y ademas poseen areas
superficiales grandes con una amplia variedad de grupos funcionales expuestos, lo que permite
el acoplamiento de multiples ligantes, ya sea de la misma molécula o diferentes moléculas. Esta
caracteristica las hace estructuras polivalentes, con la capacidad de participar en interacciones

colectivamente fuertes, aumentando la afinidad de unidn con los sitios blanco.

El proceso de acoplamiento de enzimas en la superficie de estas particulas se puede efectuar
tanto por modificaciones quimicas como genéticas, y el nombre que reciben estos artefactos es
el de nano-acarreadores de enzimas (Enzyme Nano-Carriers, ENC). El tipo de enzima acoplada
depende de la funcionalidad que desee darse a estas nanomaquinas. Por ejemplo, las lipasas,
enzimas que catalizan la hidrélisis de enlaces éster en triacilgliceroles cuando se encuentran en
un medio acuoso y son utilizadas principalmente en la industria alimentaria y de detergentes,
por ejemplo, en la industria lactea, se utilizan lipasas de Mucor meihei (Piccnate, Gist-Brocades;

Palatase M, Novo Nordisk), A.niger y A.orizae (Palataste A, Novo Nodisk, Lipase AP, Amano;
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Flavour AGE, Chr. Hansen) entre muchas otras para la fabricacion de quesos (Hasan et al.,
2006). El uso de estas enzimas se ha extendido también en la industria farmacéutica para la
sintesis de algunos farmacos, tales es el caso de la lipasa de Candida rugosa utilizada en la
fabricacion de la lovastatina, medicamento que reduce los niveles de colesterol en la sangre
(Hasan et al., 2006). Dichas aplicaciones podrian podria ampliarse a la nanomedicina en la
terapia de remplazo enzimatico.

Una ventaja del sistema de ENC basado en VLPs es que es totalmente biocompatible debido a
su naturaleza proteica. Esto implica que, en contraste con otros materiales de inmovilizacion de
enzimas, éstos pueden ser introducidos en individuos, con la finalidad de llegar a células u
organos sin que sean degradados en él camino. Como consecuencia, estos ENC podria
funcionar como un sistema de entrega eficiente y acarrear actividades enzimaticas y otras
moléculas terapéuticas a sitios de un organismo donde estas sean necesarias. Para el caso de
las lipasas, estas no solo se usan con fines nutrimentales, sino que participan en la sintesis y
degradacion de materiales en las células, con la finalidad de mantener el equilibrio. Uno de los
productos que pueden acumularse en las células son lipidos y ésteres de colesterol. Estas
moléculas se acumulan en los lisosomas cuando existe deficiencia de la lipasa que los degrada
de manera natural y provocan una enfermedad que puede ser severa e incluso mortal.
(Goldstein et al., 1975; Menéndez et al., 2002; Reiner et al., 2014)

En nuestro grupo contamos con dos quimeras de la proteina VP2 de parvovirus B19 fusionadas
con la lipasa Bacillus pumilus (BplA), una en la que la BplA se encuentra en el extremo N-
terminal de la VP2, y otra en la que la lipasa se encuentra insertada en un asa superficial de la
VP2. Estudios previos demostraron que dichas quimeras forman VLPs y retienen su actividad
hidrolitica frente a ésteres de 4-nitrofenol. En este trabajo nos propusimos explorar las
propiedades biocataliticas de estas quimeras. Primero evaluando la estabilidad de las VLPs en
medios no convencionales (disolventes organicos y liquidos idnicos) y posteriormente su
potencial hidrolitico en condiciones celulares y lisosomales, usando un éster de colesterol de

cadena corta como sustrato.
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Capitulo 1. ANTECEDENTES

“El gran siguiente paso de la humanidad es tan pequeno, que, a simple vista,

ningun humano seria capaz de verlo...”

DREXLER ERICK.
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1.1. Bionanotecnologia; en la frontera del conocimiento.

El vertiginoso avance de la ciencia y la tecnologia ha permitido al hombre el desarrollo de
maquinarias cada vez mas sofisticadas y eficientes, como las halladas en todas las células vivas:
proteinas, lipidos, moléculas de RNA 'y de DNA, etc. Estos descubrimientos llevaron a la idea de
la utilizacion de dichas “maquinas moleculares” como puntos de partida para nuevos disefios y
otras construcciones basadas en biomoléculas, aprovechando asi capacidades intrinsecas a
ellas, como el plegamiento y el autoensablado molecular, el cual es un proceso de asociacion
espontanea de moléculas que se debe a la accion cooperativa de distintas fuerzas, como son:
electrostaticas, de Vander Waals y de deplecion.

Asi, emergen dos nuevas ramas del saber; Nanobiotecnologia y Bionanotecnologia, cuya
principal diferencia radica en la manera en la que estas disciplinas abordan su objeto de estudio,
por un lado, la Bionanotecnologia, utiliza las maquinarias moleculares como bloques de
construccion con fines nanotecnoldgicos, mientras que para la Nanobiotecnologia éstas sirven
como inspiracion para el desarrollo y aplicacion de herramientas nanotecnolégicas, con la
finalidad de abordar fenédmenos bioldgicos (Fig 1). Lo anterior demuestra el alto grado de
interdisciplinariedad de estas ciencias emergentes, ya que en ellas convergen diversos
enfoques cientificos en los que participan la Biologia, la Quimica, la Fisica y la Ingenieria.
(Nagamune T, 2017; Roco MC, 2003a, Roco MC, 2003b)
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Figura 1. a) Movimiento de la miosina a través de los filamentos de actina, inducido por Ca2+y
ATP. b) Imitacion del movimiento muscular usando Rotaxano basado en una jaula molecular.

Tomada de (Chun-Ju. et al., 2009).
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La Bionanotecnologia también llamada Ingenieria Biomolecular, surge como la fusion
interdisciplinaria de la Biotecnologia y la Nanotecnologia. Por un lado, la Nanotecnologia® se
encarga de la creacion y utilizacion de materiales, dispositivos o sistemas a través del control
de la materia en escala nanométrica (en el orden de 10° m, Fig. 2), hablamos de la manipulacion
a nivel atbmico, molecular y de estructuras supramoleculares basandose principalmente en las

técnicas de “buttom-up?” y “top-down3”.

top-down

' Wmile —
anistalinos catbono  "Quantumdots” transistores Splicas ymagnéticos deDNA

Figura 2. Escala nanométrica y ejemplos. (Paumier G, 2008),

Por otra parte, la Biotecnologia consiste en la utilizacion de la maquinaria bioldgica de un
organismo y los derivados de dichos procesos para la creacion o modificacion materiales

especificos sin importar los detalles moleculares y atémicos de las biomoléculas que llevan a

" Del griego Ndnos= ‘enano’, pero se ha tomado para significar “una mil millonésima parte” de algo.
2 “Buttom-up” o de abajo hacia arriba; aqui se parte de una estructura nanométrica (atomos y
moléculas) y mediante un proceso de montaje se crea una estructura mayor a la inicial. Este proceso
también es conocido como auto ensamblaje y es el que muchos consideran como el “verdadero”
enfoque nanotecnologico.

3 “Top-down” o de arriba hacia abajo; reduccién de tamario, las estructuras se miniaturizan a escala
nanomeétrica


https://commons.wikimedia.org/wiki/User:Guillom
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cabo dichos procesos. Al ser la conjuncion entre ambas ciencias, es posible definir a la
Bionanotecnologia como la ingenieria aplicada al disefio, fabricacion y modificacion a niveles
nanométricos (1-100 nm) de materiales, dispositivos y maquinarias moleculares basados en

biomoléculas para que lleven a cabo funciones especificas (Fig. 3).

Nanomateriales y tecnologfa

Modelos
BIO I

Herramientas

Biomateriales y procesos

Figura 3. Diagrama que resume la interaccion entre las areas biolodgicas y la nanotecnologia.
Modificado (Roco, 2003).

Esta ciencia emergente ofrece soluciones a problematicas planteadas en diversos campos,
basando sus investigaciones, primordialmente en tres grandes areas: alimentos, energia y
salud. Para esta ultima, el desarrollo ha sido particularmente relevante. Se han generado
herramientas novedosas para el diagnostico (biomarcadores y biosensores) y el tratamiento de
enfermedades con el desarrollo y disefio de nuevos sistemas de entrega de farmacos sitio
especificos, o0 la entrega de hormonas y enzimas en la terapia de remplazo enzimatico, ademas
de los tratamientos que implican terapia génica (Nagamune T, 2017)

En la industria alimentaria existen avances que van, desde la produccion de los alimentos
(modificacion genética, pesticidas, fertilizantes), tratamiento de desechos agropecuarios
(Rajendran, et al., 2007), hasta su transformacion en alimentos procesados, extendiendo su
tiempo de vida y afladiendo componentes alimentarios.

Y finalmente, en el campo energético existen proyectos que prometen mejoras en la produccion,
manejo y eficiencia de la energia y todas sus fuentes. El desarrollo de bionanocatalizadores es
un ejemplo de esto, los cuales modifican y mejoran las reacciones quimicas de los combustibles,
para que, en la mayoria de los casos, disminuyan las emisiones de gases de efecto invernadero,

0 bien, sean transformadas en otras sustancias.
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La Bionanotecnologia se encuentra en la frontera e interdisciplinariedad del conocimiento,
mientras algunas de sus aplicaciones ya estan siendo explotadas a nivel medico e industrial,
otras, como la tecnologia de biomotores, lo estaran en un futuro. No obstante, el desarrollo de
esta nueva disciplina podria impactar no solo en aspectos cientificos, sino ofrecer cambios

sustanciales en materia econémica y social.

1.1.1. Nanomedicina

Como se ya se menciono, entre las muchas aplicaciones de la Ingenieria Biomolecular se
encuentra su particular interés por el area de la salud, debido a que todos los procesos
fisiologicos y patoldgicos a nivel celular, ocurren a nanoescala y son dirigidos por complejos
biomoleculares. De tal suerte, surge la Nanomedicina (Fig. 4), como una aplicacion de la
Bionanotecnologia, ya se considera como el refinamiento de la medicina a nivel molecular, que,

ademas, integra avances en genémica y protedmica.

Biotecnologia Nanotecnologia

Descubrimiento de farmacos | Genomica y proteémica

Bionanotecnologia v
Entrega de [¢——
firmacos Nanoarreglos
Terapia Génica Biomarcadores
y celular
A A i A
Bionanofarmacos Nanomedicina Diagnéstico Molecular

Figura 4. Esquema que ejemplifica la relacion entre la Bionanotecnologia con la Nanomedicina

y otras Biotecnologias. Modificado (Jain K.K., 2008)
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Muchos de los aportes tecnologicos de la Nanomedicina ya estan siendo aplicados o se encuentran
en estudios clinicos (Tabla 1), tal es el caso del Nanodiagnostico, la Nanorobotica y la Cirugia
reconstructiva (Nano ingenieria de tejidos). Sin embargo, el trabajo futuro se encamina al desarrollo
de nanofarmacos de liberacion controlada y con alta especificidad al tejido o grupo celular dafiado,
asi como la aplicacion de terapias a nivel celular y molecular a través de nanoparticulas, tanto para
la reconstruccion de tejidos, como para el tratamiento de enfermedades que, por su naturaleza,

afectan a distintos grupos celulares (Caster, et al., 2017; Petros, et al., 2010).

Tabla 1. Aplicaciones de la Nanomedicina (Caster et al., 2017).
Nanocirugia y Cirugia

Nanodiagnostico Nanofarmacos :
reconstructiva
. - Entrega de farmacos sitio L ,
-Nanobiosensores o -Cirugia con nanolaser
especifica
o . -Ingenieria de tejidos con
-Diagnéstico molecular -Farmacos basados en .
) andamios
nanotecnologia o
nanotecnologicos
-Suministro de medicamentos
-Imagen con . 9 .
. a partir de nanobombas -Implantacién de tejidos y
nanoparticulas con . X o
) implantadas y organos artificiales
materiales de o .
nanorecubrimientos. resistentes al rechazo.
contraste.

1.1.2. Errores Innatos del Metabolismo

Existen mas de 800 enfermedades asociadas a la disfuncionalidad de una o mas proteinas,
estas enfermedades son ocasionadas en su mayoria por errores monogénicos, de herencia
autosémica recesiva y se les conoce como errores innatos del metabolismo (EIM), en donde la
alteracion de un gen, produce a una proteina defectuosa lo que conduce a alteraciones
bioquimicas en las rutas metabdlicas relacionadas a ésta, ocasionando un fenotipo
desadaptativo para el individuo con dicho defecto (Cabello et al.,2015). Los EIM son poco
frecuentes?, sin embargo, su diagndstico y tratamiento suele ser muy complicado. Las enzimas

son las responsables de la mayor parte de los procesos metabolicos de las células y de los

41 de cada 1000 nifio(a)s, nacen con un EIM y el 50% de ellos desarrollan la enfermedad en la etapa
neonatal.
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organismos, por lo que, cualquier defecto en un gen, producido por cualquier circunstancia,
provocara que la enzima para la cual codifica pierda su actividad o que ésta se vea alterada. Si
la actividad biolégica de dicha enzima se ubica en un solo 6rgano o tejido, entonces tendremos
un defecto localizado, pero sila enzima en cuestion esta involucrada en el metabolismo de todas
0 gran parte de las células del organismo, entonces, el problema sera generalizado. El bloqueo
parcial o total de una ruta metabdlica conlleva la interrupcion del funcionamiento celular y
organico, debido a: a) la acumulacion de sustratos no catabolizados, b) un déficit en la
produccion de energia y de intermediarios que se dirigen a otras vias metabdlicas, ¢) la pérdida
de la funcién en algun receptor o transportador, y d) el deposito intracelular de productos, lo

que ocasiona sintomas clinicos de las diversas entidades patologicas (Menéndez, et al., 2002).

Los EIM, como ya se menciono, se dan por la produccién de una proteina defectuosa, la cual
puede ser estructural, una enzima, un anticuerpo, un transportador o una hormona. El grado de
afeccion de las enfermedades asociadas a estos errores depende de la toxicidad de los
metabolitos acumulados, el lugar en donde se depositen los productos deficitarios y la funcion
de éstos en el organismo. La clasificacion de los EIM puede efectuarse en funcion del sistema

enzimatico o via metabdlica afectada, de la que surgen 7 familias:

1. EIM de los Carbohidratos 5. EIM de los Lipidos

2. EIM de los aminoacidos y proteinas 6. Defectos de transporte

3. EIM defectos de ciclos especificos 7. Otras enfermedades metabdlicas
4. EIM de moléculas complejas hereditarias.

En el siguiente apartado profundizaremos en los errores innatos del metabolismo de lipidos,
principalmente en las enfermedades lisosomales, asi como en las ventajas y desventajas del

tratamiento utilizado para éstas.
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1.1.3. Enfermedades lisosomales y la Terapia de Remplazo

Enzimatico.

Las enfermedades de deposito lisosomal (LSDs) resultan de la deficiencia de enzimas
intralisosomales, las cuales se encargan de la hidrdlisis acida de macromoléculas dentro del
espacio lisosomal, pero también puede tratarse de una proteina activadora o transportadora
(Pisoni, et al.,, 1994; Sainz C, 2002), todo esto produce la acumulacion de sustratos,
generalmente de naturaleza lipidica, en diferentes tejidos, por lo que estas anomalias se vuelven
multisistémicas, cronicas y progresivas. Cerca de 50 trastornos dentro de los EIM son debidos
a defectos en una proteina lisosomal (Vellodi, 2005). Las enfermedades debidas a estos
defectos son clasificadas de acuerdo con la macromolécula que no se logra metabolizar y la

funcion lisosomal que se ve afectada (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion general de Enfermedades de Deposito Lisosomal (LSDs) de acuerdo a la
macromolécula que no se logra metabolizar. Modificado de Rua M, 2014

Clasificacion de LSDs

Lipidosis y I_Esﬂngol|p|,d95|s Erjfermedad de Von Glucosa-6P
(almacenamiento de lipidos) Gierke
. o Mucopolisacaridosis (MPS)
Niemann Pick tipo , . - S
Esfingomielina (acumulacion de mucopolisacaridos o
AyB . .
glucosaminoglicanos GAGs)
Gaucher Glucocerebrosidos Llsnfl)el 0 sindrome de Heparany
Tipo Il o sindrome de Dermantan
Fabry Glucoesfingolipidos Hunter sulfato
Gangliosidosis Gangliésido GM1 Tipo Ill o Sanfilippo Heparan sulfato
Feber Ceramida Tipo IV o sindrome de Quetargq y
. - , Condroitin
Krabbé Galactocerebrosidp Morquio
sulfato
Enfermedad de Esteres de Tipo VI o sindrome de Dermantan
Wolman colesterol Maroteaux-Lamy sulfato
. Tipo VIl o sindrome de Quetaran
Glucogenosis
Sly sulfato
Enfermedad de (acumulaciét]/“cjizollilpiggs? ¥ c(:';/lrlt_))ohidratos
McArdle pidos y
. complejos.)
Glucogeno Sulfat
Enfermedad de Deficiencia de uttatos
iy esteroideos vy
Pompe Sulfatasa multiple o
gangliosidos
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Continua Tabla 2

Continua Mucolipidosis (ML)
Tipo Il o Leroy

Defectos en el transporte de colesterol

Tipo lll o sindrome Oligosacaridos y

de Pseudo Hurler pidos Niemann Pick tipo Cy D
Oligosacaridodis o Glucoproteinosis Ceroidolipofuscinosis Neuronal
Stalidosis Sialoglicosacaridos Defectos lisosomales por alteracion

ay B Manosidosis en una proteina de transporte

Glicoproteinas -
B-galactosidosis Acumulacion de Acido siélico

Fucosidosis Fucosa Cistinosis

Oligosacaridos y

. ] Enfermedad de Salla
Glicoproteinas

Galactosialidosis

Del cuadro anterior es importante sefialar que las enfermedades pertenecientes al mismo grupo
de macromoléculas acumuladas y que ademas se relacionan con el mismo sustrato sin
metabolizar, se diferencian entre ellas debido a la enzima que lleva a cabo dicha hidrolisis, por
ejemplo, en las MPS 1, I, en donde las moléculas acumuladas son el Heparan y Dermantan
sulfato, las hidrolasas deficientes son distintas; Alfa-L-loduronidasa para MPS |y loduronato-L-

sulfatasa para MPS II.

1.1.31 Deficiencia de Lipasa Acida Lisosomal

La deficiencia de la lipasa éacida lisosomal (LAL-D), es caracterizada por la acumulacion
progresiva de ésteres de colesterol y triglicéridos en el higado, el bazo y el sistema
cardiovascular. Esto se debe a que la lipasa acida lisosomal se encarga de la hidrolisis de dichos
lipidos dentro de las particulas de lipoproteinas de baja densidad (LDL) en colesterol y acido
grasos libres.

Este defecto es producido por mutaciones en el gen LIPA el cual codifica a LAL (Reiner et al.,
2014), es de caracter autosomico recesivo y el grado de progresion en los trastornos
relacionados depende principalmente de la naturaleza de dicha mutacion, lo que resulta en el

grado de actividad residual dicha enzima. El papel que desempefian los lipidos producto de la
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hidrolisis efectuada por LAL (colesterol y acidos grasos libres) resulta crucial en el metabolismo
de lipidos, ya que estos o sus derivados oxidados, interactian con factores de transcripcion que

regulan la expresion de genes de proteinas involucradas en la lipogénesis.
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Figura 5. Esquema de la homeostasis celular del colesterol. a) Célula hepatica sana, b) célula
hepatica con deficiencia de LAL. ACAT, acil-colesterol aciltransferasa; CE, ésteres de
colesterol; FA, acido graso; FC, colesterol libre; FFA, acido graso libre; HMG-CoAr,
hidroximetilglutaril-Coenzima A reductasa; LAL, lipasa acida lisosomal; LDL-C, lipoproteinas de
baja densidad; LDLR, receptor de lipoproteinas de baja densidad; SREBPs, proteinas de union al
elemento regulador de esterol; TG, triglicéridos; VLDL-C, lipoproteinas de muy baja densidad.
Modificada de (Reiner, et al., 2014)

Cuando la LAL trabaja adecuadamente (Fig.bb), la liberacion de colesterol conduce a una
regulacion negativa de los receptores de LDL, lo que provoca que disminuya la entrada de
ésteres de colesterol a la célula, ademas de disminuir la sintesis de colesterol y la estimulacion
de la acil-colesterol aciltranferasa, que esterifica al colesterol libre para formar particulas de
VLDL-C que saldran de la célula. Asi mismo, el aumento de acidos grasos libres dentro de la
célula inhibe la produccion de fosfolipidos vy triglicéridos, debido a la disminucion de la sintesis
de acidos grasos mediada por proteinas de unién al elemento regulador de esterol (SREBPs)
(Horton, 2002).
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Dentro de las enfermedades asociadas a este defecto se encuentra la enfermedad de Wolman
(LAL-D de inicio temprano), la cual se presenta en nifios recién nacidos que mueren entre los 6
y 12 meses, al presentar un fallo multiorganico, con cuadros de fibrosis y cirrosis hepatica,
hepatoesplenomegalia® prominente, acumulacion excesiva de lipidos en la mucosa intestinal,
ganglios linfaticos y musculo esquelético. También encontramos la enfermedad de deposito de
ésteres de colesterol o EDEC (LAL-D de inicio tardio), la cual afecta a nifios y adultos y tiene un
horizonte clinico mas viable que el de los recién nacidos.

El tratamiento clasico de la LAL-D ha consistido principalmente en el uso de medidas de soporte
que reducen las complicaciones de la enfermedad, también se ha implementado el tratamiento
hipolipidimiante en el que se incluye una dieta baja en grasas y farmacos que disminuyen la
cantidad de lipidos en sangre. Sin embargo, ningun tratamiento logra evitar el avance ya que
no abordan la fisiopatologia de la enfermedad (Scott, et al., 2013).

En 2015, agencias reguladoras europeas y la FDA de los Estados Unidos de América aprobaron
el uso de una LAL recombinante humana (Sebelipasa alfa KANUMA®), para el tratamiento de
la LAL-D, mediante la sustitucion enzimatica a largo plazo en pacientes de todas las edades. Si
bien los datos clinicos han mostrado un aumento en la supervivencia en l0s neonatos que
padecen la enfermedad de Wolman, no todos los pacientes han logrado beneficiarse por igual
y de manera sostenida. Ademas, hasta ahora no se conoce un factor predictor de respuesta al

tratamiento en pacientes de mas edad que ya presentan dafio hepatico y cardiovascular.

1.1.3.2  Terapia de remplazo enzimatico (ERT)

La terapia de remplazo enziméatico o ERT por sus siglas en inglés (Enzyme Replacement
Therapy) constituye una de las opciones mas viables para el tratamiento de muchas

enfermedades ocasionadas por los EIM. Esta se basa en administrar de manera periddica al

5 La Hepatoesplenomegalia es el recrecimiento conjunto del higado y del bazo. Si dicha inflamacién
solo afecta al higado se le conoce como Hepatomegalia.
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paciente una proteina exdgena, mediante via intravenosa o intratecal® (dependiendo el sitio al
que se dirige la enzima, es la forma de administracion), la cual una vez dispuesta tendra que
llegar a las células diana, en donde debera ser reconocida y dirigida a los lisosomas. Alli, actuara
sustituyendo a la enzima en déficit hidrolizando su sustrato.
La mayoria de las proteinas lisosomales poseen cadenas de N-acetilglucosamina unidas a
manosa, la cual es reconocida por receptores de manosa-6-fosfato ubicados en el exterior de
la membrana celular, lo que provoca que la enzima glicosilada sea endocitada (Fig. 6). En
consecuencia, la adecuada glicosilacion de la enzima exdgena es necesaria para que las
enzimas logren entrar a las células diana. Sin embargo, esto no garantiza de facto que la enzima
llegue a su destino, ya que en algunos casos las células diana son neuronas, osteoblastos u
osteocitos (Mucopolisacaridosis MPS-IIl, MPS-VII, Gaucher-Il, entre otras)
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Figura 6. a) Administracion de TRE via intravenosa. b) Via intratecal. c) Esquema que ejemplifica el

hidrélisis de las
sustancias de depadsito

mecanismo de reconocimiento y entrada a la célula por la enzima exdgena recombinante.

Asi mismo, desde 2001 se ha trabajado en protocolos para remplazar o suplementar genes,
mediante terapia génica, sin embargo, su empleo se ha restringido (Scollay, 2011; Wilson, et

al., 2001), debido a que los pacientes sometidos a esta terapia han demostrado que aun es

¢ Se efectUa una puncion lumbar, para que la proteina exdgena viaje a través del liquido encéfalo
raquideo para asi superar la barrera hematoencefalica, lo cual es necesario para el tratamiento de
enfermedades con afectacion cerebral, tales la enfermedad de Gaucher tipo Il y algunas
Mucopolisacarodosis (MPS).
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necesario continuar el desarrollo de sistemas mas eficientes para la entrega de los genes
exogenos, asi como la regulacion en la expresion génica de dichos genes en las células
transfectadas.

La busqueda de vehiculos biocompatibles y multifuncionales, que aumenten la eficiencia y la
especificidad de la terapia génica, de remplazo enzimatico, o ambas, para aumentar el espectro
de enfermedades que se puedan combatir, sigue siendo uno de los puntos medulares para el
tratamiento de enfermedades lisosomales, y en general para las enfermedades causadas por

los Errores Innatos del Metabolismo.

1.2.  Particulas tipo virus; nanoacarreadores de enzimas y sistemas

de liberaciéon de moléculas terapéuticas, una opciéon biocompatible.

Como ya se ha mencionado, la entrega dirigida ha sido una de las areas mas desafiantes de la
nanomedicina, pero también una de las mas prometedoras. De ésta depende el tratamiento de
enfermedades que carecen de protocolos adecuados, especialmente el cancer y las que son
ocasionadas por trastornos genéticos como los EIM. De acuerdo con la OMS, el cancer es una
de las primeras causas de muerte a nivel mundial, en 2016 se calcula que provoco alrededor
de 8.8 millones de defunciones (OMS, 2018). En México, 14 de cada 100 fallecimientos ocurren

por esta enfermedad (Secretaria de Salud, segob.mx, 2018).

Los virus son entidades biologicas a escala nanométrica conformadas por subunidades
protéicas altamente ordenadas, las cuales se ensamblan de manera espontanea’ formando asi
la capside viral que, ademas de proteger y transportar el genoma del virus, se encarga del
reconocimiento de la célula huésped. Sin embargo, la patogenicidad de éstos limita su uso como
herramientas tecnoldgicas. En contraste, las particulas tipo virus o VLPs (por sus siglas en inglés
“Virus-like particles”) constituidas fundamentalmente por una o varias de las proteinas que
forman la capside, son capaces de autoensamblarse (in vitro) en una morfologia que imita al
virion nativo. Esto permite conservar la mayor parte de los atributos del virus, como su

estabilidad, biocompatibilidad y especificidad, pero sin el material genético viral, eliminado asi

" Recordando aqui, la estrategia nanotecnoldgica “Buttom-up”.
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la patogenicidad de estas particulas. Por otro lado, la posibilidad de funcionalizar la arquitectura
de estas jaulas protéicas (Fig. 7) permite posicionarlas entre las mejores plataformas
biocompatibles que, en gran medida, revolucionaran la entrega de moléculas para diversas

aplicaciones en nanotecnologia, bionanotecnologia y nanomedicina (Ding, 2018).

Figura 7. Caricatura de autoensamble de una VLP y su versatilidad, modificando quimica o

genéticamente el exterior, la interfase o encapsulando moléculas. Modificada (Duglas T., 2006).

El uso de las VLPs ha Multiples aplicaciones
evolucionado  desde la
simple  presentacion  de
epitopos antigénicos nativos
en la superficie hasta las
actuales VLPs quiméricas de
tercera generacion, en las
que se busca fabricar nano
dispositivos inteligentes,
robustos y multifuncionales

que sirvan como vehiculos

en la entrega dirigida de

moléculas terapéuticas,

40, \d
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cataliticos entre otras Figura 8. Aplicaciones de las VLPs (Ding., 2018)

posibles aplicaciones (Fig. 8).
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Las VLPs poseen una superficie exterior e
interior sumamente definida y organizada, lo
cual proporciona un andamio que puede
modificarse con precision para incorporar
diversos cargamentos. En este contexto, las
modificaciones de las VLP pueden efectuarse
en los grupos terminales internos o externos
para que se produzca la funcionalizacion vy
puedan unirse una gran cantidad de moléculas.
En particular, la funcionalizacion del exterior
permite generar nanoacarreadores de enzimas
o de otras proteinas (ENC, por sus siglas en
ingles  “Ezyme nanocarrier”), las cuales
posibilitan que las VLPs se dirija a un tejido
especifico, que cambie su tropismo, asi como
efectuar una o varias reacciones especificas
dentro de la célula diana (Smith, 2011). Dentro
de las estrategias mas utilizadas para efectuar
esta funcionalizacion exterior se encuentran:

a) Conjugacion quimica o Bioconjugacion. En
esta técnica se aprovechan los aminoacidos
nativos expuestos mas reactivos, tales como:

cisteina, lisina, aspartato o glutamato, cuya facil

ionizacion permite la formacion de enlaces covalentes con los ligantes deseados, en caso de no

disponer de alguno de estos residuos en la superficie, se han incorporado aminoacidos no

naturales como la Azidohomoalanina (AHA), que mediante reacciones tipo “click” sobre su

grupo azida logran el mismo objetivo que los residuos nativos (Kolb, et al., 2001; Kiick, et al.,

2002). El proceso de conjugacion ocurre una vez formadas las VLPs, lo cual resulta conveniente

para la formacion exitosa de este tipo de sistemas ya que permite que el autoensablaje de las

VLPs y el plegamiento de la enzima se realicen de forma independiente y, en ocasiones,

simultaneamente .

b) Modificacién genética, en esta estrategia se fusiona el gen de la enzima que se desea

exponer en la superficie al gen de la proteina de cubierta de la VLP. Debido a que la enzima
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estéa fusionada, es posible que ésta no logre su correcto plegamiento o inhiba el ensamblaje de
las VLPs, sin embargo, se ha demostrado que este enfoque es funcional (Comellas-Aragonés,
et al., 2007; Rurup, 2014; Bustos-Jaimes, et al., 2017).

¢) Ingenieria de interacciones no covalentes entre la proteina de la capside y la enzima de carga.
En el 2012 Cardinale y colaboradores realizaron una revision en la que describen ejemplos del
uso de VLPs como nanoacarreadores de enzimas. De entre ellos destaca la estrategia de
acoplamiento con “coiled-coil” (hélices enrolladas) entre VLPs y enzimas, para lo cual, se
emplean dominios de enrollamiento peptidico complementarios con carga positiva (K-coil) para
la proteina de la capside del CCMV y con carga negativa (E-coil) para la enzima EGFP,
fusionados a cada una de las proteinas. Con esta misma estrategia en el 2016 Santillan-Uribe y
colaboradores lograron unir VLPs de parvovirus B19 con estas interacciones.

d) SpyTag-SpyCatcher una vez ensambladas las VLPs, mediante la formacion de un enlace
isopeptidico espontaneo entre el SpyTag y el SpyCatcher fusionados a la enzima carga y a la
proteina de cubierta, se logra obtener un sistema estable con VLPs como nanoacarreadores de

enzimas (Cayetano, ef al.,2018).
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De esta forma, la combinacion de la funcionalizacion de la superficie de las VLPs junto con la
capacidad de encapsidar carga terapéutica, como DNA, siRNAs y farmacos, puede
proporcionar un disefio complejo pero flexible necesario para abrir la puerta a nuevas terapias

multiples que logren cubrir necesidades médicas no satisfechas hasta ahora.
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1.3 Antecedentes directos

Las VLPs mas estudiadas son las basadas en virus de plantas (CCMV y CPMV), bacteriofagos
(MS2, QB y P22) y uno basado en el virus de la hepatitis B (HBVc) (Tabla 2). El HBVc se ha
utilizado exitosamente para la sefializacion de genes y la liberacion especifica de farmacos, y al
ser un virus que infecta unicamente hepatocitos humanos también ha funcionado para la
sefalizacion de células hepaticas cancerosas. El uso de VLPs basadas en virus que infectan a

humanos es una herramienta altamente especifica para la nanomedicina.

Tabla 3. Virus mas utilizados para la fabricacion de VLPs y sus caracteristicas.

HBVc Virus de Hepatitis B Animal T=4, icosaédrica de 28-30nm
CCMV Vlru’s .del moteado/ Planta T=3, icosaédrica de ~28nm
clorético del caupi

Virus del mosaico

CPMV ) Planta T=3, icosaédrica de 28-31nm
del caupi

MS2 MS2 Bacteri¢fago T=3, icosaédrica de 28-31nm

QB QB Bacteriofago T=3, icosaédrica de 28-31nm

P22 P22 Bacteri¢fago T=7, icosaédrica de 28-31nm

1.2.1 VLPs de Parvovirus B19 como modelo de estudio para produccion

de nanoacarreadores de enzimas

Los parvovirus infectan a una gran cantidad de animales, entre los que sobresalen las aves y
los mamiferos. En la busqueda de virus con tropismo a células de humanos para la construccion
de VLPs con fines biomédicos, nuestro equipo de trabajo ha encontrado en el Parvovirus
Humano B19 (B19V), un modelo viable para la produccion de éstas particulas. El B19V posee
caracteristicas prometedoras para el desarrollo de sistemas biocompatibles para la entrega
sitio-especifica de moléculas terapéuticas, tales como enzimas sustitutivas, segmentos de DNA

para terapia génica, o farmacos de entrega dirigida, entre otras posibles aplicaciones.
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El B19V pertenece a la familia Parvoviridae del género
Erythrovirus. Dentro de sus  caracteristicas
estructurales podemos resaltar que posee un tamano
pequefio de entre 22-26 nm y que su DNA es de
cadena sencilla de apenas 5.5 Kb. Es un virus no
envuelto, su capside esta constituida por 20
capsémeros conformados por dos proteinas
estructurales (VP1 y VP2, de 83 y 53 KDa

respectivamente). Dichas capsides poseen forma

Figura 11. Caricatura de capside del

icosaédrica con T=1y ejes de simetria de orden 2, 3y

virus B19, indicando las proteinas )
P 5. Ambas proteinas se autoensamblan formando la

estructurales VP y V2. capside con 60 subunidades de proteina (veinte
trimeros). Sus proteinas estructurales son muy similares, VP2 forma el 95% de la capside y
difiere de VP1 en una region uUnica de 221 residuos de aminoacidos en el extremo amino
terminal, VP2 es idéntica a la region C-terminal de VP1 (Servant-Delmas, 2016).
Los Parvovirus se reproducen en celulas que se dividen rapidamente y estan en replicacion
activa. En el caso del B19V, su tropismo es por las células precursoras de los eritrocitos, ya que
se sabe que el acceso de este virus a las células se efectua mediante el reconocimiento del
antigeno eritrocitico P (globdsido o globotetraosilceramida (Gb4Cer)) como receptor principal.
Este receptor esta presente principalmente en células endoteliales, megacariocitos, placenta,
miocardio e higado de humanos.
La importancia de las proteinas de la capside del B19V en la infeccién de una célula eritroide
fue revisada por Tuy colaboradores en el 2015, en donde describen que el papel de la proteina
VP2 en el proceso de infeccion, es crucial, ya que esta es la que posee la capacidad de
reconocer al receptor Gb4Cer para asi, iniciar la internalizacion del virus con la formacion de un
endosoma dependiente de Clatrina. Si bien VP2 es la responsable del reconocimiento celular,
VP1 y las secuencias de localizacion nuclear (NLS) presentes en VP1 y VP2 son sumamente
importantes en el ciclo de vida del virus. VP1 es el responsable de la internalizacion del virus ya
que se cree que la region N-terminal de VP1 cambia su ubicacion del interior de la céapside al
exterior de ésta después de un primer contacto entre el virus y el receptor Gb4Cer, lo que
permite el reconocimiento de los receptores a5 y 31 que disparan la sefial de formacion del

endosoma primario (Fig. 12).
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Figura 12. Representacion del mecanismo de entrada de parvovirus a la célula, desde el
reconocimiento de receptores de membrana hasta la liberacion del material genético en el nucleo
del huésped. Modificado de (Tu, et al., 2015)

Conforme el pH va disminuyendo mas y el endosoma llega a ser lisosoma (pH 4.0), se induce
la actividad del dominio de fosfolipasa A, (PLA2) que posee VP1 en los ultimos 140 aa de su
extremo N-terminal (region unica VP1u), la cual destruye la membrana lisosomal liberando al

virus en las cercanias del nucleo (Tu, et al., 2015; Leisi R, et al., 2013).

La produccion de VLPs basadas en algun tipo de Parvovirus se ha efectuado ampliamente
utilizado el sistema de expresion de baculovirus (Ju, 2011), ya que permite obtener particulas
ensambladas. Sin embargo, en el caso del B19V, sus VLPs se han podido producir mediante la
expresion de la proteina VP2 en células de Escherichia coli, con muy buenos rendimientos y
homogeneidad después del ensamblaje “in vitro” (Sanchez-Rodriguez, 2012).

En 2004, Kaufmann y colaboradores lograron resolver la estructura del B19V a partir de VLPs
formadas exclusivamente con la proteina VP2, la cual posee una estructura de barril-
antiparalelo de ocho hebras, las cuales se unen por medio de cuatro asas o loops, de los que

resalta la region ubicada entre los residuos 300 y 314, la cual no tiene conformacion espacial
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definida por ser extremadamente movil, siendo una region potencial para el disefio y
modificacion de la superficie de la capside.

Las hebras B se hallan en un a conformacion de “jelly roll” y presentan las secuencias mas
conservadas entre los parvovirus (Fig. 13). Asi mismo, se observé que estas VLPs se ensamblan
adecuada y homogéneamente a pesar de estar constituidas exclusivamente por la proteina
VP2, demostrando también que la proteina VP1 no esta involucrada en el proceso de
ensamblaje del virus. Ademas, estas particulas conservan la mayoria de sus propiedades

fisicoquimicas y de reconocimiento.

a : loop 2
2 loop 1

Asa 300-314

< DE loop / Y

Figura 13. a) Estructura resuelta de parvovirus B19 formada por la proteina VP2. b) Imagen
estereoscopica de la topologia de la superficie de VLPs de B19V, en la que se muestran los ejes de
orden 2 (@), 3 (A)y 5 (®) (Modificada de Kaufmann et al., 2004). c) Trimero de VP2, cada VLP
esta constituida por 20 trimeros (capsdmeros) de VP2 (PDB 1S58).

Por todo lo anterior, el parvovirus B19 resulta un excelente modelo para estudios de
bionanotecnologia y biomedicina, ya que podria ser un vehiculo para la entrega dirigida de
farmacos o de enzimas terapéuticas, particularmente las asociadas a enfermedades
lisosomales, ya que éste, como se describié con anterioridad, es estable dentro de los

lisosomas. La capacidad de formar VPLs a partir de una sola proteina (VP2) y su potencial
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capacidad de ingresar a las células sin destruir la membrana lisosomal (por ausencia de
actividad fosfolipasa en VP1u) permitiria que las VLPs permanezcan dentro del lisosoma con

hasta 60 copias® de enzima terapéutica soportada en la superficie.

1.3.1 Proteinas Quiméricas VP2-BplA

En los ultimos afios, en nuestro grupo de trabajo se han estudiado algunas modificaciones de la
superficie de las VLPs del B19V; utilizando modificacion genética, estrategia descrita en lineas
anteriores, en regiones especificas de la secuencia de la proteina VP2. Una de las regiones mas
estudiadas es el asa superficial 300-314, la cual posee gran movilidad y queda expuesta en el
eje de orden 3 (Fig. 13), lo que garantiza que las moléculas de carga fusionadas en esta region
siempre queden en la superficie del nanoacarreador. Otra region de interés es el extremo N-
terminal que, de acuerdo con estudios previos, puede quedar expuesto en la superficie de las
VLPs a través del poro localizado en el eje de orden 5 (Gilbert et al., 2005; Moran-Garcia et al.,
2016). En estas regiones se han fusionado péptidos y enzimas de interés biomédico y catalitico,
una de ellas es la lipasa A de Bacillus pumilus (BplA), la cual sera revisada en la siguiente

seccion.

Las proteinas quiméricas producidas en el grupo de investigacion (con BplA fusionada en el asa
300-314 o en el extremo N-terminal de VP2, Q1 y Q2 respectivamente), se han obtenido, al
igual que las VLPs de VP2, por replegamiento y autoensamble “in vitro” a partir de proteina
recombinante producida en E. coli como cuerpos de inclusion. Ambas quimeras mostraron ser
capaces de formar VLPs, lo que evidencié que la fusion de la BplA en estas dos regiones de la
proteina VP2 no interfiere con el plegamiento de VP2 ni con su competencia de ensamble de
VLPs. Durante el proceso de purificacion en condiciones desnaturalizantes, en estos trabajos
se obtuvieron rendimientos de 42 mg/L para Q1 y 30 mg/L para Q2 (Soto-Roman, 2017;
Segovia-Trinidad, 2018), mientras que los obtenidos para VP2 oscilan entre los 60-69mg/L

(Sanches-Rodriguez et al., 2012; Bustos-Jaimes et al.,2017). La dialisis para el autoensablado

8 Recordando que la capside ésta constituida por 60 mondémeros de proteina estructural y que a cada uno
de ellos le podemos unir o fusionar una enzima terapéutica.



35

durd alrededor de 48 h para ambas quimeras, 12 h mas que las necesarias para ensamblar
particulas formadas solo por la proteina VP2.

Asi mismo, comprob6 que BplA en las quimeras conservaron su actividad lipolitica (Bustos-
Jaimes et al., 2017). Dichos resultados sugieren que estas enzimas inmovilizadas en VLPs
pueden ser acarreadas a sitios especificos para catalizar reacciones de interés biomédico e
incluso podrian ser utilizadas con fines en biocatalisis industrial. Lo que nos lleva a explorar la
estabilidad de estos sistemas en diversas condiciones (temperaturas, pH y medios no acuosos),
asi como la capacidad de la BplA en los acarreadores de efectuar reacciones con otros

sustratos.

1.3.2 Lipasa A de Bacillus pumilus (BplA).

Las lipasas pertenecen a la familia de hidrolasas, denominadas triacilglicerol acilhidrolasas, ya
que su reaccion natural es la hidrélisis de triglicéridos generando como productos mono- y di-
glicéridos, acidos grasos y glicerol (Fig. 14) (Jeager, 1998). Las lipasas son muy utilizadas en
reacciones de sintesis organica debido a su versatilidad y capacidad para aceptar sustratos

hidrofébicos.

Q

R R!COOH OH
(@] lipasa
o /_(_ o 5 RX0OH + o
(0] (6] 3
R?— _4112 R3COOH -

Figura 14. Esquema de la reaccion de hidrélisis completa efectuada por las lipasas

La mayoria de los biocatalizadores desarrollan su actividad catalitica en medio acuoso, ya que
su potencial catalitico esta determinado por condiciones de pH, fuerza ionica, temperatura y
medios compatibles con el crecimiento de organismos vivos. Sin embargo, en 1936 el
bioquimico polaco Emest Aleksander Sym, describié procesos en los que, las lipasas eran
capaces de efectuar sintesis de ésteres sencillos en medio organico. Pero fue hasta 1989 que
Klibanov y colaboradores, comprobaron los efectos del uso de solventes organicos en la

estabilidad y selectividad de reacciones catalizadas por enzimas aisladas sobre diferentes



36

sustratos, encontrando que algunas lipasas pueden trabajar en solventes organicos siempre y
cuando mantengan su esfera de solvatacion (Klibanov et al., 1995; Klibanov et al., 2001). Por
lo que la baja actividad acuosa (aw) en la que pueden trabajar, produce reacciones de sintesis
ademas de la hidrolisis esteres. En la Figura 15 se muestra un esquema de las diversas
reacciones que pueden efectuar las lipasas cuando se encuentran frente a otros sustratos en

medio organico.
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Figura 15. Reacciones catalizadas por lipasas en medio acuoso y no acuoso.

La lipasa A de Bacilus pumilus GMA1 (BplA) es homologa a la lipasa A de B. subtilis (BslA),
ambas, constituidas por 181 residuos de aminoacidos en sus formas maduras y un peso
molecular de 19.5 KDa. Debido a que no se cuenta con la estructura cristalografica de BplA,

se generd un modelo por homologia a partir de la estructura de BslA, ya que poseen un 80%
de identidad en sus secuencias de aminoacidos (Alcantara, 2009). Dicho consiste en una
estructura globular y el plegamiento o/f hidrolasa clasico de las lipasas, con la Unica diferencia
de contar con 6 hebras-B paralelas en lugar de 8, flanqueadas por 5 hélices-a (Fig. 16). El sitio
catalitico conservado, corresponde a la triada de residuos Ser77-Asp133-His156 expuestos al
disolvente debido a que carece del dominio correspondiente a la tapa del sitio activo (Mora,

2008), el residuo de Serina esta localizado en la zona C-terminal de la lamina 5, junto con un
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pentapéptido GXSXG, altamente conservado, formando un motivo caracteristico B-giro-a
llamado codo nucledfilico (Fig. 16a).
La cavidad oxoanionica esta formada por los grupos amida de los residuos lle12 y Met78 en

posiciones similares a las encontradas en otras lipasas.

A)

Nucleophile Acid Histidine

Figura 16. A) Topologia general o/f de las lipasas y posicion de la triada catalitica formada por un
aminoéacido nucledfilo, un aminoacido acido y la histidina. B) Modelo estructural de la lipasa A de B.

pumilus, en la que se observa la triada catalitica Ser77-Asp133-His156 (Tomada de Mora, 2008).

Esta enzima ha sido estudiada por nuestro grupo de trabajo, y ha demostrado tener actividad
hidrolitica preferentemente sobre ésteres de cadena corta cuando se encuentra en medio
acuoso (Alcantara, 2009), ademas es enantioselectiva en reacciones de transesterificacion en
liquidos i6nicos al modificar la temperatura (Bustos-Jaimes, et al., 2013).

En 2009, Benitez Montelongo, demostré que esta lipasa es capaz de realizar reacciones de
esterificacion de acidos de cadena corta en medio organico (hexano) asi como reacciones de
alcohdlisis. Todos los estudios que se han realizado sobre la actividad catalitica de BplA en
medios no convencionales se han llevado a cabo con enzimas inmovilizadas en soportes
poliméricos.

Por si sola, la inmovilizacion representa un método tradicional ampliamente usado para la mejora
de catalizadores enzimaticos. Este método, si es adecuadamente aplicado, puede conferir al

biocatalizador casi todas las propiedades deseadas: estabilidad, actividad, especificidad y
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selectividad, reduccion de la inhibicion (Mateo et al., 2007; Palomo, 2009). La inmovilizacion
permite la utilizacion de las enzimas en procesos continuos y facilita la separacion del
biocatalizador de sus productos. En las lipasas, se ha encontrado que al inmovilizar una misma
enzima en diferentes soportes se consiguen resultados diferentes en su selectividad,
especificidad y actividad (Mateo et al., 2007; Hernandez et al., 2011). Es por ello que el
desarrollo de nuevos métodos de inmovilizacion enzimatica sigue y seguira siendo una actividad
de investigacion y un punto medular para el mejoramiento de los sistemas biocataliticos en sus

diversos campos de aplicacion.

En este trabajo exploramos la estabilidad y las propiedades cataliticas de las quimeras de VP2
con la enzima BplA, tanto en medios no convencionales como en medio acuoso. Los resultados
de esta prospeccion estableceran las bases para las aplicaciones potenciales de estas VLPs

quiméricas.
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Capitulo 2. HIPOTESIS

Las VLPs decoradas con dominios de BplA, tanto en el asa 300-314 como en el extremo N-
terminal de la proteina VP2, seran estables en medio acuoso y no acuoso y en primero de estos,

podran catalizar la hidrélisis de heptanoato de colesterol.
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Capitulo 3. OBJETIIOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar la estabilidad en medios no acuosos, asi como el potencial biocatalitico de la lipasa A
de B. pumilus (BplA) fusionada en dos regiones distintas de la superficie de VLPs, derivadas de

la proteina VP2 del parvovirus B19 en la reaccion de hidrolisis de ésteres de colesterol.

3.2  OBJETIVOS PARTICULARES

e Expresary purificar las proteinas VP2, VP2-BplA307 (denominada en lo sucesivo Q1) y
BplA-VP2 (denominada en lo sucesivo Q2).

e Ensamblar particulas tipo virus de las proteinas VP2, y quiméricas Q1y Q2

e Caracterizacion biofisica de VLPs mediante dispersion dinamica de luz (diametro
hidrodinamico), dispersion estatica de luz (radio medio cuadratico), centrifugacion
isopicnica (densidad) y microscopia de transmision de electrones (tamafo de particula).

e Evaluar la actividad catalitica y termoestabilidad de las VLPs formadas.

o Estudiar la estabilidad de VLPs de VP2 y de proteinas quimeéricas en medios no acuoso.

e FEvaluar la actividad de BplA en ambas quimeras en la hidrélisis de heptanoato de

colesterol.
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Capitulo 4. MATERIALES Y METODOS



4.1.

METODOLIGIA GENERAL
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En la Figura 17 se esquematiza la metodologia general que se sigui¢ durante el desarrollo del

proyecto experimental.
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Figura 17. Esquema general del procedimiento experimental.
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4.2.1 Reactivos

Reactivo Marca CAS
Acetonitrilo anhidro Merck 75-05-08
Acetonitrilo HPLC Merck 75-05-08
Acetato de Etilo Sigma-Aldrich 141-78-6
Acetato de Butilo Sigma 123-86-4
Acido bicinconinico Kit (BSA) Sigma-Aldrich -
Acido clorhidrico Sigma 7647-01-0
Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) Sigma 60-00-4
Agar LB (Luria-Bertani) Difco 0446-07-5
Ampicilina Sigma-Aldrich 69-52-3
Clorhidrato de Guanidina (GdnHCI) J.T. Baker 50-01-1
Cloroformo Sigma-Aldrich 67-66-3
Cloruro de Cesio (CsCl) Sigma 7647-17-8
Cloruro de Potasio (KCI) Sigma T447-40-7
Cloruro de sodio (NaCl) Sigma 7647-14-5
Diclorometano (CH2Cly) Sigma 75-09-2
Dimetilsulfoxido (DMSO) Merck 67-68-5
Dodecilsulfato de Sodio (SDS) Sigma 151-21-3
Etanol Merck 64-17-5
Eter Etilico Sigma-Aldrich 60-29-7
Etilsulfato de 1-etil-3-metilimidazolio
[EMIMI'[EXSO.] Sigma 342573-75-5
Fosfato monobasico de Potasio (KH2PO4) Sigma 7778-77-0
Fosfato dibasico de Sodio (Na;HPO,) Sigma 7558-79-4
Fosfato monobasico de Sodio (NaH2PO4) Sigma 7558-80-7
Glicerol Thermo-Scientific 56-81-5
Heptanoato de colesterol sigma 1182-07-6



Hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazolio
[BMIM]*[PFe]

n-Hexano

Hidroxido de potasio (KOH)

Hidroxido de sodio (NaOH)

Imidazol
Isopropil-1-tio-B-D-galactopiranésido (IPTG)
L-Arginina

Matriz para cromatografia de afinidad
Matriz para cromatografia de exclusion
molecular

Matriz para cromatografia de exclusion
molecular

Medio LB (Luria-Bertani)

Metanol

Metanol para HPLC

Metanosulfonato de 1-etil-3-metilimidazolio
[EMIMT*[MetSOs]

Piridina

Sulfato de Niquel (NiSO4)

Tetrafluoroborato de 1-butil-3-metilimidazolio
[BMIM]+[BF41-

Tetrahidrofurano (THF)

Tolueno

Tris-HCI

Triton X-100

Xileno

1,4-Dithiotreitol (DTT)

Sigma

Merck

Sigma

Sigma

Fluka

Sigma

Sigma

Protino™ Ni-TED
GE Sephacryl S-500
HR

GE Sephacryl S-
1000 HR

Sigma

Quimica Delta

Sigma

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma
Sigma-Aldrich
J.T. Baker
Sigma

174501-64-5

110-54-3
1310-58-3
1310-73-2

288-32-4

367-93-1

74-79-3

67-56-1
67-56-1

110-86-1
10101-98-1

174501-65-6

109-99-9
108-88-3
1185-53-1
9002-93-1
1330-20-7
3483-12-3
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4.2.2  Cepas
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Cepa Genotipo Fuente
F-ompT-hsdSg(rb-mb-) gal dem (Aclts857
E. coliBL21(DE3) | ind Sam7 nin5 lacUV5-T7 gene 1) Novagen

4.2.3 Instrumentacion

Instrumento

Marca

Balanza Analitica BP 221S

Bano refrigerante

Centrifuga refrigerada RC 6+

Centrifuga refrigerada 5702 R
Micro-Centrifuga refrigerada 5418
Cromatoégrafo de liquidos de alta resolucion
Cromatoégrafo de liquidos

Electroporador MicroPulser™
Espectrofotometro CARY 400

Micropipetas (5. 20, 100, 200, 1000 pL)
Membranas para dialisis

Microscopio (TEM) JEM-1010
Potenciometro pH 700

Sonicador CPX 750

Trans-iluminador UV T1203

Termomixer confort

Ultra centrifuga Optima ™ XL-100K Class S

Zetasizer uV

Sartorius

Hoefer Scientific Instruments
Thermo Scientific-Sorval
Eppendorf

Eppendorf

Waters

AKTA

Bio Rad

Varian

Eppendorf / Gilson
Sigma

JEOL

Oakton

Cole Parmer

Sigma

Eppendorf

Beckman

Malvern
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4.2.4 Amortiguadores

Tabla 4. Amortiguadores de pre-purificacion

Solubilizacién de cuerpos de

Lavados CI : "
inclusion (Scr)
Tris-HCl 50 mM Tris-HCl 50 mM KH2PO450 mM
KCl 150 mM KCl 150 mM KC1 300 mM
EDTA 2 mM EDTA 1 mM GdnHCl 6 M
pH =8.0 Triton X-100 2% v/v pH =6.5
pH =8.0

Tabla 5. Amortiguadores de purificacion por columna de afinidad a Niquel (parte 1, purificacion por

FPLC).

Equilibrado Elucién (E)
NacCl 500 mM NaCl 500 mM
NaHzPO4 50 mM NaHzPO4 50 mM
GuHCl 5 M GuHClI5 M
pH=7.0 Imidazol 300 mM

pH=7.0

Tabla 6 Amortiguadores de purificacion por columna de afinidad a Niquel (parte 2, columna por

gravedad) para Q1

Equilibrado Preparativo (P)
NaCl 500 mM NaCl 500 mM
NaH:PO, 50mM NaH2PO, 50 mM
GuHCI 5 M GuHCI 5 M
Glicerol 5% v/v Imidazol 25 mM
pH =7.0 pH =7.0

Elucion A1 Elucién B1 Elucién C1 Elucién D1
NaCl 500 mM NaCl 500 mM NaCl 500 mM NaCl 500 mM
NaH:PO4,50 mM | NaH.PO4 50 mM NaH:PO4 50 mM NaH:PO4 50 mM
GuHCI 5 M GuHCI5 M GuHCI 5 M GuHCI5 M
Imidazol 50 mM Imidazol 100 mM Imidazol 200 mM Imidazol

pH =7.0 pH =7.0 pH =7.0 pH =7.0
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Tabla 7. Amortiguadores de purificacion por columna de afinidad a Niquel (parte 3, columna por

Elucién A2

gravedad) para Q2

Equilibrado Preparativo (P)
NaCl 500 mM

NaH2PO4 50 mM
GuHCI 5 M
Glicerol 5% v/v
pH =7.0

Elucién B2

NaCl 500 mM
NaH:PO450 mM
GuHCI 5 M
Imidazol 15 mM
pH=7.0

NaCl 500 mM
NaH2PO450 mM
GuHCI5 M
Imidazol
pH=7.0

NaCl 500 mM
NaH:PO450 mM
GuHCI5 M
Imidazol 4 mM
pH=7.0

Elucion C2 Elucién D2
NaCl 500 mM NaCl 500 mM
NaH:PO450 mM NaH:PO450 mM
GuHCI 5 M GuHCI5 M
Imidazol 60 mM Imidazol 150 mM
pH =7.0 pH=7.0

Tabla 8. Amortiguador de ensamble y amortiguadores para caracterizaciones

Pre-Replegamiento

(Rp)
Tris-HCI 20 mM
NaCl 150 mM
EDTA 1 mM
GuHCI 5 M
DTT 1 mM
pH=7.4

Na,HPO4 8.1 mM

L-Arginina 0.2 M
pH=7.4

NaH:PO4 1.5 mM

Amortiguador de
PBS-arg gradiente (Gra)
NaCl 138 mM NaCl 138 mM

KCI 3 mM | KCI 3 mM

PBS Na;HPO4 8.1 mM

| NaH,PO4 1.5 mM
EDTA 10 mM

Tritén X-100 0.5% viv
pH =6.3
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43 METODOS

4.3.1 Disefio de proteinas quiméricas

En estudios previos dentro del grupo, se analizaron las interacciones de las diversas asas
expuestas en la superficie de las VLPs formadas por la VP2 (Aguilar, 2014). La secuencia de la
proteina quimérica VP2-BplA307 (Q1) se construyé mediante la insercion de la proteina BplA,
entre los residuos 307 y 308 de la VP2 (Bustos-Jaimes, et al., 2017). En el caso de la proteina
BplA-VP2, la insercion de la lipasa se efectud en el extremo amino terminal con la adicion de
una proteina de fusion CBP (péptido de union a calmodulina) (Segovia, 2018). Asi mismo, se
afadi6 en cada caso una etiqueta de 6 histidinas (His) en el extremo C-terminal. La secuencia
de estas proteinas se utilizo para la construccion de la secuencia de nucleétidos y la posterior

sintesis de esta secuencia (Fig. 18).

N VP2: 12307 I BplA I VP2: 308-554 . C 81 KDa

N  cBP . BplA . VP2 . C 87 KDa

Regién que corresponde a los residuos de 6 Histidinas

en el extremo C-terminal. I:I Regidn que corresponde a VP2

Regién que corresponde a la lipasa A de

Regidén que corresponde a la secuencia espaciadora ! )
Bacillus pumilus

forma por una Glicina

Regién que corresponde a la secuencia espaciadora Region que corresponde a la protefna de unién a
formada por Glicinas y Serinas (GGSGGSGGSGG) calmodulina (CBP)

Figura 18. Esquema de la secuencia de aminoacidos de la proteina VP2-BplA307 (Q1) y de BplA-
VP2 (Q2), en ambos casos la etiqueta de histidinas se encuentra en el extremo carboxilo terminal,

mientras que en el caso de Q2 la CBP en el extremo amino terminal.

En el caso de la Q1, el gen sintético se encuentra entre los sitios de restriccion Ndel y EcoRlI del
vector de expresion pET22b(+), pET22b-VP2- BPL307. En rojo esta sefialados los genes vp2-
bpla307 que codifican para la proteina (Fig. 19).
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Figura 19. Plasmidos de las proteinas Q1 y Q2 respectivamente. a) Plasmido pET22b-VP2-
BPL307 (Q1). En rojo esta sefialados los genes vp2-bpla307 que codifican para la proteina del
inserto. b, ¢) Construccion para Q2. Plasmido pBSK- CBP_LIP_L, en verde agua estan sefalados
los genes cbp-bpla. Plasmido pET22b- LVP26H En rojo esta sefialados los genes vp2 que codifican

para la proteina.

Para la construccion de la proteina Q2, el gen sintético localizado (CBP_LIP-L) entre los sitios
Ndel y BamHI del vector pBSK se escindié con estas enzimas y se ligd al vector de expresion
pET22b-L-VP2 cortado con las mismas enzimas de restriccion. En este vector, se encuentra el

gen vp2 con la secuencia que codifica para el adaptador o linker (L) del lado 5' del gen vp2.
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Esta secuencia contiene un sitio de corte para BamHlI. Al ligar estos fragmentos de DNA la
construccion CBP_LIP-L queda en el mismo marco de lectura que la proteina VP2, que a su vez
cuenta con la etiqueta de His y el coddn de término del pET22b+ (Segovia-Trinidad, 2018).

Finalmente, la proteina VP2 se produce a partir del mismo vector y con la misma estrategia de

purificacion que se ha empleado en trabajos previos (Sanchez-Rodriguez et al., 2012).

4.3.2 Obtencidon de células transformantes de E. /i

BL.21(DE3)

Luego de transformar los plasmidos pET22b-VP2-BPL307 y pETCBP- LIP_L_VP26H en E. coli
BL21 (DE3) se realizaron pruebas de expresion a las células transformadas. Se inocularon en
tubos con medio LB y ampicilina (amp) 1X (concentracion final) y se dejé incubando toda la
noche a 37 °C con agitacion orbital a 250 rpm. Luego se tomd 1 mL de cada uno y se volvio a
inocular otro tubo con las mismas caracteristicas que el anterior, se dejoé incubar a las mismas
condiciones hasta que llegaron a la fase exponencial de crecimiento (2.5 h), con una densidad
Optica a 600 nm de 0.7. En este punto del cultivo se indujo la expresion de las proteinas con
IPTG a una concentracion final de 0.25 mM probando dos temperaturas de induccion 30y a 37
°C. Después de esto se tomaron pequefas muestras cada hora, para poder visualizar la

expresion mediante SDS-PAGE.

4.3.3  Sobreexpresion de proteinas recombinantes

Para efectuar la sobreexpresion de las proteinas quiméricas se realizd un doble escalamiento
del cultivo: Primero se colocd un inoculo del cultivo celular que expresara a cada proteina en
dos tubos de 10 mL con medio LB y ampicilina, se dejaron en incubacion por 12 h a 37 °C con
agitacion orbital de 250 rpm. Para el primer escalamiento, cada par de tubos fue puesto en
incubacion en un matraz de 500 mL con 100 mL de medio LB adicionado con ampicilina (50

ug/mL), durante 5 h, para finalmente, en un tercer paso ser escalados a un matraz de 2 L de
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capacidad con 1 L de medio LB con ampicilina. Este matraz se incub6 hasta llegar a la fase de
crecimiento exponencial (4 h) en la que fue inducido con IPTG a una concentracion final de 0.25
mM. Para la expresion de las proteinas quiméricas, los cultivos se incubaron a 37 °C, mientras
que, parala VP2, el cultivo se incubd a 30°C. En todos los casos la incubacion se realizd durante

12 h con agitacion orbital de 200 rpm.

4.3.4  Purificacion de proteinas Q1, Q2 y VP2

La purificacion de las 3 proteinas se realizd en tres etapas: lisis celular, lavado de cuerpos de
inclusion y purificacion por cromatografia de afinidad a Niquel. Para la proteina VP2 se utilizo el
protocolo de Sanchez-Rodriguez (2012) que ha sido ampliamente utilizado en nuestro grupo de

trabajo.
4.3.4.1.Lisis

Luego de la induccion, las células fueron centrifugadas a 8,000 rpm durante 20 min a 10 °C. El
pellet recuperado fue resuspendido en solucion salina al 0.9%. Con la finalidad de eliminar los
restos de medio de cultivo y otras impurezas celulares se centrifugd a 8000rpm a 4 °C durante
20 minutos. Estos lavados salinos se efectuaron 2 veces mas, acumulando asi 3 ciclos de
limpieza (es recomendable realizar al menos dos ciclos). En el dltimo ciclo el pellet obtenido se
congeld a -20 °C durante 2 h (si se desea, puede almacenarse de esta manera para su
tratamiento posterior).

Transcurrido el tiempo la biomasa congelada se mantuvo en bafo de hielo y se resuspendié en
30 mL de amortiguador de lisis (ver lista de amortiguadores) frio. Las células se lisaron por
sonicacion empleando pulsos de 10 s con pausas de 15 s, durante 15 min en un bafo de hielo.

Finalmente, la muestra se centrifugd por 20 min 8,000 rpom vy 4 °C.



52

4.3.4.2. Lavado de cuerpos de inclusion

En trabajos anteriores se describe como la proteina VP2 y otras proteinas quiméricas basadas
en esta tienden a la formacion de cuerpos de inclusion al expresarse en E. coli. Posteriormente
Soto (2017) y Segovia (2018) comprobaron que las proteinas Q1 y Q2 respectivamente no eran
la excepcion. Por lo tanto, el protocolo empleado para la limpieza de los cuerpos de inclusion
se realizd con base en los trabajos anteriores con algunas modificaciones.

Los sedimentos con los cuerpos de inclusion se mantuvieron en bafio de hielo y se
resuspendieron en 30 mL de amortiguador de lavado, se sonicaron durante 10 min (pulsos de
10 s y pausas de 15 s). Posteriormente se centrifugd durante 20 min a 8,000 rpom a 4 °C y se
descarto el sobrenadante. Este lavado se repitio 4 veces mas, y en el ultimo lavado se centrifugd
durante 30 min a 10,000 rpm a 4 °C. Es importante mencionar que el éxito del lavado de cuerpos
de inclusion radica en la composicion del amortiguador, asi como en la repeticion de los ciclos
de lavado para favorecer la sefial sobre ruido (observada en los geles de poliacrilamida, en
dichas fracciones), a sabiendas de que el rendimiento disminuira, pero la pureza sera mayor.
La fraccion insoluble obtenida en el ultimo lavado se solubilizd con 40 mL de amortiguador Sgj,
que contiene 6 M de GuHCI, y se incubo durante 12 h a 37 °C y agitacion orbital de 200 rpm,
para facilitar la solubilidad. Los agregados y las fracciones insolubles fueron eliminados por
decantacion después de centrifugar durante 40 min a 10,000 rpm. Las proteinas solubilizadas

se almacenaron a temperatura ambiente para su uso posterior.

4.3.4.3. Purificacion de proteinas desnaturalizadas mediante

cromatografia de afinidad

En trabajos anteriores se efectud la purificacion por gravedad de las proteinas quiméricas Q1y
Q2 en condiciones desnaturalizantes utilizando resina Protino TM Ni-TED, sin embargo, para el
caso de la Q2 el rendimiento de la purificacion al igual que la pureza obtenida era
considerablemente menor que los obtenidos para la Q1 e incluso para VP26H, por lo que se

realizd una exploracion de condiciones de purificacion por FPLC en condiciones



53

desnaturalizantes, para identificar las condiciones 6ptimas de purificacion y asi, implementar el
protocolo en columnas por gravedad con la resina ProtinoTM Ni-TED.

Dichos experimentos se efectuaron en el laboratorio del Dr. Alfredo Torres Larios en el Instituto
de Fisiologia Celular de la UNAM. Se utilizé una columna pre-empacada HiTrapTM HP de 5.0
mL en un equipo AKTA-FPLC a una longitud de onda de 280 nm, se utilizd un amortiguador
PBS-Arg para equilibrar la columna, la elucién se efectud en un gradiente de 0 a 300 mM de
imidazol, utilizando amortiguador E. Se realizaron corridas con 20mL de pellet lavado vy

solubilizado en amortiguador SCI con GuHCI 5 M.

De los resultados obtenidos en estos experimentos se elaboraron los protocolos modificados
para la purificacion de Q2 y Q1 en columna empacada manualmente con resina protinoTM, el

cual se detalla a continuacion:

Q1 Q2
1.30 mL de Amortiguador de 1. 30 mL de Amortiguador de
equilibrado, recolectar y descartar equilibrado, recolectary descartar

D1

Se recolectan fracciones de 5 mL a
partir del paso 5.

2. 5 mL de muestra 2. 5mL de muestra

3. 10 mL de Amortiguador de 3. 10 mL de Amortiguador de
equilibrado equilibrado

4. 10 mL de Amortiguador P1, 4. 10 mL de Amortiguador P2,
recolectar volumen muerto recolectar volumen muerto

5. 10 mL de Amortiguador de elucion 5.15 mL de Amortiguador de
A1 elucion A2

6. 15 mL de Amortiguador de elucion 6. 20 mL de Amortiguador de
B1 elucion B2

7. 15 mL de Amortiguador de elucion 7.20 mL de Amortiguador de
C1 elucion C2

8. 20 mL de Amortiguador de elucion 8. 10 de Amortiguador de elucion D1

Se recolectan fracciones de 5 mL a
partir del paso 5.

Una vez purificadas las fracciones que contenian a las proteinas quiméricas fueron recolectadas

y colocadas en centricones (corte de 50 kDa), en los que se realizaron 3 ciclos de centrifugacion
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para cambiar el amortiguador en el que se encontraban, y asi eliminar el imidazol. Para esto, se
colocaron 7.5 mL de proteina recolectada y 7.5 mL de amortiguador de pre-replegamiento (Rp:
Tris-HCI 20 mM, NaCl 0.15 M, EDTA 1 mM, GuHCI 5 M, DTT 1 mM, pH 7.4) y se centrifugd
durante 40 min a 4400 rpm. Al terminar cada ciclo se volvid a colocar el volumen restante de
amortiguador Rp, para aumentar la concentracion de las proteinas de realizé un ultimo ciclo de
centrifugacion sin  adicionar amortiguador Rp. Posteriormente, se determinaron las
concentraciones totales de las proteinas Q1, Q2 y VP2 obtenidas, midiendo absorbancia a 280

nm contra una curva patréon de BSA solubilizada en el amortiguador de pre-replegamiento (Rp).

43.4  Ensamble in-vitro de VLPs de proteinas Q1, Q2 y
VP2

La proteina VP2 tiene la capacidad de ensamblarse por si sola in vitro para formar VLPs, y se
sabe también que las proteinas quiméricas derivadas de VP2 también pueden ensamblarse in
vitro (Bustos-Jaimes et al., 2018). Para el ensamble de las VLPs a partir de VP2 se dializaron
muestras de las proteinas puras a concentracion total de 0.7 mg/mL y volumen final de 1.5 mL,
contra 350 mL de amortiguador PBS-Arg durante 36 h. Para el ensamble de las proteinas
quiméricas puras se realizé un cambio de amortiguador a las 36 h, dializando un total de 48 h.
El uso de L-Arginina durante el replegamiento mejora la estabilidad coloidal de las VLPs
(Sanchez-Rodriguez et al., 2016). Este aminoacido se utiliza en amortiguadores en los que se
desea suprimir la agregacion y floculacion de proteinas, y se propone que esto es debido a la
interaccion entre el grupo guanidinio de la L-Arginina y los residuos de L-Triptéfano de las

proteinas (Tsumoto et al., 2004).
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4.3.5 Caracterizacion de VL.Ps ensambladas

La caracterizacion de VLPs es compleja. Aqui analizamos a las particulas a traves de dispersion
dinamica de luz (DLS), centrifugacion isopicnica, dispersion de luz estatica multiangulo
acoplada a columna de exclusion molecular (SEC-MALS), microscopia de transmision de

electrones (TEM) y pruebas de actividad hidrolitica de las lipasas.

4.3.4.4. Analisis del radio hidrodinamico de VLPs por

dispersion dinamica de luz

La dispersion dinamica de luz (DLS por sus siglas en inglés, “Dynamic Light Scattering”) es una
técnica hidrodinamica no invasiva que permite determinar el tamafo de moléculas vy
nanoparticulas. Se fundamenta en el movimiento browniano de las particulas en una dispersion
coloidal, las cuales provocan que la luz emitida por un laser sea dispersada con diferentes
intensidades. Del anélisis de estas fluctuaciones se obtiene el coeficiente de difusion (D) de las
particulas y utilizando la ecuacion de Strokes-Eintein, es posible conocer radio hidrodinamico

(Rn) que corresponde al tamafio de la particula solvatada. (Sharma, 2007)

kT
"~ 6mnRy,

Esta relacion nos muestra que, entre mayor sea el tamafio de la particula, menor sera el
coeficiente de difusion, asi mismo, dicho coeficiente no solo depende del tamafio de la particula,
sino de otros factores (ademas de la constante de Boltzmann k) tales como: la viscosidad del
medio (n) y la temperatura (T) a la cual se efectua el experimento.

Para ello se utilizd el equipo Zetasizer pV estableciendo el indice de refraccion y la viscosidad
en 1.33y 1.003 cP, respectivamente (Harvey et al., 1998). La temperatura de analisis se fij¢ en
20 °C y se empled una celda de 500 yL. Las muestras provenientes de los tubos de ensamble
(didlisis) se microfiltraron con cartuchos de corte 0.45 pm, de esta se tomaron 500 pL y se
pasaron por otro filtro de 0.22 um, para eliminar cualquier particula que pudiera interferir con

las mediciones.
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A cada muestra analizada se le realizaron 8 determinaciones con 10 mediciones de 6 segundos
cada una. El tamano de las particulas fue determinado con el promedio de las mediciones

realizadas.

4.3.4.5.Densidad de particulas ensambladas mediante

centrifugacion isopicnica

La centrifugacion al equilibrio de gradiente o isopicnica, es un tipo de centrifugacion zonal o en
funcion de la densidad, en donde las particulas se distribuyen en fracciones de diferentes
densidades de un fluido liquido, lo cual permite la separacion de todos los componentes de una
muestra. Esta técnica en particular nos permite separar particulas de tamario similar, pero de
diferente densidad, debido a que una de sus caracteristicas principales es que la densidad
maxima del gradiente final no debe exceder la densidad de las especies sedimentales. Por lo
tanto, la muestra estara disuelta en una solucién isocratica, lo que permitira que las particulas
0 moléculas se muevan por el gradiente hasta alcanzar el equilibrio de su densidad con la del
medio que las rodea. Después de este punto, no se producira sedimentacion debido a que las
particulas flotaran sobre el material que posea mayor densidad que ellas, de tal suerte que,
aunque se prolongue el tiempo de centrifugacion, las particulas no iran al fondo, a su densidad

en este punto se conoce como “bouyant density” (Hull, R., 2014).

Las VLPs analizadas por dispersion dinamica de luz se prepararon para la ultracentrifugacion
con gradiente de CsCl. Dicha solucion se prepar6 a una densidad de 1.33 mg/mL con 40.8 g
de CsCl disueltos en 79.22 mL de solucion amortiguadora de gradiente (Gra). En 4 tubos (Ultra-
Clear Backman 11x60) con capacidad de 5 mlL, se agregaron 3.5 mL de solucion
amortiguadora Gra, a 3 de los 4 tubos se les agregaron de manera independiente 500 uL de
VLPs de Q1, Q2 y VP2, mientras que el cuarto tubo se utilizd como blanco, al cual contenia 4
mL del amortiguador. La ultra centrifugacion se efectud a 20 °C a una velocidad de 55,000 rpm
durante 10 h y 45 min, utilizando un equipo OptimaTMXL-100K Class S con un rotor 60 Ti,
ambos de marca Beckman. Posterior a la ultracentrifugacion, se recuperaron las bandas
generadas por el gradiente, fueron dializadas para eliminar el CsCl y poder ser caracterizadas

también por gel de poliacrilamida.
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4.3.4.6. Purificacion de VLPs mediante cromatografia de

exclusion molecular en HPLC y por SEC-MALS

De los ensambles analizados por DLS, se utilizaron algunos para ser purificados mediante: a)
cromatografia de exclusion molecular en HPLC, y b) cromatografia de exclusion molecular
acoplada a dispersion estatica de luz (SEC-MALS). Ambas técnicas no son destructivas y
permiten la separacion por tamarfio de las particulas, sin embargo, esta Ultima permite la
medicién mas precisa de la masa de los ensambles de las proteinas quiméricas en VLPs ya que
la técnica MALS utiliza la intensidad y la dependencia angular de la luz dispersa para medir la
masa molar absoluta y el tamafo de las moléculas (radio medio cuadratico, Rg) en solucion, asi
como su separacion de fracciones de agregados (masas mayores a las esperadas) o bien
especies intermediarias gracias a la técnica SEC.

Para ambos casos, posterior a la dialisis contra amortiguador PBS-Arg y su analisis por DLS,
las muestras de cada ensamble se pasaron por un filtro pirinola con tamafo de poro de 0.45
JUm para poder ser inyectadas posteriormente a los equipos de HPLC.

A continuacion de detalla la metodologia utilizada en cada caso:

a) Para la técnica de separacion en HPLC se utilizé un sistema cromatografico de alta
resolucion marca Waters con una columna empacada con resina Sephacryl® S-500, se
utilizé un detector UV-Vis a una longitud de onda de 280 nm para dar seguimiento a la
purificacion. Como fase movil se utilizé amortiguador de fosfatos con arginina (PBS-Arg), se
mantuvo un flujo de 0.5 mL/min y a partir del minuto 20 se comenzd la recoleccion de las
muestras en fracciones de 2.0 mL.

b) Se utilizd una columna empacada con la resina Sephacryl® S-1000 la cual fue previamente
equilibrada con amortiguador de fosfatos con arginina (PBS-Arg), siendo este mismo el
amortiguador de elucion (NaCl 138 mM, KCI 3 mM, Na2HPO4 8.1 mM, NaH2PO4 1.5 mM,
pH= 7.4), y mediante la técnica SEC-MALS fue posible la separacion de cada ensamble de
las proteinas Q1 y Q2 asi como su caracterizacion por dispersion estatica de luz, en donde
a través de la medicion de los cambios en indice de refraccion de la muestra que sale de la
columna y la manera en la que dispersa la luz desde diversos angulos, nos arroja un valor

de tamafo promedio mucho mas preciso.
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4.3.4.7. Caracterizacion de VLPs mediante microscopia de

transmision de electrones (TEM)

Para el analisis por TEM se utilizd un microscopio de transmision JEOL JEM-1010, para lo cual
se efectla una tincion negativa con &cido fosfotungstico al 3% pH=7. Las muestras fueron
analizadas utilizando un voltaje de 80 KV, para lo cual se preparé una dilucion 1:1000 para cada
proteina quimérica y se pasaron por un filtro de 0.22 um, de estas se tomaron 10 uL que fueron
colocados sobre una rejilla de cobre recubierta de formvar durante 5 min. Una vez transcurrido
el tiempo, se quitd el exceso de volumen y se dejo fijar durante 1 min. Posteriormente se
adicionaron 10 yL del medio de contraste (acido fosfotungstico al 3% pH=7) y se dejé durante

1 min. Se elimind el exceso de volumen y se dejoé secar a temperatura ambiente durante 1 h.

4.3.6  Pruebas de estabilidad en medios no convencionales

Una vez caracterizados los ensambles mediante las técnicas antes descritas, se efectuaron las

pruebas de estabilidad en los medios no convencionales que se resumen en la tabla 9.

Tabla 9. Resumen de disolventes utilizados para las pruebas de estabil

L L Miscibilidad
Disolventes log Pow Liquidos I6nicos en agua
DMSO -1.3 Tetrafluoroborato de 1-butil-3- miscible
Acetonitrilo -0.33 metilimidazolio
THF 0.49 [BMIM]*[BFa]
Piridina 0.65 Hexafluorofosfato de 1-butil-3- inmiscible
Acetato de etilo = 0.73 metilimidazolio
Eter etilico 0.83 [BMIM]*[PFe]
Acetato de 0.89 Metanosulfonato de 1-etil-3- inmiscible
butilo metilimidazolio
Diclorometano 1.5 [EMIM]* [metSOs]
Tolueno 2.73 Etilsulfato de 1-etil-3- miscible
Xileno 2.9 metilimidazolio

Hexano 3.98 [EMIM]*[etSO4]
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En primer lugar, se realizd un tamizado de estabilidad con VLPs de VP2 en los medios antes
mencionados y en aquellos en los que las particulas se conservaron se realizaron las pruebas
con las VLPs quimeéricas. Fue necesario mantener los disolventes en condiciones anhidras, para

lo cual se utilizdé malla molecular.

Para preparar los ensambles para los ensayos fue necesario realizar un cambio de amortiguador
para disminuir la concentracion de sales y eliminar la arginina antes de llevarlas a sequedad. El
cambio de amortiguador se efectué mediante una dialisis de 12 h contra PBS 0.5X, de ahi se
tomaron alicuotas de 250 uL que fueron congeladas en Nitrégeno liquido e inmediatamente
colocadas en un speed-vac (centrifuga al vacio) durante 2 h. Las muestras secas se
conservaron dentro de sus tubos en un desecador.

Para los ensayos de estabilidad, a cada tubo con los ensambles secos se le afiadid 1 mL de
disolvente y se mantuvieron en agitacion orbital (500 rpm) durante 30 min para posteriormente
ser analizadas por DLS. En los ensayos realizados para comprobar la estabilidad de las VLPs

quiméricas en los medios seleccionados se siguid el mismo protocolo antes descrito.

4.3.7  Actividad hidrolitica de la lipasa BplA en VLPs

NO,
o Enzima Q
)J\ +  HO + )J\
o pH=7, T=25°C o oH

Figura 20. Reaccion de hidrolisis de 4-nitrofenilacetato.

Como parte de la caracterizacion de las particulas ensambladas y purificadas por exclusion
molecular, se determiné la actividad hidrolitica de los dominios de BplA presentados en la
superficie de la VLPs, con la finalidad de identificar que dicha enzima se plegd adecuadamente
durante el proceso de ensamble de las particulas. Para esto fue necesario realizar el

experimento en el cual se lleva a cabo la hidrdlisis del p- Nitrofenilacetato para producir p-
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Nitrofenol (ver figura 20) que puede ser seguida en el espectrofotometro a 410 nm, para lo cual
se elabord una curva patrén de p- Nitrofenol.

De los tubos de ensamble previamente purificados y caracterizados se tomaron alicuotas de
100 pL de cada una de las VLPs de las proteinas quiméricas, y fueron transferidos a una celda
de 1 mL a la que se le adicionaron 890 uL de PBS (pH 7.4). Para iniciar la reaccion se
adicionaron 10 pL del sustrato (solucion de 4 nitrofenilacetato (p-NFA) 10 mM disuelto en
acetonitrilo (ACN)). Enseguida se midi6 el cambio de absorbancia a 410 nm durante 15 min en
el espectrofotémetro (CARY 400, Varian) a 25 °C. El blanco fue una solucion PBS (PBS-Arg 0.2
M) / ACN quedando este en concentracion 5% (v/v), es decir 950 uL de PBS-Argy 10 pL de p-

NFA en acetonitrilo.

43.8 Termoestabilidad de BplA soportada en VLPs

Se estudio la pérdida de actividad enzimatica del dominio BplA en las VLPs en funcion de la
exposicion a diferentes temperaturas para obtener contantes de inactivacion térmica enzimatica
(kie), asi como tiempos de vida media. Para los ensayos se ajusto la concentracion de proteina
a 1 mg/mL, por lo que fue necesario concentrar las fracciones obtenidas de la excusion
molecular. Para este ensayo, al igual que para el de actividad, fue necesario realizar una curva
patron de pNF, cuya pendiente (Abssio /M) nos permitira calcular la actividad relativa o
actividad inicial (Ag) en pM/min.

Se tomaron 5 alicuotas de 700uL de cada proteina y se colocaron en tubos eppendorf de 1.5
mL, los cuales se incubaron a las temperaturas a evaluar, 20, 25, 30, 35 y 40 °C, a 500 rpm
(Termomixer Comfort, Eppendorf). A tiempos determinados (10, 20, 30, 45, 60, 75y 90 min) se
tomaron 50 uL de cada enzima y se midi¢ su actividad. Para esto, en una celda se colocaron
650 pL de PBS (pH 7.4), 50 yL de enzima y 50 pL de pNFA 10 mM en ACN para iniciar la
reaccion; la medicion se efectud durante 5 min. Como blanco se utilizé PBS con ACN al 6.7%.
La pérdida de actividad de las enzimas se sigui¢ por 90 min.

Los resultados obtenidos se ajustaron a la ecuacion logaritmica:  Ln(AdAo)= -(kie)(t)

y se graficaron con la ayuda del programa Prism 7.
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4.3.9  Pruebas de hidrélisis de ésteres de colesterol por BplA
acarreada por VLPs.

4.3.9.1 Hidroélisis quimica de heptanoato de colesterol

(CE)

Se efectud la hidrdlisis quimica del heptanoato de colesterol (Fig. 21) con la finalidad de
reconocer que la reaccion hidrolitica se efectuay asi poder contrastar los productos de reaccion
con estandares y conocer los tiempos de retencion para cada uno de ellos. Este experimento

nos servira como control positivo de la reaccion hidrolitica de dicho éster.

KOH / H,0
70°C, 6 h

Figura 21. Esquema de reaccion para la hidrolisis quimica del heptanoato de colesterol.

Para este fin se colocaron 20 mg de sustrato en un matraz de bola de 5 mL, al cual se le
adicionaron 2 mL de una solucion de KOH 0.2 M, y se dejo en agitacion y bafo a 70 °C durante

6 h.

A. Extraccién de lipidos

De la mezcla de reaccion se tomaron 4 alicuotas de 500 ulL y se colocaron en tubos eppendorf
de 1.5 mL. Por otra parte, se preparé una mezcla de 2 mL de cloroformo 700 uL de HCI (35%
v/Vv) de la cual fueron adicionados 500 pL a cada tubo. Las mezclas de extraccion se agitaron
en vortex durante 2 min, después fueron centrifugadas a 300 rpm durante 5 min. Se recuperé

la fase organica y se transfirid a un tubo eppendorf de 0.6 mL para su analisis en capa fina.
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B. Cromatografia en capa fina (TLC)

Para el analisis por TLC, se utilizd como fase estacionaria una placa de silica gel. Para la fase
movil se efectuaron varias pruebas en funcion de lo reportado en la literatura para la separacion
de colesterol y acidos grasos (Morris, 1963). Sin embargo, la mezcla que logré separar mejor
la muestra fue hexano/acetato de etilo (7:3). La muestra con la mezcla de extraccion fue
colocada con un capilar en la marca asignada, asi como el control negativo que fue el sustrato
(heptanoato de colestereol disuelto en cloroformo).

Previamente, se prepard la fase movil del sistema cromatografico, hexano/acetato de etilo (7:3)
y se depositd en una camara de desarrollo. Es importante asegurar que la atmosfera de la
camara de desarrollo esta saturada por el vapor de la fase movil. Para ello se introdujo papel de
filtro en la camara y se dejo el sistema equilibrandose durante 2 h. Tras este tiempo, se introdujo
la placa en la camara de desarrollo equilibrada, y se mantiene hasta que finalice el ascenso de
la fase movil por la misma. En este momento se extrajo, con pinzas, la placa de la camara de
desarrollo y se dejo secar al aire. La placa se introdujo en una camara de revelado con silica gel
con |, soélido en equilibrio con su vapor y se dejé por unos minutos. La placa fue extraida con

pinzas y fue llevada a una camara UV para ser revelada por completo.

4.3.9.2 Hidroélisis enzimatica de heptanoato de colesterol

(CE).

Para estos ensayos (Fig. 22) se contd con un estandar de colesterol (Sima-Aldrich), para realizar

el control de las placas cromatograficas y la posterior cuantificacion por HPLC.

L

0
+HO Enzima . \/‘\/\)km_‘

aypH=T ,T=W"C
b) pH=5 . T=30°C HO

Figura 22. Reaccion de hidrolisis enzimatica de heptanoato de colesterol mediada por BplA.
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A. Reacciéon apH 7.0y 30 °C

Se colocaron 500 pL de las VLPs quiméricas en tubos eppendorf de 1.5 mL a los cuales se les
adicionaron 100 pL de una disolucion 1 mM de heptanoato de colesterol (CE) en cloroformo.
La mezcla de reaccion se colocé en un termo-mixer a 300 rom y 30 °C durante 24 y 48 h. Una

vez transcurrido el tiempo, se efectud una extraccion de lipidos con algunas modificaciones:

Se realiz6 una mezcla fria de MeOH-CHCls (1:2)

1. Se agregaron 75 L de esta mezcla directamente a los tubos en donde se efectud la
reaccion.

2. Se agitaron vigorosamente en un vortex durante 2 min para posteriormente ser
centrifugados a 300 rpm durante 5 min. Se recupero la fase organica.

3. Lafase acuosa fue lavada una vez mas con la mezcla de extraccion, tal y como lo indican

los pasos 1y 2.

Una vez efectuada la extraccion se obtiene un volumen aproximado de 100 L por cada tubo

de reaccion, los cuales son guardados a 4 °C para ser utilizados posteriormente.

B. Hidroélisis de heptanoato de colesterol a pH 5.0 y 30 °C

Para estos experimentos, se utilizd amortiguador de citratos a pH 5, por lo que se efectuaron
cambios de amortiguador a ambas proteinas ya ensambladas. Para evitar agregacion de las
VLPs el cambio se realizo en centricones con corte de 25 kDa.

De ahi se tomaron alicuotas de 500 uL que fueron colocadas en tubos eppendorf de 1.5 mL vy,
siguiendo el mismo protocolo de la reaccion enzimética a pH=7.0, se dejo incubando por 24 y

48 h, para posteriormente efectuar la extraccion de lipidos.
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4.3.9.3 Determinacion cualitativa de las reacciones de
hidrolisis enzimatica mediante cromatografia en

capa fina.

Para analizar la reaccion de hidrolisis del heptanoato de colesterol mediada por los dominios de
BplA en las condiciones antes mencionadas, se analizaron los productos de dicha reaccion

mediante TLC de la misma forma que se hizo con la reaccion de hidrolisis quimica.

Para cada reaccion, se tomd una muestra con un capilar y fue colocada en placas
cromatograficas de silica gel, acompariada de los estandares de colesterol y otros controles. La
elucion y todo el demas procedimiento fue el mismo que el descrito en la seccion B del apartado
4.3.9.2.

4.3.9.4 Deteccion y cuantificacion por cromatografia de

liquidos de alta eficiencia (HPLC).

Para la determinacion de esteroles se utiliza la HPLC de fase reversa (RP-HPLC), ya que para
separar analitos hidrofébicos se requiere una fase estacionaria no polar y una fase moévil polar,
para que por la disminucion del efecto hidrofobico los analitos eluyan, considerando que entre
mas hidrofobicos sean, el tiempo de retencion sera mayor.

Para la determinacion cuantitativa de colesterol producido en las reacciones cataliticas
realizadas por las quimeras, se efectud en primer lugar un protocolo para identificar el tiempo
de retencion de colesterol y colesteril heptanoato de los estandares. En un segundo paso se
realizd una curva de calibracion a diferentes concentraciones de colesterol. Finalmente, en un
tercer paso, se cuantificd el colesterol producido a través de su interpolacion en la curva de

calibracion.

I. Deteccion de estandares

El equipo utilizado corresponde a un cromatografo Waters Alliance €2695, y una columna para
RP-HPLC C18. Para la preparacion de los estandares, se colocaron 100 pL de un stock de

colesterol 10 mM disueltos en cloroformo, se evaporo el disolvente en un termomixer a 60°C,
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durante 1 min) y la muestra se redisolvié en 100 uL de hexano y se agregaron 400 pL de
isopropanol y 400 uL de acetonitrilo, obteniendo asi, una concentracion final de 1 mM de
colesterol. Antes de la inyeccion la muestra fue pasada por un filtro de 0.22 um. Se efectuo el
mismo protocolo para el estandar de heptanoato de colesterol.

La fase estacionaria fue llevada a 40 °C, al igual que las muestras antes de la inyeccion. La fase
movil consistio en una mezcla acetonitrilo-isopropanol (50:50 v/v). El tiempo de corrida para
cada inyeccion fue de 15 min con un flujo de 1 mL/min y el detector se fijé a una longitud de

onda de 210 nm.

II. Deteccion y cuantificacion de colesterol

Para el experimento preliminar se efectud la reaccion en un volumen 10 veces mas grande al
previamente usado, y se continudé con el protocolo de extraccion de lipidos con metanol-
cloroformo, escalado al tamano de la reaccion, obteniendo 1000 uL de dichas extracciones.

Las muestras extraidas fueron preparadas para la inyeccion;

v" Se colocaron dos alicuotas de 500 yL extraidos en un tubo eppendorf de 1.5 mL, se
evaporo¢ el disolvente (60 °C, 5 min) y se re-disolvid en 50 uL de hexano, se adicionaron
950 uL de isopropanol y 50 ulL de acetonitrilo, obteniendo un volumen total de 1 mL, se

filtré con un cartucho de 0.22 um y se colocaron en el cromatografo para la inyeccion.

III. Curva de calibracién y cuantificacion de colesterol

producido.

Se realiz6 una curva patron (estandar externo) para determinar la concentracion del colesterol
en la muestra. Esta curva comprendio valores de concentracion de 0.1 a 1.0 mM.

La metodologia de preparacion de muestras fue la misma que la seguida en la seccion de
deteccion de estandares, solo que para esto se prepararon 5 concentraciones diferentes: 0.1,
0.25, 0.5, 0.75 y 1.0 mM. Cada inyeccion se realizd por triplicado, las condiciones de las

corridas fueron idénticas a las de la deteccion de estandares.
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Una vez obtenida la curva de calibracion, se efectud la cuantificacion de colesterol producido
en la reaccion enzimatica a pH=7 durante 24 y 48 h para cada quimera. Siguiendo el protocolo
B de la deteccion preliminar se obtuvieron las concentraciones deseadas mediante la

interpolacion en la curva de calibracion.
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Capitulo 5. Resultados y Discusion
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5.1 Obtencién de células transformantes y sobreexpresion de

proteinas quiméricas Q1 y Q2

Posterior a la electroporacion, recuperacion y crecimiento de células de E. coli BL21(DES3)
transformadas con los plasmidos pET22b-VP2-BPL307 y pETCBP-LIP_L_VP26H,
correspondientes a las proteinas Q1 y Q2 respectivamente, se sembraron en cajas Petri con
medio LB con ampicilina. Posteriormente se realizé la seleccion de colonias aisladas para ser
inoculadas en 10 mL de medio liquido LB con ampicilina y asi corroborar la sobreexpresion de
las proteinas a través de una serie de ensayos, agregando IPTG como agente inductor a una
concentracion final de 0.25 mM. Una vez constatada la presencia de las proteinas quiméricas
mediante geles de poliacrilamida, se conservaron las células en glicerol al 50% v/v a -70 °C.
Para la obtencion de las proteinas se efectut el protocolo descrito en la seccion 4.3.3 utilizando
IPTG 0.25 mM para la induccion, la cual transcurri¢ durante 12 h a 37 °C y 200 rpm para las
proteinas Q1 y Q2, mientras que para la proteina VP26H se requirieron 16 h a 30 °C y 150 rpm.

Se comprobo el nivel de sobrexpresion de las proteinas mediante SDS-PAGE (Fig. 23).
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Figura 23. Electroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes para la
comprobacion de la obtencion de proteinas Q1, Q2 y VP2. A) lisados celulares antes de la
induccion. B) Sobrexpresion de proteinas recombinantes. Carril 1, proteina Q1 (81 kDa); carril 2,
proteina Q2 (87 kDa); carril 3, proteina VP26H (58 kDa)
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En todos los casos, el peso molecular estimado coincide con los reportados en trabajos
anteriores, siendo de 58 kDa para la proteina VP26H, 81kDa para la proteina VP2-BpLA307
(Q1) y de 87 kDa para VP2-BplA (Q2). Podemos afiadir que a pesar de que la sobreexpresion
de las proteinas Q1 y Q2 es bastante buena, la cantidad de proteina VP26H producida, es

siempre superior a la de ambas quimeras.

5.2 Purificacién de proteinas quiméricas.

Como se menciono en el apartado de metodologia (seccion 4.3.4) la purificacion, tanto de las
proteinas quiméricas como de VP26H, se efectlo en varias etapas. La primera fue la lisis celular,
seguida de un lavado y resuspension de cuerpos de inclusion en condiciones desnaturalizantes
y finalmente las proteinas de interés fueron purificadas mediante columna de afinidad a Niquel

gracias a la etiqueta de histidinas con que cuenta cada proteina.

En la figura 24 se muestran los cromatogramas obtenidos de la purificacién de ambas proteinas
quiméricas, en estos, se observa claramente que Q2 eluye casi al iniciar el gradiente, a partir
del 8% de la concentracion final de imidazol, equivalente a 24 mM. Las fracciones que fueron
recolectadas a partir de la elucion al minuto 40 y hasta el final del pico 1A al minuto 48 superaron
la pureza y el rendimiento obtenidos a través de los experimentos de purificacion en IMAC por
gravedad, en la figura 25c) se muestra el gel de poliacrilamida hecho a las fracciones
recolectadas.

Para Q1, el tiempo de retencion es mayor, ademas de observarse dos picos (1B y 2B), los
cuales no logran separarse y ademas contienen a la misma proteina. Sin embargo, el segundo

pico (2B) corresponde a la proteina con mucho mayor pureza.
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Figura 24. Cromatograma obtenido en la purificacion de las proteinas quiméricas Q1 (B) y Q2 (A) a
través de cromatografia de afinidad a Niguel, en condiciones desnaturalizantes. Linea azul,

absorbancia a 28nm; linea café, conductividad; linea verde, gradiente de imidazol

Comparativamente, podemos resaltar la diferencia de afinidad de la Q1 y la Q2 por la columna,
a pesar de que ambas poseen una etiqueta de seis histidinas, en Q2 la efectividad es menor.
Esto podria deberse al aumento de tamafio de esta quimera en comparacion con la Q1, el cual
es de 6-7 kDa que, podria parecer poco, pero para proteinas tan grandes como éstas, una
diferencia asi de pequefia podria significar un gran impedimento estérico al momento de
pegarse a la columna, provocando que mucha de la proteina se una débilmente con la resina o

inclusive no lo logre.
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Figura 25. Perfil electroforético de las fracciones recolectadas durante la purificacion por IMAC de
las proteinas de interés. Ay B) Purificacion de Q1 mediante FPLC. A) Carriles 1-4, fracciones
correspondientes al pico 1B; carril 5, marcador de peso molecular; B) carriles 1-5, fracciones

correspondientes al pico 2B; carril 7, marcador de peso molecular. C) Purificacion de Q2 mediante

FPLC. Carriles 1-6, fracciones correspondientes al pico 1A; carril 7, marcador de peso molecular.

D) Purificacion de proteina VP26H por gravedad. Carriles 1-6, fracciones recuperadas durante el

proceso de elucion; carril 7, marcador de peso molecular.
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A continuacion, se resumen los valores de concentraciones y rendimiento obtenidos para cada

una de las proteinas durante este proceso (se considerd el promedio de 3 experimentos, para

cada proteina)

Proteina Proteina Volumen obtenido  Proteina total (mg)
(mg/mL) de proteina (mL)
Q1 3.21 18 57.78+0.16
Q2 2.98 16 47.68+0.13
VP26H 4.35 15 65.25+0.19

Estos resultados son incluso mejores a los previamente reportados para Q2 (30 vs. 48 mg/L)
(Segovia-Trinidad, 2018) y para Q1 (42 vs. 58 mg/L) (Gutiérrez-Landa, 2014, Bustos-Jaimes,

et al., 2017)), mejorando también el grado de pureza de ambas proteinas. En funcion de estas

observaciones, se disefid un protocolo mejorado para la purificacion por gravedad de ambas

proteinas quiméricas, el cual se mostro en el apartado 4.3.4.3 del capitulo de metodologia.
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5.3 Caracterizacion de VL.Ps ensambladas

Una revision reciente resume los métodos mas recurrentes para la caracterizacion de VLPs,
dentro de los que destaca métodos biofisicos como DLS, AF-MALS, TEM, AFM, Cryo-EM,
centrifugacion isopicnica y centrifugacion analitica, entre otros. Igualmente se destacan
métodos bioquimicos como SDS-PAGE, purificacion con HPLC y MS (composicion de
aminoacidos y peso molecular). En este trabajo se echd mano de algunas de estas técnicas
para la caracterizacion adecuada de las particulas, ademas se incluyeron experimentos de
caracterizacion biogquimica de la enzima acarreada, tales como: actividad enzimatica especifica

y termoestabilidad.

Una vez mejorado el protocolo de purificacion para ambas quimeras, se procedié al ensamblado
in vitro de VLPs a partir de las mismas, mediante la eliminacion del agente caotropico por dialisis

contra amortiguador PBS-Arg y asi abrir paso a su caracterizacion.

5.3.1 Caracterizacion por Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

Posterior a la eliminacion del agente desnaturalizante, fue necesario pasar las muestras por un
filtro 0.22 um para reducir la presencia de especies intermediarias y de agregados de las VLPs,
derivados del ensamble in-vitro. En la figura 26 se muestran los diagramas de distribucion por
volumen obtenidos para las tres proteinas, para las cuales los resultados son consistentes con

los reportados en trabajos anteriores.
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Figura 26. Distribucion de
tamafio de particula por DLS
para las especies formadas
por las proteinas purificadas.
a) Ensamble de VP2 (42 h de
didlisis).  Distribucién  por
volumen. Tamano promedio:
23.5nm. Z = 174 nm. indice
de polidispersidad: 0.312. b)
Ensamble de Q1 (60 h de
didlisis).  Distribucion  por
volumen. Tamano promedio:
28.6 nm. Z = 180.6 nm.
indice de polidispersidad:
0.652. c¢) Ensamble de Q2,
(60 h de

Distribucion  por

dialisis).
volumen.
Tamafo promedio: 30.4 nm.
Z = 154.7 nm. Indice de
polidispersidad: 0.460.
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5.3.2 Caracterizacion de particulas ensambladas mediante

centrifugacion isopicnica

Las muestras obtenidas de los ensambles, previamente caracterizadas por DLS, se analizaron
mediante centrifugacion isopicnica en gradientes de cloruro de cesio para separar por densidad

a las especies obtenidas (Figura 27).
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Figura 27. Andlisis por centrifugacion isopicnica en gradiente de CsCl. a) VP2. b) Control sin
proteina (1), Q1 (2). c) Control sin proteina (3), Q2 (4). En todos los casos la banda superior (I)

corresponde a especies intermediarias y la banda inferior (II) a las VLP.

En todos los ensayos se observaron dos bandas principales en los gradientes, lo cual concuerda
con lo reportado en trabajos anteriores (Sanchez- Rodriguez et al., 2012), en donde se
determind que la banda superior corresponde a especies intermediarias (mondmeros,
capsoémeros, oligocapsdmeros), mientras que la banda inferior, de mayor densidad y mas
concentrada, corresponde a las VLPs. La banda de VLPs de VP2 migré a una densidad de 1.28
g/mL, tal y como ha sido descrito para estas particulas, en el caso de las VLPs de Q1 se obtuvo
una densidad de 1.29 g/mL, mientras que para las VLPs de Q2 la densidad fue de 1.31 g/mL,

lo que es consistente debido al tamano de éstas en comparacion con las VLPs de VP2.
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5.3.3 Caracterizacion y purificacion de VLPs por

cromatografia de exclusién molecular.

Recordando lo dicho en el capitulo anterior, seccion 4.4.3.1, para esta caracterizacion se
realizd la purificacion por cromatografia de exclusion molecular (SEC). Sin embargo, se
utilizaron dos columnas diferentes, ademas de técnicas de deteccion y caracterizacion
distintas. En la primera, para la purificacion de las particulas de las proteinas quiméricas se
utilizé un equipo HPLC con una columna Sephacryl S-500, para posteriormente analizar las
fracciones obtenidas mediante DLS. En la segunda, se uso un equipo HPLC acoplado a un
detector de dispersion estatica de luz (SEC-MALS), en el cual ademéas de observar el
cromatograma y visualizar los tiempos de retencion de las diversas especies es posible
obtener los tamanos y pesos moleculares promedio de dichas particulas en cada fraccion
obtenida durante la corrida. Gracias a esto, es posible seleccionar inmediatamente la o las
fracciones que corresponden exclusivamente a las VLPs de cada quimera sin necesidad de
analizarlas posteriormente por DLS. Ademas, en este segundo experimento se utilizé una

columna Sephacryl S-1000 que posee mayor tamafo de poro.

En la figura 28 se muestran los cromatogramas obtenidos para cada experimento, asi como
una tabla que resume los tiempos de retencion obtenidos en cada experimento y el tamafio
de particula observado por DLS (no mostrados) para la técnica SEC correspondiente a las
fracciones en la seccion marcada con lineas punteadas y, en el caso de SEC-MALS, el
tamario reportado por el equipo en la seccidon marcada, la cual corresponde a las fracciones

recolectadas que contenian a las VLPs de tamafio adecuado.
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5.3.4 Caracterizacion de particulas mediante microscopia de

transmision de electrones

En las micrografias mostradas en la figura 29, se puede observar que para ambas quimeras hay
particulas de tamafio esperado, para Q1 alrededor de 28 nm y para Q2 de 31 nm
aproximadamente. Sin embargo, también hay presencia de particulas mas pequefas a estas, las

cuales son especies intermediarias de entre 18-20nm.

b)

e ooz 2415 oo
L INGB1~1 9NGB1-2

Figura 29. Micrografias de VLPs de proteinas quiméricas. a) Q1 con tamafios de aproximadamente 28
nm con aumento de 250000x. b) Q2 con tamarios de aproximadamente 31 nm con aumento de
250000x.
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5.4 Actividad enzimatica

Los ensayos de actividad de los dominios de BplA en las VLPs nos permite evaluar la funcionalidad
de estos. En esta metodologia se determina la velocidad inicial (vi) en el proceso de formacion de
p-nitrofenol (p-NP) obtenido de la hidrdlisis de p-nitrofenilacetato (p-NFA) por accion de la enzima,
y se relaciona con la cantidad de proteina (actividad especifica). Para estos propositos se elabord

una curva patron de p-NP a una longitud de 410 nm y cuyo valor de la pendiente corresponde a €*|

[—] de acuerdo a la ecuaciéon de Lambert-Beer:
umoly_yp X cm

Curva Patron de p-NF a 410nm

3-
A=¢ex1lxC
y y =0.01232x
S,
g Entonces:
E m
® E = —
j 1+ l
£=1234uM™1
0 T T T T 1

0 50 100 150 200 250

Concentracién p-NF (uM)

Figura 30. A) Curva patrén de p-NF a 410 nm.

El valor de la pendiente dividido entre el volumen del experimento (1 mL) y multiplicado por la
longitud del paso de luz de la celda (1 cm) nos dara el coeficiente de absortividad molar (g), que al
relacionarlo con las velocidades iniciales obtenidas para cada proteina nos permiti¢ calcular la

#mOlP—NF]
min ’

actividad en unidades U [
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Tabla 10. Calculo de unidades (U) de actividad para Q1 y Q2.

7, € U= % Up_np U-Uypp=U
Muestra AbS_uo] [Abs410 ol ymol] [umol]
min umol [min ] min min
Q1 0.103 12.34 8.34 x 1073 1.47 x 1073 6.88 x 1073
Q2 0.068 12.34 5.51.x 1073 1.47 x 1073 4,04 x 1073

Segunda columna, promedio de las vi obtenidas en los ensayos realizados por triplicado. Tercera columna,
absortividad molar hallado mediante la pendiente de la curva paton. Cuarta columna, unidades de actividad
calculadas. Quinta columna, Hidrolisis espontanea de 4-NP. Sexta columna, U" correspondiente a la actividad
corregida considerando la hidrélisis espontanea de p-NP.

El célculo de la actividad especifica de la proteina ( v

) es Util para evaluar a proteinas que poseen

enz

una masa molar muy parecida como es el caso de Q1 y Q2, pese a esto, la enzima BplA esta
soportada en el arreglo supramolecular de las VLPs que también aportan proteina a la muestra.
Para evaluar el efecto de esta “inmovilizacion” con respecto a la BplA libre, tiene mayor sentido
calcular la actividad especifica por mol de sitio catalitico. En la tabla 11 se muestran los resultados
obtenidos de las actividades especificas, asi como la comparacion con la actividad enzimatica de
BplA recombinante libre (Gutiérrez-Landa, 2014). La concentracion de las proteinas se obtuvo

mediante la técnica del acido bicinconinico (BCA) utilizando como patrén aloumina sérica (BSA).

Con la finalidad de comparar el efecto de la posicion del dominio de BplA en la superficie de las
VLPs, se promediaron las actividades por mol de sitio catalitico considerando 5 ensayos
independientes para cada una de éstas, las cuales fueron obtenidas en lotes y dias distintos. Los
resultados se especifican en la tabla 12, adicionalmente y con el mismo fin, se efectud el cociente
de la actividad de BplA libre (reportada por Gutiérrez-Landa, 2014) y la obtenida experimentalmente

para cada una de las quimeras (tabla 11).



Tabla 11. Actividades especificas de los dominios de BplA fusionados a las VLPs.

, Actividad
U especifica U
Muestra umol Proteina pec] S E—
- ] [ U ] umolsitio catal
min -
mg
BplA* 3.760 x 1073 0.0004 9.400 202.0 £ 0.45
Q1 6.88 x 1073 0.03 0.229+0.007 11.22 + 0.81
Q2 4.04x 1073 0.03 0.135+0.04 9.58+ 0.67

81

Se incluye el resultado del ensayo realizado Gutiérrez- Landa (2014), para la actividad especifica de BplA
recombinante libre.

Tabla 12. Comparacioén de actividades enzimaticas promedio obtenidas para Q1y Q2

i
Hm()lsitio catalppia
Muestra [L] v
umolsitio catal umolgiso catalg1,02
BplA* 202.0 £ 0.45% 1
Q1 10.75 £ 1.02 18.79
Q2 8.83+1.16 22.88

De acuerdo al reporte de Soto-Roman (2017) y Segovia-Trinidad (2018), la actividad obtenida para
ambas proteinas quiméricas es mucho menor en comparacion con la reportada para la BplA libre
(Gutiérrez-Landa, 2014). El cociente de la actividad por mol de sitio catalitico de la enzima (BplA)
libre entre la obtenida para las quimeras 1y 2 (tabla 13) revela que BplA libre es entre 18 y 23 veces
mas activa que en las quimeras. Esta informacion muestra que existe un efecto en la actividad
catalitica de la enzima provocado por su fusiéon en las VLP de VP2.

Si consideramos que BplA se halla inmovilizada y el soporte de dicha inmovilizacién es un
monomero de proteina VP2, entonces podemos pensar que nuestro sistema VPL-BplA funciona de
manera analoga a otros sistemas de inmovilizacion enzimatica. Se ha discutido que tras un proceso
de este tipo es posible que la actividad de la enzima disminuya a causa de dos factores principales:
a) posibles interacciones entre residuos de la superficie del soporte (VLP) y residuos de la enzima
indirectamente con la actividad catalitica;

involucrados directa o b) disminucion en la
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movilidad/flexibilidad, que impida que la enzima adopte la configuracion adecuada (en el sitio
catalitico o en regiones cercanas a él para la entrada o salida del sustrato.

En el caso de Q1 la cual posee a BplA fusionada en el asa 300-314 de VP2, la actividad de la enzima
es 18 veces menor que la enzima libre (a pesar de ser un asa con gran movilidad), esto podria
deberse a que al estar sujeta por ambos extremos de su secuencia, la flexibilidad de BplA se veria
comprometida y por ende su capacidad para generar los arreglos necesarios para configurar
adecuadamente al sito activo o bien para que el sustrato entre o salga de dicha region. En Q2 esta
condicion es diferente, ya que BplA se encuentra fusionada solo por uno de sus extremos al N-
terminal de VP2 quedando libre su extremo carbonilo por lo que, la movilidad de la enzima es mucho
mayor y su flexibilidad no se veria tan afectada como en Q1. Esto nos hacia suponer que la actividad
de BplA en Q2 seria mayor que en Q1, sin embargo, los resultados muestran lo contrario, la
actividad de la enzima en esta es 1.2 veces menor que en Q1.

Kaufmann y colaboradores reportaron en 2008 la estructura del eje de orden 5, en el que, de
acuerdo a la Crio-EM efectuada, se encuentra la escision o poro por el cual se externalizan los
extremos N-terminal de VP2 y de VP1u (en el virion), dicha investigacion reveld que, si los 5
extremos de VP2 quedaran en la superficie cerrarian el poro en el interior de la particula impidiendo
la extrusion de la region Unica de VP 1u, la cual se ha demostrado, debe quedar expuesta debido a
su funcion de fosfolipasa, por lo tanto, es muy probable que al menos uno de los extremos N-
terminal de VP2 en esta region queden dentro de la particula. Debido a esto, podemos decir que la
actividad de BplA en los extremos que se encuentren internalizados en las VLP no se ven reflejadas
en los resultados, lo cual explica que la actividad medida en las lipasas en Q2 se ligeramente menor
que la obtenida en Q1.

Con los datos de actividad obtenidos, no es posible efectuar una comparacion real de cémo ésta
se ve afectada por efecto de la posicion de BplA en la superficie de VLPs de Q1 y Q2, ya que para
el célculo de actividad por mol de sitio catalitico® efectuado para cada una de ellas, se partié de la
siguiente premisa:

“Ya que existen 60 subunidades de VP2 en cada VLP ensamblada y cada una de estas posee a
BplA fusionada, entonces, habra 60 lipasas en la superficie de cada particula”.

Lo cual, como fue descrito en parrafos anteriores, no es aplicable para Q2. Por lo tanto, para poder
realizar dicha comparacion, seria necesario conocer el nimero de dominios BplA que quedan
expuestos en la superficie de Q2 y por el momento, no contamos con la evidencia necesaria para

determinar dicho numero, ademas no es posible inferirlo con los datos obtenidos porque, hasta

® Dato que es el punto de comparacién entre ambas quimeras.
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ahora, no se sabe si la internalizaciéon de los extremos N-terminal de VP2 en las VLPs quiméricas
ocurre de forma especifica (en la que siempre queden por dentro los mismos extremos) o mas bien
se trate de un fendmeno aleatorio, que obedezca a efectos estéricos (dependiendo de lo que se
encuentre fusionado a este extremo) asi como a nuevas interacciones que favorezcan el ensamble

de la particula, por lo tanto, dicho numero seria diferente para cada VLP de una muestra.

5.5 Termoestabilidad

La desnaturalizacion de proteinas produce un cambio menor o mayor en la estructura tridimensional
nativa de la proteina, sin alterar la secuencia de aminoacidos (Tanford, 1968; Lapanje, 1978). Este
desdoblamiento puede comprometer la estructura del sitio activo, y por lo tanto puede resultar en
la inactivacion enzimatica, que puede ser reversible o irreversible. Para calcular la constante de
inactivacion se considerd que nuestra enzima solo puede hallarse en dos estados; el nativo con
actividad (A) y el desnaturalizado sin actividad (D), y que su inactivacion deberia obedecer una
cinética de reaccion de primer orden, donde la velocidad de reaccion es directamente proporcional

a la concentracion de la Unica especie inicial. De ahi es posible utilizar la siguiente ecuacion:

Donde ki es la constante cinética de inactivacion de la enzima. La integracion de la ecuacion

diferencial anterior nos da como resultado:

En donde A: es la actividad residual de la enzima en el tiempo t, y Ao es la actividad inicial de la

enzima nativa (t=0). El gréfico de ln% vs tiempo en min de esta curva tendra como pendiente
0

negativa la constante de velocidad de primer orden, de la inactivacion de la enzima (kie). (Fig.31)
La actividad de las enzimas se siguid por 90 min ya que en trabajos anteriores (Mora, 2008) se
reportd que a este tiempo y 40 °C BplA pierde mas del 70% de su actividad inicial. Las

temperaturas que se evaluaron fueron 20, 25, 30, 35y 40 °C. Los resultados obtenidos se ajustaron
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a la ecuacion logaritmica presentada con anterioridad y se graficaron con la ayuda del programa

Prism 7.
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Figura 31. Termoestabilidad de lipasa BplA soportada en VLP’s de VP2 a diferentes
temperaturas. Las lineas continuas corresponden al ajuste lineal, en donde la pendiente

de cada una corresponde a la constante de inactivacion térmica kie en min™',

Los valores obtenidos para la kie @ 40 °C son 0.012 y 0.014 min™" para las proteinas quiméricas Q1
y Q2 respectivamente que, comparadas con BplA libre (0.089 min-') son aproximadamente 7.5
veces mas lentas. Lo cual evidencia un efecto estabilizador sobre BplA por estar fusionada en la
superficie de las VLPs de VP2. Es posible que esto se deba a que al estar unida a cada mondémero

VP2 se generen nuevas interacciones intermoleculares dentro de la BplA, asi como con dichos
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monomeros, las cuales provocaran una disminucion en la dindamica molecular de la enzima y por
ende en su flexibilidad, aumentando las energias de reorganizaciones locales, provocando que se
conserve la estructura tridimensional de la enzima en condiciones distintas a las Optimas. Este
efecto puede observarse en la inmovilizacion enzimatica (Klibanov, 1984).

Se sabe que la estabilizacion estructural de una enzima, puede ocurrir al disminuir la tasa de
desarreglos conformacionales, aumentando el nimero de interacciones intermoleculares en ciertas
regiones de dicha proteina (Klivanov,1985), por lo que, al inmovilizarla en un soporte adecuado,
seria posible favorecer y propiciar interacciones que generen un aumento en la estabilidad térmica

en dicha enzima.

ke(min®)

a) b)

0.10 - 0.015-

] - Q2
0.08 _ oo- Bl —— BplA libre
0 06—- = 0.005- — Q2

) 0.000 . r r , —*— Q1
0.04 - 20 25 30 35 40

Temperatura (°C)

0.024

20 25 30 35 40

Temperatura (°C)

Figura 32. Gréfico de las constantes de inactivacion térmica de (kie). a) Comparacion entre las
reportadas para enzima BplA libre y la obtenida para las presentes en VLPs quiméricas Q1y Q2. b)

Comparacion de las constantes (ki) de las quimeras.

De acuerdo a la forma en la que BplA esta soportada en cada una de las VLPs quiméricas,
esperariamos que la Kie de la enzima en Q1 fuera considerablemente menor que en Q2, como
consecuencia de una menor movilidad/flexibilidad que se debe a que ésta se encuentra unida por
ambos extremos de su secuencia en el asa 300-314 de VP2, mientras que en Q2 esta fusionada

Unicamente por su extremo C-terminal al extremo amino de VP2.
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Sin embargo, en el grafico b de la figura 32 se puede apreciar que la diferencia entre ambas (Q1y Q2)
es minima y poco significativa, 1o que nos hace pensar que la estabilizacion de BplA producida por la
union a VLPs de VP2 no esta determinada por la region en la que ésta se encuentre unida, sino por las
interacciones globales (ademas de la union con VP2) que se generan dentro y fuera de ella, limitando
su flexibilidad general y como consecuencia su estabilidad (Zavosky, et al., 1998, Voutilainen, et al.,
2010). Tales interacciones parecen ser equivalentes por la manera en la que influyen en el proceso de

inactivacion térmica en cada quimera.

Tabla 13. Resumen comparativo de parametros de estabilidad para la lipasa de BpLA en las VLPs

quiméricas y de BplA libre* (datos recolectados de Mora, 2008) a diferentes temperaturas.

‘ Kie (x10*min') ti2 (min)

TCCC) BplAenQ1 | BplAenQ2 BplA libre* | BplAen Q1 | BplAen Q2 | BplA libre*

20 0.54 0.62 0.76 12836.0 11179.8 9120.4
25 16.91 23.42 61.74 410.1 298.5 112.3
30 30.20 31.92 152.50 229.5 217.2 45.5
35 87.27 99.24 291.40 79.4 69.9 23.8
40 117.3 145.2 898.10 59.1 45.6 7.7

En general, podemos decir que a partir de los 25 °C, BplA en ambas construcciones de VLPs es
significativamente mas estable que en la enzima libre de acuerdo con los datos reportados por Mora
(2008), hecho que también se ve que se ve reflejado en la vida media obtenida para cada quimera

(tabla 14) y que fue calculada a partir de la ecuacion; t;,, = Ln(2)/kie.

Con todo lo anterior, podemos concluir que las nuevas interacciones que se producen entre enzima y
su soporte VLP, asi como las que se generan dentro de BplA, disminuyen su flexibilidad y eliminan
factores desestabilizantes que provocan un aumento en su energia de plegamiento, dandole mayor
estabilidad, retardando su desnaturalizacion y por ende la pérdida de actividad (Lonhienne et al., 2000;
Kumar, 2001). Pero a la vez, todos estos cambios producidos es la enzima, disminuyen la posibilidad
de que se generen los rearreglos conformacionales adecuados, tanto, del sitio activo como de regiones
cruciales para la catalisis, provocando una importante disminucion en la actividad catalitica de la

enzima (Garza-Ramos, et al., 1990, D’amico, et al., 2003).
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5.5 Estabilidad de VLPs de proteina quiméricas y de VP2 en

medios no convencionales

En los antecedentes de este trabajo se menciono el potencial de las VLPs como acarreadores
enzimaticos, no solo en el campo de la medicina y farmacia, sino también en el area de la catalisis,
ya que estos podrian ser sistemas de inmovilizacion de enzimas. Debido a que la enzima soportada
en nuestras VLPs es la lipasa A de Bacillus pumilus, la cual ha sido previamente estudiada en
nuestro grupo de trabajo y ha presentado cualidades cataliticas en medios no acuosos, se decidio

probar la estabilidad de dicha enzima y de las VLPs que las soportan en distintos medios.

Una vez caracterizadas, las VLPs quiméricas se prepararon para los experimentos de estabilidad,
los cuales fueron monitoreados mediante dispersion dinamica de luz para poder observar el tamafio
de las particulas, sin embargo, a pesar de los intentos y diversas metodologias utilizadas para
preparar las muestras, no fue posible estabilizar a las particulas en ningun medio diferente al agua,
lo cual, fue corroborado al observar particulas de tamarios tales que podrian corresponder a
agregados de VLPs quiméricas (en el caso de los medios organicos mas polares) o inclusive la
posible desnaturalizacion de las proteinas en los medios menos polares (tabla15).

Para los experimentos de VLPs de VP2 en liquidos idnicos se observa algo similar, la formacion de
agregados o la posible desnaturalizacion de las proteinas en tamarios de entre 50-65 nm (tabla 16).
En 2012 Sanchez-Rodriguez y colaboradores reportaron estos tamafios en un experimento de

desnaturalizacion de VP2.

Cabe mencionar que no se probaron mezclas binarias (agua-disolvente organico o agua-liquidos
ibnicos) ya que el interés inicial era realizar reacciones de esterificacion de &cidos grasos de cadena
corta, asi como probar la enantioselectividad de la lipasa A de B. pumillus en la reaccion con (R,S)-
1-feniletanol con acido hexandico y asi ser comparada con los resultados reportados por Bustos-

Jaimes y colaboradores en 2013.



Tabla 14. Resumen de pruebas de estabilidad de particulas de las proteinas quiméricas Q1 y Q2. Tamafos de particulas obtenidas por

Dispersion Dinamica de Luz en los medios organicos

550 L] L] L] L] L] L] L] L]

Agregados de VLPs

Tamanos entre 28 y 37nm

o

log P

. : : ———y, ’ &

-1.5 -1.0 -005 00 05 10 1.5 20 25

Disolvente

DMSO
Acetonitrilo
THF

Piridina
Acetato de etilo
Eter etilico
Acetato de butilo
Diclorometano
Tolueno

Xileno

Hexano

log P

-1.30
-0.33
0.49
0.65
0,73
0.83
0.89
1.50
2.73
2.90
3.98

Tamafio
(nm)
530.0
155.3
741
64.8
53.9
47.6
56.4
68.2
10.5
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Tabla 15. Resumen de pruebas de estabilidad de particulas de VP2. Tamafios de particulas obtenidas por Dispersion Dinamica de Luz en

distintos liquidos ionicos.

LIQUIDOS IONICOS

Tetrafluoroborato de 1-butil-3-metilimidazolio
[BMIM]+[BF4]-
Hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazolio
[BMIM]+[PF6]-
Metanosulfonato de 1-etil-3-metilimidazolio
[EMIM]+[metSO3]-

Etilsulfato de 1-etil-3-metilimidazolio [EMIM]+[etSO4]-

Miscibilidad en agua del
disolvente

miscible
inmiscible
inmiscible

miscible

Diametro de particulas

(nm)

64.7
53.3
48.4

176.2
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Las VLPs son estructuras derivadas del autoensamble supramolecular en medio acuoso, que para
poder mantenerse en su estado oligomérico de 60 subunidades (20 trimeros) en forma de capside
icosaédrica es necesario que todas las interacciones no covalentes que generan la estructura se
conserven, ademas de las que puedan formarse con el agua.

Desde este punto se presentaron dos problemas, el primero fue al momento de eliminar el agua de
los ensambles de VLPs, ya que lo Unico que provoco esta accion, fue la agregacion de las particulas
y no fue posible evitar que esto sucediera. Por lo tanto, el experimento estuvo sesgado al hecho de
siempre partir de agregados secos y no de las particulas independientes.

El segundo problema fue al momento de agregar los disolventes, ya que como mencioné las VLPs
son estructuras formadas gracias a interacciones no covalentes que dependen en gran medida del
medio, al estar inmersas en medios no acuosos, la polaridad del medio, la fuerza idnica y la
posibilidad de que los residuos expuestos formaran otro tipo de interacciones con el medio

imposibilitd la estabilizacion de las VLPs en ellos.

5.6 Pruebas de hidrolisis de ésteres de colesterol por los dominios

de BplA acarreados en VLPs.

Los resultados de estabilidad de las VLPs en disolventes organicos no fueron lo que esperabamos.
Sin embargo, las aplicaciones biocataliticas de las VLPs con dominios de lipasa en la superficie no
se limitan a los disolventes organicos. Como se menciond anteriormente, existen casos en los que
la falta de una actividad enzimatica provoca una enfermedad. Tal es el caso de la lipasa acida
lisosomal; esta enzima hidroliza triglicéridos y ésteres de colesterol. Su ausencia produce Déficit de
Lipasa Acida Lisosomal (LAL-D), una enfermedad de depdsito lisosomal autosémica recesiva en la
que ocurre una acumulacion sistémica de ésteres de colesterol y triglicéridos en el lisosoma celular.
Las VLPs entran de manera natural al sistema lisosomal de algunas células. Al estar recubiertas
con estos dominios de lipasa, seria posible que tuvieran una aplicacion en el tratamiento de esta
enfermedad. Se sabe que la BplA es capaz de hidrolizar triglicéridos (Alcantara, 2009). Sin

embargo, no se ha descrito su potencial para hidrolizar ésteres de colesterol.
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Para evidenciar la actividad de colesterol esterasa, primero se desarrollé un método para detectar
los productos de reaccion por cromatografia en capa fina (TLC). Se saponifico un éster de colesterol
modelo, el colesteril heptanoato y los productos se analizaron por TLC. La placa se reveld con 12y
se observoé bajo luz UV (Fig. 33). Es claro que la hidrdlisis del éster no fue completa, como ya ha

sido reportado por Hansen y Wang en 2015.
De acuerdo con la naturaleza de la fase movil se esperaba que el acido heptanosico fuera el que
corriera menos en la placa, mientras que el éster al ser el compuesto menos polar fuera el mas

alejado al punto de aplicacion, quedando el colesterol en medio de estos dos, tal cual puede ser

observado en la placa cromatogréfica.

Rr =0.82

Rr=0.33

Rr=0.085

Figura 33. Avance los distintos lipidos en la fase estacionaria. Carril 1, colesteril heptanoato; carriles 2
y 3, productos de la saponificacion del colesteril heptanoato (acido heptandico, colesterol y colesteril

heptanoato sin reaccionar).

En cuanto a la hidrodlisis con las VLPs construidas con las proteinas Q1 y Q2, los resultados
obtenidos por TLC son mostrados en la figura 34. Como control positivo se utilizo el estandar de
colesterol, como controles negativos el estandar del sustrato ademas la enzima en PBS y la mezcla

de reaccion antes de iniciar la reaccion.
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Rr =0.83

Rr =0.33

Figura 34. Avance de los distintos lipidos en la fase estacionaria, asi como sus tiempos de retencion. a)
Carril 1, colesteril heptanoato; carril 2, colesterol; carril 3, VLPs de Q1 en PBS; carril 4, colesteril
heptanoato en PBS; carril 5, mezcla de reaccion al inicio (VLPs de Q1+ colesteril heptanoato en PBS);
carril 6, mezcla de reaccion (VLPs de Q1+ colesteril heptanoato en PBS) después de 6 h a 30 °C y 300
rpm; carril 7, VLPs de Q2 en PBS; carril 4, colesteril heptanoato en PBS; carril 5, mezcla de reaccién al
inicio (VLPs de Q2+ colesteril heptanoato en PBS); carril 6, mezcla de reaccion (VLPs de Q2+

colesteril heptanoato en PBS) después de 6 h a 30 °C y 300 rpm.

Es claro que ocurre la reacciéon de hidrolisis del colesteril heptanoato, ya que aparece la marca
correspondiente al colesterol, con un Rf caracteristico de 0.33 (Fig. 34, carriles 6 y 10). Con estos
resultados, decidimos realizar otro experimento para ver si la enzima consumia todo el sustrato,
dejando la reaccion durante 24 y 48 h (Fig. 35). Sin embargo, el analisis por TLC muestra que no
se consume todo el sustrato, debido muy probablemente a que a este tiempo la enzima ya haya
sufrido inactivacion térmica. Otra razon podria ser que el propio colesterol se comporte como
inhibidor competitivo de la enzima. Este es un tema interesante que se podria estudiar en otro

momento.
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Rr =0.83

Rr =0.33

Figura 35. Placa de reacciones a 30 °C durante 24 y 48 h para ambas quimeras. Carriles 1y 2
corresponden a las reaccione de la Q1 (24 y 48 h respectivamente). Carriles 3 y 4, reacciones de 24 y
48 h para la Q2.

Posteriormente se efectuaron las pruebas para la misma reaccion, pero ahora a pH 5,
acercandonos con esto a las condiciones en las que estaria la enzima acarreada por las VLPs dentro
del lisosoma. Para estos experimentos, se utilizd amortiguador de citratos a pH 5, por lo que se
efectuaron cambios de amortiguador a ambas proteinas ya ensambladas. Para evitar agregacion
de las VLPs el cambio se realizd en centricones. De ahi se tomaron alicuotas de 250 pL que fueron
colocadas en tubos eppendorf de 1.5 mL vy, siguiendo el mismo protocolo de la reaccion a pH 7

descrito en la seccion anterior, se dejo incubando por 12 y 24 h (Fig. 36).
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Rr =0.83

Ausencia de
marca de
colesterol

Figura 36. Placas de reacciones a 30 °C y pH 5, durante 12 y 24 h para ambas quimeras. A) Carriles 1
y 2 corresponden a las reacciones de la Q1 a 12 y 24 h respectivamente. B) Carriles 3 y 4, reacciones
alas 12y 24 h para la Q2.

Desafortunadamente no se detectd la aparicion de colesterol libre, lo que implica que la reaccion
no ocurrié. Sabemos perfectamente que el efecto del pH sobre la actividad catalitica de las enzimas
puede ser critico. En trabajos anteriores (Alcantara, 2009), se reportaron reacciones de hidrdlisis
con la BplA libre a pH=5.5 pero con muy baja eficiencia. Sin embargo, dichas reacciones se
efectuaron a 20 °C,, temperatura de mayor estabilidad, de esta manera evitaron que la enzima se
desnaturalizara por efecto térmico y solo se pudiese ver el efecto del pH. En este experimento se
trabajo fuera de la temperatura optima, recordando que a esta temperatura (30 °C) la kie de la BplA
en los ensambles es 4.5 veces mas lenta que la BplA libre. Ademas, sumado al hecho de que a
valores de pH menores a 5.5 la BplA es menos activa, la estabilidad de las capsides también podria
disminuir. En conjunto, las interacciones que existen entre la enzima y las capsides se ven
modificadas por efecto del pH, por lo que, es muy probable que al combinar estas dos condiciones
la enzima se haya desnaturalizado desde que comenzd el calentamiento o simplemente llegd a un

estado en el que su actividad es imperceptible.
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5.7 Cuantificacién de colesterol producido en la reaccién

enzimatica de BplA con colesteril heptanoato mediante RP-

HPLC.

Con la finalidad de cuantificar la concentracion de colesteril heptanoato producido durante la
reaccion catalitica a pH 7.4, se estandarizo un protocolo para la deteccion de los estandares tanto
del sustrato como del producto de reaccion. En la literatura se pueden encontrar diversos
protocolos para la cuantificacion de colesterol y sus derivados mediante HPLC, coincidiendo la
mayoria, en efectuarse en fase reversa (RP) debido a la naturaleza no polar de los componentes de
la muestra. En estos métodos, los componentes de la fase movil son generalmente mezclas binarias
o ternarias entre 2-propanol, acetonitrilo, metanol, agua y en algunos casos hexano.

De tal suerte que para nuestros experimentos se utilizd la cromatografia liquida en fase reversa (RP-
HPLC) y una fase movil 50:50 acetonitrilo:2-propanol. La adicién de hexano a las muestras fue
necesario para solubilizar tanto al colesterol como al éster y hacerlos miscibles con los disolventes

de la fase movil.

La deteccion de los estandares fue exitosa y se observaron picos definidos para cada una de las
muestras (Fig. 37). Para el colesterol, el tiempo de retencion es de 2.921 min, mientras que para el
éster fue de 3.176 min. Este incremento en el tiempo de elucion se debe a que el éster de colesterol

tiene una cadena adicional de 7 carbonos, lo que lo hace mas a fin a la fase estacionaria.



0.170+

0.160

0.150+

0.140+

0.130+

0.120+

0.1104

0.100+

0.090]

0.080-

0.070]

0.060

0.050

0.040-

0.030

0.020-

0.010

0.000-

b)

0.150

0.140+

‘\\\\

0.130+

0.120+

0.110+

Colesterol - 2.125

0.100-

0.090-

0.080-

0.070

0.060 /

0.050

—=Colesteril heptanoato - 3.209

0.040

- |

| | ;

0.010- J

v |
— - noogﬂﬁj \/W  —

95

T T T T T T T T T T T T T
1.00 150 200 250 3.00 3.50 4. 00 4.50 0.00 0.50 1.00 150 200 250 3.00 3.50
Minutes Minutes

Figura 37. Cromatogramas obtenidos en la deteccion de estandares; a) colesterol 1 mM, b) colesteril heptanoato 1TmM .
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5.8.1. Curva de calibracién para la cuantificacion de colesterol.

Se realizé una curva de patron (estandar externo) para determinar la concentracion del colesterol
en la muestra. Esta curva comprendi6 valores de concentracion de 0.1 a 1.0 mM. La metodologia
de preparacion de muestras fue la misma que la seguida en la seccion anterior, solo que ahora se
prepararon 5 concentraciones diferentes: 0.1, 0.25, 0.5, 0.75y 1.0 mM. Cada inyeccion se realizd
por triplicado, las condiciones de las corridas fueron idénticas a las de la deteccién de estandares.
En la tabla 17 y figura 38, se muestran los promedios obtenidos del area bajo la curva, para cada

concentracion, asi como la curva patrén para la cuantificacion de colesterol.

[colesterol] Area promedio Curva Paton de Colesterol
mM (WV/seg) 8.0%10° 7 ¥ =693400x — 32748
R2= 0.9994
0.1 42477.000+6.703
; 6.09¢10°
0.25 137794.000+5.000 2
§ 4.09810°
0.50 311544.300+5.686 _Z
< .
0.75 479353.300+6.806 20810
1 667930.800+10.535 0 T T
0.0 0.5 1.0
[Colesterol] .giandar MM
Tabla 16. Datos para curva patron para Figura 38. Curva de patron de estandar
colesterol, las mediciones se realizaron interno para la determinacion cuantitativa
por triplicado de colesterol.

Con esta informacion se realizo la cuantificacion por triplicado del analito proveniente de la reaccion
enzimatica efectuada por BplA en cada una de las quimeras. Para lo cual se efectud el protocolo
de extraccion de lipidos con cloroformo. Las muestras extraidas fueron preparadas para la
inyeccion como se describe en el capitulo 4, se filtraron por un cartucho de corte 0.22 uym vy

colocadas en viales de 1 mL para su inyeccion en cromatografo.

En la figura 39 se muestra un cromatograma caracteristico para la determinacion de colesterol en
la muestra, en el cual se observan los tiempos de retencion tanto del analito como del éster de

colesterol que queda sin reaccionar. Las concentraciones obtenidas de colesterol en las reacciones



AU

97

catalizadas por ambas quimeras a tiempos de reaccion de 24 y 48 h se calcularon en funcion del
area bajo la curva obtenida en los cromatogramas y su interpolacion en la curva patron obtenida
de los estandares de colesterol, cuya ecuacion se muestra en la figura 38, en donde, x corresponde

a la concentracion de colesterol.

0.1s—f
0.14—2
0.12—3
0.10—5
o.oa—f
o.os—f
0.04—3

0.004———— .

{1 PColesterol -2.117

| PlColesteril heptanoato - 3.196

0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00

Sample Name: Q1 48
Sample Name: Q1 24
Sample Name: Colesterilheptanoato

Sample Name: Colesterol

Figura 39. Cromatograma caracteristico de la deteccion de los productos de la reaccion de hidrolisis

diluidos al 50% sobrelapado al de los estandares en concentracion TmM.

Una vez calculada la concentracion correspondiente al valor del area bajo la curva, se efectuaron
los ajustes a dicha concentracion debido a la dilucion 1:2 efectuada al preparar las muestras para
el cromatografo. En tabla 17 se presenta un resumen de los resultados obtenidos, incluyendo el

rendimiento en porcentaje para cada una de las quimeras en las condiciones de temperatura a las

cuales se trabajo.
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Lo que se puede observar en este experimento es que, una vez mas, la diferencia entre la cantidad
de sustrato que hidroliza el dominio de BplA acarreado en la superficie de las VLPs de Q1 'y Q2 no
es muy significativa. No obstante, Q1 posee mayor capacidad de hidrolizar al colesteril heptanoato,
lo cual puede deberse muy probablemente a que para ésta se sabe que las 60 copias de BplA se
encuentran en la superficie de los nanoacarreadores, mientras que es posible que para Q2 algunas

de sus 60 copias no se hallen en la superficie, si no internalizadas en las VLPs.

Tabla 17. Resumen de resultados obtenidos en los experimentos de cuantificacion de colesterol

producido en las reacciones hidroliticas efectuadas por BplA con colesteril heptanoato como sustrato.

Tiempo de i Auste de Rendimiento
. Area promedio | [Colesterol],,,q = concentracion o
reaccion 0 de reaccion
(h) (uV/seq) (mM) por dilucién (%)
(mM) °
i 24 39748.67+15.37 0.109 0.218 21.8%
48 109867.70+12.50 0.206 0.412 41.2%
= 24 30793.33+8.74 0.092 0.184 18.4%
48 101760.00+13.15 0.194 0.388 38.8%

Debido a que no se realizaron experimentos de actividades de BplA libre para este sustrato, no hay
un valor que nos permita conocer hasta este momento la actividad de BplA sobre colesteril
heptanoato. Si bien estos dominios de BplA podrian no ser muy activos in vivo, nuestros
experimentos sugieren que un tamizado de lipasas/esterasas presentadas en VLPs de B19V
podrian ser de alto valor terapéutico en las terapias de remplazo enzimatico. La lipasa A de Bacillus
pumilus, funcioné como enzima modelo, a la cual se le observaron nuevas cualidades, tales como
hidrolizar un éster de colesterol de cadena mediana con rendimientos respetables en condiciones
celulares, pero resulta ser un modelo poco util para las condiciones necesarias dentro de los
lisosomas, a donde se desea hacer llegar la enzima que sustituya la funcion de LAL (Lipasa Acida

Lisosomal).

El tratamiento con Sebelipasa (LAL recombinante) ha sido exitoso en la mayoria de los casos de
deficiencia de lipasa acida lisosomal de inicio tardio, los cuales han mostrado reducciones de hasta
el 52% y 40% en los niveles de LDL-C y triglicéridos, respectivamente, y una mejora media del 37%
en la HDL-C. Sin embargo, estos avances se han conseguido en pacientes adultos, a los cuales se

les ha suministrado al menos 250 infusiones intravenosas (1 0 3 mg/kg, dependiendo la respuesta)
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cada dos semanas, ademas de agentes hipolipidimiantes. Asi pues, la busqueda de nuevos
sistemas para transportar a las enzimas sustitutivas e inclusive enzimas mas eficientes puede
mejorar dicho tratamiento. Utilizar sistemas de VLPs de VP2 que pueden acarrear en su superficie
hasta 60 copias de la enzima deseada, podria resultar en un tratamiento con dosis mas bajas o mas
espaciadas, ademas de encapsular en la misma VLP si asi se deseara a los agentes
hipolipidimiantes, generando un sistema completo para el tratamiento de la deficiencia de lipasa

acida lisosomal temprana y tardia.
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Capitulo 6. CONCLUSIONES

Debido al tamano de las proteinas recombinantes, se observé que la eficiencia de la etiqueta de
Histidinas en la unién a la resina, durante la purificacién por cromatografia de afinidad a Ni%* en
condiciones desnaturalizantes, es menor que la de la VP2, siendo Q2 la menos a fin, ya que es
la de mayor tamario y a pesar de que la diferencia con Q1 es de 7 KDa, en proteinas tan grandes
como estas, una diferencia como esta es suficiente para generar mayor impedimento estérico al
momento de la union a la resina. Q2 puede ser purificada en una elucién con golpes de imidazol
entre 10 y 150 mM, mientras que Q1 con concentraciones entre 50 y 300 mM.

Es posible obtener particulas tipo virus (VLPs) de las proteinas quiméricas Q1 y Q2 in-vitro, lo cual
corrobora que fusionar la proteina BplA en el asa 300-3014 (Q1) y en el extremo amino terminal
de la proteina VP2 a través de ingenieria genética, no impide la formacion de las VLPs.

La actividad hidrolitica contra p-nitrofenilacetato de BplA acarreada en las VLPs quiméricas, es
de 12 a 20 veces menor que aquella de la enzima libre. El origen de este efecto posiblemente
radica en los cambios dinamicos del dominio de BplA al estar fusionado al resto de la proteina. La
diferencia de actividad de BplA por mol de sitio catalitico en las VLPs de Q1 y Q2 es poco
significativa para poder concluir como afecta la posicion de ésta es en la superficie a la actividad.
Sin embargo, es muy probable que en el caso de las VLPs de Q2 algunos de los extremos amino
terminal en los que se encuentra fusionada se hallen internalizados.

El estudio de estabilidad térmica para las proteinas quiméricas demostrd que, el hecho de que la
lipasa se halle unida en la superficie se las VLPs le confiere mayor estabilidad, disminuyendo el
valor de la constante cinética de inactivacion térmica kie..

La estabilidad de las VLPs estudiadas es pobre en todos los disolventes probados. Es posible que
la estabilidad depende de las interacciones electrostaticas e hidrofébicas formadas durante el
proceso de autoensamble, desde la asociacion de mondmeros de VP2 para formar trimeros
(capsodmeros), hasta la estructura supramolecular de 20 capsomeros. Estas interacciones
seguramente son posibles gracias al medio en el que fueron ensambladas.

BplA soportada en VLPs de VP2 es activa en la hidrolisis de colesteril heptanoato a 30 °Cy pH 7,
liberando colesterol y acido heptandico. Sin embargo, a la misma temperatura, pero a pH=5 la

enzima no presenta actividad.
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