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Resumen de la tesis que presenta Juan Eduardo Pérez Sanchez como requisito parcial para la obtencién
del grado de Maestro Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacion en biomedicina y bionanotecnologia

Cépsides del BMV como nanovehiculos de farmacos hidrofébicos

Resumen aprobado por:

Dr. Rubén Dario Cadena Nava
Director de tesis

El desafio principal en la entrega de farmacos es lograr que éstos se localicen en el sitio u érgano especifico
gue se requiere, evitando de esta manera los efectos secundarios adversos a otros érganos. Sin embargo,
la falta de control sobre la localizacién especifica y, por lo tanto, la biodisponibilidad deseada sigue siendo
uno de los retos mas importantes en el area de la nanomedicina. En particular, la solubilidad del farmaco
es un problema relevante, puesto que casi la mitad de los productos farmacéuticos actuales son poco
solubles en agua. Esta falta de solubilidad disminuye considerablemente su rendimiento, ya que solamente
una fraccion del fdrmaco se acumula en la regiéon deseada. Por lo cual, existe una necesidad urgente de
desarrollar un nanovehiculo que presente un potencial para mejorar el envid, entrega y eficiencia de
medicamentos hidrofébicos. En este trabajo de investigacidn se propone el uso de capsides virales como
nanovehiculos de farmacos hidrofdbicos. Para llevar a cabo esta propuesta se estudié la adhesion de
tamoxifeno y camptotecina en la capside del BMV. Los resultados obtenidos demuestran que se logré
adherir tamoxifeno y camptotecina en el interior de la cdpside viral. Para 200 ug de BMV y concentraciones
de tamoxifeno de 6.25, 12.5, 25, 50, 100 y 200 pg/ml se obtuvo un atrapamiento de 0.52, 1.43, 3.59, 7.59,
22.39y 61.46 pg/ml respectivamente. Para concentraciones de camptotecina de 6.25, 12.5, 25, 50, 100 y
200 pg/ml se obtuvo un atrapamiento de 2.81, 8.79, 16.84, 39.86, 84.09 y 160.89 pg/ml respectivamente.
El diametro de los nanovehiculos fue directamente proporcional en relacion a la concentracién de farmaco
utilizado, obteniendo didmetros entre 28 a 33 nm para tamoxifeno y de 28 a 36 nm para camptotecina. El
numero de moléculas por cdpside viral para la concentracion mas alta de tamoxifeno y de camptotecina
fueron 3,805 y 10,622 respectivamente. Se realizaron ensayos de viabilidad celular para demostrar el
potencial de las capsides virales como nanovehiculos de moléculas hidrofdbicas, y su posible uso en
terapias contra cancer de mama. El BMV nativo aumento la tasa de proliferacion de las células MCF-7 y
MDA-MB-231. BMV-tamoxifeno y BMV-camptotecina presentaron efectos citotéxicos similares en
comparacién al farmaco libre en células MCF-7 y MDA-MB-231. A partir de citometria de flujo se determind
el mecanismo de muerte celular del BMV-tamoxifeno. La concentracion BMV-tamoxifeno 7.59 pg/ml
promueve la muerte celular por apoptosis temprana. La concentracién BMV-tamoxifeno 22.39 pg/ml
genera un aumento en la apoptosis tardia. La concentracion BMV-tamoxifeno 61.46 pug/ml genera un
aumento en la muerte celular por necrosis. Los tratamientos con BMV-tamoxifeno disminuyeron la
complejidad de la membrana plasmatica de las células MDA-MB-231 en comparacion a las que fueron
traidas con tamoxifeno libre. Los tratamientos con farmacos libres generaron cristales en todos los
cultivos celulares, mientras que en los tratamientos realizados a partir de capsides virales del BMV, no se
observaron cristales. Con base en lo anterior, se demuestra que la capside del BMV es un excelente
candidato para ser usado como nanovehiculo de moléculas hidrofébicas para aplicaciones en
bionanotecnologia y nanomedicina.

Palabras clave: BMV, motivos hidrofébicos, tamoxifeno, camptotecina, nanovehiculo.
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Abstract of the thesis presented by Juan Eduardo Pérez Sanchez as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Life Sciences with orientation in biomedicine and bionanotechnology

BMV capsids as hydrophobic drug nanovehicle

Abstract approved by:

Dr. Rubén Dario Cadena Nava
Thesis Director

Correct and efficient delivery of drugs to a specific organ or site where it is required, reducing potential
harmful effects to other organs, is one of the main difficulties drug-delivery technologies face currently.
However, achieving specific control over drug localization and desired bioavailability keeps on being one
of the most relevant challenges in nanomedicine. Particularly, drug solubility is a well-known problem
given that almost half of the available pharmaceutical products are barely soluble in water. This lack of
solubility reduces drug efficacy by preventing its accumulation on the desired site; thus, there is a great
need to develop a nanovehicle capable of increasing hydrophobic drug-delivery efficacy. In this research
project, we propose the use of virus capsids as an hydrophobic drug nanocarrier. In order to achieve our
proposal, we studied the adhesion potential of tamoxifen and camptothecin to BMV capsids. The obtained
results show that it is possible to attach both drugs to the interior of the viral capsid. For 200 pug of BMV
and increasing concentrations of tamoxifen at 6.25, 12.5, 25, 50, 100 y 200 pg/ml, a respective rate of
adhesion of 0.52, 1.43, 3.59, 7.59, 22.39 y 61.46 ug/ml was achieved. For the same concentrations of
camptothecin, the ratio of adhesion achieved was 2.81, 8.79, 16.84, 39.86, 84.09 y 160.89 ug/ml
respectively. We also observed a proportional relation between the nanovehicle diameter and drug
concentration. For tamoxifen, our nanovehicles presented a diameter range of 28 to 33 nm, while
camptothecin adhesion produced nanovehicles with a diameter range of 28 to 36 nm. Tamoxifen and
camptothecin adhesion achieved a maximum attachment of 3,805 and 10,622 molecules per capsid
respectively. Furthermore, cell viability assays demonstrated the nanovehicles potential as a possible
hydrophobic-drug delivery system for breast cell cancer patients. Wild-type BMV increased the
proliferation rate of MCF-7 and MDA-MB-231 cells. BMV-tamoxifen and BMV-camptothecin nanovehicles
presented similar cytotoxic effects compared to the free drugs. Flow cytometry assays allowed the
establishment of a of a cell death mechanism produced by BMV-tamoxifen particles. A BMV-tamoxifen
concentration of 7.59 ug/ml promotes cell death by early apoptosis. A BMV-tamoxifen concentration of
22.39 pg/ml produces an increase of late apoptosis. A BMV-tamoxifen concentration of 61.46 pg/mil
increases cell death by necrosis. BMV-tamoxifen administration reduced the complexity of MDA-MB-231
cell membranes compared to treatments performed with free tamoxifen. Additionally, all free drug
treatments produced crystals on all of the cell cultures, while no crystal formation was observed in BMV-
drug treatments. Therefore, the results shown in this project demonstrate that BMV is an excellent
candidate as an hydrophobic drug nanovehicle for bionanotechnology and nanomedicine applications.

Keywords: BMV, tamoxifen, camptothecin, nanovehicle
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Capitulo 1. Introduccidn

La nanotecnologia se define como el estudio y la aplicacién de materiales a escala nanométrica
(Pajaro Castro, Olivero Verbel, & Redondo Padilla, 2013). Existe un creciente optimismo de que la
nanotecnologia, aplicada a la biotecnologia, implicara avances significativos en el diagndstico vy
tratamiento de enfermedades (Saini & Sharma, 2010). Las aplicaciones anticipadas de la nanotecnologia

incluyen la administracién dirigida de farmacos (Duncan, 2003).

El desafio principal en la entrega de fdrmacos es lograr que éstos se localicen en el sitio u érgano
especifico que se requiere, evitando de esta manera los efectos secundarios adversos a otros érganos
(Tomellini, 2005). La capacidad de controlar y dirigir la administracion de farmacos es critica para un
tratamiento eficaz. Sin embargo, la falta de control sobre la localizacion especifica y, por lo tanto, la
biodisponibilidad deseada sigue siendo uno de los retos mas importantes en el drea biotecnolégica (De
Jong & Borm, 2008). En particular, la solubilidad del farmaco es un problema relevante, puesto que casi la
mitad de los productos farmacéuticos actuales son poco solubles en agua. Esta falta de solubilidad
disminuye considerablemente su rendimiento, ya que solamente una fraccién del fdirmaco se acumula en

la regién deseada (Allen & Cullis, 2004).

En la actualidad existen nuevas plataformas de nanovehiculos que presentan un gran potencial
para mejorar el envid, entrega y eficiencia de diversos medicamentos. Estos sistemas ademas previenen
la degradacién prematura del farmaco y mejoran su absorcion en tejidos deseados (Peer, 2007). Las
plataformas de nanovehiculos que han sido ampliamente estudiados son: dendrimeros, liposomas,
micelas y virus (Ma, Nolte, & Cornelissen, 2012). Mientras que los portadores semisintéticos (dendrimeros,
liposomas y micelas) ofrecen ciertas ventajas y desventajas, en términos de biocompatibilidad,
farmacocinética, toxicidad e inmunogenicidad, los virus se destacan como sistemas transportadores

moleculares ideales (Steinmetz, 2010; Wen, Rambhia, French, & Steinmetz, 2013).

Los virus son entidades submicroscopicas infecciosas que en el caso mas sencillo constan
solamente de material genético protegido por una capa de proteinas llamada capside viral. Los virus que
infectan plantas son particularmente utiles ya que son de naturaleza ubicua, biodegradables,
biocompatibles y no peligrosos en humanos. Las capsides de este tipo de virus presentan una morfologia
icosaédrica y filamentosa. Las particulas icosaédricas varian en tamafo desde 18 a 500 nandmetros,

mientras que los filamentosas pueden alcanzar hasta 2 um de longitud (Kaiser, 2007; Singh, 2007).
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Hace aproximadamente 20 afios, los virus se definieron por primera vez como nanoparticulas

virales (VNP). Los VNP son plataformas altamente prometedoras para el disefio de nanovehiculos de
entrega seguros, ya que permiten que componentes funcionales como farmacos, moléculas vy
nanomateriales sintéticos se adhieran a la cdpside viral, lo que permite el desarrollo de dispositivos para
aplicaciones médicas como la administracion de medicamentos dirigidos. Desde el punto de vista de la
ciencia de materiales, las nanoparticulas virales son interesantes ya que se pueden producir facilmente en
el laboratorio. Las particulas resultantes son de tamafo nanométrico y generalmente son simétricas,

polivalentes y monodispersas (van Kan-Davelaar, van Hest, Cornelissen, & Koay, 2014).

La funcidn principal de la capside es encerrar y proteger los acidos nucleicos, aumentando su
resistencia a temperaturas y pH extremos. Debido a que la capside de las nanoparticulas virales esta
compuesta principalmente de proteinas, sus superficies pueden funcionalizarse con moléculas o ligandos
apropiados para dirigirlas a tejidos y células especificas dentro del cuerpo (Lockney et al., 2011). Los poros
en la estructura de la cdpside permiten que pequeiias moléculas se difundan entre el medio externo y el
interior de la cdpside. La adhesion de las moléculas dentro y fuera de la capside se puede lograr mediante
union covalente, interaccion hidrofdbica, interacciones electrostaticas e interaccion con los acidos
nucleicos encapsidados. Todos estos nuevos desarrollos estan dirigidos a mejorar el rendimiento de
diversas moléculas, entre ellas las de naturaleza hidrofdbica, haciéndolas mas biocompatibles, solubles en

agua, mostrando una toxicidad reducida y eficiencias de absorcidn elevadas (Pokorski & Steinmetz, 2011).

Este trabajo de investigacién tiene como principal propdsito utilizar la capside viral del BMV
(Brome mosaic virus, por sus siglas en inglés) como nanovehiculo de farmacos hidrofdbicos, en especifico,
se usaran como modelo los farmacos hidrofébicos tamoxifeno y camptotecina. De igual manera se
analizard la actividad antiproliferativa de estos nanovehiculos funcionalizados sobre las lineas celulares de

cancer de mama MDA-MB-231 y MCF-7.

1.1 Antecedentes

El cancer es un término que agrupa varias enfermedades similares. En cualquier tipo de cancer se
observa un proceso descontrolado en la division de las células de un tejido inicial. La produccién excesiva
de células promueve la generacién de tumores que pueden invadir otros tejidos y drganos si no son

tratados a tiempo. El proceso de transformacién de una célula normal a una tumoral se produce a través
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de mutaciones en el ADN de una célula, que a su vez transmite esas alteraciones a sus descendientes. Estas
modificaciones se producen en varias fases, y consisten en la progresién de una lesién precancerosa a un
tumor maligno debido a la desactivacion de los mecanismos de control celular (Hassanpour & Dehghani,

2017).

1.1.1 Estadisticas mundiales del cancer

Actualmente el cdncer es la segunda causa de muerte a nivel mundial. Este padecimiento se
encuentra por detrdas de las enfermedades cardiovasculares en paises desarrollados, y de las
enfermedades infecciosas en paises en vias de desarrollo. Las estadisticas sugieren que el nUmero de casos
reportados ha aumentado debido al envejecimiento de la poblacidn, estilo de vida sedentaria y habitos
alimenticios pocos saludables. Los tipos de cdncer mas frecuentes son el cancer de pulmén, higado,

estomago, colon y mama (OMS, 2016a).

La organizacion mundial de la salud (OMS), indico que en el afio 2015 fallecieron
aproximadamente 8.8 millones de personas debido a algun tipo de cancer, lo cual representé el 15.6% del
total de muertes en ese afio. Debido a que se estima que para el aflo 2035 los casos nuevos de cancer
aumenten un 70%, las acciones para su prevencion y tratamiento han cobrado especial relevancia en el

sector salud (OMS, 2016b).

1.1.2 Estadisticas del cancer en México

En México, el cancer se encuentra en tercer lugar como causa de muerte. La Secretaria de Salud
en 2016, registro mas de 128,000 casos nuevos en todo el pais y el 60% se detectd en etapas avanzadas
de la enfermedad. En la poblacién adulta los tipos mas frecuentes de cdncer son el de préstata, mama,
cervicouterino, pulmadn, higado y estdmago. Por sexo, el cancer de prdstata es el mas comun en varones,
mientras que en mujeres el cancer de mama predomina. Aunque las instituciones de salud publica se
esfuerzan por diagnosticar y atender a las personas con cancer, muchos mexicanos mueren anualmente a

causa de esta enfermedad (INEGI, 2017).



1.1.3 Cancer de mama

En México, el cdncer de mama ocupa en la actualidad el primer lugar en incidencia de las
neoplasias malignas en las mujeres, representa 11.34% de todos los casos de cancer. Constituye una
entidad muy heterogénea que se puede clasificar segun los tipos histoldgicos, caracteristicas bioldgicas o

a partir de su perfil genético (Claudia Arce, 2011).

La glandula mamara es un tejido que consiste en un arreglo de 15 a 18 |6bulos y una red de ductos
ramificados que terminan en el pezén. Cada Iébulo posee entre 20 y 40 lobulillos, los cuales se concentran
en un ducto terminal, siendo el conjunto de estos la unidad funcional de la glandula mamaria (Smalley &
Ashworth, 2003). El cancer que se origina y progresa estimulado por la accién de hormonas se le denomina
hormono-dependiente. Tal es el caso de algunos canceres de mama que responden a la accién de los
estrogenos. El estradiol (E2) es uno de los principales estrégenos implicados en la carcinogénesis. El
receptor de estréogenos (ER) estd implicado en la proliferacion del cancer de mama, debido a que el 70%
de este tipo de canceres son hormono-dependiente. El cdncer de mama se ha clasificado en dos grupos
principales dependiendo de la expresion del receptor de estrogenos (RE+) o su ausencia (RE-), estando el

estado del RE relacionado con vias de expresion genética diferentes (Valadares et al., 2012).

1.1.4 Tratamientos convencionales contra el cancer

Durante la primera mitad del siglo XX, la tasa de supervivencia de personas con cancer no fue alta.
La implementacidon de la quimioterapia y radioterapia fue un gran avance para su tratamiento, ya que creo
nuevas posibilidades para atacar los tumores mds eficientemente en conjunto con la cirugia (Strebhardt &
Ullrich, 2008). Algunos tratamientos convencionales para el cdncer son cirugia, quimioterapia y
radioterapia. A pesar de que estos tratamientos han salvado miles de vidas alrededor del mundo, se sabe
que éstos tienen varios efectos secundarios adversos que reducen la calidad de vida de los pacientes,
debido a que afectan no solo a las células cancerosas sino también al tejido sano (Cravo & Mrsny, 2013).
Es por este motivo que desde hace afos la investigacion contra el cancer ha empleado nuevas tecnologias

y métodos para encontrar un enfoque que permita mejorar la calidad de vida del paciente.



1.1.5 Farmacos hidrofébicos para combatir el cancer de mama

Hoy en dia existe una gran gama de medicamentos que pueden ser empleados para el tratamiento
y prevencién de diferentes tipos de cancer. Entre estos farmacos resaltan los utilizados en quimioterapias
y terapias hormonales, los cuales pueden ser empleados para combatir el cdncer de mama. La terapia
hormonal es un tratamiento eficaz para la mayoria de los tumores que dan resultado positivo para los
receptores de estrégeno o progesterona (American Cancer Society, 2017). El tamoxifeno es el fadrmaco

qgue se emplea usualmente en este tipo de terapias.

El tamoxifeno es un profarmaco empleado en todo el mundo para el tratamiento del cancer de
mama con receptores de estrogenos (ER) positivos. Este se ha utilizado tanto en el contexto metastasico
como en el adyuvante, ayudando de esta manera a reducir la tasa de mortalidad por cancer de mama en
un tercio. Las principales desventajas del tamoxifeno son su baja solubilidad y selectividad y, por ende, el
uso a largo plazo de este medicamento provoca efectos secundarios adversos (Sanyakamdhorn, Agudelo,

Bekale, & Tajmir-Riahi, 2016).

El tamoxifeno actua antagonizando la accién del estradiol, por su unién al dominio de unién al
ligando de ER, provocando un estado conformacional de la proteina que es incapaz de unirse al elemento
de respuesta de estrégenos (ERE). Este farmaco es ampliamente metabolizado, y se han detectado varios
metabolitos en el suero humano. Se metaboliza en 4-hidroxitamoxifeno (antiestrégeno mas potente) y
N-desmetiltamoxifeno. Estos dos metabolitos se convierten adicionalmente en endoxifeno (Castro, Arias,
& Barron, 2001). La eficacia terapéutica del tamoxifeno se determina por la distribucién del farmaco en
los tejidos y la disponibilidad del farmaco precursor y sus metabolitos activos en los tejidos diana. Sin
embargo, el transporte efectivo de tamoxifeno y sus metabolitos a las moléculas diana tiene que ser
mejorado. Por lo cual el uso de plataformas nanoestructuradas podria ayudar a resolver el problema de

solubilidad de este farmaco.

La terapia mas utilizada para combatir el cdncer de mama es la quimioterapia. Este tratamiento se
basa en el uso de farmacos para interrumpir la formacién células cancerosas, ya sea mediante su
destruccién o al impedir su multiplicacion (American Cancer Society, 2017). Los medicamentos frecuentes
en este tipo de terapias incluyen paclitaxel, docetaxel y camptotecina (Venditto & Simanek, 2010). La
camptotecina es un farmaco citotéxico que posee propiedades antiproliferativas sobre varios tumores
malignos, incluyendo el cancer de mama. Fue aislado por primera vez de la corteza de Camptotheca

acuminata en 1958 por M.E. Wall y M.C. Wani. El mecanismo de accion de este medicamento se debe a la
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inhibicion del ADN topoisomerasa |. Esta es una enzima que relaja el ADN superenrollado antes de la
transcripcién a través de la formacion de roturas de cadena simple y religacién. Al unirse el farmaco a esta

enzima evita la religacién y causa apoptosis (Jones, Clements, Wasi, & Daoud, 1997).

La camptotecina es un alcaloide caracterizado por el sistema de anillo pentaciclico planar. Se sabe
que el anillo de lactona (Figura 1-a) es el mds importante de este fdrmaco, debido al sitio de unién que se
encuentra en la topoisomerasa I. La hidrolisis o la eliminacion del anillo E de lactona conduce a la perdida
de toda actividad de la molécula. Originalmente, este farmaco se entregé como sal de sodio de carboxilato
(Figura 1-b) para ayudar a superar los problemas de solubilidad y estabilidad, sin embargo, la baja eficacia
cred la necesidad de nuevas alternativas. Para superar los problemas de solubilidad y estabilidad asociados
con la camptotecina, se han desarrollado varios derivados, entre los que destacan irinotecan y topotecan.
Estos derivados emplean cationes de amina terciaria para mejorar la solubilidad y estabilidad de lactona

(Li, Jiang, Li, & Ling, 2017).

Alternativamente, el uso de plataformas nanoestructuradas puede utilizarse para proporcionar
gue estos farmacos sean solubles en agua. La incorporacién de estos farmacos en cualquier plataforma se
lleva a cabo con la intencidn de superar las limitaciones que impiden una aplicacidn clinica amplia, que
incluye una baja solubilidad, rapida eliminacién, alta toxicidad sistémica y escasa selectividad hacia las

células cancerosas.

a) b)

pH fisiologico
e

7 .
pH acido

Camptotecina (lactona) Camptotecina (carboxilato)

Figura 1. Estructura quimica de andlogos de camptotecina. a) Camptotecina en su forma lactona (activa).
b) Camptotecina en su forma carboxilato (inactiva). Imagen modificada de (Li et al., 2017).



1.1.6 Nanovehiculos de farmacos hidrofébicos

Existe un sinnimero de estudios sobre el uso de distintas plataformas de nanovehiculos para
mejorar la eficiencia de diferentes farmacos solubles. Sin embargo, la informacién reportada sobre
plataformas para transportar fadrmacos hidrofébicas es escasa. Las plataformas de nanovehiculos que han
sido ampliamente estudiados para transportar farmacos hidrofébicos son liposomas, micelas vy
nanoparticulas (Ma, 2012). Entre estos se destaca el uso de nanoparticulas de quitosano y nanolipoesferas
para la encapsidacidon de farmacos hidrofébicos utilizados en la prevencién y tratamiento de cancer de

mama.

El guitosano es un polimero natural obtenido por la desacetilacién de la quitina. Las nanoparticulas
de quitosano han ganado mads atencién como plataformas de administracién de farmacos debido a su baja
toxicidad y mejor estabilidad. La investigacidn de las propiedades fisicoquimicas y biolégicas del quitosano
ha llevado al reconocimiento de este polisacdrido catidnico, como un polimero natural para la entrega de

farmacos (Agudelo, Sanyakamdhorn, Nafisi, & Tajmir-Riahi, 2013).

En 2013 Daniel Agudelo, et al. estudiaron la encapsulacién de tamoxifeno y sus metabolitos en
nanoparticulas de quitosano, con el fin de evaluar la eficacia de estos en la administracién de farmacos
hidrofdbicos. Utilizaron fotoblanqueado de fluorescencia para caracterizar la naturaleza de la interaccién
entre el tamoxifeno y la nanoparticula de quitosano. Encontraron que la intensidad de la fluorescencia
disminuia al aumentar la concentracién de quitosano en la solucién (Figura 2). Esto es debido a que cuando
el farmaco interacttia con el quitosano, la fluorescencia del farmaco puede cambiar dependiendo del
impacto de tal interaccién en la conformacion del farmaco, o mediante el efecto de fotoblanqueado
directo. La investigacién de Agudelo serd fundamental para llevar a cabo tanto la insercion como la

cuantificacion de tamoxifeno en capsides virales.

Por otra parte, las nanolipoesferas encapsuladas son nanovehiculos que presentan un tamaiio y
forma controlados y estan hechos de componentes intrinsecamente biocompatibles. La composicidn de
estos vehiculos se basa en lipoproteinas, particulas enddgenas que transportan grasas y lipidos a través
de la sangre a las células. La estructura basica de las lipoproteinas consiste en una monocapa exterior de
fosfolipidos mezclada con apoliproteinas, con una superficie externa hidréfila y un comportamiento
hidrofdbico interior el cual permite la estabilizacién y encapsidacién de farmacos hidrofébicos, como la

camptotecina (Loredo-Tovias et al., 2017).
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Figura 2. Espectro de emision de fluorescencia de sistemas farmaco-quitosano. C) tamoxifeno-quitosano 200 nm:
(a) tamoxifeno libre (30 mM), (b-f) con quitosano a 3, 5, 7, 20 y 30 mM. Imagen modificada de (Agudelo et al., 2013).

En 2017 Loredo-Tovias, et al. reportaron la encapsulacion de camptotecina en nanolipoesferas

para su uso como nanovehiculo. Durante el proceso de sintesis de sus nanolipoesferas utilizaron

microfluidizacion para tener un buen control del tamafio y polidispersidad de sus nanovehiculos, y asi

imitar las propiedades fisicas de las lipoproteinas de baja densidad naturales de una mejor manera. Las

nanolipoesferas que obtuvieron presentaron una carga superficial negativa y un nucleo hidrofébico que

permitid la encapsulacién y estabilizacion de la camptotecina. En los resultados reportados encontraron

que las nanolipoesferas cargadas son inestables por si solas ya que su tamafio aumenta con el tiempo, por

lo cual estas se encapsidaron utilizando la proteina de la capside del virus CCMV (Cowpea chlorotic mottle

virus, por sus siglas en inglés). La encapsidacion de estas nanolipoesferas cargadas en la capside viral del

CCMV les brindo una buena estabilidad con el paso del tiempo. La investigacién de Loredo-Tovias sera

fundamental para llevar a cabo la cuantificacién de camptotecina en capsides virales.

1.1.7 Bromovirus

En la actualidad, los virus que infectan plantas se han destacado como sistemas portadores

moleculares ideales, ya que son de naturaleza ubicua, biodegradables, biocompatibles y no infecciosos en

humanos. Entre este tipo de virus se encuentra el género bromovirus. Bromovirus es un género
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perteneciente a la familia Bromoviridae en el cual las plantas sirven como huéspedes naturales. Hay
actualmente seis especies en este género. Las dos especies mas estudiadas y relacionadas
filogenéticamente de este género son el BMV y CCMV. Estos son virus icosaédricos pequenos con un
didmetro externo de 28 nandmetros. El contenido de ARN de ambos es aproximadamente el 22%, y el
resto de la masa del virién es proteina. EI N-terminal de la proteina de ambos virus esta acetilado mientras
que en el C-terminal hay una arginina en el BMV y una tirosina en el CCMV, brindandoles diferentes

propiedades fisicoquimicas y bioldgicas (Speir, Munshi, Wang, Baker, & Johnson, 1995).

El CCMV es un virus que infecta el caupi, fue el primer virus icosaédrico en ser reensamblado in
vitro desde la proteina de la capside purificada y el ARN aislado para crear un viridn biolégicamente activo.
La estructura de la capside icosaédrica del CCMV estd formada por 180 proteinas de cubierta idénticas
agrupadas en 20 y 12 unidades hexaméricas y pentaméricas respectivamente, produciendo un didmetro
de la capside de aproximadamente 28 nandmetros, tal y como se muestra en la Figura 3. La proteina de
cubierta tiene un peso molecular de 19.8 kDa. El interior de la capside tiene un didmetro aproximado de
21 nandmetros y tiene un potencial electrostatico fuertemente positivo, mientras que el exterior de la

superficie de la capside tiene un ligero potencial electrostatico negativo (Lavelle, Michel, & Gingery, 2007).

Figura 3. Estructura de la capside viral del CCMV. Las unidades pentaméricas estan representadas en naranja
mientras que los hexdmeros en verde y amarillo. Modificado de (Maye, 2013)
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El CCMV es estable a valores de pH entre 3 y 6, donde este virus existe en su estado nativo.
Mientras que a pH 7 y fuerza idnica baja (0.1 M), la cdpside se hincha cerca del 10%, y se recobra el estado
nativo del virus cuando se reduce el pH a 5 (Speir et al., 1995). El ensamble de la capside no es dependiente
de una secuencia especifica de ARN, y es posible reensamblar las proteinas de cubierta para formar VLPs
vacias in vitro. Aunque las VLPs se pueden formar in vitro, éstas son menos estables que sus contrapartes

que contienen ARN y no exhiben el mismo comportamiento de expansion (Lavelle et al., 2007).

Por otra parte, el BMV es un virus que infecta a muchas especies de gramineas y puede transferirse
facilmente de manera mecdnica. Al igual que el virus CCMV, este se compone de 180 subunidades
protéicas idénticas dispuestas sobre una red icosaédrica. Tiene un didmetro aproximado de 28
nanémetros en su estado nativo a pH bajo (<6.0) y en presencia de acetato de magnesio (Figura 4). Estas
subunidades estdn compuestas de 189 residuos de aminodcidos, con un segmento N-terminal positivo

(Lucas, Larson, & McPherson, 2002).

Figura 4. Estructura de la capside del BMV. Las unidades pentaméricas y hexaméricas estan representadas por el
mismo color azulado. Imagen tomada de (Lucas et al., 2002)

Los viriones del BMV experimentan transiciones estructurales en funcidn del pH, la fuerza idénicay
la temperatura. Los cambios en la temperatura o el pH pueden inducir una hinchazén en la estructura del
virus, que es parcialmente irreversible en ausencia de cationes divalentes. Las interacciones proteina-ARN

son de vital importancia para el ensamblaje del BMV(Sgro, Jacrot, & Chroboczek, 1986).
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A pesar de que ambas capsides virales se han utilizado para encapsidar material exdgeno, el virus

BMV se ha destacado como nanovehiculo de farmacos hidrofébicos. En un estudio previo in silico se
determind que la capside viral del CCMV presentaba 1260 motivos hidrofébicos mientras que la del BMV
1620. La capside viral del BMV presenta 360 motivos hidrofébicos mas en comparacién con la del CCMV,
lo cual permitirda que este virus sea una mejor plataforma para ser utilizada como nanovehiculo de

moléculas hidrofébicas (Pérez-Sanchez, 2017).

1.2 Justificacion

La incidencia de cédncer en la poblacién mundial aumenta dramaticamente; la mortalidad a causa
de esta enfermedad es muy alta y se estima que anualmente hay mas de 6 millones de muertes causadas
por algun tipo de cancer en el mundo. Entre estas patologias, el cancer de mama es uno de los mas
frecuentes entre la poblacion femenina. Una de las principales formas de tratamiento del cancer de mama
es por medio de la quimioterapia. Sin embargo, estos tratamientos resultan ser muy téxicos para el
individuo bajo tratamiento. La mayoria de los farmacos utilizados para tratar este tipo de cancer es de
naturaleza hidrofébica, esta falta de solubilidad disminuye considerablemente su rendimiento.
Considerando lo anterior, en este trabajo se pretende desarrollar un nanoacarreador de farmacos
hidrofdbicos basado en cdpsides virales. Permitiendo de esta manera contrarrestar la falta de solubilidad

de estos farmacos y, por ende, aumentar el rendimiento de estos medicamentos.

1.3 Hipoétesis

Las capsides virales del BMV pueden ser utilizadas como nanovehiculos de farmacos

anticancerigenos hidrofébicos.
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Disefiar un nanovehiculo de farmacos hidrofébicos a partir de la capside de un bromovirus, usando como

modelo el BMV.

1.4.2. Objetivos especificos

Producir y purificar BMV.

e Desarrollar un protocolo para cargar con tamoxifeno las capsides virales de BMV.

e Desarrollar un protocolo para cargar con camptotecina las cdpsides virales de BMV.

e Evaluar la actividad antiproliferativa de las capsides cargadas con tamoxifeno en las lineas

celulares MCF-7 y MDA-MB-231.

e Evaluar la actividad antiproliferativa de las cdpsides cargadas con camptotecina en las lineas

celulares MCF-7 y MDA-MB-231.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Produccion de BMV

2.1.1 Inoculacién de plantas con BMV

Los viriones fueron amplificados en plantas de cebada (Hordeum vulgare), el cual funge como
huésped natural del BMV. La siembra se realizé en un invernadero, utilizando tierra enriquecida con

fertilizantes. Se sembraron 10 semillas de cebada por maceta, las cuales fueron regadas cada tercer dia.

Una vez transcurridas dos semanas posteriores a la germinacion, se procedié a realizar la
inoculacidn mecanica. Se provocé dafio sobre las hojas de la planta mediante raspado con fibra de lana de
acero superfina, para posteriormente aplicar 20 pl de virus BMV a una concentracion de 0.1 pug/uL, el cual

se esparcio en el drea de la herida.

2.1.2 Cosecha de hojas infectadas

Dos semanas después de realizar lainoculacidn, se cosecharon las hojas que presentaban sintomas
tipicos de infeccidn, particularmente clorosis en forma de franjas lineales a lo largo de las hojas. Las hojas
fueron cortadas sin afectar el tallo, y se almacenaron a -20 °C, documentando el peso total de cada

cosecha.

2.2 Purificacion de BMV

La metodologia de extraccidn utilizada en este proyecto consiste en una modificacién del protocolo

desarrollado por Cadena-Nava y Comas-Garcia (2009) para la purificacion de CCMV.
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2.2.1 Molienda de hojas

En una licuadora marca Oster, se molieron hojas infectadas con solucién amortiguadora de
extraccion (acetato de sodio 0.5 M, acetato de magnesio 0.08 M, pH 4.5) y 1% (v/v) de B-mercaptoetanol,
permitiendo liberar el virus mediante lisis celular. El extracto homogéneo obtenido fue posteriormente
filtrado empleando una gasa fina con el fin de remover los restos solidos de la mezcla. El material sélido
fue devuelto a la licuadora para repetir la molienda, para de esta manera maximizar la cantidad de virus

recuperado.

2.2.2 Separacion de componentes celulares

Se adiciond un volumen igual de cloroformo al filtrado obtenido, y la solucidn se vacié en tubos
de teflén. Las muestras fueron balanceadas y se centrifugaron en el rotor JA-14 a 8,000 rpm durante 40
minutos a 4°C en una centrifugadora marca Beckman, modelo JXN-26. Se recuperé el sobrenadante y se
centrifugd de nuevo bajo las mismas condiciones durante 25 minutos, recuperando el sobrenadante y
colocandolo en un vaso de precipitado en agitacién constante durante 60 minutos a 4 °C para evaporar el

excedente de cloroformo.

2.2.3 Colchon de sacarosa

Se colocaron 10 ml de la solucién anterior en tubos para ultracentrifuga de 38.5 ml Beckman
Coulter y se colocé un volumen de 5 ml de sacarosa 10% (w/v) en el fondo de cada tubo utilizando una
pipeta Pasteur de 20 cm de largo, formando dos fases. Se balancearon los tubos y se centrifugaron en el
rotor de angulo variable SW-32 Ti a 30,000 rpm durante dos horas a 4 °C en una ultracentrifuga Beckman
modelo Optima XPN-100. Se recupero el pellet, e inmediatamente se resuspendié con 100 pL de solucidn

amortiguadora de suspension de virus (acetato de sodio 50 mM, acetato de magnesio 8 mM, pH 4.5).
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2.2.4 Gradiente de sacarosa

En tubos para rotor SW-32 Ti, se colocaron 25 ml de soluciéon de sacarosa 25% (w/v) y se
congelaron a -80 °C durante una hora y después se descongelaron a 4 °C. El proceso se repitié dos veces

adicionales hasta generar un gradiente continuo de sacarosa del 5% al 40%.

Con una micropipeta, se colocd el virus recuperado en el paso anterior en la parte superior del
gradiente, repartiendo un volumen equivalente por tubo. Los tubos fueron centrifugados en el rotor
SW-32Tia 30,000 rpm durante 120 minutos a 4 °C. Se trasladaron los tubos a un cuarto oscuroy, utilizando
una linterna, se observaron las bandas de color azul correspondientes al virus y se extrajeron evitando

perturbar el gradiente con una pipeta Pasteur de 20 cm de largo.

2.2.5 Eliminacion de sacarosa

La solucién recolectada fue diluida en una razén 1:4 con solucién amortiguadora de suspension, y
se vacid en tubos para rotor SW-32 Ti para centrifugarlos a 32,000 rpm durante 180 minutos. Una vez
finalizada la centrifugacién, se descartd el sobrenadante inmediatamente y se recuperd el pellet.
Posteriormente, se realizé una dilucién 1:20 con solucién amortiguadora de suspensiéon y se determind la
concentracién y pureza del virus utilizando un espectrofotdmetro UV-Vis modelo Nanodrop 200c, de la
marca Thermo Scientific. Se trabajo con los valores de absorbancia en las longitudes de onda de Azsoy Azso.
Se consideraron como optimas aquellas muestras cuyo valor de absorbancia Azso/280 fuera mayor a 1.5, y
cuya concentracion fuera mayor a 1 mg/ml. Finalmente, se prepararon alicuotas de 2 mg/ml en tubos

eppendorf de 1.5 ml y se almacenaron a -80 °C.

Para determinar la concentracién del virién, se utilizé el método reportado por Warburg y
Christian en 1983. El cual consiste en obtener el espectro UV del virion, y usar las absorbancias Azsoy Azso.
El pico principal de absorbancia para un virus, debe encontrarse a una longitud de onda de 260 nm, debido
a los acidos nucleicos, en este caso ARN para el BMV, y este tiene una contribucién mayor que la de la
proteina (en relacién a su peso). El coeficiente de extincién molar (€) es 27,013,000 M cm™y b=1 cm
(longitud del camino éptico a través de la solucién) (Brumfield et al., 2004). Utilizando la ley de Lamber-

Beer podemos obtener la concentracion en mol/L, como se describe en la ecuacidn (1).

(1)
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_ Aseo =] mol
‘b (cm).e (M~ lem~1)" ' L

Para obtener la concentracion del virion en mg/ml, el resultado de la ecuacién (1) se multiplica
por el peso molecular del viridn, 4.6x10° g/mol, obteniendo la ecuacién (2) que nos determina la

concentracion del virus en mg/ml.

Aze60 (2)

=33

La pureza del virus BMV, esta relacionada con la proporcién de acidos nucleicos y de proteina en

la muestra, es decir Azs0/280 debe estar en un rango de 1.5 a 1.7 para ser considerada como pura.

2.3 Determinacion de concentracion optima de tamoxifeno por capside viral.

La concentracién optima de tamoxifeno por capside viral se determind tedricamente a partir del
numero de motivos hidrofdbicos que contiene la capside viral del BMV, el peso molecular del tamoxifeno

y la cantidad de virus a utilizar.

2.4 Insercion de tamoxifeno a capsides virales de BMV

Para llevar a cabo la inserciéon del tamoxifeno a la capside viral del BMV se utilizaron 37.15 mg del
profarmaco, el cual fue diluido en 10 ml de DMSO, para obtener una solucién (1) 10 mM (3.715 mg/ml).
Una vez obtenido el tamoxifeno en dilucidn se procedié a la insercion de este en el virus BMV. Se colocaron
en seis tubos eppendorf de 1.5 ml concentraciones de la solucién de 6.25, 12.5, 25, 50, 100 y 200 pg/ml
respectivamente. Posteriormente, se agregaron 200 pg de virus BMV a cada uno de los tubos y se
recubrieron completamente con aluminio. Después se dejaron en agitacion suave por 2 horas en el
LabRoller en total oscuridad, para permitir que el tamoxifeno se adhiriera a los sitios hidrofébicos de la
capside viral del BMV. Para retirar las moléculas de tamoxifeno que no se habian adherido a la capside
viral las muestras fueron ultrafiltradas utilizando filtros Amicon® de 100 kDa. Las condiciones de la

centrifuga Heraeus multifuge X1R fueron las siguientes: 14,000 g por 20 minutos para quitar el exceso de
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tamoxifeno de las muestras, y 1,000 g por 5 minutos al momento de voltear el filtro para recuperar las

capsides virales funcionalizadas con tamoxifeno.

2.5 Cuantificacion de capsides virales con tamoxifeno

La cuantificacién de las capsides virales del BMV marcadas con el profarmaco tamoxifeno se
realizd por medio de espectrofluorimetria. Las condiciones del espectrofluorimetro Cary Eclipse de Agilent
para realizar la cuantificacién del profarmaco fueron las siguientes: longitud de onda de excitacién 270

nm, apertura 5 nm, fotomultiplicador y barrido medio, filtro de excitacién auto y filtro de emisién abierto.

El tamaio de las cdpsides virales funcionalizadas con tamoxifeno se determind por dispersién
dindmica de luz (DLS, por sus siglas en ingles). Se agregaron 50 uL de lar particulas funcionalizadas en

celdas UV-Cuvette micro, y se utilizaron los pardmetros de medicidn para proteinas.

2.6 Determinacion de concentracion optima de camptotecina por capside viral.

La concentracion optima de camptotecina por capside viral se determind tedricamente a partir
del nimero de motivos hidrofdbicos que contiene la capside viral del BMV, el peso molecular de la

camptotecina y la cantidad de virus a utilizar.

2.7 Insercion de camptotecina a capsides virales de BMV

Para llevar a cabo la insercidon de camptotecina a la capside viral del BMV se utilizaron 15 mg del
farmaco, el cual fue diluido en 5 ml de DMSO, para obtener una solucién (1) 8.61 mM (3 mg/ml). Una vez
obtenida la camptotecina en dilucidn se procedid a la insercion de este en el virus BMV. Se colocaron en
seis tubos eppendorf de 1.5 ml concentraciones de la solucién de 6.25, 12.5, 25, 50, 100 y 200 pg/ml
respectivamente. Posteriormente, se agregaron 200 pg de virus BMV a cada uno de los tubos y se

recubrieron completamente con aluminio. Después se dejaron en agitacion suave por 2 horas en el
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LabRoller en total oscuridad, para permitir que la camptotecina se adhiriera a los sitios hidrofdbicos de la
capside viral del BMV. Para retirar las moléculas de camptotecina que no se habian adherido a la capside
viral las muestras fueron ultrafiltradas utilizando filtros Amicon® de 100 kDa. Las condiciones de la
centrifuga fueron las siguientes: 14,000 g por 20 minutos para quitar el exceso de camptotecina de las
muestras, y 1,000 g por 5 minutos al momento de voltear el filtro para recuperar las capsides virales

funcionalizadas con camptotecina.

2.8 Cuantificacion de capsides virales con camptotecina

La cuantificacion de las capsides virales del BMV marcadas con camptotecina se realizé por medio
de espectrofluorimetria. Las condiciones del espectrofluorimetro Cary Eclipse de Agilent para realizar la
cuantificacidon del fdrmaco serdn las siguientes: longitud de onda de excitacion 370 nm, apertura 5 nm,

fotomultiplicador y barrido medio, filtro de excitacidén auto y filtro de emision abierto.

El tamafio de las capsides virales funcionalizadas con camptotecina se determind por DLS. Se
agregaron 50 pL de lar particulas funcionalizadas en celdas UV-Cuvette micro, y se utilizaron los

pardmetros de medicidn para proteinas.

2.9 Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

Las capsides virales del BMV funcionalizadas con camptotecina y tamoxifeno fueron analizadas
por microscopia electrénica de transmisidn respectivamente. Las muestras se prepararon de acuerdo al
protocolo descrito por (Cadena-Nava et al., 2012). Primeramente, las muestras fueron depositados en una
rejilla de cobre de 400 con pelicula de soporte de carbdn tipo B de la marca TED PELLA (6 uL a una
concentracion entre 0.2-0.4 ug/uL). Las muestras se mantuvieron en la rejilla 2 minutos y después se retird
el exceso de muestra con papel filtro Whatman grado 4. Posteriormente, se agregd a las rejillas 6 uL de
acetato de uranilo al 4% y a los 2 minutos se retird de igual manera el exceso de acetato con papel filtro.
Finalmente, las rejillas fueron almacenadas en un desecador hasta que fueron analizadas por TEM. La
caracterizacién de las muestras se realizd en un microscopio de transmisién (TEM) Hitachi HF-3300 de la

Unidad de Microscopia Avanzada del Centro de Investigacién Cientifica y de Educacidon Superior de
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Ensenada (CICESE). El andlisis de las micrografias electrénicas se realizd a través del programa Image) de

NIH.

2.10 Lineas celulares y condiciones de cultivo celular

2.10.1 Descripcidn de las lineas celulares

Las lineas celulares utilizadas fueron MDA-MB-231 y MCF-7, las cuales corresponden a tumores
de glandula mamaria. La linea celular MCF-7 es una de las mas utilizadas en el estudio de cancer de mama
hormono-dependiente, debido a que expresa receptores de estréogenos, andrdgenos, progestagenos y
glucocorticoides (Holliday & Speirs, 2011). Por otra parte, la linea celular MDA-MB-231 es una de las mds
utilizadas en el estudio de cancer de mama hormono-independiente, ya que no expresa los receptores de
estrogeno, progesterona y del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) (Liu et al.,
2014). El uso de estas lineas celulares nos permitira explorar si nuestros nanovehiculos son capaces de

ejercer un efecto antitumoral diferente en comparacién al farmaco.

2.10.2 Mantenimiento de linea celular

Para el mantenimiento de las lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231 y MCF-7 se utilizé
el medio de cultivo Dubecco’s Modified Eagle’s Medium- high glucose (DMEM-D7777) de Sigma Aldrich
que contiene sales inorganicas, aminodacidos esenciales, vitaminas, glucosa y rojo fenol. El medio se
prepard al disolver 13.5 g de DMEM-D7777 en polvo en 1 L de agua desionizada previamente esterilizada.
Seguidamente, se le agregaron 3.7 g de bicarbonato de sodio, 10 ml de solucidn antibidtica/antimicética
de Sigma Aldrich y 100 ml de suero fetal bovino inactivado de Bench-Mark Gemini. Los componentes
adicionales se agregaron para enriquecer el medio de cultivo y evitar la contaminacidén por
microorganismos. Finalmente, el medio se filtré utilizando un filtro de 0.22 um de polietersulfona (PES) de

la marca Autofil.

Los cultivos celulares se realizaron en placas de cultivo celular de 6 cm, debido a que las lineas
celulares utilizadas son del tipo adherente. Las lineas celulares se incubaron a 37°C en una atmosfera

himeda con 5% de didxido de carbono. Cada tercer dia el medio de cultivo fue reemplazado por medio
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nuevo. Cuando las células alcanzaban entre un 70 y 90% de confluencia, se procedié a subcultivar para
asegurar el crecimiento exponencial de las células. El subcultivo celular permite controlar la densidad del
inoculo inicial que nos asegure que trabajamos en condiciones de crecimiento dptimas. Este
procedimiento involucra el desprendimiento de la monocapa en la superficie de la caja, asi como la ruptura
de las uniones intercelulares y extracelulares. Para lograr dicho desprendimiento se utilizé tripsina/EDTA

de Sigma Aldrich que es una enzima proteolitica que rompe los enlaces de unidn de las células.

2.10.2.1 Subcultivo de células MDA-MB-231 y MCF-7

Primeramente, se retird el medio de cultivo de las cajas Petri con una pipeta Pasteur conectada a
una bomba de vacio. Seguidamente se lavaron las células dos veces con buffer de fosfatos salino 1x (PBS).
Posteriormente se realizd la tripsinizacion de las células afiadiendo 0.5 ml de tripsina/EDTA y se incubaron
las cajas durante 3 minutos a 37°C. Una vez transcurrido el tiempo se verifico que las células se despegaran
por completo de la superficie de la caja al verla a contraluz. Después la tripsina se inactivo agregando 10
volumenes de medio de cultivo en un tubo falcén de 15 ml, y este se centrifugd a 1250 rpm por 5 min a
25°C. El sobrenadante se decanté y el pellet obtenido (células) se resuspendidé en 1 ml de medio de cultivo.
Se tomaron 250 pL de la solucién anterior y se colocaron en una caja de cultivo de 6 cm nueva con 5 ml de
medio de cultivo. Por dltimo, se colocaron las cajas en la incubadora a 37°C con 5% de CO,. Todo el

procedimiento se realizd bajo condiciones estériles, en una campa de flujo laminar.

2.11 Internalizacion del virus BMV en MCF-7 y MDA-MB-231

Para visualizar la internalizaciéon celular, el virus BMV se volvid fluorescente mediante la
conjugacion covalente de los grupos amino libres de proteinas con fluoresceina-5-isotiocianato (FITC). La
conjugacion de FITC se realizé siguiendo el protocolo de Douglas, et al. Primeramente, se marcaron 400
ug de capside viral BMV en una solucion FITC (10 pg/ml) en PBS, bajo agitacidn constante durante 2 horas
a temperatura ambiente. El exceso de fluoréforo se elimind mediante ultrafiltracion con filtros Amicon de

100 kDa (Millipore).
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De manera previa se sembrd una suspension que contenia 100,000 células MCF-7 o MDA-MB-231

en placas de 12 pozos. Después de 12 horas, el medio se elimind por completo y las células se incubaron
durante otras 12 horas en medio de cultivo sin suero fetal bovino. Las capsides de BMV marcadas con
FITC (ThermoFisher Scientific) se agregaron al cultivo celular (2 pug por pozo) y se incubaron a 37°C durante
60 minutos. Las células se lavaron utilizando PBS. La tincién de la membrana se realizé con una solucién 5
pug/ml de FM4-64 (ThermoFisher Scientific) durante 5 minutos. La fijacion celular se realizd usando
paraformaldehido, seguido de 3 lavados con PBS. El nicleo se tifio a partir de una solucién 8.115 nM de
HOECHST 33242 (Invitrogen) durante 10 minutos. Las células se visualizaron con un microscopio confocal
FV1000 FluoView (Olympus). Las longitudes de onda utilizadas para HOECHST 33242, FM4-64 y FITC
fueron 350, 515 y 490 nm respectivamente. Se capturaron células con nucleos fluorescentes (tefiidas de
azul), membranas fluorescentes (tefiidas de rojo) y regiones invadidas por capsides virales marcadas con

FITC (tefiidas de verde) con un aumento de 10x y una magnificacion 3x.

2.12 Ensayos de viabilidad celular

2.12.1 Ensayo MTT

El ensayo MTT, también llamado ensayo de inhibicién de la succinato deshidrogenasa es un ensayo
colorimétrico que mide la actividad metabdlica de las células en fase de proliferacidn activa. Esta basado
en la rotura del anillo de tetrazolio del MTT por diferentes deshidrogenasas mitocondriales, formandose
cristales de formazan. Los cristales de formazan son insolubles en agua, pero pueden solubilizarse con
disolventes organicos, siendo la cantidad de formazan formado proporcional al nimero de células
proliferantes. Este ensayo se utilizé para determinar las curvas de crecimiento y la capacidad de nuestros

nanovehiculos de inhibir el crecimiento celular en las diferentes lineas.

Para el ensayo de viabilidad celular por reduccidon de MTT, se colocaron 10,000 células (MCF-7 y
MDA-MB-231, segln sea el caso) en cada pozo de una placa de 96 pozos y se incubaron durante 24 horas
a 37°C con 5% de CO,. Posteriormente se agregaron a cada pozo 100 pl de las concentraciones respectivas
de capsides virales de BMV funcionalizadas con tamoxifeno y camptotecina respectivamente (tabla 3,
anexos). Después, se colocaron las placas en la incubadora durante 24 horas a 37°C con 5% de CO,. Se

utilizé medio de cultivo como control positivo y DMSO como control negativo.
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Una vez transcurrido el tiempo del tratamiento se descarté el medio de cultivo y se lavaron las

células tres veces con solucién PBS. Después se agregaron 10 pL de solucién MTT (Sigma-Aldrich, Cat. M-
1940) y 90 pL de medio de cultivo por pozo. Se incubaron las placas durante 3 horas 37°C con 5% de CO,,
protegiendo la placa de la luz. Después se solubilizaron los cristales de formazan producidos en la placa
con 100 pL de isopropanol absoluto y se agito la placa por 30 minutos a temperatura ambiente, protegida
de la luz. Finalmente, se cuantifico el color de las muestras a 570 nm en un lector ELISA, tomando como
referencia una longitud de onda de 690 nm. Se utilizd un espectrofotémetro multiskan go de

ThermoFisher.

2.12.2 Citometria de flujo

La tincidn con yoduro de propidio y calceina-AM permite cuantificar las células viables, apoptdticas
y necréticas mediante citometria de flujo. Calceina-AM es un colorante hidrofébico no fluorescente que
es absorbido por las células vivas, siendo transportado a través de la membrana celular. Una vez dentro
de la célula la activad de las enzimas esterasas transforma la calceina-AM en calceina que si es
fluorescente. La calceina se retiene bien dentro de las células vivas ya que es una molécula hidrofilica, y
produce una intensa fluorescencia verde. Por otra parte, la integridad de la membrana plasmatica se ve
comprometida en las células necréticas, de manera que al tefiirlas con yoduro de propidio, este puede
acceder al nucleo celular y unirse al ADN. La tincion simultdnea con yoduro de propidio y calceina-AM
permite discriminar las células apoptéticas de las necrdticas, y de las células viables. Las células viables no
presentan rotura de la membrana plasmatica y es positiva para calceina-AM y negativa para yoduro de
propidio. Las células en apoptosis son doble positivas para la tincidn. Las células necréticas presentan
perdida de la membranay, por lo tanto, son positivas para yoduro de propidio y negativas para calceina-

AM.

Para llevar a cabo este ensayo, primero se colocaron 80,000 células de la linea celular MDA-MB-
231 en cada pozo de una placa de 12 pozos, y se incubaron durante 24 horas a 37°C con 5% de CO..
Posteriormente se retird el medio y se colocaron los controles y tratamientos de tamoxifeno adherido a
las capsides virales (tabla 4, anexos) sobre las células, y se incubaron 24 horas a 37°C con 5% de CO..
Después se retiraron los tratamientos, se realizaron tres lavados con PBS, se tripsinizaron las células, se
centrifugaron a 1,250 rpm durante 5 min a 25°C y se decantd el sobrenadante. Seguidamente se

resuspendieron las células en PBS y se afiadié calceina-AM y yoduro de propidio respectivamente (tabla 5,
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anexos). Se incubaron las células a 37°C durante 30 minutos, se realizé un lavado con PBS, se centrifugaron
a 1250 rpm durante 5 minutos y se resuspendieron las células en 1 ml de PBS. Finalmente, se midié la
intensidad del fluorocromo en el cittmetro de flujo Attune NxT de Invitrogen. Para cada muestra, se
recogieron al menos 7,500 eventos correspondientes a celular individuales y se utilizé el programa de

citometria Attune (v2.1) para analizar los resultados.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Produccion y purificacion de BMV

Dos semanas posteriores a la inoculacién con el virus, se cortaron las hojas Hordeum vulgare
(cebada) que presentaron sintomas de clorosis (Figura 5-a). Se colectaron un total de 324 gramos de hojas

de cebada, de los cuales 100 gramos fueron ocupados para realizar la purificacién del virus BMV.

Figura 5. Produccion y purificacion de BMV. a) Sintomas de infeccién de BMV en Hordeum vulgare (patrén de clorosis
en forma de franjas lineales amarillas). b) Gradiente de sacarosa después de ultracentrifugacion, la banda de color
azul contiene al virus BMV.

En la Figura 5-b se puede observar la banda de color azul correspondiente al virus BMV después
de la ultracentrifugacién en un gradiente continuo de sacarosa. Los resultados de la extraccion vy

purificacién del BMV, fueron caracterizados mediante un espectrofotémetro UV-vis para determinar su
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pureza y concentracidn, obteniendo un rendimiento total de 52 mg por 100 g de hojas infectadas con una

pureza de 1.6.

3.2 Caracterizacion de BMV nativo

3.2.1 Dispersion dinamica de luz

Se realizaron mediciones de tamafio por dispersion de luz dinamica (DLS) en el equipo Zetasizer
Nano-ZS. Para esto se tomaron 50 pl de BMV nativo (2 mg/ml) y se colocaron en una celda UV-Cuvette.

En la Figura 6 se puede observar la distribuciéon de tamafo por volumen obtenido para BMV nativo.

Distribucion de tamanio por volumen
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Figura 6. Distribucion de tamaiio por volumen para BMV nativo. El histograma se obtuvo por dispersién dinamica
de luz en el equipo Zetasizer Nano-ZS. Se obtuvo un diametro de 24.64 nm.

Las mediciones realizadas por DLS para las particulas de BMV nativo arrojaron que el 99.9% de la
distribucidn por volumen posee un didmetro hidrodinamico de 24.64 nm + 1.43 nm, concordando con el

reportado en la literatura (Chen, Kao, & Dragnea, 2008).
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3.3 Concentracion optima tedrica de tamoxifeno por capside viral

La concentracidén optima de tamoxifeno a utilizar se estimé teéricamente empleando el nimero
de motivos hidrofdbicos presentes en la capside viral del BMV, la cantidad de virus a utilizar (200 pg) y el

peso molecular del tamoxifeno (371.515 g/mol). El célculo se dio de la siguiente manera:

Primeramente, se dividié la concentracion de virus a utilizar, en este caso 200 ug, entre el peso
molecular de la capside viral del BMV (4.6 MDa= 7.638x10!8 g) para determinar el nimero de particulas

presentes.

200x107%g

~ 2.62x10%3
7.638x10-18 g X

Posteriormente, se multiplico el valor obtenido del nimero de particulas presentes en 200 ug de
virus por los motivos hidrofébicos de la cépside viral del BMV, y se dividid por el nimero de Avogadro

(6.022 x 102 mol?) para determinar la molalidad.

1620 motivos (2.62 x 10'3) =~ 4.24 x 101°

4.24x 10

— -8
m =7.04x10 moles

El resultado anterior nos indica que se pueden adherir aproximadamente 7.04 x 10 moléculas en

200 pg de BMV. Finalmente, se multiplico el valor obtenido por el peso molecular del tamoxifeno.

7.04x 10 ®moles (371.515 i) =26.18 ug

mol

Por lo tanto, la concentracién optima tedrica para que todos los sitios hidrofébicos en 200 pg de
virus BMV se encuentren ocupados por moléculas de tamoxifeno es de 26.18 ug. Esta carga equivale a

13.1% en peso.
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3.4 Insercion de tamoxifeno a capsides virales

Antes de realizar los diferentes nanovehiculos de farmacos hidrofébicos se analizé el pH de
diferentes concentraciones de solventes (DMSO y etanol). Esto nos permitié determinar la concentracion

del solvente a la cual el pH se encontraba entre un rango de 3-6, lo cual proporciona estabilidad al BMV

nativo (Pfeiffer, Herzog, & Hirth, 1976).

3.4.1 pH de DMSO a diferentes concentraciones

Se realizaron mediciones de pH a diferentes concentraciones de DMSO (1%, 5%, 10%, 15%, 20%,
50% y 100%). En la grafica de la Figura 7 podemos observar que la concentracidn a la que se presenté el
menor pH fue con 20% de DMSO, siendo 5.46. Mientras que el pH mas alto reportado fue con 100% de
DMSO, siendo 9.2.
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Figura 7. Grafica de pH contra diferentes concentraciones de DMSO. El rango en el que el pH es menor a 6, es cuando
se emplea una concentracion entre 1-20% de DMSO.
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3.4.2 pH del etanol a diferentes concentraciones

Se realizaron mediciones de pH a diferentes concentraciones de etanol (1%, 5%, 10%, 15%, 20%,
50% y 100%). En la grafica de la Figura 8 podemos observar que la concentracién a la que se presenté el
menor pH fue con 100% de etanol, siendo 6.2. Mientras que el pH mas alto reportado fue con 1% de

etanol, siendo 8.
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Figura 8. Grafica de pH contra diferentes concentraciones de etanol. El rango en el que el pH es aproximadamente
6, cuando se emplea una concentracién de etanol cercana al 100%.

3.4.3 Estabilidad del BMV a diferentes concentraciones de etanol y DMSO (Mg*?)

Se realizaron ensayos de estabilidad del BMV a diferentes concentraciones de etanol y DMSO (con
y sin Mg*?), dado que este virus es sensible al pH. Se ha reportado que la forma compacta nativa se

encuentra entre valores de pH de 3 a 6 (Bockstahler y Kaesberg 1962).
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3.4.3.1. Dispersion dindmica de luz

En la Figura 9 se resumen los didmetros hidrodinamicos obtenidos de las mediciones realizadas
por DLS para las particulas de BMV expuestas a diferentes concentraciones de DMSO y etanol

respectivamente. Los valores fueron graficados utilizando el programa Origin9 de OriginLab.
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Figura 9. Grafica de tamafio contra diferentes concentraciones de solventes para BMV nativo. Las graficas de barra
color negro representan el tamafio de BMV nativo a diferentes concentraciones de DMSO sin Mg*? como
estabilizante. En rojo se representa las que fueron expuestas a diferentes concentraciones de DMSO con Mg*2. En
azul las que fueron expuestas con etanol sin Mg*2. En rosa las que fueron expuestas a diferentes concentraciones de
etanol con Mg*2.

La distribucion de tamafio por volumen mostro que las cdpsides que fueron expuestas a
concentraciones entre 1y 20 por ciento de DMSO sin Mg*2 como estabilizante, se obtuvo un tamafio entre
25.02 a 27.6 nm. Para las que fueron expuestas a las mismas concentraciones de DMSO, pero con 10 mM

de Mg*2 como estabilizante, se obtuvo un tamafio de 24.92 a 25.6 nm.

Las particulas de BMV expuestas a diferentes concentraciones de etanol presentaron didametros
mayores en comparacion las de DMSO, lo cual es debido a que las diferentes concentraciones de etanol

presentan un pH mayor a 6. Para los virus que fueron incubados a concentraciones entre 1y 20 por ciento
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de etanol sin Mg*? como estabilizante, se obtuvo un tamafio de 39.33 a 59.67 nm, mientras que para las

que fueron estabilizadas con Mg*? presentaron un tamafio entre 27.54 y 41.5 nm.

Concentraciones mayores a 50% de DMSO produjeron tamanos mayores a 50 nm. Esto es debido
a que el pH de estas concentraciones es mayor a 6, lo cual podria estar produciendo un hinchamiento

considerable del virus o hasta posiblemente el desensamble de este.

A partir de los resultados obtenidos, se concluyd que la concentracion del solvente que se utilizaria
para realizar la adhesién de los farmacos a la cdpside viral del BMV seria 20% de DMSO. Esto se debe a
gue a esta concentracion el solvente presento un pH de 5.46, lo cual permitiéd que el virus BMV nativo
permaneciera estable. Es una concentracién que permite solubilizar los farmacos hidrofébicos de manera
sencilla, y ademas no se ven afectadas las interacciones hidrofébicas que se generan entre los motivos

hidrofébicos de la cdpside viral y el farmaco.

3.4.4 Cuantificacion de tamoxifeno a diferentes concentraciones

Para realizar la insercion del profarmaco a las cédpsides virales del BMV se empled una solucién
10 mM (3.715 mg/ml) de tamoxifeno-DMSO. Primeramente, se cuantifico por espectrofluorimetria la
solucidon tamoxifeno-DMSO a diferentes concentraciones. Se emplearon 6 concentraciones diferentes
(6.25, 12.5, 25, 50 ,100 y 200 pg/ml). Los valores fueron graficados utilizando el programa Origin9 de
OriginLab.

3.4.4.1 Espectrofluorimetria

En la Figura 10-a podemos observar los espectros de emision de fluorescencia de tamoxifeno a
diferentes concentraciones. Es importante mencionar que antes de realizar las medidas de intensidad de
fluorescencia del tamoxifeno en el espectrofluorimetro este se debe dejar en el transiluminador
aproximadamente 15 minutos. Esto es debido a que el tamoxifeno por si solo es un fluoréforo débil y al
estar expuesto a la luz ultravioleta se transforma en 4-hidroxitamoxifeno y endoxifeno, los cuales

proporcionan una mejor fluorescencia. La excitacidn utilizada para realizar los espectros fue de 270 nm.
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Figura 10. Graficas de emision de fluorescencia del tamoxifeno. a) Espectros de emisidon de fluorescencia a
diferentes concentraciones de tamoxifeno. b) Curva del valor del pico maximo de emision de fluorescencia a
diferentes concentraciones de tamoxifeno. Se utilizaron 6 concentraciones diferentes de tamoxifeno (6.25, 12.5, 25,
50, 100 y 200 pg/ml). La excitacion utilizada fue de 270 nm. La intensidad de fluorescencia es el valor promedio
medido en tres mediciones independientes para cada caso.

En la Figura 10-b se observa la curva de intensidad promedio del valor del pico maximo de emision
de fluorescencia del tamoxifeno a diferentes concentraciones. Al trazar los valores de intensidad contra
las diferentes concentraciones de tamoxifeno se puede aplicar una funcién logaritmica que represente el
comportamiento del cambio en funcién a la concentracién del farmaco. Se observd un incremento

logaritmico en la intensidad del espectro de emisién al aumentar la concentracion de farmaco.

3.4.5 Caracterizacidn y cuantificacion de BMV a diferentes concentraciones de tamoxifeno.

Una vez realizada la metodologia de insercidon del tamoxifeno en la capside viral del BMV de la
seccion 2.4, se procedio a realizar la caracterizacion y cuantificacién del BMV marcado con el profarmaco
utilizando la técnica de espectrofluorimetria, dispersién dindmica de luz y microscopia electrénica de

transmision.
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3.4.5.1 Espectrofluorimetria

En la Figura 11-a podemos observar los espectros de emisidon de fluorescencia de tamoxifeno y
BMV-tamoxifeno a diferentes concentraciones. En la Figura 11-b se observa la curva de intensidad
promedio del valor del pico maximo de emisién de fluorescencia del tamoxifeno a diferentes
concentraciones. En la Figura 11-c se observa la curva de intensidad promedio del valor del pico maximo

de emision de fluorescencia de BMV-tamoxifeno a diferentes concentraciones.
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Figura 11. Graficas de emision de fluorescencia de tamoxifeno y BMV-tamoxifeno. a) Espectros de emision de
fluorescencia a diferentes concentraciones de tamoxifeno y BMV-tamoxifeno. b) Curva del valor del pico maximo de
emisién de fluorescencia a diferentes concentraciones de tamoxifeno. c) Curva del valor del pico maximo de emisién
de fluorescencia a diferentes concentraciones de BMV-tamoxifeno Se utilizaron 6 concentraciones diferentes de
tamoxifeno (6.25, 12.5, 25, 50, 100 y 200 pg/ml). La excitacidn utilizada fue de 270 nm. La intensidad de fluorescencia
es el valor promedio medido en tres mediciones independientes para cada caso.
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Al trazar los valores de intensidad contra las diferentes concentraciones de tamoxifeno se puede

aplicar una funcién logaritmica que represente el comportamiento del cambio en funcién a la
concentracién del fdrmaco. Se observé de igual manera un incremento logaritmico en la intensidad del
espectro de emisidon al aumentar la concentracidon de tamoxifeno. A partir de la ecuacién de la funcién
logaritmica obtenida en las curvas de emisién se dedujo la cantidad de farmaco atrapado en la cépside

viral del BMV.

3.4.5.2. Dispersion dindmica de luz

En la Figura 12 se observan los didmetros hidrodinamicos obtenidos de las mediciones realizadas
por DLS para las particulas de BMV expuestas a diferentes concentraciones de tamoxifeno. Se utilizaron 6
concentraciones diferentes (6.25, 12.5, 25, 50,100 y 200 pg/ml). Los valores fueron graficados utilizando

el programa Origin9 de OriginlLab.
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Figura 12. Grafica de tamaiio contra diferentes concentraciones de tamoxifeno en BMV. La grafica de barra color
negro representa una concentracion inicial de 6.25 pug/ml de tamoxifeno, la roja 12.5 pug/ml, la verde 25 pg/ml, la
azul 50 pg/ml, la cian 100 pg/mly la rosa 200 pg/ml.

La distribucidon de tamafio por volumen mostro que las cdpsides virales expuestas a diferentes

concentraciones de tamoxifeno presentaron un incremento significativo en el radio hidrodinamico en
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comparacioén al virus BMV nativo, por lo cual se infiere que la adhesién del farmaco a la capside fue un
éxito. Para las capsides que fueron expuestas a una concentracion inicial de 6.25 pug/ml de tamoxifeno, se
obtuvo un didmetro de 28.6 nm £ 0.3 nm. Para las que fueron expuestas a 12.5 pug/ml, se obtuvo un tamafio
de 29.7 nm. Para una concentracion de 25 pg/ml, el didametro fue de 30.3 nm. Para una concentracion de
50 pg/ml, el didametro hidrodinamico fue de 31.4 nm + 0.1 nm. Las que tenian una concentracion de 100
pg/ml, se obtuvo un tamafio de 32.1 nm £ 0.1 nm. Finalmente, las capsides que fueron expuestas a una

concentracién de 200 pg/ml, obtuvieron un didmetro de 33.5 nm + 0.1 nm.

3.4.6 Cantidad de tamoxifeno atrapado en la capside viral

En la Figura 13 se observa la cantidad de tamoxifeno atrapado en la capside viral de BMV. Estos
valores se obtuvieron a partir de la ecuacion de la funcion logaritmica de las curvas de emisidn de la Figura

11. Los valores fueron graficados utilizando el programa Origin9 de OriginlLab.
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Figura 13. Concentracion de tamoxifeno atrapado en la capside de BMV. Las graficas de barra color negro
representa la concentracidn de tamoxifeno inicial. La grafica de barra color roja representa la cantidad de tamoxifeno
atrapado en la capside viral una vez realizado el protocolo de insercién de la seccién 2.4.
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Para una concentracion inicial de 6.25 ug/ml de tamoxifeno se obtuvo una concentracion final de
tamoxifeno adherido en la capside viral del BMV de 0.52 pg/ml. Para una concentracién de 12.5 pug/ml se
obtuvo una concentracion de 1.43 pg/ml. Para 25 pug/ml de farmaco se obtuvo 3.59 ug/ml. Para 50 pg/ml
se obtuvo 7.59 pg/ml. Para 100 pg/ml se obtuvo 22.39 pug/ml. Finalmente para 200 ug/ml se obtuvo 61.46
pug/ml. Se puede observar que la cantidad de farmaco adherido a la capside viral es proporcional a la
concentracién inicial de tamoxifeno utilizado. Por lo cual, los nanovehiculos desarrollados podrian

considerarse como una opcién ideal para cargar farmacos de naturaleza hidrofébica.

3.4.7 Numero de moléculas de tamoxifeno adheridos en la capside de BMV

En la Figura 14 se muestra el niumero de moléculas de tamoxifeno adheridos en la capside de BMV
a diferentes concentraciones. Las concentraciones de farmaco utilizadas fueron las reportadas en la
seccién 3.4.6. Es importante mencionar que para determinar el nimero de moléculas adheridas es
necesario tener la concentracion en molaridad. La concentracion en molaridad de la cantidad de

tamoxifeno atrapado en la capside BMV fue de 1.4, 3.85, 9.66, 20.43, 60.27 y 165.43 uM respectivamente.

El nimero de moléculas de tamoxifeno adheridos en la capside de BMV se estimo de la siguiente
manera. Primeramente, la concentracion del virus utilizada (0.2 mg/ml) se dividié entre el peso molecular
de la cdpside del BMV (4.6 MDa= 4.6x10° g/mol) para determinar su molaridad, obteniendo 43.48 nM.
Posteriormente, las concentraciones de tamoxifeno atrapados en la capside BMV (1.4, 3.85, 9.66, 20.43,
60.27 y 165.43 uM) se dividieron entre la molaridad de la concentracién del virus (43.48 nM), para
determinar del nimero de moléculas adheridas por cépside. Los valores obtenidos se graficaron utilizando

el programa Origin9 de OriginlLab.

En la Figura 14-a podemos observar los valores obtenidos para el nimero de moléculas de
tamoxifeno por capside viral, mientras que en la Figura 14-b se muestran el nimero de moléculas de
farmaco por motivo hidrofébico de la capside del BMV. Se debe tener en cuenta que el nimero de motivos

hidrofébicos por cépside es de 1620 para el BMV (Pérez-Sanchez, 2017).
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Figura 14. Graficas de nimero de moléculas de tamoxifeno adheridos en la capside del BMV a diferentes
concentraciones. a) Moléculas de tamoxifeno por capside viral. b) Moléculas de tamoxifeno por motivo hidrofébico
del BMV. Las concentraciones de farmaco utilizadas fueron 1.4, 3.85, 9.66, 20.43, 60.27 y 165.43 uM.

Para una concentracion de 1.4 uM de tamoxifeno (0.52 ug/ml) se obtuvieron 32.2 moléculas de

tamoxifeno por capside viral y 0.019 moléculas por motivo hidrofébico. Para concentraciones de 3.85 uM

(1.43 pg/ml), 9.66 uM (3.59 pg/ml), 20.43 uM (7.59 pg/ml), 60.27 uM (22.39 pg/ml) y 165.43 uM (61.46

ug/ml) de tamoxifeno, se obtuvieron 88.5, 222.2, 469.8, 1386.1 y 3804.9 moléculas de tamoxifeno por

capside de BMV. En las graficas de la Figura 14 se puede observar que el nUmero de moléculas de farmaco

que se adhieren a la capside del BMV es directamente proporcional a la concentracién de tamoxifeno que

se utiliza.

3.4.8 Microscopio electronico de transmision

Para obtener informacidon acerca de la morfologia de los nanovehiculos BMV-tamoxifeno, estos se

analizaron por medio de microscopia electrénica de transmisidon (TEM, por sus siglas en ingles). Las

micrografias obtenidas se muestran en la Figura 15.
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Figura 15. Micrografias electrdnicas de transmisién de BMV-tamoxifeno -80 kV-. a) magnificacién a 60 kx (escala
100 nm). b) magnificacidn a 120 kx (escala 50 nm). La muestra analizada fue BMV-tamoxifeno a una concentracién
final de 61.46 pg/ml.

En la Figura 15 se puede observar que los sistemas desarrollados BMV-tamoxifeno presentaron
una forma esférica, monodispersidad y no habia evidencia de aglomeracién. La micrografia de la Figura
15-b fue analizada a través del programa ImageJ para determinar el didametro de las particulas, obteniendo
un tamafio promedio de 34.2 nm + 1.4 nm, aproximandose al tamafio obtenido a través de DLS el cual fue

de 33.5 nm.

3.5 Concentracion optima tedrica de camptotecina por capside viral.

De igual manera, la concentracion optima de camptotecina a utilizar se estimd tedricamente
empleando el nimero de motivos hidrofébicos presentes en la cdpside viral del BMV, la cantidad de virus
a utilizar (200 pg) y el peso molecular de la camptotecina (348.352 g/mol). El calculo se dio de la siguiente

manera:

Primeramente, se dividid la concentracion de virus a utilizar, en este caso 200 ug, entre el peso
molecular de la cépside viral del BMV (4.6 MDa= 7.638x10*® g) para determinar el nimero de particulas

presentes.

200x107%g

~ 2.62x1013
7.638x10-18 g X
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Posteriormente, se multiplico el valor obtenido del numero de particulas presentes en 200 ug de
virus por los motivos hidrofébicos de la capside viral del BMV, y se dividié por el nUmero de Avogadro

(6.022 x 102 mol?) para determinar la molalidad.
1620 motivos (2.62 x 1013 ) ~ 4.24 x 101°

4.24x 10

— -8
m =7.04x10 moles

El resultado anterior nos indica que se pueden adherir aproximadamente 7.04 x 10 moléculas en

200 pg de BMV. Finalmente, se multiplico el valor obtenido por el peso molecular de la camptotecina.

_ 8
8 —
7.04 x 10™° moles (348.352 l) 24.54 ug

Por lo tanto, la concentracidn optima tedrica para que todos los sitios hidrofébicos en 200 ug de
virus BMV se encuentren ocupados por moléculas de camptotecina es de 24.54 pg. Esta carga equivale a

12.27% en peso.

3.6 Insercion de camptotecina a capsides virales

3.6.1 Cuantificacion de camptotecina a diferentes concentraciones

Para realizar la insercién del farmaco a las capsides virales del BMV se empled una solucion 8.62
mM (3 mg/ml) de camptotecina-DMSO. Primeramente, se cuantifico por espectrofluorimetria la solucion
camptotecina-DMSO a diferentes concentraciones. Se emplearon 6 concentraciones diferentes (6.25,

12.5, 25,50,100 y 200 pg/ml). Los valores fueron graficados utilizando el programa Origin9 de OriginLab.
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3.6.1.1 Espectrofluorimetria

En la Figura 16-a podemos observar los espectros de emision de fluorescencia de camptotecina a
diferentes concentraciones. La excitacidn utilizada para realizar los espectros fue de 370 nm. En la Figura
16-b se observa la curva de intensidad promedio del valor del pico maximo de emisién de fluorescencia
(439 nm) de la camptotecina a diferentes concentraciones. Al graficar los valores de intensidad contra las
diferentes concentraciones de camptotecina, los datos se pueden ajustar por medio de una funcidn
logaritmica que represente el comportamiento del cambio en funcién a la concentracién del farmaco. Se
observé de igual manera que en el tamoxifeno un incremento logaritmico en la intensidad del espectro de

emisién al aumentar la concentraciéon de camptotecina.
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Figura 16. Graficas de emisidon de fluorescencia de camptotecina. a) Espectros de emision de fluorescencia a
diferentes concentraciones de camptotecina. b) Curva del valor del pico maximo de emisidon de fluorescencia a
diferentes concentraciones de camptotecina. Se utilizaron 6 concentraciones diferentes de camptotecina (6.25, 12.5,
25, 50, 100 y 200 pg/ml). La excitacién utilizada fue de 370 nm. La intensidad de fluorescencia es el valor promedio
medido en tres mediciones independientes para cada caso.

3.6.2 Caracterizacion y cuantificacion de BMV a diferentes concentraciones de camptotecina

Una vez realizada la metodologia de insercidn de camptotecina en la cdpside viral del BMV de la
seccion 2.7, se procedid a realizar la caracterizacién y cuantificacion del BMV marcado con el farmaco
utilizando la técnica de espectrofluorimetria, dispersién dindmica de luz y microscopia electrénica de

transmision.
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3.6.2.1 Espectrofluorimetria

La carga del farmaco en la cdpside viral del BMV se corroboro mediante
espectrofluorimetria aprovechando las propiedades de fluorescencia de la camptotecina (Ziomkowska,
Cyrankiewicz, Wybranowski, & Kruszewski, 2014). De la Figura 17-a a 17-f podemos observar los espectros
de emision de fluorescencia de camptotecina y BMV-camptotecina a diferentes concentraciones. En la
Figura 17-g se observa la curva de intensidad promedio del valor del pico maximo de emisién de
fluorescencia de camptotecina a diferentes concentraciones. En la Figura 17-h se observa la curva de
intensidad promedio del valor del pico maximo de emisién de fluorescencia de BMV-camptotecina a

diferentes concentraciones.

De la Figura 17-a a 17-f se muestran espectros de emision de fluorescencia de soluciones de 6.25,
12.5, 25, 5, 100 y 200 pg/ml de concentracién inicial de camptotecina libre dispersada en tampdn de
suspension de virus respectivamente. Estos espectros se comparan con el espectro de emisién analogo de
los nanovehiculos BMV-camptotecina. La intensidad de fluorescencia maxima se observd a 439 nm en

todos los casos, mostrando claramente la presencia de camptotecina en nuestros nanovehiculos.

En las curvas de la Figura 17-g y 17-h se aplicd una funcién logaritmica que represento el
comportamiento del cambio en funcidn a la concentracidon de camptotecina. Se observé un incremento
logaritmico en la intensidad del espectro de emisién al aumentar la concentracién de camptotecina. A
partir de la ecuacidn de la funcién logaritmica obtenida se dedujo la cantidad de farmaco atrapado en la

capside viral del BMV.
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Figura 17. Graficas de emision de fluorescencia de camptotecina y BMV-camptotecina. a-h) Espectros de emisidn
de fluorescencia a diferentes concentraciones de camptotecina y BMV-camptotecina. Se utilizaron 6 diferentes
concentraciones de camptotecina (6.25, 12.5, 25, 50, 100 y 200 pg/ml). g) Curva del valor del pico maximo de emision
de fluorescencia a diferentes concentraciones de camptotecina. h) Curva del valor del pico maximo de emisién de
fluorescencia a diferentes concentraciones de BMV-camptotecina. La excitacidon utilizada fue de 370 nm. La

intensidad de fluorescencia es el valor promedio medido en tres mediciones independientes para cada caso.
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3.6.2.2 Dispersion dindmica de luz

En la Figura 18 se observan los didmetros hidrodinamicos obtenidos de las mediciones realizadas
por DLS para las particulas de BMV expuestas a diferentes concentraciones de camptotecina. Se utilizaron
6 concentraciones diferentes (6.25, 12.5, 25, 50,100 y 200 pg/ml). Los valores fueron graficados utilizando

el programa Origin9 de OriginlLab.
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Figura 18. Grafica de tamaio contra diferentes concentraciones de camptotecina en BMV. La grafica de barra color
negro representa una concentracion inicial de 6.25 pg/ml de camptotecina, la roja 12.5 pug/ml, la verde 25 pug/ml, la
azul 50 pg/ml, la cian 100 pg/mly la rosa 200 pg/ml. Las barras de error se representan dentro de cada grafica.

La distribucidon de tamafio por volumen mostro que las cdpsides virales expuestas a diferentes
concentraciones de camptotecina presentaron un incremento significativo en el radio hidrodinamico en
comparacién al virus BMV nativo. Para las capsides que fueron expuestas a una concentracion inicial de
6.25 pug/ml de camptotecina, se obtuvo un didmetro de 28.8 nm + 4.8 nm. Para las que fueron expuestas
a 12.5 pg/ml, se obtuvo un tamafio de 29.9 nm + 3.9 nm. Para una concentracion de 25 pg/ml, el didmetro
fue de 30.3 + 3.6 nm. Para una concentracién de 50 pg/ml, el didmetro hidrodinamico fue de 30.8 nm +
5.8 nm. Las que tenian una concentracidon de 100 pg/ml, se obtuvo un tamafio de 32.4 nm + 4.4 nm.
Finalmente, las capsides que fueron expuestas a una concentracion de 200 pg/ml, obtuvieron un didmetro

de 36.9 nm £ 3.8 nm.
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3.6.3 Cantidad de camptotecina atrapada en la capside viral

En la Figura 19 se observa la cantidad de camptotecina atrapado en la capside viral de BMV. Este
valor se obtuvo a partir de la ecuacidn de la funcién logaritmica de las curvas de emisién de la Figura 17.

Los valores fueron graficados utilizando el programa Origin9 de OriginLab.
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Figura 19. Concentracion de camptotecina atrapada en la cdpside de BMV. Las graficas de barra color negro
representa la concentracion de camptotecina inicial. La grafica de barra color roja representa la cantidad de
camptotecina atrapado en la cdpside viral una vez realizado el protocolo de insercién de la seccién 2.7.

Para una concentracion inicial de 6.25 ug/ml de camptotecina se obtuvo una concentracion final
de camptotecina adherida en la capside viral del BMV de 2.81 pug/ml. Para una concentracién de 12.5 pg/mi
se obtuvo una concentracidn de 8.79 pg/ml. Para 25 ug/ml de farmaco se obtuvo 16.84 pg/ml. Para 50
pg/ml se obtuvo 39.86 pg/ml. Para 100 pug/ml se obtuvo 84.09 pug/ml. Finalmente para 200 pg/ml se obtuvo
160.89 pg/ml.
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3.6.4 Numero de moléculas de camptotecina adheridas a la capside de BMV

En la Figura 20 se muestra el nimero de moléculas de camptotecina adheridos en la capside de
BMV a diferentes concentraciones. Las concentraciones de farmaco utilizadas fueron las reportadas en la
seccion 3.6.3. La concentracidon en molaridad de la cantidad de camptotecina atrapado en la capside BMV

fue de 8.06, 25.23, 48.34, 114.42, 241.4 y 461.86 UM respectivamente.

El nimero de moléculas de camptotecina adherida en la capside de BMV se estimd de la siguiente
manera. Primeramente, la concentracion del virus utilizada (0.2 mg/ml) se dividié entre el peso molecular
de la capside del BMV (4.6 MDa= 4.6x10° g/mol) para determinar su molaridad, obteniendo 43.48 nM.
Posteriormente, las concentraciones de camptotecina atrapadas en la capside BMV (8.06, 25.23, 48.34,
114.42,241.4y 461.86 uM) se dividieron entre la molaridad de la concentracion del virus (43.48 nM), para
determinar del nimero de moléculas adheridas por capside. Los valores obtenidos se graficaron utilizando

el programa Origin9 de OriginlLab.

En la Figura 20-a podemos observar el nimero de moléculas de camptotecina por capside viral,
mientras que en la Figura 20-b se muestran el nimero de moléculas de farmaco por motivo hidrofébico

de la capside del BMV.
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Figura 20. Graficas de numero de moléculas de camptotecina adheridos en la capside del BMV a diferentes
concentraciones. a) Moléculas de camptotecina por capside viral. b) Moléculas de camptotecina por motivo
hidrofébico del BMV. Las concentraciones de farmaco utilizadas fueron 8.06, 25.23, 48.34, 114.42, 241.4 y 461.86
nM.
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Para concentraciones de 8.06 uM (2.81 ug/ml), 25.23 uM (8.79 pg/ml), 48.34 uM (16.84 pg/ml),

114.42 uM (39.86 ug/ml), 241.4 uM (84.09 pg/ml) y 461.6 uM (160.89 pg/ml) de camptotecina, se
obtuvieron 185.53, 580.36, 1111.86, 2631.76, 5552.06 y 10622.8 moléculas de farmaco por capside de
BMV. Para estas mismas concentraciones se obtuvieron 0.11, 0.36, 0.68, 1.62, 3.43 y 6.56 moléculas de
camptotecina por motivo hidrofdbico respectivamente. En estas graficas se observa un crecimiento lineal
en el nimero de moléculas que se adhieren a la capside viral al aumentar la concentracién de

camptotecina.

3.6.5 Microscopio electrénico de transmision

Para obtener informacion acerca de la morfologia de los nanovehiculos BMV-camptotecina, estos
se analizaron por medio de microscopia electronica de transmisién. Las micrografias obtenidas se

muestran en la Figura 21.

Figura 21. Micrografias electréonicas de transmision de BMV-camptotecina -80 kV-. a) magnificacion a 60 kx (escala
100 nm). b) magnificacién a 120 kx (escala 50 nm). La muestra analizada fue BMV-camptotecina a una concentracién
final de 160.89 pg/ml.

En la Figura 21 se puede observar que los sistemas desarrollados BMV-camptotecina presentaron
una forma esférica, monodispersidad y no habia aglomeraciones. Las micrografias de la Figura 21-b fue

analizada a través del programa Imagel para determinar el diametro de las particulas, obteniendo un
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tamanfio promedio de 37.5 nm + 2.1 nm, aproximandose al tamafio obtenido a través de DLS el cual fue de

36.9 nm.

3.7 Internalizacion del virus BMV en MCF-7 y MDA-MB-231

La Figura 22 muestra las microfotografias obtenidas a través de microscopia confocal para la
internalizacién del virus BMV en células MCF-7. En estas imagenes se capturaron células con nucleos
fluorescentes (tefiido de azul), membranas fluorescentes (tefiidas de rojo) y regiones invadidas por

capsides del BMV marcadas con FITC (tefidas de verde).

En la Figura 22-a se muestran las células cancerigenas MCF-7 con BMV funcionalizado con FITC en
campo claro. En la Figura 22-b se muestran las mismas células en campo oscuro. En todas las
microfotografias podemos observar puntos verdes, los cuales son generados debido a la fluorescencia
emitida (525 nm) por el FITC que se encuentra funcionalizado en el BMV. Al analizar las microfotografias
se puede observar que el BMV es capaz de internalizarse dentro de las células MCF-7. Se utilizé un objetivo
10x con magnificacion 3x para obtener una mayor resolucién, permitiendo apreciar facilmente la
fluorescencia emitida por el virus marcado con FITC. Las longitudes de onda utilizadas para HOECHST
33242 (tinciéon de ndcleo), FM4-64 (tincion de membrana) y FITC fueron 350, 515 y 490 nm

respectivamente.

Figura 22. Microfotografias de microscopia confocal de células MCF-7. a) Campo claro. b) Campo oscuro. c) Campo
oscuro FITC. HOECHST 33242 (nucleo) en azul; FM4-64 (membrana) en rojo; BMV funcionalizado con FITC en
verde. Objetivo 10x y magnificacion 3x. Las longitudes de onda utilizadas para HOECHST 33242, FM4-64 y FITC fueron
350, 515 y 490 nm respectivamente.
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La Figura 23 muestra las microfotografias obtenidas a través de microscopia confocal para la
internalizacién del virus BMV en células MDA-MB-231. En estas imagenes se capturaron células con
nucleos fluorescentes (tefiido de azul), membranas fluorescentes (tefiidas de rojo) y regiones invadidas

por cépsides del BMV marcadas con FITC (tefiidas de verde).

En la Figura 23-a se muestran las células cancerigenas MDA-MB-231 con BMV funcionalizado con
FITC en campo claro. En la Figura 23-b se muestran las mismas células en campo oscuro. En todas las
microfotografias podemos observar puntos verdes, los cuales son generados debido a la fluorescencia
emitida (525 nm) por el FITC que se encuentra funcionalizado en el BMV. Al analizar las microfotografias
se puede observar que el BMV es capaz de internalizarse dentro de las células MDA-MB-231. Se utilizdé un
objetivo 10x con magnificacién 3x para obtener una mayor resolucién, permitiendo apreciar facilmente la
fluorescencia emitida por el virus marcado con FITC. Las longitudes de onda utilizadas para HOECHST
33242 (tincion de ndcleo), FM4-64 (tincion de membrana) y FITC fueron 350, 515 y 490 nm

respectivamente.

Figura 23. Microfotografias de microscopia confocal de células MDA-MB-231. a) Campo claro. b) Campo oscuro.
¢) Campo oscuro FITC. HOECHST 33242 (nucleo) en azul; FM4-64 (membrana) en rojo; BMV funcionalizado con FITC
en verde. Objetivo 10x y magnificacion 3x. Las longitudes de onda utilizadas para HOECHST 33242, FM4-64 y FITC
fueron 350, 515 y 490 nm respectivamente.

Estas imagenes brindan un soporte para los resultados de citotoxicidad in vitro presentados a
continuacidn, ya que es evidente que el BMV puede internalizarse en estas lineas celulares (MCF-7 y MDA-

MB-231).
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3.8 Ensayos de viabilidad celular

3.8.1 Determinacion de la capacidad del virus BMV de inhibir la proliferacion en las lineas

celulares MCF-7 y MDA-MB-231

En primer lugar, se determind la capacidad del BMV nativo de inhibir la proliferacion en las lineas
celulares hormono-dependiente y hormono independiente MCF-7 y MDA-MB-231. Para esto, se agrego a
cada linea celular tres diferentes concentraciones de BMV (100, 200 y 300 pug/ml) y, 24 horas después, se
determind la proliferacién de las lineas celulares mediante el ensayo colorimétrico MTT. Los resultados

obtenidos se muestran en la Figura 24.
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Figura 24. Efecto de BMV nativo en células MCF-7 (a) y MDA-MB-231 (b) mediante el ensayo MTT. La viabilidad
celular se determiné mediante el método del MTT en células incubadas con diferentes concentraciones de BMV
nativo durante 24 horas. Los resultados se expresan como el porcentaje de supervivencia celular respecto al control
sin tratar, que representa el 100%.

En la Figura 24 se puede observar como el tratamiento con BMV nativo, a ninguna de las
concentraciones utilizadas, disminuye el porcentaje de viabilidad en ninguna de las dos lineas celulares.
Sin embargo, se observa un aumento significativo en la proliferacién celular entre el 10 y 20% respecto al

control negativo en ambas lineas celulares.
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3.8.2 Determinacion de la capacidad del nanovehiculo BMV-TAM de inhibir la proliferaciéon en

las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231

La capacidad del nanovehiculo BMV-TAM de inhibir el crecimiento celular en las lineas MCF-7 y
MDA-MB-231 se determind mediante el ensayo colorimétrico del MTT. Las células se incubaron con
diferentes concentraciones de tamoxifeno y BMV-tamoxifeno durante 24 horas, y se determiné la
capacidad de proliferacién de las células. A partir de los resultados obtenidos se construyeron las graficas
de supervivencia que se muestran en la Figura 25. A partir de estos resultados se calcularon la dosis IC50

e IC75, respecto a las mismas células sin tratar.

La tabla 1 muestra los valores IC50 e IC75 calculados para las células MCF-7 después de 24 horas
de tratamiento continuo con tamoxifeno o BMV-tamoxifeno. Las concentraciones IC50 e IC75 obtenidas
para tamoxifeno fueron 22.29 pug/ml y 2.65 pg/ml respectivamente. En el caso del BMV-tamoxifeno el

valor obtenido para la IC50 fue de 28.63 pg/ml, mientras que la IC75 tenia un valor de 4.02 pg/ml.

La tabla 1 muestra de igual manera los valores IC50 e IC75 calculados para las células MDA-MB-
231 después de 24 horas de tratamiento continuo con tamoxifeno o BMV-tamoxifeno. Las concentraciones
IC50 e IC75 obtenidas para tamoxifeno fueron 105.15 pg/mly 10.63 pg/ml respectivamente. En el caso del
BMV-tamoxifeno el valor obtenido para la IC50 fue de 58.77 ug/ml, mientras que la IC75 tenia un valor de

6.91 ug/ml.

Tabla 1. Valores de las concentraciones de tamoxifeno y BMV-tamoxifeno que inhiben el crecimiento celular un
50% (1C50) o un 75% (IC75) en las lineas MCF-7 y MDA-MB-231. Los valores se determinaron a partir de los resultados
de las graficas de crecimiento que se muestran en la Figura 25.

Linea celular Tratamiento IC75 (png/ml) IC50 (pug/ml)
MCF-7 Tamoxifeno 2.65+0.61 22291242
BMV-Tamoxifeno 4.02+2.04 28.63 +4.89

MDA-MB-231 Tamoxifeno 10.63+£2.52 105.15+19.84

BMV-Tamoxifeno 6.91+1.97 58.77 + 8.95
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Figura 25. Efecto del tratamiento tamoxifeno y BMV-tamoxifeno en células MCF-7 (a) y MDA-MB-231 (b) mediante
el ensayo MTT. La viabilidad celular se determind mediante el método del MTT en células incubadas con los
diferentes tratamientos durante 24 horas. Los resultados se expresan como el porcentaje de supervivencia celular
respecto al control sin tratar, que representa el 100%.
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3.8.3 Determinacion de la capacidad del nanovehiculo BMV-TAM de inhibir la proliferacion en

las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 a diferentes tiempos

Se determind la capacidad de BMV-TAM de inhibir la proliferacién en las lineas celulares MCF-7 y
MDA-MB-231 durante 3, 6, 12, 18 y 24 horas por el ensayo colorimétrico MTT. Los resultados obtenidos

se utilizaron para construir las graficas de viabilidad celular que se muestran en la Figura 26.

En las graficas de la Figura 26 se puede observar que tanto en el caso de la linea MCF-7 como en
el caso de la linea MDA-MB-231 se obtuvo una disminucién exponencial en la viabilidad celular a través
del tiempo. La linea celular MCF-7 obtuvo una viabilidad de 67.25% y 66.79% después de 3 horas de
tratamiento con tamoxifeno y BMV-tamoxifeno respectivamente. El valor minimo de viabilidad celular que
se consiguié en MCF-7 fue de 48.84% (tamoxifeno) y 47.39% (BMV-tamoxifeno) después de 24 horas de

tratamiento.

Para la linea celular MDA-MB-231 se obtuvo una vialidad celular del 78.15% y 75.51% después de
3 horas de tratamiento con tamoxifeno y BMV-tamoxifeno respectivamente. El valor minimo de viabilidad
celular reportado para esta linea celular fue de 58.77% (tamoxifeno) y 49.51% (BMV-tamoxifeno) después
de 24 horas de tratamiento. De estos resultados se deduce que el nanovehiculo BMV-tamoxifeno se
comporté como un agente antiproliferativo eficaz para la linea MDA-MB-231, disminuyendo su viabilidad

celular un 10% mds en comparacién con el farmaco libre.
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Figura 26. Efecto del tratamiento tamoxifeno y BMV-tamoxifeno a diferentes tiempos en células MCF-7 (a) y MDA-
MB-231 (b) mediante el ensayo MTT. La viabilidad celular se determiné mediante el método del MTT en células
incubadas a una concentracion de farmaco de 61.46 pug/ml durante 3, 6, 12, 18 y 24 horas. Los resultados se expresan
como el porcentaje de supervivencia celular respecto al control sin tratar, que representa el 100%.
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3.8.4 Determinacion de la capacidad del nanovehiculo BMV-CPT de inhibir la proliferacion en

las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231

La capacidad del nanovehiculo BMV-CPT de inhibir el crecimiento celular se determiné de igual
manera mediante el ensayo colorimétrico del MTT. Las células se incubaron con diferentes
concentraciones de camptotecina y BMV-CPT durante 24 horas, y se determind la capacidad de
proliferacién de las células. A partir de los resultados obtenidos se construyeron las graficas de
supervivencia que se muestran en la Figura 27. A partir de estos resultados se calcularon la dosis IC50 e

IC75, respecto a las mismas células sin tratar.

La tabla 2 muestra el valor de IC75 calculado para las células MCF-7 después de 24 horas de
tratamiento continuo con camptotecina o BMV-CPT. La concentracién IC75 obtenida para camptotecina

fue 6.91 pug/ml. En el caso del BMV-CPT el valor obtenido para el IC75 fue de 77.02 pg/ml.

La tabla 2 muestra de igual manera el valor de IC75 calculado para las células MDA-MB-231
después de 24 horas de tratamiento continuo con camptotecina o BMV-CPT. La concentracién IC75
obtenida para camptotecina fue 8.85 pg/ml. En el caso del BMV-CPT el valor obtenido para el IC75 fue de
0.06 pg/ml.

Tabla 2. Valores de las concentraciones de camptotecina y BMV-CPT que inhiben el crecimiento celular un 75%
(IC75) en las lineas MCF-7 y MDA-MB-231. Los valores se determinaron a partir de los resultados de las graficas de
crecimiento que se muestran en la Figura 27.

Linea celular Tratamiento IC75 (png/ml)
MCEF-7 Camptotecina 6.91+1.41
BMV-CPT 77.02 £ 5.46

MDA-MB-231 Camptotecina 8.851+3.24

BMV-CPT 0.06 £0.016
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Figura 27. Efecto del tratamiento camptotecina y BMV-CPT en células MCF-7 (a) y MDA-MB-231 (b) mediante el
ensayo MTT. La viabilidad celular se determiné mediante el método del MTT en células incubadas con los diferentes
tratamientos durante 24 horas. Los resultados se expresan como el porcentaje de supervivencia celular respecto al

control sin tratar, que representa el 100%.

3.8.5 Analisis de la muerte celular por apoptosis y necrosis

El ensayo del MTT nos permitido determinar el porcentaje de inhibicién del crecimiento celular

inducido por los nanovehiculos BMV-tamoxifeno. Sin embargo, este tipo de ensayo no permite analizar si

la muerte de las células tiene lugar por apoptosis o por necrosis. Por este motivo, decidimos analizar la

distribucidn celular por medio de citometria de flujo. Se analizaron los patrones de tincién con calceina-

AM y yoduro de propidio asociados a cada tratamiento para diferenciar las células viables, apoptdticas y

necréticas. Calceina-AM es un agente de tincidn celular no fluorescente, la cual es absorbida por las células
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vivas siendo transportada a través de la membrana celular. La actividad de las enzimas estearasas que se
encuentran dentro de las células transforma la calceina-AM en calceina que es altamente fluorescente
(Loyzaga, Pablo, 2011). El yoduro de propidio es un agente de intercalacién fluorescente que se puede
usar para tefiir las células necrdticas y en apoptosis tardia, ya que se une al ADN mediante la intercalacion

entre las bases nitrogenadas (Lecoeur, 2002).

La Figura 28 muestra las graficas de muerte celular realizadas a partir de la estadistica que se
obtuvo de los diagramas de puntos (Figura 29, anexos) para las células MDA-MB-231. Aunque en las células
sin tratar (control -) siempre se observd un pequefio porcentaje de muerte celular, la fraccion de células

viables fue muy elevada durante todos los tiempos analizados.
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Figura 28. Graficas de muerte celular obtenidas por citometria de flujo para MDA-MB-231. Se utilizé doble tincién
con calceina-AM y yoduro de propidio de células MDA-MB-231 tratadas con diferentes dosis de tamoxifeno o BMV-
tamoxifeno. Las células tratadas con los diferentes tratamientos se tifieron y analizaron por citometria de flujo para
determinar la proporcién de células viables (graficas color negro), apoptéticas (graficas color rojo y azul), y necréticas
(graficas color rosa). a) control negativo (vivas) y control positivo (muertas; DMSO 100%). b) tratamiento de 7.29
ug/ml de tamoxifeno y BMV-tamoxifeno. c) tratamiento de 22.39 pg/ml de tamoxifeno y BMV-tamoxifeno. d)
tratamiento de 61.46 ug/ml de tamoxifeno y BMV-tamoxifeno. Los experimentos se realizaron cuatro veces,
obteniendo resultados similares.
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El tratamiento de las células MBA-MB-231 con 7.29 pg/ml de BMV-tamoxifeno (Figura 28-b)
provoco un porcentaje de apoptosis temprana, apoptosis tardia y necrosis de 27.65, 28.13 y 5.01
respectivamente. Para el farmaco libre a la misma concentracidn se obtuvo un porcentaje de 25.81, 26.67
y 3.7. De estos resultados se puede observar que el tratamiento con BMV-tamoxifeno provoca un ligero

aumento en el porcentaje de células apoptéticas y necréticas en comparacion con el tamoxifeno libre.

El tratamiento con 22.39 pg/ml de BMV-tamoxifeno provoco un aumento en la apoptosis tardia
de manera significativa en las células MDA-MB-231 (Figura 28-c). El porcentaje de células en apoptosis
temprana, apoptosis tardia y necrosis para este tratamiento fue de 10.24, 44.15 y 7.76 respectivamente.
Para el fdrmaco libre a la misma concentracién se obtuvo un porcentaje de 13.76, 36.98 y 5.78. Se puede
observar que el tratamiento con BMV-tamoxifeno provoco un aumento de células en apoptosis tardia en

comparacién al farmaco libre.

Finalmente, el tratamiento con 61.46 pg/ml de BMV-tamoxifeno provoco un aumento significativo
en la necrosis en las células MDA-MB-231 (Figura 28-d). El porcentaje de células en apoptosis temprana,
apoptosis tardia y necrosis para este tratamiento fue de 4.49, 43.27 y 17.21 respectivamente. Mientras
que para el fdrmaco libre a la misma concentracién se obtuvo un porcentaje de 3.23, 43.62 y 10.22. De
estos resultados se puede concluir que el tratamiento con BMV-tamoxifeno provoca un aumento en la

muerte por necrosis de las células MDA-MB-231 en comparacion al farmaco libre.

3.8.6 Analisis morfoldgico de las lineas celulares

En la Figura 29 podemos observar los cambios en la morfologia de la linea celular MCF-7, después
de 24 horas de tratamiento con tamoxifeno, camptotecina, BMV-tamoxifeno y BMV-camptotecina
respectivamente. Se apreciaron cambios en la morfologia de las células MCF-7 en los diferentes
tratamientos con respecto a las células parentales (control negativo). MCF-7 presenta una morfologia de
tipo epitelial. En la Figura 29-b se puede observar cristales de tamoxifeno en los cultivos celulares cuando
este es administrado de manera libre. De igual manera lo mismo es observando cuando la camptotecina
es administrada libremente, Figura 29-d. Las células que se incubaron con el farmaco adherido a las

capsides virales no presentaron la cristalizacién del farmaco, Figura 29-cy 29-e.
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En la Figura 30 podemos observar los cambios en la morfologia de la linea celular MDA-MB-231,
después de 24 horas de tratamiento con tamoxifeno, camptotecina, BMV-tamoxifeno y BMV-
camptotecina respectivamente. De igual manera, se apreciaron cambios en la morfologia de las células
MDA-MB-231 en los diferentes tratamientos con respecto a las células parentales. Normalmente, MDA-
MB-231 tiene una morfologia tipo fibroblasto. A pesar de tener un origen epitelial, debido al nivel de
mutacion y agresividad de estas células, la mayoria de las caracteristicas de unién y adhesion se pierden
para ganar aquéllas que les permitan migrar e incrementar el potencial de invasién. En la Figura 30-b se
puede observar cristales de tamoxifeno en los cultivos celulares cuando este es administrado de manera
libre. Lo mismo es observando cuando la camptotecina es administrada libremente, Figura 30-d. Las
células que se incubaron con el farmaco adherido a las cdpsides virales no presentaron la cristalizacién del

farmaco, Figura 30-cy 30-e.

En ambas lineas celulares los cristales de tamoxifeno presentaron una morfologia en forma de
varilla (Figura 30-d). Se observd que el numero de cristales estaba correlacionado con la concentracién de
tamoxifeno, obteniendo un mayor nimero de estos en donde se utilizado una concentracion mayor de
farmaco. Por otra parte, los cristales de camptotecina presentaron una morfologia en forma de
microvarillas (Figura 30-f). De igual manera, se observod que el nimero de cristales estaba correlacionado

con la concentracién de camptotecina utilizada.
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Control negat Control positivo (DMSQO 100%)

Tamoxifeno 22.39 ug/ml

BMV-tamoxifeno 22.39 ug/ml

Camptotecina 84.09 ug/ml

Control posivito (DMSO 1%)

Tamoxifeno 7.59 ug/ml Tamoxifeno 61.46 ug/ml

b)

BMV-tamoxifeno 7.59 ug/ml BMV-tamoxifeno 61.46 ug/ml

<)

Camptotecina 39.86 ug/ml Camptotecina 160.89 ug/ml

d)

BMV-camptotecina 84.09 ug/ml

BMV-camptotecina 39.66 ug/ml BMV-camptotecina 160.89 ug/ml

e)

Figura 29. Cambios en la morfologia celular en MCF-7 después de 24 horas de tratamientos. a) Control negativo y
positivo. b) Concentraciones 7.59, 22.39 y 61.46 pg/ml de tamoxifeno. c) concentraciones 7.59, 22.39y 61.46 pg/ml
de BMV-tamoxifeno. d) concentracion de camptotecina 39.86, 84.09 y 160.89 ug/ml. e) concentracion de 39.86,
84.09 y 160.89 pg/ml BMV-camptotecina. Microscopio invertido aumento 10x.



59

Control negativo Control positivo (DMSO 100%) Control positivo (DMSO 1%)

Tamoxifeno 22.39 ug/ml

BMV-tamoxifeno 22.39 ug/ml BMV-tamoxifeno 61.46 ug/ml

Tamoxigeno 7.59 ug/ml Tamoxifeno 61.46 ug/ml

BMV-tamoxifeno 7.59 ug/ml

Camptotecina 39.86 ug/ml Camptotecina 84.09 ug/ml

Camptotecina 160.89 ug/ml

d)

BMV-camptotecina 39.86 ug/ml

BMV-camptotecina 84.09 ug/ml

BMV-camptotecina 160.89 ug/ml

e)

Figura 30. Cambios en la morfologia celular en MDA-MB-231 después de 24 horas de tratamiento. a) Control
negativo y positivo. b) concentraciones 7.59, 22.39 y 61.46 pug/ml de tamoxifeno. c) concentraciones 7.59, 22.39 y
61.46 pg/ml de BMV-tamoxifeno. d) concentracién de camptotecina 39.86, 84.09 y 160.89 pg/ml. e) concentracién
de 39.86, 84.09 y 160.89 ug/ml BMV-camptotecina. Microscopio invertido aumento 10x.
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Capitulo 4. Discusion

Se ha demostrado en varios trabajos realizados a partir de las proteinas que conforman la cédpside
del CCMV o BMV la encapsidacién multiple de enzimas (Minten et al., 2011), la activacién de profarmacos
mediante enzimas encapsidadas (Sanchez-Sdnchez et al., 2014), la encapsidacidn de insulina (Escobedo,
D., 2018) , entre muchos otros, el amplio potencial que presentan los virus para su utilizaciéon en
nanomedicina, ya sea como nanovehiculos, nanocontenedores o bionanorreactores. Sin embargo, no hay
ningun trabajo reportado hasta la fecha sobre el uso de cdpsides virales del CCMV o BMV como
nanovehiculo de fdrmacos hidrofébicos. Debido a esto, la obtencidn de un nanovehiculo de manera rapida,
eficiente, pura, econdmica a partir de capsides virales representa un paso imprescindible para su futura
aplicacién en nanomedicina. Con base en lo anterior, en el presente proyecto de tesis se desarrollé un
procedimiento eficiente para la produccion de nanovehiculos de moléculas hidrofébicas (tamoxifeno y

camptotecina) utilizando la capside del BMV como modelo.

La presencia de motivos hidrofdbicos en la capside tanto del CCMV como del BMV da lugar a que
diversas moléculas apolares puedan adherirse por interacciones hidrofébicas a este virus. La
determinacion in silico de motivos hidrofébicos se realizé utilizando la cantidad de estructuras secundarias
hidrofdbicas que presenta el CCMV y BMV (Figura 31-32, anexos). La cantidad de motivos hidrofébicos
para el CCMV y BMV fue 1260 y 1620 respectivamente. El criterio utilizado para determinar si un motivo
hidrofdbico es hidrofébico o no, fue el explicado por Gromiha y Selvaraj en 1998. El método se basa en
determinar la cantidad de aminoacidos en la estructura secundaria, y si mas de la mitad de aminoacidos
son hidrofdbicos la estructura tendera a presentar un comportamiento hidrofébico. La razén por la cual
el BMV contiene 360 motivos hidrofébicos mas que el CCMV se desconoce, debido a que no se ha realizado
un estudio previo sobre este tema en especifico. Consideramos que es debido a que estas proteinas de la
capside comparten solo un 70% de homologia en su secuencia (Speir et al., 1995), permitiendo que el 30%
restante se pliegue de manera diferente, lo cual podria llevar a que el BMV se conforme de una manera

mas hidrofébica que el CCMV. Con base en lo anterior se decidid utilizar el BMV como modelo.

Primeramente, para llevar a cabo el proyecto se realizé la produccion y purificacion del virus BMV.
La produccidon de BMV se realizé en verano, ya que la cebaba (huésped del virus) necesita un clima fresco
y moderadamente seco para alcanzar la madurez fisiolégica (Roa, Y., 2017). Después de realizar la colecta
de hojas infectadas y utilizando el procedimiento para su purificacion se obtuvo un rendimiento

considerable, 0.5 mg por cada gramo de hoja infectada. Asi, también se determiné el tamafio del BMV
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nativo a través de dispersion dindmica de luz (Figura 6), obteniendo un didmetro hidrodindmico de 24.64

+ 1.43 nm, muy cercano al reportado en la literatura (Chen, Kao, & Dragnea, 2008).

Los cdlculos tedricos realizados sobre la concentraciéon optima del tamoxifeno que puede ser
atrapado por la capside viral, muestran que para que todos los sitios hidrofébicos de la capside del virus
BMV (200 pg) se encuentren ocupados por moléculas de tamoxifeno, se deben afiadir 26.18 g del
farmaco. Esta carga equivale al 13.1% en peso. Es importante recalcar que este resultado se calculé a partir
de los estudios in silico realizados sobre la cantidad de motivos hidrofébicos presentes en las proteinas de
capside del BMV. La cantidad de motivos hidrofébicos por cdpside viral es de 1620, por lo cual
tedricamente 1620 moléculas de tamoxifeno podrian interactuar con el virus, considerando una molécula

hidrofébica por motivo hidrofébico.

Previo a lainsercion del tamoxifeno a la cdpside del BMV, se analizaron diferentes concentraciones
de solventes (DMSO y etanol) para determinar la concentracion del solvente a la cual nuestra capside fuera
estable, sin afectar las interacciones hidrofébicas que se generan entre los motivos hidrofébicos de la
capside y el farmaco. Las capsides nativas de BMV que fueron expuestas a concentraciones entre 1-20%
de DMSO con o sin Mg*? como estabilizante, mostraron una buena estabilidad en comparacién al virus que
se encontraba en solucidon amortiguadora de virus. Esto es debido a que se ha reportado que la forma
compacta nativa del BMV se encuentra entre valores de pH de 3 a 6 (Bockstahler y Kaesberg, 1962). Los
valores de pH de DMSO a esas concentraciones se encontraron dentro del rango éptimo (Figura 7). Las
cépsides que fueron expuestas a concentraciones entre 1-20% de etanol sin Mg*?, presentaron una
estabilidad baja, ya que se obtuvieron tamafios de 40 a 60 nm (Figura 9). Por otra parte, las que fueron
expuestas a las mismas concentraciones de etanol, pero con Mg*?, presentaron una mejor estabilidad,
obteniendo tamafios de 27 a 41 nm. El Mg*? actia como estabilizante del BMV, ya previene la transicién
térmica interactuando con el ARN del virus (Pfeiffer et al., 1976). El aumento en el didmetro hidrodinamico
al utilizar estas concentraciones de etanol es debido a que el pH es mucho mayor a 6, lo cual podria estar
generando un hinchamiento considerable del virus o hasta el mismo desensamble de este.
Concentraciones mayores a 20% tanto de DMSO como de etanol no se tomaron en cuenta, ya que se ha
demostrado que altas concentraciones perjudican considerablemente las interacciones hidrofébicas, ya
que las moléculas siempre se encontrarian disueltas en el solvente (Kalepu & Nekkanti, 2015). Con base a
los resultados anteriores, se concluyé que la concentracién adecuada del solvente para realizar la adhesion

de los farmacos hidrofébicos (tamoxifeno y camptotecina) a la cdpside viral del BMV es de 20% de DMSO.
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El estudio y caracterizacion del numero de moléculas que son atrapadas por la capside viral fue
determinado por medio de espectros de emisidn de fluorescencia. Los espectros de emisidon de tamoxifeno
(Figura 10) presentaron un incremento logaritmico en la intensidad al aumentar la concentracién del
farmaco. Las concentraciones de tamoxifeno 6.25, 12.5, 25, 50, 100 y 200 ug/ml se emplearon, ya que son
valores que se encuentran por encima y por debajo del valor teérico calculado. Las mediciones de
intensidad de fluorescencia del tamoxifeno se realizaron después de irradiar con UV durante 15 minutos
para determinar indirectamente la cantidad de este fdrmaco. Esto es debido a que el tamoxifeno por si
solo es un fluoréforo débil y al estar expuesto a la luz ultravioleta se transforma en 4-hidroxitamoxifeno y

endoxifeno, los cuales proporcionan una mejor fluorescencia (Agudelo et al., 2013).

La ecuacion de la funcion logaritmica obtenida en la curva de emision de tamoxifeno y BMV
tamoxifeno (Figura 11) se utilizaron para calcular la cantidad de farmaco atrapado en la capside viral del
BMV (Figura 13). Para una concentracion de 200 pug de BMV y concentraciones de tamoxifeno de 6.25,
12.5, 25, 50, 100 y 200 pg/ml se obtuvo un atrapamiento de 0.52, 1.43, 3.59, 7.59, 22.39 y 61.46 pg/ml
respectivamente. Consideramos que la razén por la cual la proporcidn de farmaco atrapado aumenta con
concentraciones iniciales mayores de tamoxifeno, se debe a la probabilidad de que los motivos
hidrofdbicos y el fdrmaco interactien (interacciones hidrofébicas) al aumentar el nimero de moléculas

presentes en la solucidn.

La distribucidon de tamafio por volumen mostro que las cdpsides virales expuestas a diferentes
concentraciones de tamoxifeno (Figura 12) presentaron un incremento gradual en el didametro
hidrodindmico en comparacion al virus BMV nativo. El tamafio predominante para una concentracion de
tamoxifeno de 61.46 pug/ml fue de 33.5 nm. Este resultado fue apoyado por las microgréfias obtenidas a
través de microscopia electrdnica de transmisidn (Figura 15). El analisis del tamafio de las poblaciones
presentes en la micrografia dio como resultado un tamafio promedio de 34.2 nm, aproximdandose al valor
obtenido por DLS. Con base a la distribucién de tamafio y micrografias obtenidas para BMV-tamoxifeno,
se considera que el incremento se debe a la formacion de una corona interna del farmaco en la capside

viral.

Es importante mencionar que una vez realizada la insercidon de tamoxifeno a la capside del BMV
se ultrafiltraron las muestras para eliminar el exceso de tamoxifeno que no se habia adherido a la capside.
Cualquier molécula de tamoxifeno libre fue removida a través de la membrana Amicon, cuyos poros son
de 100 kDa. Los nanovehiculos funcionalizados con tamoxifeno se recuperan con facilidad del filtro, debido

a que el peso molecular de la cépside viral es de 4.6MDa.
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A través de la cantidad de tamoxifeno atrapado en la capside viral del BMV, se pudo obtener
informacidn acerca del numero de moléculas de tamoxifeno adheridos por capside viral. Se realizdé una
curva de calibracién en funcién de la cantidad de pug de BMV vy las diferentes concentraciones de
tamoxifeno adherido a la capside (Figura 14), para estimar el nimero de moléculas de tamoxifeno que se
adhieren tanto por capside viral como por motivo hidrofébico. Para la concentracién mas baja de
tamoxifeno adherido (0.54 pg/ml) se obtuvieron 32 moléculas por capside viral y 0.02 moléculas por
motivo hidrofdbico. Esto quiere decir que 32 moléculas estan adheridas a la cdpside del BMV, y que
posiblemente solo estarian interactuando con 32 motivos hidrofébicos de los 1620 presentes en la
capside. Es posible que las moléculas de tamoxifeno interaccionen con los motivos hidrofébicos mas
apolares, es decir los que presentan la mayor cantidad de aminodacidos hidrofébicos (isoleucina,
fenilalanina, triptéfano y valina) (Needham, T, 1970). Para la concentracion mas alta de tamoxifeno
adherido (61.46 pg/ml) se obtuvieron 3804.9 moléculas por capside viral y 2.4 moléculas por motivo
hidrofdébico. Lo cual quiere decir que 3805 moléculas de tamoxifeno estan adheridas a la capside del BMV,
y que cada 2 moléculas interactian con 1 motivo hidrofébico de los 1620 presentes. Con base en lo
anterior, se refuerza la idea de una corona de farmaco interna, ya que las interacciones hidrofdbicas se

pueden generar de igual manera entre las mismas moléculas de tamoxifeno.

En caso de la camptotecina, los calculos tedricos para determinar la concentracién optima de este
farmaco por cépside viral, arrojaron que para que todos los sitios hidrofébicos en 200 pg de virus BMV se
encuentren ocupados por moléculas de camptotecina se deben afiadir 24.54 ug. Esta carga equivale al
12.27% en peso. Los valores de concentracidn tedricos para el tamoxifeno y camptotecina son casiiguales,

debido a que el peso molecular de estos es similar.

Los espectros de emisién de camptotecina (Figura 16) presentaron un incremento logaritmico en
la intensidad al aumentar la concentracion del farmaco. Las concentraciones de camptotecina 6.25, 12.5,
25, 50, 100 y 200 pug/ml se emplearon, ya que son valores que se encuentran por encima y por debajo del

valor tedrico calculado.

La ecuacidn de la funcidn logaritmica obtenida en la curva de emisidon de camptotecina y BMV-
camptotecina (Figura 17) se utilizaron para calcular la cantidad de farmaco atrapado en la capside viral del
BMV (Figura 19). Para una concentracién de 200 ug de BMV y concentraciones de camptotecina de 6.25,
12.5, 25, 50, 100 y 200 pg/ml se obtuvo un atrapamiento de 2.81, 8.79, 16.84, 39.86, 84.09 y 160.89 pg/ml
respectivamente. La cantidad de camptotecina adherida a la capside viral es proporcional a la

concentracidn inicial de farmaco utilizado. Consideramos que la razén por la cual se atrapo una mayor
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cantidad de moléculas de camptotecina en la capside viral en comparacidn con el tamoxifeno, es debido
a que el parametro de hidrofobicidad (mas hidrofébico) de la camptotecina es mucho mayor que el del
tamoxifeno (Wen et al., 2017), lo cual proporciona una mayor estabilidad a las interacciones hidrofdbicas

que se forman.

La distribucidon de tamafio por volumen mostro que las capsides virales expuestas a diferentes
concentraciones de camptotecina (Figura 18) presentaron un incremento gradual en el didmetro
hidrodindmico en comparacion al virus BMV nativo. El tamafio predominante para una concentracion de
camptotecina de 160.89 pg/ml fue de 36.88 nm. Este resultado fue apoyado por las micrografias obtenidas
a través de microscopia electrdnica de transmision (Figura 21). El andlisis del tamafio de las poblaciones
presentes en la micrografia dio como resultado un tamafio promedio de 37.5 nm, y que estdn de acuerdo
con el tamafio obtenido por DLS. De igual manera que para el tamoxifeno, se cree que el incremento
gradual en el didmetro hidrodindmico de la cdpside viral al incrementar la concentraciéon de camptotecina,
se debe a la formacidn de una corona interna del farmaco alrededor de la cdpside. El tamaiio del
nanovehiculo BMV-camptotecina fue ligeramente mayor en comparacién al BMV-tamoxifeno, debido al

pardmetro de hidrofobicidad mencionado anteriormente.

Una vez realizada la insercién de camptotecina a la capside del BMV se ultrafiltraron las muestras
para eliminar el exceso de camptotecina que no se habia adherido a la capside. Cualquier molécula de
camptotecina libre fue removida a través de la membrana Amicon, cuyos poros son de 100 kDa. Los
nanovehiculos funcionalizados con camptotecina se recuperan con facilidad del filtro, debido a que el peso

molecular de la capside viral es de 4.6 MDa.

A través de la cantidad de camptotecina atrapada en la cdpside viral del BMV, se pudo obtener
informacidn acerca del nimero de moléculas de camptotecina adheridas por capside viral. Se realizé una
curva de calibracién en funcién de la cantidad de pg de BMV vy las diferentes concentraciones de
camptotecina adheridas a la capside (Figura 20). La curva de calibracién mostré una relacidn lineal, por lo
cual se realizd6 una estimacion tanto del nimero de moléculas de camptotecina que se adhieren por
capside viral como por motivo hidrofébico. Para la concentracién mas baja de camptotecina adherida
(2.81 pug/ml) se obtuvieron 185.5 moléculas por capside viral y 0.1 moléculas por motivo hidrofébico. Esto
quiere decir que 185 moléculas estan adheridas a la capside del BMV, y estarian interactuando con 185
motivos hidrofdbicos de los 1620 presentes en la capside. De igual manera, es posible que las moléculas
de camptotecina interaccionen con los motivos hidrofébicos mas apolares. Para la concentracién mas alta

de camptotecina adherida (160.89 pg/ml) se obtuvieron 10622.8 moléculas por capside viral y 6.6
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moléculas por motivo hidrofébico. Lo cual quiere decir que 10622 moléculas de camptotecina estdn
adheridas a la cdpside del BMV, y que posiblemente cada 6 moléculas interactian con 1 motivo
hidrofdbico de los 1620 presentes. Con base en lo anterior, se refuerza la idea de una corona de farmaco
interna, ya que las interacciones hidrofdbicas se pueden generar de igual manera entre las mismas
moléculas de camptotecina. El nimero de moléculas por capside viral fue mayor para la camptotecina

debido al pardmetro de hidrofobicidad.

Para demostrar la viabilidad de los nanovehiculos de farmacos hidrofébicos (tamoxifeno y
camptotecina) para su posible uso en terapias contra cancer de mama, se analizd primeramente la
capacidad de internalizacidn de BMV nativo en la linea celular MCF-7 y MDA-MB-231. La caracterizacion a
través de microscopia confocal de estas lineas celulares demostré que el BMV es capaz de internalizarse
en células de las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 debido muy probablemente a su pequefio tamafio

(25 nm). Aun se desconoce el proceso exacto por el cual se internaliza el BMV dentro de la célula animal.

Continuando con la caracterizaciéon de los nanovehiculos para sus posibles aplicaciones, se
realizaron ensayos de viabilidad celular para determinar la capacidad del virus BMV de inhibir Ia
proliferacién en las lineas celulares hormono-dependientes MCF-7 y hormono-independientes MDA-MB-
231. El ensayo MTT demostré que el BMV nativo aumenta la tasa de proliferacion en comparacién con el
control positivo (vivas). Estos resultados fueron consistentes para las diferentes concentraciones de BMV
nativo utilizados. Consideramos que el aumento en la viabilidad celular es debido a que la célula utiliza el
material proteico del virus una vez internalizado como una fuente de energia. El aumento en el porcentaje

de viabilidad celular esta relacionado con la concentracién de virus empleada.

Los ensayos de viabilidad celular para diferentes concentraciones de tamoxifeno y BMV-
tamoxifeno en lineas celulares MCF7, demostraron que el tratamiento BMV-tamoxifeno a diferentes
concentraciones es parecido en comparacion con el farmaco libre. Esto es debido a que la linea MCF-7
expresa receptores de estrégenos, andréogenos, progestagenos y glucocorticoides (Holliday & Speirs,
2011), lo cual permite que el tamoxifeno actué con los receptores de estrégenos, internalizandose en la
célula y activando la cascada de sefializacién que promueve la muerte celular por apoptosis. Para la linea
celular MDA-MB-231, se demostré que las diferentes concentraciones de BMV-tamoxifeno disminuyen el
porcentaje de viabilidad celular en comparacién al farmaco libre aproximadamente 10%. Esto es debido a
que la linea MDA-MB-231 no expresa receptores de estrégeno (Liu et al., 2014), lo cual no permite que el

tamoxifeno se internalice por si solo dentro de la célula.
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Los ensayos de viabilidad celular para diferentes concentraciones de camptotecina y BMV-
camptotecina en lineas celulares MCF-7 y MDA-231, demostraron que el tratamiento BMV-camptotecina
a diferentes concentraciones presenta viabilidades parecidas en comparacién al farmaco libre. La razén
por la cual no se observa una disminucién en la viabilidad celular al utilizar BMV-camptotecina en MDA-
MB-231 y MCF-7 en comparacion al farmaco solo no se sabe, debido a que los mecanismos moleculares y
de interaccion detallados para este farmaco no se entienden completamente. Se tiene conocimiento de
qgue uno de los principales modos de accion de este farmaco quimioterapéutico puede ser mediante la
activacion de la apoptosis (Makin y Dive, 2001). De hecho, varios investigadores han informado que la

camptotecina induce apoptosis en varias células cancerosas (Sanchez-Alcazar et al., 2000; Tan et al., 2009).

El analisis de la muerte celular por necrosis y apoptosis para la linea celular MDA-MB-231 indica
gue BMV-tamoxifeno impacta de manera relevante en la viabilidad celular, induciendo un porcentaje de
apoptosis y necrosis mayor en comparacion al farmaco libre. Se observdé una dependencia en el
mecanismo de muerte celular involucrado segun la concentracion de farmaco. El porcentaje de apoptosis
temprana en MD-MB-231 fue mayor cuando se empled una concentracidn de tamoxifeno y BMV-
tamoxifeno de 7.59 pg/ml. Se observé un incremento en el porcentaje de apoptosis tardia en MDA-MB-
231 al utilizar concentraciones de tamoxifeno y BMV-tamoxifeno de 22.39 pug/ml. El porcentaje de necrosis
en MDA-MB-231 incremento al utilizar una concentracion de tamoxifeno y BMV-tamoxifeno de 61.46
ug/ml. El incremento en el porcentaje de muerte celular de los nanovehiculos en comparacion al farmaco
libre es debido a que las particulas de BMV-tamoxifeno pueden internalizarse dentro de las células MDA-
MB-231. Con base a lo anterior, se puede deducir que las concentraciones bajas de tamoxifeno,
promueven la muerte celular por apoptosis temprana; mientras que al incrementar la concentracién de
farmaco, este genera un aumento en la apoptosis tardia; y que concentraciones aun mayores de
tamoxifeno generan un aumento en la muerte celular por necrosis. La apoptosis es un proceso
genéticamente programado que puede volverse daiiino si no esta controlado y no responde a los
mecanismos homeostaticos. Esto ocurre cuando los mecanismos apoptéticos se presentan en cantidades
inadecuadas o desfasados en el tiempo de aparicion. La necrosis ocurre de manera aguda, por una forma
no fisioldgica, mediante una agresion que causa lesidn celular masiva; este proceso es desencadenado por
toxinas, hipoxia severa o cualquier condicidon que genere caida de ATP (Zhang, Chen, Gueydan, & Han,

2018).

De igual manera mediante citometria de flujo, se determind que la complejidad de la membrana
celular cambiaba en relacién con los tratamientos, siendo las concentraciones menores de BMV-

tamoxifeno aquellos que ocasionaron que la membrana plasmatica perdiera complejidad, en comparacién
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a las células que fueron tratadas Unicamente con el farmaco (Figura 30). Esto se puede explicar debido a
que los nanovehiculos BMV-tamoxifeno se pueden internalizar con mayor facilidad al interior de las células
MDA-MB-231, induciendo de esta forma una muerte celular programada, la cual induce que las células se
vayan haciendo cada vez mas pequefias y menos complejas. En cambio, la concentracién mayor de BMV-
tamoxifeno, al inducir una muerte celular por necrosis, genera que las células pierdan la integridad de la

membrana de forma abrupta, sin disminuir su tamafo ni complejidad celular.

El cambio en la morfologia celular de ambas lineas celulares (MCF-7 y MDA-MB-231) para los
diferentes tratamientos, se debe a los diferentes mecanismos de muerte celular que se activan al
introducir una toxina, en este caso los diferentes tratamientos (tamoxifeno, BMV-tamoxifeno,
camptotecina y BMV-camptotecina). En ambas lineas celulares los diferentes tratamientos generaron una
disminucién en el tamafio de las células en comparacion al control parental. Esto es debido a que los
farmacos utilizados (tamoxifeno y camptotecina) suprimen funciones celulares importantes que alteran a

las células, llevandolas a un punto tal que comprometa su viabilidad.

La cristalizacion del farmaco (Figura 29-30) para los tratamientos donde se utilizé el farmaco libre
(camptotecina y tamoxifeno), se genera debido al caracter hidrofébico y alta concentracion de las
moléculas, y a que las las células no son capaces de internalizar todas las moléculas del farmaco. Por lo
cual, el fdrmaco que queda en el espacio extracelular se precipita, permitiendo la cristalizaciéon de farmaco
remanente. Estudios previos han demostrado que la cristalizacion del tamoxifeno en pacientes genera
maculopatia (Baget, Romero, & Traveset, 2008). Para los tratamientos con BMV-tamoxifeno y BMV-
camptotecina a las mismas concentraciones que el farmaco libre no se observd la cristalizacion del
farmaco. Esto es debido a que al estar adherido el farmaco a un virus que tiene la capacidad de
internalizarse en las células MCF-7 y MDA-MB-231, permite que todas las moléculas se encuentren dentro
de la célula, evitando la cristalizacion del farmaco, lo cual conllevaria a la reduccion de los efectos

secundarios adversos de estos medicamentos.
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Capitulo 5. Conclusiones

La purificacién de BMV nativo a través de hojas infectadas de cebada permitié obtener un alto
rendimiento, en comparacién a la mayoria de valores que se han publicado hasta el momento. La cdpside
del BMV representa un candidato ideal para investigaciones posteriores sobre terapias de entrega de
farmacos hidrofdbicos, por lo cual se considerd utilizar los motivos hidrofébicos de la capside para el

disefio de un nanovehiculo de farmacos hidrofébicos.

Fue posible cargar las capsides del BMV con farmacos hidrofébicos (tamoxifeno y camptotecina)
a partir de las interacciones de los motivos hidrofébicos presentes en el virus. Los resultados obtenidos a
través de las diferentes caracterizaciones realizadas (DLS, espectrofluorimetria y TEM) muestra que el
procedimiento desarrollado para generar la adhesion de tamoxifeno y camptotecina a la cdpside viral

resultaron ser favorables para la formacién de nanoparticulas BMV-tamoxifeno y BMV-camptotecina.

Se demostrd que el BMV posee la capacidad de penetrar la membrana celular de las células de
cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231, volviéndolos un prospecto a utilizar para el transporte de diversas
moléculas. Los nanovehiculos BMV-tamoxifeno y BMV-camptotecina, poseen la capacidad de
internalizarse y disminuir la viabilidad celular en lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231. En términos de
citotoxicidad BMV-tamoxifeno y BMV-camptotecina no presentaron cambios significativos en la viabilidad

celular de MCF-7 y MDA-MB-231 en comparacion al farmaco libre.

La citometria de flujo para los diferentes tratamientos de tamoxifeno y BMV-tamoxifeno nos
permitieron deducir que el mecanismo de muerte celular (apoptosis temprana, apoptosis tardia y necrosis)
estd asociado a la concentracion de tamoxifeno utilizado. BMV-tamoxifeno genera una complejidad
celular de MDA-MB-231 menor en comparacion al farmaco libre. BMV-tamoxifeno provoca un aumento
en el porcentaje de apoptosis temprana, apoptosis tardia y necrosis en comparacién al farmaco libre.
Futuros experimentos deberdn realizarse para validar el uso de nanovehiculos BMV-tamoxifeno en lineas

celulares hormono-independientes, asi como también con camptotecina.

Es importante destacar que cuando es administrado tamoxifeno y camptotecina por medio de
capsides virales del BMV, no se presentaron la formacién de cristales en las células en comparacion a los
farmacos administrados libremente, proyectando a estos nanovehiculos como un candidato ideal para

pruebas futuras en terapias para la entrega de farmacos anticancerigenos hidrofébicos.
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Tabla 3. Concentracidon de los tratamientos afiadidos a las diferentes lineas celulares. La concentracién de
tratamiento afiadido se realiz6 tomando en cuenta un volumen final 100 ul de medio de cultivo por pozo. Se
utilizaron dos placas de 96 pozos, una para los tratamientos de tamoxifeno y BMV-tamoxifeno y otra para
camptotecina y BMV-camptotecina. Estos tratamientos se utilizaron para realizar los diferentes ensayos MTT.

Placa Linea celular Tratamiento Pozos Concentracion (ug/ml)

1 MCEF-7 Control - Al1l-A3 -

1 MCF-7 Control + (100% DMSO) A4-A6 -

1 MCF-7 Control + (1% DMSO) A7-A9 -

1 MCEF-7 Tamoxifeno B1-B3 0.52
1 MCEF-7 Tamoxifeno B4-B6 1.43
1 MCEF-7 Tamoxifeno B7-B9 3.59
1 MCF-7 Tamoxifeno B10-B12 7.59
1 MCF-7 Tamoxifeno C1-C3 22.39
1 MCEF-7 Tamoxifeno C4-Cé 61.46
1 MCF-7 BMV-tamoxifeno C7-C9 0.52
1 MCEF-7 BMV-tamoxifeno C10-C12 1.43
1 MCEF-7 BMV-tamoxifeno D1-D3 3.59
1 MCF-7 BMV-tamoxifeno D4-D6 7.59
1 MCF-7 BMV-tamoxifeno D7-D9 22.39
1 MCF-7 BMV-tamoxifeno D10-D12 61.46
1 MDA-MB-231 Control - E1-E3 -

1 MDA-MB-231 Control + (100% DMSO) E4-E6 -

1 MDA-MB-231 Control + (1% DMSO) E7-E9 -

1 MDA-MB-231 Camptotecina F1-F3 0.52
1 MDA-MB-231 Camptotecina F4-F6 1.43
1 MDA-MB-231 Camptotecina F7-F9 3.59
1 MDA-MB-231 Camptotecina F10-F12 7.59
1 MDA-MB-231 Camptotecina G1-G3 22.39
1 MDA-MB-231 Camptotecina G4-G6 61.46
1 MDA-MB-231 BMV-camptotecina G7-G9 0.52
1 MDA-MB-231 BMV-camptotecina G10-G12 1.43
1 MDA-MB-231 BMV-camptotecina H1-H3 3.59
1 MDA-MB-231 BMV-camptotecina H4-H6 7.59
1 MDA-MB-231 BMV-camptotecina H7-H9 22.39
1 MDA-MB-231 BMV-camptotecina H10-H12 61.46
2 MCF-7 Control - Al-A3 -

2 MCF-7 Control + (100% DMSO) A4-A6 -

2 MCF-7 Control + (1% DMSO) A7-A9 -

2 MCF-7 Camptotecina B1-B3 2.81
2 MCF-7 Camptotecina B4-B6 8.79
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Tabla 4. Concentracion de los tratamientos aiiadidos en la linea celular MDA-MB-231. La concentracién de
tratamiento afiadido se realizé tomando en cuenta un volumen final 2000 pl de medio de cultivo por pozo. Se utilizé
una placa de 12 pozo para los tratamientos BMV-tamoxifeno y tamoxifeno. Estos tratamientos se utilizaron para
realizar la citometria de flujo.

Linea celular Tratamiento Pozos Concentracion (ug/ml)
MDA-MB-231 Control - Al1-A3 -
MDA-MB-231 Control + (100% DMSO) A4-B2 -
MDA-MB-231 Tamoxifeno B3 7.59
MDA-MB-231 Tamoxifeno B4 22.39
MDA-MB-231 Tamoxifeno c1 61.46
MDA-MB-231 BMV-tamoxifeno Cc2 7.59
MDA-MB-231 BMV-tamoxifeno c3 22.39
MDA-MB-231 BMV-tamoxifeno Cc4 61.46
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Tabla 5. Cantidad de fluoréforo afiadido en la linea celular MDA-MB-231. Para el control positivo y negativo se
realizaron 3 tinciones diferentes y uno sin tinciéon. Para los diferentes tratamientos con tamoxifeno y BMV-
tamoxifeno solo se realizo la doble tincién. La tincidn con yoduro de propidio (IP) se realizé agregando 490 pl células
y 10 pl de IP. La tincidn con calceina (Ca-AM) se realizé agregando 250 pl de células y 250 ul de Ca-AM. La doble
tincion IP/Ca se realiz6 agregando 240 ul de células, 10 pl de IP y 250 ul de Ca-AM.

Tratamiento IP (100 pg/ml)  Ca-AM (2 uM) IP/Ca-AM Sin teiiir
Control - 10 ul 250 pl 10 pl + 250 pl 500 ul (células)
Control + 10 pl 250 pl 10 ul + 250 pl 500 ul (células)

Tratamientos - - 10 pl + 250 pl -

Tabla 6. Cantidad y tipo de estructuras secundarias presentes en la capside viral del CCMV. Los resultados
reportados en esta tabla se dedujeron a partir de la Figura 31.

Nidmero de Tipo de . L. L.

Cantidad de Aminodacidos Aminoacidos . .

estructura estructura L. . . . L Tipo de motivo
aminoacidos hidrofébicos  hidrofilicos

secundaria secundaria
1 a-hélice 10 4 6 No hidrofébico
2 B-plegada 3 3 0 Hidrofdbico
3 B-plegada 4 3 1 Hidrofdébico
4 B-plegada 7 2 5 No hidrofébico
5 a-hélice 3 3 0 Hidrofébico
6 B-plegada 9 4 5 No hidrofébico
7 a-hélice 3 0 3 No hidrofébico
8 B-plegada 2 1 1 No hidrofdbico
9 a-hélice 8 6 2 Hidrofébico
10 B-plegada 7 2 5 No hidrofébico
11 a-hélice 12 9 3 Hidrofébico
12 a-hélice 7 5 2 Hidrofébico
13 a-hélice 5 2 3 No hidrofébico
14 B-plegada 6 2 4 No hidrofdbico
15 B-plegada 9 5 4 Hidrofébico
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Tabla 7. Cantidad y tipo de estructuras secundarias presentes en la capside viral del BMV. Los resultados reportados
en esta tabla se dedujeron a partir de la Figura 32.

Numero de Tipo de . ... ...
P Cantidad de Aminoacidos Aminoacidos _. .
estructura estructura .. . Ly . - Tipo de motivo
aminoacidos hidroféobicos  hidrofilicos

secundaria secundaria
1 a-hélice 9 5 4 Hidrofdbico
2 B-plegada 4 4 0 Hidrofdbico
3 a-hélice 2 1 1 No hidrofdébico
4 B-plegada 7 2 5 No hidrofdébico
5 B-plegada 8 5 3 Hidrofébico
6 B-plegada 2 2 0 Hidrofébico
7 a-hélice 8 6 2 Hidrofdbico
8 B-plegada 6 4 2 Hidrofdbico
9 a-hélice 12 10 2 Hidrofdbico
10 a-hélice 11 5 6 No hidrofdbico
11 B-plegada 7 4 3 Hidrofdbico
12 B-plegada 9 5 4 Hidrofdbico
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Figura 31. Prediccidon de las estructuras secundarias presentes en la proteina de la cdpside del CCMV. Las
estructuras secundarias se observan en la parte superior de cada secuencia. Las flechas amarillas representan laminas
plegadas mientras que los cilindros rosas alfa hélices. Los aminoacidos hidrofébicos se muestran subrayados en
amarillo. La letra H en la secuencia de prediccién (Pred) se utiliza para denominar a la estructura alfa hélice, la letra
E a la beta plegada y la C a la cadena polipeptidica. Programa PSIPRED.
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Figura 32. Prediccidon de las estructuras secundarias presentes en la proteina de la cdpside del CCMV. Las
estructuras secundarias se observan en la parte superior de cada secuencia. Las flechas amarillas representan laminas
plegadas mientras que los cilindros rosas alfa hélices. Los aminoacidos hidrofébicos se muestran subrayados en
amarillo. La letra H en la secuencia de prediccidn (Pred) se utiliza para denominar a la estructura alfa hélice, la letra
E a la beta plegada y la C a la cadena polipeptidica. Programa PSIPRED.
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Figura 33. Diagrama de puntos. Doble tincion con calceina y yoduro de propidio de células MDA-MB-231 tratadas
con diferentes dosis de tamoxifeno y BMV tamoxifeno. Las células tratadas con los diferentes tratamientos se tifieron
y analizaron en un citdmetro de flujo para determinar la proporcidn de células viables (v), apoptéticas tempranas (a),
apoptoticas tardias (A) y necréticas (n). a) BMV-tamoxifeno 7.59 pg/ml. b) Tamoxifeno 7.59 pg/ml. c) BMV-
tamoxifeno 22.39 pg/ml. d) Tamoxifeno 22.39 ug/ml. e) BMV-tamoxifeno 61.46 ug/ml. f) Tamoxifeno 61.46 pg/ml.
Se realizaron cuatro mediciones diferentes, obteniéndose resultados similares.
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Figura 34. Overton. Las graficas overton permiten comparar la complejidad de las células. a) Tamoxifeno y BMV-
tamoxifeno 7.59 pg/ml. b) Tamoxifeno y BMV-tamoxifeno 22.39 pg/ml. c) Tamoxifeno y BMV-tamoxifeno 61.46
pug/ml. La linea roja representa la complejidad de las células MDA-MB-231 tratadas con tamoxifeno, mientras que la
negra representa la complejidad de las células tratadas con BMV-tamoxifeno.



