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Resumen de la tesis que presenta Angélica Hernandez Gonzalez como requisito parcial para la obtencion del
grado de Maestra en Ciencias en Nanociencias.

Produccion de bionanorreactores mitodirigidos con actividad timidina fosforilasa para el potencial
tratamiento del sindrome de encefalomiopatia neurogastrointestinal mitocondrial (MNGIE)

Resumen aprobado por:

Dr. Rafael Vazquez Duhalt
Director de tesis

En el presente trabajo se produjeron nanorreactores enzimaticos conteniendo a la enzima timidina fosforilasa
(TP) en particulas tipo virus (VLPs) derivadas del virus del mosaico del bromo (BMV). La enzima fue
funcionalizada con isotiocianato de fluoresceina (FITC) con el doble propdsito de mejorar su carga superficial
y monitorear la localizacién mitocondrial (mitodireccion) de las capsides por microscopia confocal.

La encapsidacion enzimatica se realizé mediante una reaccion de autoensamble en dialisis utilizando la
proporcién molar 3.6:1 de enzima modificada (TP-FITC) por proteina de capside (CP). Los nanorreactores
fueron purificados por ultracentrifugacion y caracterizados mediante espectroscopia de dispersién dinamica
de luz (DLS) y microscopia electrénica de transmisién (TEM). Se sintetizé el compuesto bromuro de (2-
carboxietil)trifenilfosfonio (2CETPP) para la funcionalizacién de los nanorreactores con el fin de dirigirlos a
mitocondrias en cultivos celulares de hepatocitos murinos AML-12. El compuesto sélido resultante fue
purificado y caracterizado mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR),
cromatografia liquida de alta resolucion (LC-MS) y espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN).
Finalmente, se llevé a cabo un ensayo de mitodireccidn in vitro utilizando 1.3 x 10’ nanorreactores (TPrrc-BMV-
TPP) por célula. Las mitocondrias fueron marcadas con Mito-ID Red y la co-localizacién de las sefiales de FITC
y Mito-ID fue observada a través de microscopia confocal determinando el porcentaje de correlacion
comparado con nanorreactores sin funcionalizar.

Palabras clave: Nanorreactores, particulas tipo virus, timidina fosforilasa, MNGIE.



Abstract of the thesis presented by Angélica Hernandez Gonzalez as a partial requirement to obtain the Master
of Science degree in Nanosciences.

Mitocondria-targeted bionanoreactors containing thymidine phosphorylase activity for the potential
treatment of mitochondrial neurogastrointestinal encephalomyopathy syndrome (MNGIE).

Abstract approved by:

Dr. Rafael Vazquez Duhalt
Thesis Director

The focus of this work was the production of enzymatic nanoreactors containing the enzyme thymidine
phosphorylase (TP) inside virus-like particles (VLPs) derived from the brome mosaic virus (BMV). We report
the enzymatic functionalization using fluorescein isothiocyanate (FITC) with a dual purpose: improve the
negative surface charge of TP, and monitoring the mitochondrial localization (mitodirection) of the capsids by
confocal microscopy. Enzyme encapsidation was carried out by a self-assembly reaction in dialysis using the
3.6: 1 molar ratio of functionalized enzyme (TPgrc) per capsid protein (CP) respectively.

Once assembled, nanoreactors were purified by ultracentrifugation and characterized by dynamic light
scattering spectroscopy (DLS) and transmission electron microscopy (TEM). We describe the synthesis of (2-
carboxyethyl) triphenylphosphonium bromide (2CETPP) to functionalize nanoreactors and direct them to
mitochondria. The resulting solid compound was purified and analyzed by Fourier transform infrared
spectroscopy (FT-IR), high-performance liquid chromatography (LC-MS), and nuclear magnetic resonance
spectroscopy (NMR).

Finally, an in vitro mitochondrial targeting assay was carried out using the murine hepatocytes AML-12 cell line
with 1.3 x 107 nanoreactors (TPrrc-BMV-TPP) per cell. Mitochondria were marked with Mito-ID Red and co-
localization of the FITC and Mito-ID signals was observed through confocal microscopy, obtaining a high
correlation percentage when compared with the non-functionalized nanoreactors.

Keywords: Nanoreactors, virus-like particles, thymidine phosphorylase, MNGIE.
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Capitulo 1. Introduccion

En la actualidad, a partir del desarrollo de tecnologias que engloban a las areas de bioquimica, biologia
molecular y genética, se encuentran reportados miles de mecanismos celulares asociados a diversas

patologias que van desde la autoinmunidad hasta las infecciones causadas por parasitos.

Los avances en el conocimiento de la estructura e interaccidn de las principales biomoléculas, que
comprenden a los acidos nucleicos, carbohidratos, proteinas y lipidos, han permitido realizar diversas
aproximaciones genéticas y metabodlicas para dilucidar el origen de un gran nimero de padecimientos,
considerando a dichas moléculas como engranajes cuya ausencia o fallo puede estar directamente
vinculado con un estado de desequilibrio a nivel sistémico y potencialmente derivar en alguna

enfermedad.

A pesar de que no todas las enfermedades pueden relacionarse con un sélo factor, como es el caso del
cancer o la diabetes (Bansal y Silakari, 2014), la capacidad de encontrar esas alteraciones a nivel molecular
ha impactado de forma significativa al area de la fabricacion de medicamentos, haciéndolos cada vez mas

seguros, eficaces y selectivos.

Si bien los acidos nucleicos estan catalogados como las macromoléculas diana para tratamientos
innovadores como la terapia génica (Gongalves y Paiva, 2017), las proteinas son en realidad el grupo mas
diverso a nivel bioldgico y, por tanto, el que lleva a cabo de forma directa, una gran variedad de funciones
que regulan la homeostasis del cuerpo (Grandi y Bantscheff, 2019). Es por ello que muchos tratamientos
estan orientados a subsanar la falta o deficiencia de estas moléculas (Crunkhorn, 2013; Gorzelany y De

Souza, 2013).

Entre las funciones mas criticas que desempefian las proteinas, destaca la catalisis de la mayoria de las
reacciones presentes en los seres vivos, accion que es efectuada gracias a un grupo denominado enzimas
(Cooper, 2000). Las enzimas son moléculas organicas que se encargan de acelerar la velocidad de una o

mas reacciones mediante la disminucién de la energia de activacién (Robinson, 2015).

A nivel terapéutico, las enzimas cumplen un papel fundamental en la busqueda de dianas moleculares y
desarrollo de farmacos, debido a su gran afinidad y especificidad por sustratos en el organismo. A su vez,
el conocimiento de los productos y la tasa de conversidn de sustratos permiten tener un mayor control

sobre las reacciones promovidas, haciendo posible un disefio de farmacos mas selectivos (Vellard, 2003).
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Gracias a la biotecnologia, los procesos de descubrimiento, produccion y el mantenimiento de enzimas en
la industria se han visto notablemente beneficiados desde hace aproximadamente 60 afios (Vellard, 2003;
Lobedanz et al., 2016). Como ejemplo de ello, se tiene la implementacién de un tratamiento conocido
como terapia de reemplazo enzimatico (TRE) que consiste en la administracidon exégena de una enzima
que es deficiente o esta ausente en el organismo. Este concepto fue inicialmente sugerido por el doctor
Christian de Duve en 1964, para la atencion de enfermedades de almacenamiento lisosémico (Desnick y

Schuchman, 2012).

No obstante, fue hasta noviembre de 1987 que la primera enzima recombinante fue aprobada por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés),
denominada alteplasa, bajo el nombre comercial Activase” (U.S. FDA, 2020), indicada para el tratamiento
de ataques cardiacos (Xu, 2020). A partir de dicho evento, numerosas enzimas han sido producidas
mediante tecnologia de ADN recombinante en diversos sistemas bioldgicos con el fin de ampliar el rango
de padecimientos a tratar. Entre muchos ejemplos, destaca la aprobacién de Adagen® en 1990, una
adenosina desaminasa pegilada (pegademasa) obtenida de bovino utilizada para el tratamiento de la
inmunodeficiencia combinada severa (SCID, por sus siglas en inglés), la cual se convertiria en la primera

aplicacion exitosa de TRE para una enfermedad hereditaria (AMGEN, s.f.).

Posteriormente, las dificultades relacionadas al costo, tiempo de vida media de la pegademasa en el
organismo (3-6 dias) y, la subsecuente necesidad de aplicar frecuentes inyecciones intramusculares para
asegurar los niveles apropiados de actividad enzimatica, llevaron a investigadores como Bax et al. (2000)
a cuestionar el uso del polietilenglicol (PEG) y proponer un sistema basado en eritrocitos como

acarreadores moleculares de enzimas.

Contrario a la simplicidad que supone la administracion exdgena de una enzima que es deficiente en el
organismo, existen diversos factores como la seguridad y la selectividad del sistema implementado que,
como para cualquier otro farmaco, deben ser considerados al desarrollar terapias enzimaticas. Como
ejemplo de ello se tiene el uso de la glucosilceramidasa para el tratamiento de la enfermedad de Gaucher.
Debido a que la glucosilceramidasa descrita en 1974 se acumulaba en hepatocitos y no en macréfagos, fue
necesario realizar la desglicosilacidn secuencial de las cadenas de oligosacaridos de dicha enzima (Barton
et al., 1991). Esta modificacién dio lugar a la aprobacién de la alglucerasa como medicamento en 1991,
bajo el nombre de Ceredase’(Vellard, 2003), generando asi la primera terapia dirigida de reemplazo

enzimatico.
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A su vez, uno de los grandes retos de la farmacologia es mejorar la farmacodinamia y aumentar la vida
media de farmacos en el organismo, con el fin de reducir las reacciones secundarias derivadas de las altas
concentraciones de medicamentos en el cuerpo v, los costos asociados con su aplicacidn recurrente.
Tomando en cuenta las necesidades antes descritas, surge la nanomedicina como una alternativa para el
disefio de farmacos dirigidos, con el objetivo de mejorar su estabilidad y biodistribucién (Boisseau y
Loubaton, 2011) y asi disminuir las dosis suministradas a los pacientes. La encapsulacién de enzimas y
otros compuestos bioactivos en estructuras nano y micrométricas como liposomas, polimeros sintéticos o
eritrocitos, ha representado un avance significativo para el desarrollo de farmacos dirigidos en las Ultimas
décadas. Entre ellos, destaca un grupo de acarreadores moleculares basados en ingenieria viral
denominado “particulas tipo virus” (VLPs, por sus siglas en inglés), formadas a partir de capsides virales
sin capacidad replicativa que se ensamblan de manera espontanea partiendo de proteinas estructurales

(Hema et al., 2018).

Estas nanoestructuras son expresadas en sus hospederos naturales por medio de infecciones comunes o
en sistemas de expresidén heterdlogos; gracias a su morfologia, su capacidad de autoensamblaje y la
posibilidad de modificar la fisicoquimica de su superficie, han sido consideradas como plataformas
prometedoras para el desarrollo de vacunas (Frietze et al., 2016), acarreadores moleculares (Rohovie et

al., 2017) y nanorreactores (Koyani et al., 2017).

Los nanorreactores son estructuras nanométricas destinadas a confinar y proporcionar las condiciones
necesarias para llevar a cabo una reaccién. Entre las ventajas del uso de VLPs respecto a la terapia
proporcionada mediante enzimas en su forma “libre” se consideran: el mejoramiento de la actividad
catalitica, la proteccién contra la degradacidn enzimatica y la resistencia a condiciones adversas del medio

(Patterson et al., 2012).

Debido a que el padecimiento abordado en este trabajo puede ser tratado administrando la enzima
timidina fosforilasa (TP) exdgena, en este trabajo se propuso el disefio de nanorreactores a partir de
capsides del virus del mosaico del bromo (BMV, Bromovirus, Bromoviridae). Con la finalidad de proteger
a la enzima y generar, a largo plazo, una terapia mas selectiva que contrarreste el desarrollo de la

enfermedad conocida como encefalomiopatia neurogastrointestinal mitocondrial (MNGIE).



1.1 Antecedentes

1.1.1 Encefalomiopatia neurogastrointestinal mitocondrial

La encefalomiopatia neurogastrointestinal mitocondrial es una enfermedad autosémica recesiva que fue
descrita por primera vez en 1976 por Okamura et al. (1976) en un paciente de 22 afios de edad. Desde
entonces se le ha definido como un padecimiento ultra raro con una prevalencia de 1-9 personas en 1
millén, de acuerdo con estimaciones europeas (Orphanet, 2021). Cuyo cuadro clinico consiste tipicamente
en manifestaciones gastrointestinales y neuroldgicas, tales como caquexia, neuropatia periférica,
oftalmoplejia, leucopatia, dismotilidad gastrointestinal y ptosis, entre otras (Hirano et al., 1994; Scarpelli

etal.,, 2012).

A través de estudios histopatoldgicos en biopsias de tejido muscular proveniente de diversos pacientes,
este padecimiento fue asociado con irregularidades estructurales en las mitocondrias. Aunado a esto, la
deficiencia de actividad de la citocromo c oxidasa y otras enzimas de la cadena respiratoria sugerian un
dafio funcional confirmado posteriormente mediante analisis gendmicos, estableciendo que el deterioro
parcial y las multiples deleciones del material genético mitocondrial, eran consistentes con la alteracién

de un mecanismo que regula la integridad del ADN mitocondrial (Papadimitriou et al., 1998).

Sin embargo, fue hasta finales de los afios 90 cuando, a través del mapeo gendmico de diversas familias y
el estudio de las mutaciones en los posibles fragmentos responsables de esta enfermedad, fue dilucidada
la causa molecular (Hirano et al., 1998) que relaciona la disminucién en la produccion de la enzima timidina
fosforilasa (2.4.2.4) con mutaciones en el gen nuclear TYMP en el locus 22q13.32-qter (Nishino et al.,

1999).

1.1.2 Etiologia molecular

La enzima citoplasmatica timidina fosforilasa (TP) (Fig. 1) es una pentosiltransferasa, compuesta por dos
subunidades homodiméricas cuyo peso molecular oscila alrededor de los 110 kDa en mamiferos y 90 kDa
en E. coli (Pugmire et al., 1998). En el organismo humano esta presente en diversos tejidos, incluidos el

tracto gastrointestinal, el sistema nervioso central y periférico, el bazo, el higado, la vejiga, los leucocitos
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y las plaguetas (Pacitti, 2018). Su funcidon ha sido reportada como esencial para la regulacién del

metabolismo de desoxinucledtidos (Shaw et al., 1988).

La TP cataliza la fosforilacién de los nucledsidos de desoxitimidina (dTd) y desoxiuridina (dUd) para la
formacién de timina y uracilo, respectivamente. Estos productos son utilizados en reacciones posteriores,
particularmente para la formacion de ADN nuclear y mitocondrial (Boschetti et al., 2014) (Fig. 2), a través
de dos rutas conocidas como via de sintesis de novo y via de recuperacion (Hubert y Sutton, 2017). De
manera especifica, la timidina fosforilasa juega un papel fundamental en la ruta metabdlica de
recuperacion de nucledsidos y en el reciclaje de bases de pirimidina regulando su disponibilidad para la

biosintesis de ADN (Pacitti, 2018)

Figura 1. Estructura de la timidina fosforilasa. Representacién tridimensional de la enzima timidina fosforilasa
humana en estado dimérico. Obtenida de PDB databank, cédigo: 1UOU.
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Figura 2. Reaccidn catalizada por la timidina fosforilasa. Diagrama de la catdlisis enzimatica mediada por timidina
fosforilasa para la degradacién de la timidina. Figura modificada del sitio BRENDA. Cédigo de la enzima: EC 2.4.2.4.

Una deficiencia en la actividad enzimatica (<5% de la actividad normal de un individuo) da como resultado
concentraciones elevadas de timidina y desoxiuridina en tejidos y fluidos corporales (Pacitti, 2018) que en
consecuencia generan un desequilibrio en el conjunto de desoxirribonucledsidos dentro de la célula, lo
gue conduce a una replicacion deteriorada del ADN. No obstante, el ADN mitocondrial (ADNmt) resulta
mas sensible a una disminucién enzimatica que el ADN nuclear (ADNn), debido a que su sintesis depende
prioritariamente de la via de recuperacion, a la carencia de sistemas de reparacion eficientes de ADN en
las mitocondrias humanas y a la independencia en la regulacién que este organelo presenta para el

mantenimiento de nucledsidos dentro del mismo (Nishigaki et al., 2003).

Tipicamente, en una célula en fase proliferativa, la fuente principal de dinucledtidos difosfatados (dNTPs)
para la mitocondria es la via de novo citosdlica (Fig. 3). Sin embargo, mientras esta ruta metabdlica esta
regulada negativamente en células quiescentes dado que el nucleo ya no requiere de dNTPs para replicar
su ADN, el ADNmt continda replicandose incluso en células en fase Go o post-mitdtica (Pacitti, 2018). Por
lo anterior, se requiere de un suministro constante para llevar a cabo dicho proceso, que se obtiene
primordialmente a través de la via de recuperacion. Cuando la TP se encuentra deficiente, los
desoxinucledsidos son transportados a la matriz mitocondrial aumentando concentracién de los mismos.
Esto regula positivamente la actividad de la timidina cinasa 2 (TK2) expresada de manera constitutiva,
generando una gran cantidad de nucledtidos monofosfatados de pirimidinas, lo que se cree que produce
el desbalance de desoxinucledtidos en la mitocondria (Hirano et al., 2004). Este desbalance conduce a la

generacién de errores por parte de la ADN polimerasa y, dando como resultado la mutacién del ADN
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mitocondrial, derivando en el fallo general del organelo y su capacidad para llevar a cabo la fosforilacién

oxidativa (Pacitti, 2018).
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Figura 3. Vias de sintesis de nucledtidos: de novo y recuperaciéon. Rutas metabdlicas para el suministro de
desoxinucledsidos a la mitocondria. Una vez formado el dTPP, la polimerasa gamma lo incorpora en el ADNmt.
Significado de las abreviaturas: timidina fosforilasa (TP), desoxiuridina (dUd), desoxitimidina (dTd), timidina cinasa 1
(TK1), desoxinucleotidasa 1 (dNT1), desoxitimidina monofosfato (dTMP), desoxitimidina difosfato (dTDP),
desoxinucleotidasa (dNT2), timidina cinasa (TK2), nucleétido monofosfato cinasa (NMPK), nucleétido difosfato cinasa
(NDPK), desoxitimidina trifosfato (dTTP), desoxinucledtido trifosfato (dNTP), desoxinucleétido difosfato (dNDP),
ribonucleétido reductasa (RNR), nucleétido difosfato (NDP). Figura original realizada en el programa biorender.

A pesar de que la mutacién del gen TYMP ocurre en el nucleo, se propone que el padecimiento se
manifiesta cuando el ADNmt sufre mutaciones secundarias derivadas de niveles de acumulacién toxicos
de dTd y dUd. Estas mutaciones son acumulativas y tienen un umbral de aproximadamente 80-90% del
total de mitocondrias afectadas en el individuo (Nishigaki et al., 2003). Por lo que los sintomas de esta
enfermedad, si bien es hereditaria, se desarrollan posteriormente a los primeros afios de vida, tipicamente
entre los 26 y 58 afios (Nishino et al., 2000), o inclusive antes si la acumulacién sobrepasa el umbral de
toxicidad asintomatica (Taanman et al., 2009). Al mismo tiempo, es importante destacar que a pesar de
qgue la TP no se expresa en todos los tejidos, es expresada en plaquetas y leucocitos circulantes, por lo que
su actividad contribuye considerablemente en la degradacion del exceso de nucledsidos dTd y dUrd que

se secretan al torrente sanguineo (Lara et al., 2007).



1.1.3 Tratamientos

Debido a que estad enfermedad esta asociada con el desbalance de nucledsidos en el organismo, las
terapias desarrolladas hasta ahora consisten en la disminucién de los niveles téxicos de estos metabolitos,

particularmente mediante la restauracion de la actividad enzimatica de la TP (Yadak et al., 2017).

A partir de la propuesta de Spinazzola et al. (2002) de implementar la hemodialisis para eliminar el exceso
de nucledsidos, diversas terapias han sido evaluadas, tales como la dialisis peritoneal (Yavuz et al., 2007),
transfusion de plaquetas (Lara et al., 2006), trasplante ortdpico de higado (Boschetti et al., 2014; Kripps et
al., 2020), trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas (Hirano et al., 2006; Halter et al., 2015),

entre otras.

1.1.3.1 Terapia de reemplazo enzimatico

Dado que se han observado complicaciones importantes como incompatibilidad (Pacitti, 2018), efectos
adversos por intervenciones y falta de actividad sostenida o restauracion de la misma (Yadak et al., 2017)
al implementar terapias basadas en didlisis, transfusiones o trasplantes, las investigaciones actuales se han
redirigido al restablecimiento de la actividad enzimatica en el organismo mediante la administracién

exogena de la timidina fosforilasa (Concolino et al., 2018).

Uno de los mayores retos que enfrenta el uso de la TRE es la degradacion que sufre la enzima por proteasas
celulares, por lo que algunos autores han propuesto su encapsulacién en sistemas micro y nanométricos.
Ademas de prolongar la vida media de la enzima, se busca que estos sistemas sean capaces de minimizar
la respuesta inmunoldgica del organismo; entre estos destacan principalmente: los polimerosomas y los
eritrocitos autélogos. Este ultimo tratamiento actualmente se encuentra en investigaciones clinicas para
su aprobacion por la FDA (ClinicalTrials.gov, 2019), sin embargo, ya ha sido reconocido por la Agencia
Europea de Medicamentos (EMA, por sus siglas en inglés) como medicamento huérfano (EMA, 2011). No
obstante, dicho sistema tiene como limitantes la restriccidn de la actividad enzimatica al compartimento
vascular y un tiempo de vida util de aproximadamente 30 minutos (Bax, 2020). Ademas, al ser células
obtenidas de aislados de pacientes, se requiere de una estandarizacién rigurosa de las condiciones de

aislamiento, conjugacién enzimatica y dosis suministrada, a la par que un estado favorable del individuo
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para la obtencién de eritrocitos, utilizando métricas como un recuento de glébulos rojos mayor a 3.0 x 10°

por mL (ClinicalTrials.gov, 2019).

En los ultimos afios, se ha propuesto también la implementacién de terapia génica mediante vectores
virales, particularmente derivados de lentivirus (LV) y virus adenoasociados (AAV), los cuales promueven
la expresion del gen TYMP humano en células hepaticas para el restablecimiento de la actividad enzimatica
(Yadak et al., 2017). La principal limitacién de esta terapia recae en la respuesta inmune de los humanos
hacia las capsides de AAV vy al tratarse de modificaciones genéticas, existe la posibilidad de obtener altos
niveles de variabilidad en la expresidon enzimatica de cada paciente. Por lo anterior, la dosis utilizada
representa un papel fundamental para evitar la sobreexpresion de la TP, la cual ha sido relacionada
previamente con diversos tipos de cancer tales como hepatico, colorrectal, gastrointestinal (lkeguchi et

al., 2001; Nakayama et al., 2005; Mitselou et al., 2012), entre otros.

1.1.3.2 Nanorreactores, propiedades y aplicaciones enzimaticas

Los nanorreactores, al igual que los acarreadores moleculares para entrega dirigida, se orientan hacia la
maximizacién del efecto terapéutico de un compuesto bioactivo con relacion a la dosis administrada, ya
que al tener la capacidad de reconocer e internalizarse en tejidos diana, se busca disminuir la cantidad de
farmaco para alcanzar el mismo o un mayor efecto (Gonzalez, 2020). Entre las caracteristicas que permiten
qgue los nanorreactores sean excelentes candidatos para ser implementados en terapias destaca su alto
grado de estabilidad, comprobado anteriormente tanto para polimeros naturales como sintéticos,
demostrando mantenerse activos inclusive en condiciones variables de pH y temperatura (Rae et al., 2005;

Prakash et al., 2011).

De manera particular, en materia de tratamientos para pacientes con MNGIE, De Vocht y et al. (2009) han
desarrollado polimerosomas a base de polidimetilsiloxano y 2-polimetiloxazolina (PMOXA-PDMS-PMOXA)
para la encapsidacion de TP, adicionando canales proteicos bacterianos a la pared del arreglo polimérico
para la internalizacidn de sustrato al nanorreactor (Nardin et al., 2001). Los resultados obtenidos sugieren
una baja respuesta inmunoldgica, no obstante, la eficiencia de encapsulacion de la enzima no fue tan

favorable alcanzando aproximadamente el 10%.
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1.1.3.3 Particulas tipo virus

Las particulas tipo virus son estructuras poliméricas, tipicamente de entre 20-100 nm, formadas a partir
de la proteina de capside de diversos virus, que poseen la capacidad de autoensamblarse y se caracterizan
por la ausencia de material genético para replicarse (Buonaguro et al., 2011). Debido a sus propiedades
morfoldgicas, su alta biocompatibilidad y la relativa facilidad con la que pueden ser funcionalizadas para
su direccidn tejido-especifica resultan de gran interés para el area médica (Chauhan et al., 2018; Aljabali

et al., 2018).

La ingenieria de VLPs se ha implementado con diversos objetivos en el campo de la biomedicina; la
creacion de vacunas (Bright et al.,, 2007), la entrega dirigida de farmacos (Yang et al., 2007), el
mejoramiento de técnicas de imagenologia (Allen et al., 2005) y el desarrollo de nanorreactores
enzimaticos (Patterson et al., 2012; Koyani et al., 2017). Ademas, la diversidad de formas estructurales que
exhiben los virus en la naturaleza representa una ventaja para adaptar diferentes modelos en funcion a
las propiedades de tamafio y carga superficial de las moléculas a encapsidar. Entre las especies virales mas
estudiadas hasta ahora para la generacién de particulas tipo virus se encuentran: el virus del mosaico del
tabaco (TMV; Género: Tobamovirus), virus del moteado clordtico del caupi (CCMV; Género: Bromovirus),
el virus del mosaico del caupi (CPMV; Género: Comovirus), el virus del mosaico del bromo (BMV; Género:
Bromovirus), el bateridfago P22 (P22; Género: P22likevirus), el bacteridfago MS2 (MS2; Género: Levivirus),
el virus del papiloma humano (HPV; Género: Alphapapillomavirus), y el bacteriéfago QB (QB; Género:

Allolevivirus) (Mateu, 2013; Schwarz et al., 2017).

1.1.3.4 Virus del mosaico del bromo

El virus del mosaico del bromo es un virus de ARN de sentido positivo, que infecta tipicamente a gramineas
(He et al., 2021). El BMV posee una estructura icosaédrica cuyo diametro es de alrededor de 28 nm (T=3),
teniendo la capacidad de formar capsides de 19 nm (T=1) en dependencia del nimero de subunidades que

la conforman; 180 6 60 mondmeros de proteinas de cdpside, respectivamente (Dedeo et al., 2011).
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1.1.4 Mitodireccion

Las mitocondrias, comunmente conocidas por ser la fuente energética celular por excelencia, son
organelos encargados de muchas funciones primordiales entre las que destacan: la fosforilacion oxidativa,
el metabolismo central del carbono y la biosintesis de intermediarios para el crecimiento celular (Murphy
y Hartley, 2018). Adicionalmente a su importancia metabdlica y energética, las mitocondrias participan
como actuadores en puntos de control que pueden promover procesos proliferativos o de muerte celular.
Es por ello que se han convertido en blancos terapéuticos para un gran nimero de padecimientos como
el cancer, enfermedades neurodegenerativas, metabdlicas, cardiovasculares, entre otras (Wang et al.,

2018; Lin et al., 2017).

Si bien el desarrollo de terapias capaces de restaurar las funciones mitocondriales ha sido catalogado como
altamente significativo y necesario (Zielonka et al., 2017), en la actualidad no existen medicamentos
aprobados por la FDA e indicados para aliviar los sintomas o disminuir la progresion de enfermedades

mitocondriales (Weissig, 2020).

Por otro lado, debido al potencial negativo de la membrana interna de la mitocondria, las estrategias para
mitodirigir compuestos se basan en el principio de acumulacion de especies catidnicas, especialmente
lipofilicas, en la matriz mitocondrial (Murphy y Hartley, 2018). En este contexto, destacan los cationes de
trifenilfosfonio (TPP), rodamina, cationes de cianina y péptidos catidnicos (Zielonka et al., 2017). De éstos,
el TPP es el cation mas ampliamente estudiado (Heller et al., 2012; Smith et al., 2012) cuyo uso inicialmente
consistia en ser aplicado como sonda para dilucidar el mecanismo de acoplamiento entre el potencial de
membrana mitocondrial y la fosforilacion oxidativa (Liberman et al., 1969). Hasta que la propuesta de
Murphy (1997) al final de los afios 90s, posicioné a esta molécula como un andamiaje para la entrega
dirigida y acumulacidon de compuestos bioactivos hacia la mitocondria (Madar et al., 2006; Wang et al.,

2017; Logan y Murphy, 2017).

La internalizacién selectiva del TPP ocurre de forma gradual primero hacia el citosol y después dentro de
la mitocondria, gracias a que ambas poseen una carga negativa en el interior. El potencial de la membrana
plasmatica es de alrededor de 30-60 mV y el de la mitocondrial oscila entre 150-180 mV, por lo que se
estima que los compuestos catidnicos se acumulen de 5 a 10 veces en el citoplasma y de 100 a 500 veces
en la matriz mitocondrial, en comparacién con el medio extracelular (Smith et al., 2003; Zielonka et al.,

2017) .
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Si bien la carga de la molécula a internalizar es fundamental, su hidrofobicidad influira significativamente
en el estado de equilibrio de la reaccion. De manera que entre mas hidrofébico sea el compuesto, su

internalizacion podria ser mas rapida (Ross et al., 2008).

De acuerdo con la informacion disponible hasta ahora respecto a terapias para el tratamiento de MNGIE,
la propuesta de nanorreactores enzimaticos con actividad timidina fosforilasa para la reduccién de los
niveles toxicos de desoxinucledtidos en la mitocondria supone una opcion de tratamiento viable y
potencialmente extrapolable a otros padecimientos que requieren de la mitodireccion de compuestos

labiles cuya estabilidad busca ser mejorada.

1.2 Justificacion

La mitodireccién de nanorreactores explorada en este proyecto, no soélo implica la oportunidad de
desarrollar una terapia menos invasiva para los pacientes con MNGIE, sino también representa la
posibilidad de que este sistema sea utilizado como plataforma en el tratamiento de otros padecimientos

cuyo blanco molecular sean las mitocondrias.

1.3 Hipétesis

Los nanorreactores basados en capsides del virus del mosaico del bromo (BMV), conteniendo a la enzima
timidina fosforilasa podran ser dirigidos especificamente hacia la mitocondria mediante su

funcionalizacidn con TPP para la generacion de una plataforma de entrega dirigida.
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1.4 Obijetivos.

1.4.1 Objetivo general

Disefiar y producir nanorreactores basados en cépsides del virus del mosaico del bromo (BMV)
conteniendo timidina fosforilasa en su interior y funcionalizados con trifenilfosfonio en la superficie

externa para ser dirigidos de forma especifica a la mitocondria.

1.4.2. Objetivos especificos
o Caracterizar la actividad enzimatica de la timidina fosforilasa (aproximacion por enzima libre).
o Produciry ensamblar nanorreactores BMV-TP.
o Caracterizar la morfologia de los nanorreactores.
o Funcionalizar los nanorreactores con trifenilfosfonio para mitodirigirlos.

o Evaluar la capacidad de internalizacién de los nanorreactores en cultivos celulares.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Produccidn de particulas tipo virus (VLPs)

2.1.1 Expresion del virus BMV

Para la obtencion del virus se llevo a cabo la infeccidn de plantas de la especie Hordeum vulgare (cebada,
por su nombre comun). Dos semanas posteriores a la siembra de las semillas, una vez que alcanzaron una
longitud de alrededor de 5 a 10 cm, se realizd una erosién suave a lo largo de las hojas con una malla
metdlica. Las lesiones resultantes fueron inoculadas con 20 pL de una disolucién a 0.1 mg/mL de virus en
solucidon amortiguadora de suspension (50 mM acetato de sodio, 8 mM acetato de magnesio, pH 4.5). Las
plantas fueron cultivadas en condiciones controladas en invernadero por 3 semanas hasta que
presentaron un patron de clorosis, caracterizado por la aparicion de manchas amarillas que corresponde
al signo predominante de la infeccién viral por BMV (Fig. 4). Una vez cosechadas las hojas se almacenaron

a -20°C hasta la extraccion del virus.

Figura 4. Patron de infeccion BMV. Aparicidn de manchas amarillas que se extienden a lo largo de la hoja desde el
sitio de infeccidn.

2.1.2 Extraccion de viriones

La lisis celular se realizé de forma mecanica utilizando una procesadora de alimentos. Se trituraron 80 g
de hojas mezcladas con solucion amortiguadora de extraccién (500 mM acetato de sodio, 80 mM acetato
de magnesio, pH 4.5) hasta que el macerado adquirié una consistencia pastosa. Después, el extracto fue

filtrado a través de una gasa, descartando la materia fibrosa.
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El filtrado resultante se mezclé en una proporcién 1:1 con diclorometano y posteriormente la mezcla fue
centrifugada a 8,568 x g durante 40 minutos a 4°C en una centrifuga Beckman JXN-26 utilizando un rotor
JA-14 (Beckman Coulter, Inc.). Una vez que se obtuvieron dos fases, el sobrenadante de color amarillo fue
recuperado y centrifugado durante 25 minutos adicionales. Posteriormente, esta fase fue colocada en
agitacion durante 12 horas a 4°C ligeramente cubierta con aluminio para eliminar los restos de

diclorometano por evaporacion.

Como primer paso en el aislamiento de las particulas virales, el lisado fue repartido en tubos de
policarbonato con 25 mL cada uno. Utilizando una pipeta Pasteur, se colocé al fondo de cada tubo 10 mL
de una solucién de sacarosa al 10% (p/v) como se muestra en la Figura 5. Los tubos con el colchdn de
sacarosa fueron centrifugados a 126,730 x g durante 2 horas a 4 °C en un rotor SW 32Ti utilizando una
centrifuga Beckman XPN-100 (Beckman Coulter, Inc.). El botdn formado fue recuperado y resuspendido
en 150 plL de solucién amortiguadora de suspensién por tubo. La suspensién final fue almacenada a 4°C

hasta su purificacion.

Figura 5. Colchodn de sacarosa. Adicion de sacarosa 10% (p/v) por debajo del lisado formando colchones de
sacarosa.

2.1.3 Purificacion de particulas virales

En funcion a su densidad, se llevd a cabo la purificacidon de los virus mediante ultracentrifugacion de la
suspension a través de un gradiente de sacarosa. Para la formacion del gradiente se prepard una solucion
de sacarosa al 25% (p/v) diluida en solucidon amortiguadora de suspension de virus. Se afiadieron 25 mL en
tubos de policarbonato y se colocaron a -80°C durante una hora y transcurrido ese tiempo fueron
descongelados a temperatura ambiente. El proceso de congelamiento se repitié al menos dos veces

inmediatamente antes de la centrifugacion.
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La suspensidn viral fue colocada cuidadosamente sobre el gradiente y centrifugada a 126,730 x g durante
2 horas a 4°C en un rotor SW 32Ti. Los tubos fueron observados en un cuarto oscuro e irradiados con luz
blanca para poder recuperar la banda azul formada en la parte media. A la fraccidn colectada se le afiadié
solucidon amortiguadora de virus en una proporcion 1:4 y fue centrifugada una vez mas a 126,730 x g
durante 3 horas a 4°C en un rotor SW 32Ti, con la finalidad de eliminar el exceso de sacarosa.
Posteriormente, se recuperd el botén y se resuspendié en 200 pL de solucién amortiguadora de
suspension por tubo. La concentracion y pureza de las muestras fueron calculadas mediante el cociente

entre la absorbancia a 280 nmy 260 nm, correspondiente a proteinas y dcidos nucleicos, respectivamente.

2.1.4 Caracterizacion de las capsides virales

Para poder comparar la morfologia de los nanorreactores con el virus nativo, se realizd una caracterizacién
de los viriones aislados a través de dispersidon dindmica de luz en un equipo NanoSZ de Malvern para
conocer su didmetro hidrodindmico. A su vez se obtuvo una micrografia electrénica de transmision para
determinar la morfologia y el tamafio de estos (Anexo 1) colocando una muestra de 7 uL de nanoparticulas
a una concentracion de 0.2 mg/mL sobre una rejilla de cobre cubierta con Formvar (TedPella, USA). Las
muestras se mantuvieron durante 2 min y se removid el liquido remanente utilizando papel filtro
Whatman. Finalmente, se agregd un volumen de 7 uL de acetato de uranilo al 4% sobre la preparacién y
se mantuvo durante 1 min adicional y se removio el exceso de contrastante con papel filtro Whatman. Las
muestras se analizaron utilizando un microscopio electrénico de transmision JEOL JEM-2010 operado a

100 kV. Las imagenes obtenidas fueron procesadas utilizando el software Imagel) (NIH).

2.1.5 Desensamble y recuperacion de proteina de capside (CP-BMV)

Las suspensiones obtenidas de la purificacion fueron sometidas a un proceso de dialisis a través de una
membrana de 14 kDa durante 24 horas en agitacion a 4°C, contra una solucion amortiguadora de
desensamble (500 mM NaCl, 1 mM acido etilendiaminotetraacético (EDTA) pH 8.0, 50 mM Tris-HCl a pH
7.5). La didlisis, la proteina contenida en la membrana se centrifugd a 60,211 x g durante 8.5 horas a 4°C

en un rotor 90Ti, y el sobrenadante fue recuperado en alicuotas de 500 pL. La concentracién y pureza de
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las muestras fueron determinadas mediante espectrofotometria obteniendo su absorbancia a 280 y 260

nm tomando un radio (280/260) mayor a 1.5 como indicador de una pureza aceptable.

Para el almacenamiento de la proteina se realizé una segunda dialisis en membrana de 14 kDa contra
solucidon amortiguadora de proteinas (1 M NaCl, 1 mM EDTA, 20 mM Tris-HCl, pH 7.2,) durante 12 horas a
4°C. Después de ese tiempo se esterilizd la proteina mediante un filtro de celulosa de 0.22 um para jeringa

y el filtrado fue almacenado a 4°C hasta su utilizacion.

2.2 Caracterizacion y funcionalizacion de la enzima timidina fosforilasa

2.2.1 Funcionalizacidn de la enzima con isotiocianato de fluoresceina (FITC)

Para aumentar la carga negativa y observar la internalizacién de los nanorreactores en mitocondrias, la
enzima se funcionalizd con isotiocianato de fluoresceina (FITC) previamente a la encapsidacién. La
reaccion se llevd a cabo en 50 mM MES pH 6.5, afiadiendo 4.5 ug de FITC a 50 pL de TP (20.35 pg / uL)
durante 2 horas a temperatura ambiente. El nimero de grupos amino libres se estimd con base en la
cantidad de residuos superficiales con aminas primarias. Las muestras se purificaron mediante dialisis en
una membrana de 14 kDa frente a 1 L de solucidon amortiguadora de ensamble (50 mM Tris-HCIl, 20 mM

NaCl, 10 mM KCI, 5 mM MgCl,, pH 7.2) durante 20 horas a 4°C.

2.2.2 Analisis por espectroscopia de dispersion dinamica de luz

Se evaluo el didmetro hidrodindmico la enzima timidina fosforilasa en solucién con la finalidad de obtener
el tamafio aproximado y estimar tedricamente la cantidad de enzima que podria contenerse en las
capsides de BMV. Al mismo tiempo se obtuvo el potencial Z para estimar la carga de la enzima en las

soluciones de ensamble del virus.
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2.2.3 Cinética enzimatica

Para determinar la constante de afinidad (Km) y la constante de actividad catalitica (ket) de la timidina
fosforilasa, se realizd una cinética de la enzima en su estado libre, siguiendo el protocolo de Krenitsky et
al. (1979) modificando el volumen de reaccién a 1 mL y manteniendo la proporcion 1:100 de enzima

respecto al volumen total de reaccion.

2.3 Obtencion, caracterizacion y funcionalizacion de nanorreactores (TPgrc-BMV)

2.3.1 Ensamble de nanorreactores (TPrrc-BMV)

Los ensambles se realizaron mediante dos didlisis en serie en condiciones de oscuridad a 4°C, utilizando
membranas de 14 kDa. La primera dialisis se realizé durante 24 horas contra solucion amortiguadora de
ensamble para promover las interacciones electrostaticas entre la enzima y las proteinas de la capside.
Finalmente, la membrana fue trasladada a un vaso de precipitado con solucion amortiguadora de
suspension durante 16 horas, en esta etapa se favorecen las interacciones entre las proteinas de capside

para compactar la estructura icosaédrica.

2.3.2 Purificacion de los nanorreactores

Los nanorreactores fueron purificados mediante ultracentrifugacion para separar los remanentes de
enzima libre y proteina de cépside utilizados en la reaccidon de ensamble. Se afadieron 8 mL de solucion
de sacarosa al 25% (p/v) en tubos de policarbonato y se colocaron a -80°C durante una hora y transcurrido
ese tiempo fueron descongelados a temperatura ambiente. El proceso de congelamiento se repitio al
menos dos veces inmediatamente antes de la centrifugacion. Se colocé cuidadosamente el volumen total
de la reaccidén de ensamble sobre el gradiente de sacarosa y los tubos se centrifugaron a 60,211 x g durante
2.5horas a4°C en unrotor 90Ti. Posteriormente se cubrieron con Parafilm® y fueron almacenaron durante
16 horas a 4°C. Finalmente se centrifugaron a 147,000 x g durante 2.3 horas y se descarto el sobrenadante.
El boton obtenido fue resuspendido en 100 pL de solucion amortiguadora de suspension de virus y se

almacend a 4°C.
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2.3.3 Caracterizacion de los nanorreactores por dispersion dinamica de luz y microscopia

electrdnica de transmision

Se realizé la caracterizacion de los nanorreactores mediante dispersiéon dindmica de luz y microscopia

electrénica de transmisién (TEM) como se menciona en el apartado 2.1.4.

2.3.4 Cuantificacion de nanorreactores por densitometria

Para confirmar la encapsidacidén enzimatica asi como para cuantificar la cantidad de enzima contenida en
las capsides, se realizd un ensayo de electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (15%) con
dodecilsulfato sddico (SDS-PAGE). Las muestras fueron comparadas con la movilidad electroforética de la
proteina de capside (CP) asi como de la enzima libre (TP) y con ello se obtuvo una estimacion de la cantidad
de cada elemento en la muestra de nanorreactoresmediante un andlisis de densitometria efectuado en el

programa Imagel. Las cantidades utilizadas en cada gel se describen en |la Tabla 1.

Tabla 1. Densitometria de la proteina de capside (CP) y la enzima timidina fosforilasa (TP).

Gel 1 Gel 2
Carril Muestra Carril Muestra
Marcador de peso
1 CP control 1
molecular
2 Marcador de peso molecular 2 CP 0.7 ug
3 TPO.5 ug 3 CP1.4ug
4 TP 1pg 4 CP2.8 ug
5 TP 2 ug 5 CP5.6 ug
6 TP 4 ng 6 CP11.2 pg
7 TP 8 ug 7 -
8 VLPs purificadas =2 pl 8 VLPs purificadas 20 pl
9 VLPs purificadas =28 pl 9 Sobrenadante 10 pl
10 - 10 Sobrenadante 20 pl
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2.4 Sintesis y caracterizacion del derivado de trifenilfosfonio

2.4.1 Sintesis del (2-carboxietil) bromuro de trifenilfosfonio (2CETPP)

El compuesto derivado de trifenilfosfonio se sintetizé mezclando 500 mg de acido 3-bromopropidnico con
1.1 moles de exceso de trifenilfosfina en acetonitrilo anhidro a 75°C en un sistema de reflujo durante 24
horas. Posteriormente la mitad del volumen de acetonitrilo fue eliminado por evaporacion a 40°Cy 142
mbar. Se afiadieron 70 mL de éter etilico manteniendo la solucién blanca resultante a 4°C durante toda la
noche y el solvente restante fue eliminado por evaporacion, recuperando del matraz un polvo de color
blanco. La reaccién fue monitoreada mediante cromatografia en capa fina (gel de silice 60 F254, 20 x 20

cm).

2.4.2 Caracterizacidn por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

Se caracterizd el compuesto (2-carboxietil) bromuro de trifenilfosfonio de acuerdo a la vibracion de sus
enlaces realizando un ensayo de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) utilizando

un espectrometro Brucker Alpha Il

2.4.3 Caracterizacion por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas

Para conocer la masa del derivado de trifenilfosfonio se realizd un ensayo de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas en un sistema Agilent serie TOF 6200/serie 6500 del CICESE. La
muestra fue inyectada de forma directa a una concentracion de 0.1 mg/mL, utilizando 0.1% de acido

férmico como solvente.

2.4.4 Caracterizacion por resonancia magnética nuclear

Se realizé un andlisis de resonancia magnética nuclear en un equipo Bruker AVANCE Ill del Instituto de
Quimica de la UNAM, con la finalidad de determinar la identidad del compuesto mediante la resonancia

magnética nuclear de 'H, 3C y 3!P. La muestra se disolvié en CDCls (Sigma Aldrich, Lote MKCJ3462). La
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adquisicion de RMN de *H se realizé con 80 escaneos y 1 segundo de tiempo de relajacion, la de 3C con
6400 escaneos y 1 segundo de tiempo de relajacion y para la de 3!P se llevaron a cabo 800 escaneos y 3

segundos como tiempo de relajacién.

2.5 Funcionalizacion de los nanorreactores con trifenilfosfonio (TPgrc-BMV-TPP)

Los grupos amino sobre la superficie de los nanorreactores fueron deprotonados mediante didlisis contra
una solucién amortiguadora 50 mM MES, pH 6.5 durante 24 horas a 4°C. La funcionalizacién se realizo
mediante una reaccion de entrecruzamiento utilizando 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC)
y N-hidroxisuccinimida (NHS). Para la reaccién se calculé un exceso de 300 x moles de TPP y 350 x moles
de EDC y NHS, respecto a los moles de capside formados. Inicialmente, se mezclaron el TPP, EDC y NHS
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Después se agregd el volumen de nanorreactores,
dejandolos reaccionar durante 3 horas. Con el fin de eliminar los restos de TPP, EDC y NHS excedentes de

la muestra, la reaccion se dializé contra solucidon amortiguadora 50 mM MES pH 6.5 por 16 horas.

2.5.1 Caracterizacion de la carga y tamaiio de los nanorreactores funcionalizados

Los nanorreactores funcionalizados con TPP se caracterizaron mediante dispersion dindmica de luz para
observar cambios en su diametro hidrodindmico. A su vez, se determind el cambio en la carga superficial

obteniendo su potencial Z.

2.5.2 Ensayo de mitodireccion en cultivo celular

Se realizd un cultivo celular para evaluar la mitodireccién de los nanorreactores funcionalizados utilizando

como modelo la linea celular de hepatocitos murinos AML-12 (ATCC CRL-2254).

Se sembraron 100,000 células en cajas Petri de 35 mm con fondo de vidrio y se dejaron crecer a 37°C
durante 24 horas en medio HAM-F12 suplementado con ITS (insulina-transferrina y selenito sédico) y 10%
de suero fetal bovino. Posteriormente se retird el suero fetal bovino del medio y el cultivo se incubd
durante 12 horas adicionales. Al alncanzar la confluencia del 80% se cambid el medio y se adicionaron los
nanorreactores a una concentracion de 1.3 x 10’ viriones por célula, dejdndolos interactuar con las células

durante 12 horas.



22
El marcaje de las mitocondrias se realizd utilizando el manual para células fijadas del kit de deteccién Mito-
ID Red (Cat. No. ENZ-51007-500) del proveedor Enzo Lab Sciences. Para la fijacion se utilizé glutaraldehido
al 2.5% con un tiempo de incubacién de 30 minutos, en obscuridad. Para la permeabilizacién de las células
se realizaron 3 lavados con PBS Triton X-100 y se afiadieron 500 pl de la dilucién 0.001% Mito-ID en

solucion amortiguadora de ensayo, incubando durante 20 minutos a 37°C.

Finalmente la muestra se lavd con PBS y fue evaluada mediante microscopia confocal en el Laboratorio
Nacional de Microscopia Avanzada del CICESE para determinar la co-localizacién de las sefales de FITC y
Mito-ID, correspondientes a los nanorreactores y las mitocondrias, respectivamente. La excitacion de FITC
se llevé a cabo con un filtro de 480-495 nm, obteniendo su emisién en el rango de 505-525 nm. El Mito-ID
fue excitado con un filtro de 560-660 nm, obteniendo la sefial de emisién en un rango de 655-755 nm. El

coeficiente de Pearson se obtuvo al realizar el andlisis de correlacion con el programa Imagel.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Diametro hidrodinamico y carga de la enzima

3.1.1 Timidina fosforilasa

La enzima timidina fosforilasa exhibe un didmetro hidrodindmico de 7.04 nm con una desviacién estandar
de +1.07 nm cuando es dispersada en solucién amortiguadora 10 mM fosfato de potasio, pH 7.0 a 25 °C
(Fig. 6). La carga superficial de la enzima en las mismas condiciones de pH y fuerza iénica fue de -14.7 mV

con una desviacion estandar de 7.9 mV (Fig. 7).
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Figura 6. Tamafiio de la enzima timidina fosforilasa. Didmetro hidrodindmico de la timidina fosforilasa.
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Figura 7. Potencial Z de la enzima timidina fosforilasa. Carga superficial de la enzima timidina fosforilasa.
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3.1.2 Timidina fosforilasa funcionalizada con FITC

Después de funcionalizar la enzima TP con FITC, el tamafio obtenido fue de 7.33 nm con una desviacién
estandar de £1.45 nm (Fig. 8). Asi mismo, la carga superficial aumento en sentido negativo a -22 mV con

una desviacion estandar de £6.8 mV (Fig. 9)
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Figura 8. Tamafio de la enzima timidina fosforilasa funcionalizada (TPerc). Didmetro hidrodindmico de timidina

fosforilasa funcionalizada con FITC.
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Figura 9. Potencial Z de la enzima funcionalizada (TPxrc). Carga superficial de la timidina fosforilasa funcionalizada

con FITC.
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En la Figura 10 se muestra la cinética de la enzima timidina fosforilasa a 25°C, pH 7.4 y a distintas

concentraciones de timidina como sustrato.
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Figura 10. Cinética de la enzima timidina fosforilasa. Comparacién de la cinética de la enzima TP antes (negro) y
después (rojo) de funcionalizarla con FITC.

Debido a que la cinética presenta un comportamiento representativo de inhibicién por sustrato, los

parametros cinéticos descritos en la Tabla 2, fueron obtenidos omitiendo la seccién decreciente del grafico

en la Figura 10 y ajustados a una cinética de Michaelis-Menten.

Tabla 2. Parametros cinéticos de la enzima timidina fosforilasa (Km y kcat)

Muestra Keat Km Coeficiente de
correlacion
Enzima TP 538 min™ 0.32 0.993
Enzima TP+FITC 415 min* 0.19 0.990
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3.3 Nanorreactores enzimaticos (TPgrc-BMV)

El ensamble de las cépsides virales se confirmd mediante la obtencién del didmetro hidrodinamico por
dispersiéon dindmica de luz. En la muestra se aprecian dos poblaciones: la primera de 7.86 nm con
abundancia del 18% correspondiente a la forma libre de las proteinas CP y TP; y la segunda de

aproximadamente 22 nm de didmetro con el 82% de abundancia en nimero (Fig. 11).
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Figura 11. Tamaiio de los nanorreactores. Distribucién de tamafio de particulas proteicas en la muestra de ensamble
en solucién amortiguadora de suspension de virus pH 4.5

3.4 Nanorreactores enzimaticos (TPrrc-BMV) purificados

Los nanorreactores purificados presentan una distribuciéon de tamafno bimodal alrededor de los 17 nm

(64.5 %) y 35 nm (35.5 %) de diametro, como se muestra en la Figura 12.
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S Nanorreactores Purificados BMV-TP+FITC

22 4

2 | =—— 17.2nm
18 (1

14 | 1

.

Numero (Porcentaje)
N
1

|
] | e »
8 | \/\ 35.6 nm
\

] \
44 || \

J \

T

0 — e ———— A ———

1 10 100 1000
Tamafio (d.nm)

Figura 12. Tamafio de los nanorreactores purificados. Distribucién de tamafio de particulas proteicas en la muestra
de ensamble en solucién amortiguadora de suspension de virus pH 4.5.

3.4.1 Microscopia electronica de transmision de los nanorreactores (TPr1c-BMV)

Los nanorreactores obtenidos presentan una morfologia cuasi-esférica con un didmetro promedio de 29

nm de didmetro. En la Figura 13 es posible observar que la electrodensidad de la muestra se distribuye

principalmente en el centro de las particulas.

particulas

Figura 13. Micrografia electrénica de transmision de los nanorreactores. Distribuciéon de tamafio de

proteicas en la muestra de ensamble en solucidén amortiguadora de suspensidn de virus pH 4.5
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3.5 Analisis densitométrico en gel de poliacrilamida

Para determinar la cantidad de proteina de CP y TP contenida en las capsides purificadas se llevé a cabo

un ensayo de densitometria en gel de poliacrilamida al 15% (Figs.14 y 15).

7skpa [P
sokpa

37kDa

Figura 14. Densitometria de la enzima TP. Carril 1: Control de proteina de capside, carril 2: marcador de peso
molecular, carriles 3-7: Timidina fosforilasa (0.5, 1, 2, 4, 8 ug), carriles 8 y 9: nanorreactores purificados.
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Figura 15. Densitometria de la proteina de capside del BMV . Carril 1: marcador de peso molecular, carriles 2-6:
proteina de capside del BMV (0.8, 1.6, 3.2, 6.4, 12.8 pug), carril 7: vacio, carril 8: nanorreactores purificados, carriles 9
y 10: sobrenadante de la purificacién de nanorreactores.
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Densitometria timidina fosforilasa (TP)
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Figura 16. Cuantificaciéon de la enzima TP. Regresidn lineal obtenida a partir de la intensidad de bandas del gel de
poliacrilamida para la TP. El punto rojo corresponde a la masa del monémero de enzima en la muestra de ensamble
TP-BMV.
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Figura 17. Cuantificacion de la proteina de capside del BMV. Regresidn lineal obtenida a partir de la intensidad de
bandas del gel de poliacrilamida para la CP. El punto rojo corresponde a la masa de proteina de capside
correspondiente a la muestra de ensamble TP-BMV.



30

3.6 Caracterizacion del compuesto (2-carboxietil) bromuro de trifenilfosfonio

3.6.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

La sintesis fue realizada mediante la sustitucién nucleofilica del bromo en el 4cido 3-bromopropidnico por

el fésforo del trifenilfosfano (Fig. 18).

0 Br AN A N —
+ CH3CN © ] < )

o 75°C/24h

Acido 3- bromopropiénico Trifenilfosfano Bromuro de 2-carboxietil trifenilfosfonio

Figura 18. Reaccién de sintesis 2CETPP. Esquema de la sintesis del derivado de trifenilfosfonio a partir de sus
precursores: acido 3-bromopropidnico y trifenilfosfano.

El espectro del compuesto fue comparado con el de sus precursores para la determinacion de los enlaces
en la muestra (Fig. 19). Se observa la desaparicién de la sefial alrededor de 635 cm™ correspondiente al
enlace C-Br presente en el acido bromopropidonico (BPA), mientras que se mantienen las sefiales
correspondientes al enlace C=C de las estructuras ciclicas del trifenilfosfano y las correspondientes al

grupo carboxilo aportadas por el 4cido bromopropidnico (Tabla 3).
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Figura 19. Espectro infrarrojo del compuesto 2CETPP. Comparacién de los espectros del 2CETPP con sus precursores:
trifenilfosfina (TPP) y dcido bromopropionico (BPA). A la derecha se muestra la estructura del 2CETPP indicando los

enlaces descritos en los espectros.

Tabla 3. Sefales en el infrarrojo del (2-carboxietil) bromuro de trifenilfosfonio.

Numero de onda

(cm?) Grupo funcional Referencia

688 - (Bundy, 1976)

. (PubChem, 2021,
722 Flexion C-H Bundy, 1976)

. (PubChem, 2021,
744 Flexion C-H Bundy, 1976)
1107 - (Bundy, 1976)
1230 C-H (Bundy, 1976)
1322 C-H (Bundy, 1976)
1384 Flexién C-H (Bundy, 1976)

. (PubChem, 2021,
1435 Flexion OH (COOH) Bundy, 1976)
1485 - (Bundy, 1976)
1580-1584 C=C (Alcano ciclico) (Bundy, 1976)
1620 Estiramiento C=C (Bundy, 1976)

1745 Estiramiento C=0 (PubChem, 2021;
(COOH) Bundy, 1976)
2542-2559 Estiramiento OH (Bundy, 1976)

(COOH)
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Estiramiento OH

2610-2627 (COOH) (Bundy, 1976)
Estiramiento OH
2893 (COOH) (Bundy, 1976)
3052 - -

3.6.2 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

El compuesto sintetizado 2CETPP fue analizado por espectroscopia de resonancia magnética nuclear
donde la RMN *H mostré la presencia de protones aromaticos de TPP (7.6-7.8 ppm) asi como los protones
metilo (3.0 y 3.7 ppm) y carboxilico (8.92 ppm) del acido 2-propidnico. Los picos de carbono
correspondientes también se observaron en la RMN C y se etiquetaron en la Figura 20. Mientras que la

RMN 3P mostré el pico de fésforo confirmando la sintesis exitosa de 2CETPP.
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Figura 20. Espectro de RMN del compuesto 2CETPP. Sefiales de resonancia obtenidas de los nicleos magnéticos de
1H/ 13C y 31P
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magnéticos de H, 13Cy 3'p

3.6.3 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas

De acuerdo con la formula quimica del compuesto sintetizado (C21H2002PBr) su peso molecular tedrico es
de 415.26 g/mol (Fig. 21a). A partir de esa premisa, se realizd la fragmentacidén y analisis por
espectrometria de masas de la molécula, obteniendo una sefial de alta intensidad (1.2e’) a 335.1190 m/z
(exactitud de masa <2 ppm). Esta sefial corresponde al ion representado en la Figura 21b como resultado

de la disociacion del enlace idnico entre el fésforo y el bromo en condiciones de acidificacién.
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Figura 21. Masa molecular del compuesto 2CETPP. a) Estructura del bromuro de trifenilfosfonio, férmula quimica y
masa esperada. b) Estructura del ion C1H00,P* obtenido tras la ionizacién del compuesto y la masa molecular
tedrica calculada.
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3.7 Funcionalizacion de los nanorreactores

La funcionalizacion de los nanorreactores fue confirmada mediante el cambio en el potencial Z (Fig. 23).
La carga superficial de los nanorreactores sin funcionalizar fue de -8.24 mV en solucién amortiguadora

MES a pH 6.5, mientras que las VLPs funcionalizadas presentan un potencial Z de -3.99 mV en las mismas

condiciones.
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Figura 23. Carga superficial de los nanorreactores funcionalizados. Desplazamiento del potencial Z en muestra de
nanorreactores funcionalizados y sin funcionalizar.

3.8 Ensayo de mitodireccion de nanorreactores

En la Figura 24. se muestran las microscopias obtenidas a partir del ensayo de co-localizacién. La primera
serie (24a, 24b y 24c) corresponde a las células incubadas con nanorreactores mitodirigidos (TPgrc-BMV-

TPP). La segunda serie (24d, 24e y 24f) muestra la intensidad obtenida en la muestra de nanorreactores

sin funcionalizar (no mitodirigidos).
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Mito-ID FITC Combinacion

Figura 24. Micrografias de las células AML-12 en ensayo de co-localizacién. Muestra de células incubadas con
nanorreactores funcionalizados con TPP (a,b y c). Muestra de células incubada con nanorreactores sin funcionalizar
(d,eyf).

El andlisis de co-localizacién fue realizado a partir de la combinacién de los canales de Mito-ID y FITC. En
el caso de la muestra funcionalizada con TPP se obtuvo una correlacién de 74 + 5% (Figs. 25a y 25b). En
la muestra de nanorreactores sin funcionalizar el porcentaje de co-localizacién fue de 52 + 6 % (Figs. 25c¢

y 25d).



37

Figura 25. Analisis de correlacién FITC-Mito-ID. Co-localizacién por pixel y mapa de correlacién: funcionalizada (a y
b) y sin funcionalizar (c y d). El color verde de la imagen de co-localizacién por pixel representa las zonas sin co-
localizacién. El color gris corresponde a las zonas con co-localizacion.
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Capitulo 4. Discusion

El ensamble de las capsides virales del BMV se lleva a cabo de manera predominante por interacciones
electrostaticas entre la proteina de capside y el ARN del virus (Lin y Beal, 2012). Se ha reportado que el
acido ribonucleico de naturaleza anidnica interactia con el amino terminal de la proteina de capside que
esta orientado hacia adentro de la estructura icosaédrica (Ni et al., 2012). En el caso de las particulas tipo
virus, la molécula a encapsidar funge como centro de nucleacién para la formacion de estas estructuras y
por ello que resulta fundamental que posea una carga superficial suficientemente negativa para

interactuar con la proteina de capside (Siber et al., 2010).

La carga superficial de la TP comercial utilizada en el presente proyecto fue de alrededor de -14 mV en
solucidon amortiguadora de fosfatos a pH 7.0. Sin embargo, los ensayos preliminares de encapsidacién no
resultaron exitosos hasta que se realizé la funcionalizacién de la proteina con FITC, cambiando la carga
superficial a -22 mV. Por otro lado, el tamano de la enzima no se vio significativamente modificado,

manteniéndose en aproximadamente 7.3 nm de didmetro hidrodindmico (Fig. 8).

Actualmente no existe un consenso acerca de la carga negativa y tamafio de proteinas necesarios para
promover el autoensamblaje por interacciones electrostaticas, no obstante, se tiene reportada la
estimacion de un nimero de cargas negativas superficiales de 32,000 para el ARN nativo y 20 positivas
para los dimeros de proteina de capside (Garmann et al., 2014), asi como el potencial Z de diversas
nanoparticulas metalicas ensambladas cuya carga es igual o mayor a-22 mV (Duran et al., 2020). Respecto
a encapsidacién de enzimas, se ha reportado que una carga de -17 mV a pH neutro (Olivares, 2020) o
enzimas con puntos isoeléctricos por debajo de pH 4.0 resultan suficientes para el ensamble de
nanorreactores (Gama, 2021). No obstante, es necesario un andlisis a profundidad de la influencia del
tamafio y la carga superficial de una mayor diversidad de enzimas para esclarecer su contribucion en la

reaccion de encapsidacion.

En la Figura 14. se observa que ademas del mondmero de la enzima de 45 kDa, la preparacion comercial
exhibe una impureza de aproximadamente 70 kDa que ha sido reportada anteriormente por Finnis et al.
(1993) para el mismo proveedor. Adicionalmente se aprecia que la intensidad de la impureza es mayor a
la del mondémero de TP, excepto en la preparacion de ensambles purificados. Este resultado se
complementa con el obtenido para el sobrenadante de la purificaciéon, en el cual la banda de la impureza
es mas intensa que la correspondiente a la enzima (Anexo 2). Esto indica que el proceso de encapsidacion

incrementa la pureza de la enzima dentro de las capsides con respecto a la pureza de la enzima de origen.
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Por otro lado, se establece la posibilidad de modificar la carga superficial de las enzimas funcionalizandolas
con moléculas pequeias que enmascaren las cargas positivas de las mismas. Se plantea que la conjugacion
de proteinas con FITC resulta un método eficiente debido a la alta reactividad del grupo isotiocianato en
presencia de grupos amino para la formacion de tioureas (Breen et al., 2016). No obstante, esto dependera
de la pureza y concentracion en la que se encuentra la enzima. Ademds, debe tomarse en cuenta que la
modificacion de las enzimas puede afectar su capacidad catalitica, como se observa en la disminucién la
actividad catalitica (keat) de la TP tras su funcionalizacion con FITC (Tabla 2), sin llegar a reducirla
sustancialmente. A la par de la disminucién de la velocidad, la funcionalizacidn de la enzima exhibe una
mejora en la afinidad por la timidina como sustrato; lo anterior podria asociarse a cambios de la polaridad
de la superficie alrededor del sitio catalitico de la enzima (Tabla 2). Sin embargo, se requieren pruebas

estructurales de la enzima modificada para su determinacion.

A su vez, la enzima TP exhibe una curva tipica de inhibicidén por sustrato a una concentracién >0.55 M de
timidina. Tomando en cuenta que en pacientes con MNGIE los niveles de timidina en plasma van de 3.9 a

17.7 umol/L, se espera que la enzima no presente inhibicién por sustrato a tales concentraciones.

Por otro lado, la reaccién de ensamble se realizé usando una proporcién de 3.6 moles de mondémero de
timidina por mol de proteina de cdpside, misma que fue escalable hasta un volumen total de reaccién de

1.5 mL manteniendo la proporcion molar.

Mediante la modificacién de la solucién amortiguadora de proteinas en la cual se lleva a cabo la reaccion
de ensamble, se observé que al eliminar el EDTA en la primera etapa, la enzima no era encapsidada por la
CP, obteniendo un didmetro hidrodinamico de alrededor de 7 nm (enzima y CP libres). Adicionalmente se
registré una sefial de aproximadamente 28 nm de diametro en una proporcion menor a 10% en volumen,
no detectada en numero (Anexo 3). Al realizar el analisis de la muestra por TEM se confirmé la ausencia
de ensambles (Anexo 3) y se establece que la sefial obtenida de 28 nm podria corresponder a la formacion
de capsides vacias, de acuerdo con lo reportado en literatura para el ensamble de cédpsides a pH menores

que 5.0y fuerza idnica entre 0.1y 0.2 M (Lavelle et al., 2007).

Dada la diferencia significativa entre el peso molecular de las VLPs con la enzima y la CP en su estado libre,
es posible utilizar la ultracentrifugacion como método de purificacién, al igual que para el virus nativo. Tras
purificar, las poblaciones mayormente representadas corresponden a estructuras icosaédricas de un

tamafio aproximado de 18 y 35 nm de didmetro (Fig. 12). Esto asociado a la capacidad que tiene la proteina
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de cépside del BMV de formar estructuras T=1 y T=3 de tamafios similares a los obtenidos (Dedeo et al.,

2011).

A partir de la cuantificaciéon de proteina de cépside contenida en 15 puL de VLPs purificadas (Fig. 15) se
obtuvieron 4.9 ug de CP total. Considerando el peso molecular de una subunidad de proteina de capside
como 20.3 kDa y un total de 180 subunidades por capside viral, la cantidad de capsides formadas se obtuvo

a partir de la ecuacion 1:

491 x 10 %g de proteina de capside
20,300 Da x 180 subunidades de CP

Moles de VLPs = (2)

Moles de VLPs = 1.34x 10712

En cuanto a la determinacion de enzima contenida en los nanorreactores en el ensayo de densitometria,
se plantea que la presencia de FITC es capaz de aumentar la seial del colorante azul de Comassie en los
geles, ya que, en ausencia de la enzima, el isotiocianato de fluoresceina exhibe sefial tornando azul la
solucidn. Es por ello que para conocer la cantidad de enzima TPrrc encapsidada, se requiere buscar otro

método de cuantificacion.

Como resultado de la sintesis del 2CETPP se obtuvieron 628 mg del compuesto, lo que representa el 46.3%
de rendimiento de la reaccidén y con base en las tres caracterizaciones mostradas anteriormente (FTIR,

RMN y LC-MS), se confirma la identidad e integridad de la molécula.

Adicionalmente, se obtuvo la funcionalizacion de las cdpsides con un exceso de 300 x moles del derivado
de trifenilfosfonio 2CETPP sintetizado en este proyecto. Esta funcionalizacidon dié como resultado el
cambio en la carga superficial de los nanorreactores. El desplazamiento de 4 unidades de la sefial hacia el
sentido positivo se relaciona con la naturaleza catidnica del compuesto, sin embargo, la contribuciéon de la
carga positiva es relativamente baja en comparacién con lo reportado en literatura para otras particulas
funcionalizadas con el mismo compuesto (Wei et al., 2015). Lo anterior puede deberse a la diferencia de
sitios de unidn presentes en la superficie de ambas particulas, ya que en el caso de los nanorreactores no
se requiere de un proceso de aminacidén previo a la conjugacion con trifenilfosfonio, sino que se
aprovechan las cadenas laterales de los aminoacidos positivos (lisina, arginina y glutamina) en la superficie
de las capsides. Por su parte, el didmetro hidrodinamico de los nanorreactores no presenté un cambio

significativo.



41
Con respecto al ensayo de mitodireccion, en la Figura 24 se contrastan las imagenes de las células
obtenidas por medio de microscopia confocal. Para la muestra incubada con nanorreactores
funcionalizados (i.e., mitodirigidos), se observa una sefial mayor de colocalizacion en la combinacién de
los canales de FITC y Mito-ID (Fig 24c) en comparacion con la muestra de nanorreactores sin funcionalizar

(Fig 24f).

Cuantitativamente, el cultivo incubado con nanorreactores sin trifenilfosfonio arroja un porcentaje de
correlacién del 52 + 6%, mientras que el tratado con nanorreactores mitodirigidos fue de 74 + 5%,
obteniendo un mapa de correlacién con una pendiente mas definida (Fig. 25). No obstante la cercania con
el eje de Mito-ID se debe a la diferencia de intensidad que prevalece en este canal respecto al de FITC.
Esto podria modificarse afiadiendo una cantidad mayor de FITC a la muestra, sin embargo, tomando en
cuenta que los nanorreactores se internalizaran en las células mediante el potencial de membrana de las
mitocondrias, se propone que el mejoramiento de la intensidad de FITC estara limitado a la saturacion de

nanorreactores funcionalizados dentro de la mitocondria.

Finalmente, se observd un fendmeno de inactivacion de la timidina fosforilasa contenida en los
nanorreactores que fue evaluada en funcion del pH al que la enzima es sometida durante el proceso de
ensamble. Durante la primera etapa en solucién amortiguadora de ensamble a pH 7.2, la enzima aun
presenta actividad, no asi después de la etapa de acidificacidn en solucién amortiguadora de suspensién

apHA4.5.

Para establecer la relacidn entre el pH y la funcién de la enzima, se realizaron pruebas de actividad en la
solucidon amortiguadora usada en el paso de acidificacién a pH 4.5, 5.0 y 6.0, utilizando enzima libre sin

funcionalizar, para descartar cambios en la actividad debido a la adicién de FITC o la encapsidacion.

En la Figura 26 se muestra la comparacién de la pendiente obtenida en las tres condiciones de pH. En la
muestra a pH 4.5 se aprecia un aplanamiento de la pendiente que describe el consumo de la timidina como
sustrato, lo que indica la ausencia de actividad TP. Esta muestra fue dializada durante 24 horas contra
solucion amortiguadora a pH 5.0 y 6.0 con el fin de reestablecer la actividad enzimatica mediante el
incremento del pH. Sin embargo, no se observé el reestablecimiento de la misma en un monitoreo

realizado cada 24 horas durante 5 dias.

De acuerdo con reportes sobre la actividad enzimatica de la TP a diferentes pHs, la disminucion drastica

de la actividad ocurre por debajo de pH 5.0, perdiendo su actividad casi por completo a pH 4.5 (Oh vy el



42
Kouni, 2019) y sin establecer su reversibilidad. En contraste con la amplia caracterizacidn de su inhibicién
por sustratos, la inhibicidn irreversible provocada por la acidificacion de la enzima carece de reportes al

momento de la publicacién de este trabajo.

El pH en la etapa de acidificacion resulta importante debido a que brinda estabilidad a las capsides al
promover la interaccion entre los dimeros de CP, lo cual resulta crucial para su estabilidad. Se ha reportado
que la etapa de acidificacion puede realizarse a un pH mayor a 4.5, por tanto en perspectiva a este
proyecto se propone la modificacion de las relaciones molares entre TP y CP para ensamblar la enzima a
un pH mayor, tal que provea la acidez necesaria para mantener la estabilidad de los ensambles y sea lo
suficientemente cercano al pH éptimo de la enzima. Al mismo tiempo, se establece la posibilidad de
modificar la fuerza idnica de la solucién de acidificacién o la adicion de iones magnesio a soluciones
cercanas a la neutralidad, con el objetivo de disminuir el riesgo de desensamble debido al incremento en

el pH.
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Figura 26. Inhibicion de la actividad enzimatica. Prueba de actividad de la enzima comercial en estado libre (20 U) a
diferentes pH acidos. La pendiente negativa indica la degradacién de la timidina como sustrato.
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Capitulo 5. Conclusiones

Este trabajo se enfocd en la encapsidacion de la enzima TP dentro de VLPs para ser dirigidas de manera
especifica hacia mitocondrias. Para ello, se empled un método de autoensamble de la CP del BMV basado
en interacciones electrostaticas complementarias. Para promover la interaccion entre la enzima y las
proteinas de la capside, la TP fue funcionalizada con FITC como estrategia para aumentar su carga negativa.
Obteniendo el desplazamiento de su potencial Z en 7 unidades en sentido negativo, sin modificar

significativamente su tamafio.

Por otro lado, se establece que la unidon de FITC a la enzima modifica sus parametros cinéticos,
disminuyendo el nimero de recambio (ket) y aumentando aparentemente la afinidad de la enzima por la
timidina como sustrato (Km). Como resultado del incremento en la carga negativa, se formaron estructuras
fluorescentes, cuasi-esféricas, similares en tamafio al virus nativo (alrededor de 28 nm), que contuvieron
a la enzima en su interior. La caracterizacién de las capsides formadas se llevé a cabo por medio de TEM y

espectroscopia de dispersion dindmica de luz.

Para mitodirigir los nanorreactores hacia las mitocondrias se realizd la sintesis del compuesto (2-
carboxietil) bromuro de trifenilfosfonio (2CETPP) utilizando como precursores trifenilfosfeno y acido 3-
bromopropiénico, obteniendo como producto el reactivo en su estado sélido con un rendimiento de la
reaccion del 46.3%. La identidad del 2CETPP se confirmo por espectroscopia infrarroja por transformada

de Fourier, espectroscopia de resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas.

La superficie de los nanoreactores fue funcionalizada con trifenilfosfonio y la unién fue caracterizada
mediante la diferencia en el potencial Z de nanorreactores funcionalizados y sin funcionalizar, dando como

resultado un desplazamiento de la carga superficial de 4 unidades en sentido positivo.

Finalmente, la internalizacion hacia las mitocondrias fue observada en un ensayo de co-localizacién
marcando con Mito-ID Red las mitocondrias de hepatocitos murinos de la linea AML-12 y correlacionando
la sefial con la del marcador FITC unido a la enzima dentro de las cdpsides. En comparacion al control sin
funcionalizar (52 + 6%,), la sefial de co-localizacion fue mayor en la muestra de nanorreactores
mitodirigidos con TPP (74 + 5%,). Se concluye que la encapsidacion de la enzima TP en capsides del BMV
para su mitodireccién brinda la posibilidad de desarrollar un tratamiento para MNGIE mas especifico a los

descritos en la literatura hasta el momento.
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Al mismo tiempo, la direcciéon de particulas tipo virus en este trabajo representa una plataforma para

evaluar la entrega dirigida de otros compuestos terapéuticos hacia la mitocondria.
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Anexos

Anexo 1
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Figura 27. Micrografia electrénica del virus BMV nativo. Carril izquierdo: marcador de peso molecular. Carril
derecho: Sobrenadante concentrado a partir de 7 ml de solucién de sacarosa.

Anexo 2

Figura 28. Sobrenadante concentrado de la purificacidon de VLPs. Carril izquierdo: marcador de peso molecular.

Carril derecho: Sobrenadante concentrado a partir de 7 ml de solucién de sacarosa.



Anexo 3

Size Distribution by Volume
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Fig. 29 Resultados de reaccién de ensamble no exitosa. Didmetro hidrodindmico de alrededor de 7 nm, con una

sefial a 28 nm menor al 10% en volumen. Microscopia electrénica de transmisién de la enzima y la proteina de
capside en su estado libre tras reaccion de ensamble.
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