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Resumen de la tesis que presenta Jordan Molina Solis como requisito parcial para la obtencién del
grado de Maestro en Ciencias en Nanociencias.

Nanorreactores enzimaticos para el tratamiento de la enfermedad de Pompe

Resumen aprobado por:

Dr. Rafael Vazquez Duhalt
Director de tesis

La enfermedad de Pompe (EP) es un trastorno hereditario caracterizado por la deficiencia de la enzima
alfa glucosidasa acida (GAA), que conlleva a la acumulacién de glucdgeno dentro de los lisosomas y
que resulta perjudicial para la salud. La terapia de reemplazo enzimatico (TRE) ha sido el principal
tratamiento para hacer frente a la EP, sin embargo, su efectividad se ve reducida por la activacion del
sistema inmune, procesos proteoliticos y la dificultad que presenta la enzima terapéutica para
atravesar la barreara hematoencefdlica. El objetivo de este trabajo fue disefiar y sintetizar
nanorreactores enzimaticos basados en el confinamiento de la enzima GAA en capsides del virus del
mosaico del bromo (BMV), con el fin de buscar posibles terapias para mejorar el tratamiento de la EP.
Por lo cual, los nanorreactores con actividad enzimatica GAA fueron sintetizados mediante el método
de autoensamble de las proteinas de capside del virus BMV en presencia de la enzima GAA. La proteina
de cdpside del BMV se obtuvo a partir del desensamble del virién nativo. La cantidad de enzima
encapsidada se evalud por medio de electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida. La
actividad enzimatica de la GAA libre y de la GAA confinada en las cdpsides virales fueron estudiadas
utilizando el sustrato p-nitrofenol a-D-glucdsido (pNP-Glc), y por medio del modelo de Michaelis-
Menten se determinaron las constantes cataliticas correspondientes. Los resultados indican que el
sustrato es menos a fin hacia la enzima libre (Ku= 0.61 0.2 uM), en comparacién con la enzima
encapsulada (Km= 0.11 +0.03 uM), no obstante, la enzima confinada en las capsides presenta menor
actividad (keat= 124 +24 s1), en contraste con la enzima libre (keat= 355 30 s 1). Por otro lado, la
microscopia electrénica de transmision (TEM), muestra que los nanorreactores sintetizados poseen
una morfologia cuasi-esférica con un didmetro promedio de 26 +3 nm, similares al viridon nativo. En
conclusidn, se han sintetizado de manera exitosa nanorreactores enzimaticos con actividad GAA con
la posibilidad de poder ser usados para mejorar el tratamiento de la enfermedad de Pompe.

Palabras clave: Alfa Glucosidasa Acida, Enfermedad de Pompe, Nanorreactores enzimaticos, Terapia
de reemplazo enzimatico, Virus del mosaico del bromo.



Abstract of the thesis presented by Jordan Molina Solis as a partial requirement to obtain the Master
of Science degree in Nanoscience.

Enzymatic nanoreactors for the treatment of Pompe disease

Abstract approved by:

Dr. Rafael Vazquez Duhalt
Thesis Director

Pompe disease (PD) is an inherited disorder originated by the deficiency of the enzyme acid alfa-
glucosidase (GAA) that induces the glycogen accumulation inside the lysosomes, which is detrimental
to health. The enzyme replacement therapy (ERT) has been, so far, the main treatment to contend
with the EP, however, its effectivity is reduced by the immune response, enzyme proteolysis and the
enzyme difficulty to cross the blood brain barrier. The aim of this work was to design and synthetize
enzymatic nanoreactors based on the enzyme confinement inside the virus-like particles from the
brome mosaic virus (BMV) in order to search for possible therapies to improve the treatment of PD.
The GAA confinement was performed by the self-assembly of the coat proteins of BMV in the presence
of GAA. The coat protein from BMV was obtained and purified from the disassemble of native virus.
Several mass proportions of GAA and capsid protein were tested in the auto-assembly reaction. The
amount of encapsulated enzyme was determined by denaturing polyacrylamide gel electrophoresis.
The enzymatic activity of free GAA and GAA confined were studied using the substrate p-nitrophenol
a-D-glucoside (pNP-Glc, and the corresponding catalytic constants were determined by means of the
Michaelis-Menten model. The results showed a higher substrate affinity of the nanoreactors (Km=0.11
10.03 uM) than the free enzyme (Ku=0.61 0.2 uM), nevertheless, the transformation rate was higher
with the free enzyme (keat= 355 £30 s %) than the confined GAA (keat= 124 £24 s1). On the other hand,
the transmission electron microscopy (TEM) showed that the nanoreactors are quasi-spheric shape
with a diameter of 26 #3 nm, which is similar to native virus. In conclusion, so far, enzymatic
nanoreactors with GAA activity were successfully synthesized with the possibility of being used to
improve the treatment of Pompe disease.

Keywords: Acid alfa-glucosidase, Brome mosaic virus, Enzymatic nanorreactors, Enzyme
replacement therapy, Pompe disease.
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Patologia de la enfermedad de Pompe. Los pacientes con Pompe presentan una deficiente
actividad de la enzima alfa glucosidasa acida (GAA), que cataliza la degradacién de glucégeno a
glucosa en el lisosoma. Esta deficiencia conlleva a acumular grandes cantidades de glucégeno, lo

gue causa una dilatacidn del organelo. Figura tomada de Carretero Colomer (2007).......ccccueeenneee 1

Representacidn esquematica de la estructura de una cépside del virus BMV T=3. a) Cuadrante de
la seccion trasversal de una capside vacia del BMV con radio exterior de 14.2nm. b) Perspectiva
del interior de la capside del BMV, en color azul se indica la densidad de cargas electrostaticas
positivas. c) Perspectiva de la superficie exterior de la capside del BMV, en color rojo se indica una

mayor distribucidn de cargas positivas. Figura tomada de Gama Lopez (2019)......ccccceveeeerveeeennneee. 5

Representacion esquemadtica de un nanorreactor enzimdtico. La enzima (E) confinada en el
interior de una capside viral catalizara la reaccidn de sustrato (S) a producto (P), a través de, los
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Amplificacién de viriones nativos de BMV en plantas de cebada. a) Germinacion de semillas de
cebada. b) Siembra de semillas de cebada germinadas. c) Crecimiento de plantas de cebada a
través de un sistema de riego con mangueras. d) Inoculacion de hojas de cebada con virus BMV
(15 dias posteriores a la siembra). e) Almacenamiento de hojas de cebada con signos de clorosis

@ 720°C e e a e a e a e e e e s ar e 12

Extraccion y purificacién del BMV a partir de plantas de cebada infectadas. a) Cultivo de plantas
de cebada para inoculaciéon con BMV. b) Extraccién de BMV por medio del triturado de hojas de
cebada infectadas con BMV. c) Centrifugacion del macerado con diclorometano y recuperacion
de la fase acuosa. d) Colchén de sacarosa al 10% para aislar el BMV por centrifugacién. d)
Purificacidn del BMV por centrifugacion con gradiente de sacarosa (10 a 40%). e) Almacenamiento

del BMV en alicuotas de 1.5 ml a una concentracion de 2 mg/ml y a una temperatura de -80°C.

Mecanismo de desensamble del BMV y purificacién de su proteina de capside. La capside del BMV
se desensambla en dimeros de proteina. Las muestras son ultracentrifugadas a 50,000 rpm para
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Proceso de sintesis de las VLP’s del BMV con actividad GAA, por el método de autoensamble. La
proteina GAA es rodeada por los dimeros de CP-BMV que conforman la capside cuando son
dializadas en soluciéon amortiguadora de ensamble. Transcurrida las 12 horas, las muestras son

dializadas en solucién amortiguadora de acidificacion para el almacenamiento de las VLP’s. .... 17

Cinética enzimatica de la GAA. a) Degradacidén del sustrato p-nitrofenol a-D-glucdsido (pNP-Glc)
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Habilitacidn del invernadero para el cultivo de plantas de cebada. Para el crecimiento éptimo de
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Plantas de cebada infectadas con el BMV. Las hojas de cebada muestran los sintomas tipicos de
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Electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida de las VLP's BMV-GAA, procesadas en el
software Imagel. Carril 1, corresponde al marcador de peso molecular (Bio-Rad 20-250KDa). Carril
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17.

X
Comparativa de velocidad de reaccidn catalitica de la enzima GAA libre y de una VLP BMV:GAA.
a) Cambios de absorbancia (400 nm) en funcion del tiempo para la GAA libre. b) Cambios de
absorbancia en funcidn de longitud de onda para la GAA libre. c) Cambios de absorbancia (400
nm) en funcion del tiempo para la VLP BMV:GAA (1:10). d) Cambios de absorbancia en funcién de
longitud de onda para la VLP BMV:GAA (1:10). Se us6 0.45 uM de sustrato p-nitrofenol o-D-
glucésido (pNP-Glc) que, al ser catalizada por la GAA, se genera un compuesto fendlico detectable
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Caracterizacion estructural de las VLP’s BMV-GAA. a) Micrografias de las VLP’s BMV-GAA (1:2), de
tamafio promedio 25 3 nm. b) Histograma de distribucién de tamafios de las VLP’s BMV-GAA
(2:2). c) Micrografias de las VLP’s BMV-GAA (1:10), de tamafio promedio 26 3 nm. d) Histograma
de distribucion de tamafios de las VLP’s BMV-GAA (1:10). e) Histograma de distribucion de
tamafios de las VLP’s BMV-GAA (1:2), de tamafio 25 +3 nm. f) Micrografias de las VLP’s BMV-GAA
(1:20), de tamafio promedio 26 2 nm. d) Histograma de distribucidon de tamafos de las VLP’s
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Capitulo 1. Introduccidn

La enfermedad de Pompe (EP), también conocida como enfermedad de almacenamiento de glucégeno
tipo 1l (GSD Il) o deficiencia de maltasa acida (AMD), es un trastorno congénito, de progresion lenta y
mortal que se basa en la deficiencia de la enzima alfa glucosidasa acida (GAA), la cual se encarga de
catalizar la conversidn de glucégeno a glucosa en los lisosomas celulares de todo el cuerpo (Kok et al.,
2022; Stevens, 2022). Aquellos que padezcan EP, presentaran manifestaciones clinicas tales como:
distrofias musculares, disfunciones respiratorias, disfunciones cardiacas, hepatomegalias, cardiomegalias,

entre otras (Unnisa et al., 2022; van Capelle et al., 2008).
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Figura 1. Patologia de la enfermedad de Pompe. Los pacientes con Pompe presentan una deficiente actividad de la
enzima alfa glucosidasa acida (GAA), que cataliza la degradacién de glucdégeno a glucosa en el lisosoma. Esta
deficiencia conlleva a acumular grandes cantidades de glucégeno, lo que causa una dilatacion del organelo. Figura
tomada de Carretero Colomer (2007).

El principal problema con la EP, radica en la efectividad de su tratamiento convencional, la cual es conocida

como terapia de reemplazo enzimatico (TRE). La TRE comprende el suministro de enzimas exdgenas
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terapéuticas por via sistémica. En el caso de la EP, el tratamiento se realiza con la GAA. el cual fue aprobado
por la “Food and Drug Administration” (FDA), en el afio 2008 (Lim et al., 2019). Desde entonces, ha sido el
principal tratamiento para combatir la EP, cuyos inconvenientes se relacionan con la activacidn del sistema
inmune, la degradacién de la enzima por protedlisis y las dificultades de la enzima para atravesar la barrera
hematoencefalica del cerebro (Cagin et al., 2020; Lim et al., 2019; Puzzo et al., 2017; Ronzitti et al., 2019);

dando lugar a la necesidad de buscar y desarrollar alternativas que puedan vencer estos obstdculos.

1.1 Desafios del tratamiento de la enfermedad de Pompe

Existen problemas en relacién con la efectividad del tratamiento de la EP que se ve principalmente
influenciada por la sintesis de anticuerpos contra la proteina de GAA administrada y, por la ineficacia de
la enzima terapéutica para el direccionamiento muscular (Desai et al., 2019; Fernandez-Simén et al., 2019;
Pena et al.,, 2019). Los pacientes que reciben TRE suelen mostrar signos y sintomas de rechazo
inmunolégico, principalmente en tres sistemas: el de la piel (urticaria, sarpullido, eritema, y prurito), el
cardiovascular (palidez, hipertension o hipotension) y el respiratorio (tos, taquipnea y disminucion de la
saturacion) (Pascual Pascual et al.,, 2016). Diferentes estudios han considerado determinantes los
siguientes factores en la efectividad de la TRE: Inicio de intervencidn, tipo de fibra muscular en el que se

suministra la enzima y dosificacién del tratamiento (Chien et al., 2013).

Las personas con mutaciones que impiden la produccidn natural de GAA, muestran un estado de material
inmunoldgico con reactividad cruzada (CRIM) negativo, por lo que al inicio de la TRE se presenta una
respuesta inmunolégica que bloquea casi totalmente el efecto de la enzima suministrada. En cambio, la
mitad de los pacientes con IOPD y todos aquellos con LOPD tienden a presentar CRIM positivo, es decir, la
produccién de proteina mutante enddgena les permite tolerar mejor la forma sintética de la enzima

terapéutica.

El uso de inmunomoduladores, la prolongacién del tiempo de ejecucion del tratamiento y la dosificacién
focalizada han sido las estrategias tradicionales para hacer frente a los obstaculos presentes en la TRE
(Bond et al., 2019; Lim et al.,, 2019), no obstante, esto conlleva a aumentar los costos econdmicos y
duracién de la terapia, asi como también, seguir comprometiendo la seguridad de los pacientes (Kohler et

al., 2018).



1.2 Nanomedicina y las capsides virales como nanovehiculos

La nanociencia, ha hecho posible el disefio y creacidn de sistemas que han permitido aprovechar las
propiedades de los materiales en la nanoescala (Bayda et al., 2020; Li et al., 2022). Los dendrimeros,
micelas, liposomas, nanotubos de carbono y las particulas tipo virus (VLP’s), son un claro ejemplo de los
materiales que han sido estudiados para el desarrollo de la nanomedicina, como es el caso de la
elaboracion de nanovehiculos para la administracion de farmacos (Alemzadeh et al., 2018). Las VLP’s han
sido disefiadas para mimetizar la estructura de un virus, pero sin material genético infeccioso (Lee et al.,
2016); hecho que ha permitido su uso en aplicaciones biomédicas, tales como, el desarrollo de vacunas
(Ludwig y Wagner, 2007; Villagrana-Escarefio et al., 2019), y terapias génicas, principalmente (Ronzitti et

al., 2019; Teunissen et al., 2013).

Las VLP’s derivan de un virus y en la mayoria de los casos su estructura y morfologia son idénticas al virus
nativo (Kawano et al., 2018). La mayoria de los virus consisten comunmente en cientos de subunidades
conformadas por un tipo de proteina que pueden ser capaces de autoensamblarse para formar una
capside que protege a su material genético, ya sea, acido desoxirribonucleico (ADN) o acido ribonucleico
(ARN). La funcién natural de los virus es infectar células vivas para replicarse dentro de las células huésped.
La mayoria de las proteinas que constituyen los virus tienen una capacidad altamente conservada para
autoensamblarse, de tal manera que es posible sintetizar VLP’s (Lee et al., 2016). Las formas y tamafios de
las cdpsides virales suelen ser muy regulares y estables (Mateu, 2013), por lo cual, las VLP’s se han
propuesto para un sin numero de aplicaciones en bionanotecnologia (Balkrishna et al., 2021; Gonzalez-

Davis et al., 2019; Schwarz et al., 2017; Smith et al., 2013).

Existen muchos virus utilizados para la produccion de VLP's, particularmente aquellas con estructuras mas
simples; por ejemplo, el virus de la hepatitis B recombinante (VHB), expresado por Escherichia coli, el virus
del moteado clordtico del caupi (CCMV), y las capsides del poliomavirus; las cuales, se han estudiado y
manipulado ampliamente (Glasgow y Tullman-Ercek, 2014). La infeccidn de organismos huésped o células
huésped cultivadas ha sido una forma efectiva de producir grandes cantidades de viriones en su forma
nativa a los que se le remueve el contenido genético, para posteriormente, la proteina de capside se
reensamble formando VLP’S. Esta técnica se ha aplicado con éxito a gran escala para varios tipos de virus,
como el virus del mosaico del tabaco (TMV), y el virus del mosaico del caupi (CPMV) (Alonso et al., 2013).
Otras cdpsides, como los bacteriéfagos MS2 y Qp, requieren condiciones mas duras para desmontar sus
estructuras altamente estables de forma reversible (Hung et al., 1969). Algunos virus, como el virus del

moteado necrético del trébol rojo (RCNMV), y el bacteriéfago P22, también pueden sufrir transiciones
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estructurales, afectando la porosidad de la capside cuando se tratan con quelantes metalicos o altas
temperaturas, respectivamente (Sherman et al., 2006). Muchas céapsides, incluidas HBV, CCMV, TMV y el
virus del mosaico del bromo (BMV), se ensamblan y desensamblan en funcion del pH y la fuerza idnica

(Katen y Zlotnick, 2009; Teunissen et al., 2013).

Recientemente, el uso de VLP’s con alta capacidad de carga y biocompatibilidad han alcanzado etapas
clinicas. Las VLP’s de virus de plantas han recibido menos atencidn, ya que para la mayoria de los
desarrollos de vectores virales se utilizan virus de mamiferos. Sin embargo, debido a su facil produccidn,
manejo y estructura simple, los virus de plantas y de bacterias son atractivos para algunas aplicaciones
biomédicas (Alemzadeh et al., 2018; Eiben et al., 2019; Hema et al., 2019). Los bromovirus de plantas,
como el BMV, son nanoparticulas virales que se han propuesto como nanovehiculos para la administracion
de farmacos en diferentes terapias y como agentes de diagndstico por imagenes en el cancer (Nufiez-
Rivera et al., 2020). Este tipo de VLP también ofrece la oportunidad de distintas modificaciones en el
interior, exterior, y la interfaz de su estructura mediante enfoques genéticos y quimicos que forman nano
portadores para la administracién de farmacos (Alemzadeh et al., 2018; Nufiez-Rivera et al., 2020;
Villagrana-Escarefio et al., 2019). Ademads, la proteina de cépside del BMV es capaz de encapsular
moléculas anidnicas, como ARN heterdlogos (Azizgolshani et al., 2013), enzimas (Sanchez Sanchez et al.,
2014), farmacos (Barwal et al., 2016) o nanoparticulas de oro (Sun et al., 2007) por complementariedad
de carga con la posibilidad de dirigirlas a células diana a través de la funcionalizacién de la superficie
externa de la capside (Gillitzer et al., 2002; Nufiez-Rivera et al., 2020). De manera similar, las VLP’s del
CCMV, estrechamente relacionado, se han cargado con diferentes cargas, incluidas nanoparticulas de oro,

cromdforos con carga negativa y polimeros(Cadena-Nava et al., 2019).

1.3 Capside del BMV

El BMV es un virus que infecta naturalmente a gramineas. El BMV estd conformado por una capside
constituida por 180 proteinas, de masa molecular 20,835 Da. El N-terminal de cada una de estas proteinas
tiene una carga positiva que queda expuesto hacia el interior, de manera que la unién entre el virus y su
material genético se favorece electroestaticamente (Lucas et al., 2002). También, la capside del BMV tiene
la capacidad de ser sometida a transiciones estructurales para encapsular moléculas pequefias de manera
controlada y reversible (Cadena-Nava et al., 2019). A pH 7.5 o mayor y con una fuerza idnica igual o mayor

a 0.5 M, la capside se disocia en dimeros. Después de reestablecer un pH y fuerza idnica bajos se puede
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llevar a cabo su reensamble. Inclusive, este método se ha utilizado para encapsular moléculas anidnicas

(Sanchez Sanchez et al., 2014).

I Diametro de poro
de un pentamero

/ 0.5nm

Diametro de poro
de un hexamero
0.6nm
Radio interior 8.9nm
Radio promedio 11.3nm > »
Radio exterior 14.2nm 3 a )

Figura 2. Representacion esquematica de la estructura de una cépside del virus BMV T=3. a) Cuadrante de la
seccion trasversal de una capside vacia del BMV con radio exterior de 14.2nm. b) Perspectiva del interior de la
capside del BMV, en color azul se indica la densidad de cargas electrostaticas positivas. c) Perspectiva de la superficie
exterior de la capside del BMV, en color rojo se indica una mayor distribucion de cargas positivas. Figura tomada de
Gama Lépez (2019).

Durante los ultimos afios, se ha estudiado la toxicidad del virus BMV, cuyos resultados fueron negativos,
en los que incluso a altas concentraciones de virus no se encontré un efecto citotéxico en las células
(Bongsu et al., 2011; Nufez-Rivera et al., 2020). También, se evalud la respuesta inmune in vitro del BMV
y se compard con la inducida por el CCMV, en el que sorprendentemente se encontré una diferencia
notable. El CCMV arrojo una alta activaciéon de macrdéfagos en contraste con el BMV, con una respuesta
inmune casi nula. Este alto grado de biocompatibilidad y baja inmunogenicidad hacen que las capsides del
BMV sean candidatas adecuadas como portadores para administrar farmacos terapéuticos o moléculas de
RNA de interferencia (siRNA). Por otro lado, no se ha encontrado indicios de que las particulas virales

puedan cruzar la barrera hematoencefdlica por si solas, no obstante, el trasplante de células
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hematopoyéticas (TPH) en combinacién con la TRE y el uso de moléculas que aumenten la permeabilidad
de la barrera hematoencefalica pueden mejorar los resultados clinicos para este caso (Macauley, 2016;

Poswar et al., 2019).

1.4 Nanorreactores enzimaticos

Las VLP’s pueden ser aprovechadas para la produccion de nanorreactores enzimaticos mediante el
confinamiento de enzimas activas (Comellas-Aragones et al., 2007). En este tipo de nanorreactores se han
reportado propiedades cataliticas diferentes a las que tienen las enzimas en su forma libre (Zhu et al.,
2019), destacando que pueden albergarse los sitios cataliticos activos y controlar el acceso de reactivos y
productos, dando lugar a reacciones cataliticas mucho mas estables (Sanchez-Sanchez et al., 2014).
Ademas, se ha reportado que el confinamiento de enzimas en cdpsides virales puede ayudar a protegerlas

ante la protedlisis.

Figura 3. Representacion esquematica de un nanorreactor enzimatico. La enzima (E) confinada en el interior de una
capside viral catalizara la reaccidn de sustrato (S) a producto (P), a través de, los poros de la capside.



1.5 Antecedentes

1.5.1 La terapia de reemplazo enzimatico (TRE) para enfermedades congénitas del

metabolismo

La nanotecnologia ha impactado significativamente en el desarrollo de la medicina para lo cual implica el
uso de nanomateriales como lo son las nanoparticulas y nanodispositivos con fines de diagndstico,
administracién, deteccidn o actuacién en un organismo vivo. Un importante esfuerzo de investigacion se
centra actualmente en el uso de nanoparticulas (NP), para la administracion de farmacos, cuyo objetivo
principal es el disefio de nanoportadores que contengan farmacos especificos y puedan dirigirse a tejidos
diana, reduciendo de esta manera la dosis del farmaco y, por ende, el aumento de la eficacia del
tratamiento. Las NP también pueden usarse como acarreadores de actividad enzimatica, especialmente
para tratamiento de los trastornos originados por deficiencias de la actividad enzimdtica y utilizando

enzimas exégenas terapéuticas (Gonzalez-Davis et al., 2019).

Existen muchas enfermedades originadas por la falta de una o mas actividades enzimaticas, por lo que, la
administracién de enzimas exdgenas ha sido utilizada con éxito como terapia de reemplazo enzimatico
(TRE) en trastornos como: La deficiencia de adenosina desaminasa (ADA) (Blackburn y Kellems, 2005), la
enfermedad de Gaucher (Tekoah et al., 2013), la hipofosfatasia (Kitaoka et al., 2017), la encefalomiopatia
neurogastrointestinal mitocondrial (de Vocht et al., 2009), entre otras. Para el caso de la enfermedad de
Pompe, la TRE ha sido la Unica terapia farmacoldgica establecida que se enfoca en esta deficiencia
enzimatica (Stevens, 2022), sin embargo, un factor importante que puede limitar la biodisponibilidad de
la enzima terapéutica es el desarrollo de anticuerpos neutralizantes anti-GAA que se produce después del
inicio de la TRE (Tarnopolsky et al., 2016). Por lo cual, el éxito de la TRE se basara principalmente en la
bioquimica enzimatica, las concentraciones locales de enzimas vy, la capacidad de las células tratadas para
cambiar y ser reemplazadas por células normales. Todos estos factores podrian modularse y mejorarse

mediante el uso de NP conteniendo actividad enzimatica (Gonzalez-Davis et al., 2019)

1.5.2 Nanorreactores basados en virus con actividad enzimatica

Diversas enzimas han sido confinadas en VLP’s (Tabla 1), entre las cuales, se encuentran la glucosa oxidasa

(Chauhan et al., 2020), B-glucosidasa, galactoquinasa, glucoquinasa (Patterson et al., 2014), peroxigenasa



8
(Gad y Ayakar, 2021), citocromo P450 (Sanchez Sanchez et al., 2014), entre otras. En todos estos casos se
tienen nanorreactores capaces de transformar a sus respectivos sustratos. Los niveles de confinamiento
van desde una molécula de enzima hasta mds de cien enzimas por cdpside. La concentracidon de enzima
puede ser muy alta: de 0.1 a 5.7 mM, lo que representa condiciones especiales de catdlisis que deben ser
tomadas en cuenta, como lo son: una cinética que no sigue la ecuacidon de Michaelis-Menten, que no todos
los sitos activos de la enzima estan accesibles al sustrato y, que se pierde movilidad de la molécula de

enzima reduciendo su actividad catalitica (Chauhan et al., 2021).

Tabla 1. Investigaciones recientes sobre particulas tipo virus (VLP’s) con actividad enzimatica.

Trabajo Capside Referencia

Nanorreactores basados en virus con actividad GALT para
Gama et al. (2021).
la terapia clasica de galactosemia.

Nanorreactores de VLP enzimaticos dirigidos con BMV
actividad de B-glucocerebrosidasa como posible terapia Chauhan et al. (2022).

de reemplazo enzimatico para la enfermedad de Gaucher.

Activacion de profarmacos de quimioterapia mediante

nanoparticulas biocataliticas similares a virus que Sadnchez-Sanchez et al. (2014).
contienen citocromo P450.
CcCMV
El virus del moteado clorético del caupi estabilizado como
plataforma para la terapia dirigida de reemplazo de Oudmaijer (2021).
enzimas.
Disefio de un nanovehiculo-VLP para el suministro de
Sanchez Sanchez et al. (2015).
actividad enzimatica CYP450.
Nanorreactor P22 biocatalitico multifuncional para el
P22 Chauhan et al. (2018).

tratamiento combinado del cancer de mama ER+.

Encapsulacion de enzimas activas dentro de particulas
Patterson (2018).
similares al virus del bacterioéfago P22.

En el trabajo reportado por Gama et al. (2021), se obtuvieron nanorreactores enzimaticos por
encapsulacion de la galactosa-1-fosfato uridil-transferasa (GALT), en capsides del BMV mediante la
estrategia de autoensamble de las proteinas de cdpside. Los resultados mostraron afinidad del sustrato
hacia los nanorreactores con una ligera reduccién comparada con la obtenida por la enzima libre. A pesar

de no utilizar ningln tipo de funcionalizacidn, los nanorreactores se internalizaron con éxito en diferentes
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lineas celulares, tales como fibroblastos y hepatocitos; por lo que demostraron ser una preparacién

enzimatica innovadora con uso potencial para el tratamiento de la galactosemia cldsica.

Otro estudio publicado por Oudmaijer, se basé en mejorar la efectividad de la TRE para hacer frente a
enfermedades de almacenamiento lisosomal, tales como la enfermedad de Gaucher y Fabry por medio
del encapsulamiento de las enzimas glucocerebrosidasa (GBA) y a-galactosidasa A (GLA), en
nanoparticulas basadas en capsides del CCMV. Las enzimas encapsuladas demostraron ser cataliticamente
activas y a fines hacia su sustrato fluorogénico. Ademas, la funcionalizacién dual de la superficie del CCMV
con polietilenglicol (PEG) y el ligando de direccionamiento, dieron como resultado una especificidad segura
hacia la célula enferma, reduciendo asi la dosis necesaria para lograr una concentracién eficaz del agente
terapéutico. Mediante la variacion del ligando, la particula pudo dirigirse a diferentes células enfermas, lo
qgue hace que este sistema de administracidn sea altamente sintonizable. Por lo tanto, esta investigacion
ha ilustrado los primeros pasos en la terapia de reemplazo de enzimas dirigida que se puede ajustar a
cualquier otra enfermedad de deficiencia enzimatica lisosomal (Oudmaijer, 2021). Recientemente, la
enzima glucocerebrosidasa fue encapsulada en cdpsides de BMV y funcionalizadas con manosa para ser
dirigidas a macrofagos pensando en la TRE para la enfermedad de Gaucher (Chauhan et al. 2022). Los

resultados de estos trabajos han sido esperanzadores para posibles mejoras en la TRE.

1.6 Justificacion

El tratamiento por reemplazo enzimatico de la enfermedad de Pompe presenta baja efectividad debido
principalmente por la activacion del sistema inmune, la protedlisis, la ineficacia del direccionamiento
muscular, y la incapacidad de la enzima terapéutica de atravesar la barrera hematoencefalica (Piras et al.,
2020). Resulta imperante la necesidad de encontrar nuevas alternativas que puedan mejorar la efectividad
y seguridad del tratamiento convencional. Dado que, las VLP’s basados en el BMV han demostrado tener
caracteristicas convenientes para su uso en aplicaciones médicas (Nufiez-Rivera et al., 2020; Tejeda-
Rodriguez et al., 2019), y la encapsulacién de enzimas (Chauhan et al.,, 2022; Gama et al., 2021); es
pertinente el disefio de nanorreactores con actividad GAA usando las capsides virales del BMV. Este
sistema podrd otorgar estabilidad, direccionar el tratamiento y superar las barreras bioldgicas y otras
deficiencias del tratamiento convencional. La produccidn de VLP’s basadas en las cadpsides del BMV que
contengan en su interior a la enzima GAA y que funcionen como nanorreactor enzimatico con todas las
propiedades cataliticas de la enzima GAA, podria ser parteaguas para el posible desarrollo de una solucion

alterna que ayude a mejorar la TRE convencional para la EP.
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1.7 Hipétesis

El confinamiento de la enzima GAA en el interior de la capside del BMV por el método de autoensamble,
produce nanorreactores enzimaticos con el potencial para mejorar la terapia de reemplazo enzimatico de

la enfermedad de Pompe.

1.8 Objetivos

1.8.1 Objetivo general

Disefar y sintetizar nanorreactores enzimaticos basados en el confinamiento de la enzima GAA en
capsides del BMV por el método de autoensamble.

1.8.2 Objetivos especificos

1) Obtener proteina de capside (CP) del BMV a partir del desensamble de los viriones nativos.

2) Disefiar un protocolo de confinamiento para la enzima GAA en cépsides del BMV, en una relacién GAA:
CP 6ptima, mediante el método de autoensamble para producir nanorreactores enzimaticos con actividad
GAA.

3) Caracterizar la estructura de los nanorreactores producidos por microscopia electrdnica de transmision
(TEM), y por dispersién dinamica de luz (DLS).

4) Caracterizar la actividad catalitica de los nanorreactores enzimaticos producidos y, compararla con la
actividad de la enzima libre.
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Capitulo 2. Metodologia

Este trabajo fue desarrollado mediante el disefio y sintesis de nanorreactores enzimaticos con actividad
GAA, basadas en capsides del BMV. La infeccién de plantas de Hordeum vulgare (cebada, por su nombre
comun), con el virus nativo BMV fue llevada a cabo para la produccién de la proteina de capside. La enzima
GAA fue adquirida en Sigma-Aldrich bajo el nimero de referencia de producto: G0660-750UN v,
almacenada a -20 °C en su presentacion original para mantener su viabilidad. Para su manipulacidn, la
enzima GAA fue preparada siguiendo el protocolo descrito por Ali et al. (2020). La cuantificacién de
proteina, tanto de la enzima libre como de las preparaciones de nanorreactores, fue realizada mediante
la técnica Bradford. Finalmente, los nanorreactores sintetizados fueron llevados a estrictos procesos de

caracterizacioén.

2.1 Produccidn de la proteina de capside (CP) del BMV

De manera natural, el BMV tiene la capacidad de infectar gramineas (Diaz-Cruz et al., 2017), por lo que, se
utilizé el protocolo descrito por Ramirez Acosta (2020), para crecer, infectar y cosechar plantas de cebada
con el virus BMV (Figura 4), mismas que, servirian para producir proteina de capside a partir del
desensamble de los viriones. Para ello, se habilito el invernadero perteneciente al departamento de
bionanotecnologia del Centro de Nanociencias y Nanotecnologia de la Universidad Nacional Auténoma de
México (CNyN-UNAM), donde se utilizaron macetas de plastico que fueron rellenadas de tierra

enriquecida con fertilizantes.

Previamente, se germinaron % de taza de semillas de cebada en un frasco de vidrio de 500 ml tapado con
gasa. Las semillas contenidas en el frasco fueron lavadas y remojadas de 8 a 15 hrs con dos tazas de agua.
El liquido se dreno y las semillas fueron enjuagadas para dejarlas secar. Este proceso se realizd dos veces
al diay, se finalizd hasta que las semillas fueron germinadas. Después, se sembraron 10 semillas de cebada
germinadas en cada maceta, las cuales fueron regadas diariamente. Posterior a las dos semanas de
siembra, las hojas de cebada fueron sutilmente erosionadas con ayuda de una fibra metalica de pelo de
angel en la que se aplicé 10 pl de solucidon de BMV nativo que se encontraba suspendida en un buffer de
inoculacidon de fosfato de potasio 500 mM a pH 4.5, a una concentracion de 0.2 mg/ml. Se dejé incubar al
virus en la cebada hasta que sus hojas mostraron los sintomas tipicos de infeccién, determinadas por la

aparicion de un patrén de clorosis. El patron de clorosis en las hojas de cebada es la aparicién de lineas
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amarillentas a lo largo de la lamina foliar (Gama et al., 2021). Cuando la clorosis fue suficientemente
evidente, las hojas de cebada fueron cosechadas y almacenadas a -20°C hasta su utilizacion para la

extraccion de virus.

Figura 4. Amplificacion de viriones nativos de BMV en plantas de cebada. a) Germinacidn de semillas de cebada.
b) Siembra de semillas de cebada germinadas. c) Crecimiento de plantas de cebada a través de un sistema de riego
con mangueras. d) Inoculacion de hojas de cebada con virus BMV (15 dias posteriores a la siembra). e)
Almacenamiento de hojas de cebada con signos de clorosis a -20°C.

Posteriormente, se realizd la extraccidon y purificaciéon del virus amplificado en las plantas de cebada
inoculadas (Figura 5), siguiendo el método descrito por Cadena-Nava et al. (2019). Las hojas de cebada
infectadas que fueron almacenadas a -80°C se llevaron a descongelamiento hasta alcanzar la temperatura
ambiente. Enseguida, se trituraron 100 gr de estas hojas en una licuadora que contenia solucion
amortiguadora de extraccién de virus (acetato de sodio 0.5 M, acetato de magnesio 80 mM, pH 4.5
ajustado con acido acético), suficiente para lograr un macerado consistente. El macerado fue filtrado con
una gasa ejerciendo presion para obtener un buen rendimiento de extracto. El filtrado fue mezclado 1:1
%Vol. con diclorometano, la cual, fue centrifugada a 15,000 rpm por 15 min a 4°C dando lugar a la
separacion de la mezcla en dos fases. La fase superior de color amarillo claro fue recuperada y la fase

inferior de color café obscuro fue descartada. La fase recuperada fue centrifugada nuevamente bajo las
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condiciones arriba mencionadas, cuyo sobrenadante fue colocado en agitacién por 12 horas a 4°C para

eliminar los residuos de diclorometano. A partir de este extracto se realizé el aislamiento y purificacién

del BMV.

Las particulas virales fueron aisladas del extracto final por centrifugacion, utilizando un colchdn de
sacarosa. Previamente, se prepararon tubos de ultracentrifuga que contenian en el fondo una solucion de
sacarosa al 10% (m: v), correspondientes al 13% de la capacidad maxima de los tubos. Sobre la solucion
de sacarosa, se vertio el extracto final hasta aforar los tubos de centrifuga al volumen mdaximo. Los tubos
fueron centrifugados a 32,000 rpm por dos horas a 4°C, cuyo pellet fue recuperado descartando el
sobrenadante. Los pellets fueron resuspendidos en 150 ul de solucion amortiguadora de suspension de
virus (acetato de sodio 50 mM, acetato de magnesio 8 mM, ajustado a pH 4.5 con acido acético). Esta

suspension fue almacenada a 4°C hasta su utilizacién para la purificacion de virus.

Los virones fueron purificados por centrifugacidon utilizando un gradiente de densidad de sacarosa.
Previamente, se prepararon tubos de centrifuga con un gradiente de densidad de sacarosa. Los tubos
fueron preparados con 25 ml de una solucién de sacarosa al 25% (m: v). Los tubos se colocaron a -80°C
por una hora, para después, descongelarse a temperatura ambiente. Este proceso se ejecutd dos veces de
manera consecutiva para finalmente almacenar los tubos a 4°C. Enseguida, la suspensién de virus fue
colocada cuidadosamente sobre los tubos con gradientes de sacarosa, los cuales fueron centrifugados a

32,000 rpm por dos horas a 4°C.

Finalizada la centrifugacidn, los tubos fueron sujetados de un soporte universal y, observados en un cuarto
oscuro, iluminando la base de estos con una linterna de luz blanca. Tras la iluminacién de los tubos, se hizo
notar la presencia de una banda azul a mitad de su columna, la cual fue recuperada utilizando una pipeta
Pasteur de vidrio. La fase recuperada fue mezclada con solucién amortiguadora de suspensién de virus
para diluir la concentracidn de sacarosa y, por el método de centrifugacion, eliminar el exceso de ésta. La

mezcla con virus fue centrifugada a 34,000 rpm por 3 horas a 4°C.

Tras la centrifugacién, se formd un pellet que fue recuperado descartando el sobrenadante. Cada pellet
fue resuspendido con 200 pl de solucidn de suspensidn de virus para mezclar todas estas en una muestra
final de concentracidn igual a 2 mg/ml. Finalmente, la muestra de virus se almaceno a -80 °C hasta su

utilizacion.
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Figura 5. Extraccion y purificaciéon del BMV a partir de plantas de cebada infectadas. a) Cultivo de plantas de cebada
para inoculacion con BMV. b) Extraccion de BMV por medio del triturado de hojas de cebada infectadas con BMV. c)
Centrifugacion del macerado con diclorometano y recuperacion de la fase acuosa. d) Colchén de sacarosa al 10%
para aislar el BMV por centrifugacion. d) Purificacion del BMV por centrifugacion con gradiente de sacarosa (10 a
40%). e) Almacenamiento del BMV en alicuotas de 1.5 ml a una concentracién de 2 mg/mly a una temperatura de -
80°C.

Haciendo uso de un espectrofotometro UV-Vis Nanodrop 2000c de Thermo Fisher Scientific, se procedio
a medir la concentracién de BMV en la muestra final determinada por la absorbancia a 260 nm y
considerando su coeficiente de extincion molar, mientras que, la pureza del virus estuvo mediada por la
relacion de absorbancia 280/260 nm > 1.5. El rendimiento de extraccidn se calculé de acuerdo con la masa

total de viriones obtenida sobre la masa total de hojas de cebada utilizadas en la extraccidn.

Finalmente, la proteina de capside del BMV fue extraida y purificada a partir del desensamble de los
viriones, siguiendo el protocolo descrito por Gama et al. (2021) (Figura 6). Se colocd una muestra de 8 mg
de virus BMV dentro de una membrana de dialisis de 14 KDa ante una solucién amortiguadora de
desensamble (cloruro de calcio 0.5 M, acido etilendiaminotetraacético 1 mM, dithiothreitol 1 mM,
fluoruro de fenilmetilsulfonilo 0.5 mM, tris 50 mM a pH 7.5), por 24 horas en agitacion y a 4°C. Después
de la didlisis, la muestra fue ultracentrifugada a 50,000 rpm durante 8:30 horas a 4°C. El sobrenadante fue
recuperado tomando alicuotas de 500 pl desde la parte superior hasta la parte inferior del tubo de

ultracentrifuga teniendo cuidado de no resuspender el pellet.
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La concentracidn de proteina de capside del BMV fue calculada por medio de la lectura de absorbancia a
280 nm y considerando su coeficiente de extincidén molar, mientras que la pureza fue calculada como la
razén de absorbancia 280/260 nm. La pureza se consideré como éptima para cuando dicha razén era
mayor o igual a 1.5, mientras que, el rendimiento de la purificacién de la proteina de capside se estimé
como la relaciéon de masa total de CP obtenida entre la masa total de BMV desensamblado. La solucidn
final de proteina de capside fue esterilizada por filtracién con membrana de acetato de celulosa de 0.22
pum y almacenada a 4°C hasta su utilizacidon. La proteina de cdpside utilizada para la sintesis de

nanorreactores no excedié mds de dos semanas de almacenamiento a partir de su purificacion.
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Figura 6. Mecanismo de desensamble del BMV vy purificacion de su proteina de capside. La capside del BMV se
desensambla en dimeros de proteina. Las muestras son ultracentrifugadas a 50,000 rpm para aislar los dimeros del
ARN.

2.2 Diseio y sintesis de nanorreactores enzimaticos con actividad GAA basadas

en capsides del BMV

La complementariedad de cargas electroestaticas, entre la proteina de cdpside del BMV y la superficie de
las moléculas cargo, es el principal mecanismo para el encapsulamiento de moléculas de interés mediante
el proceso de autoensamble (Chauhan et al., 2022).Por lo tanto, las propiedades electrostaticas de la
enzima GAA vy la proteina de capside del BMV fueron estudiadas usando el software Maestro de
Shrodinger® (version 2019-1). Se usaron las coordenadas de la estructura cristalografica de la GAA humana
(PDB 5KZW), y de la proteina de cépside del BMV (PDB 1JS9), obtenidas del repositorio central de datos
sobre proteina (Uniprot). El modelo de Poisson-Boltzmann fue utilizado para modelar la distribucion
superficial de carga eléctrica de la enzima GAA vy la proteina de capside del BMV con la finalidad de

determinar las interacciones electroestaticas GAA-CP para la formacion de VLP’s.
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Para considerar geométricamente la posibilidad de contener la enzima GAA dentro de la capside del BMV,
fue necesario medir el didmetro hidrodindmico de la enzima GAA mediante la técnica de dispersidn
dindmica de luz (DLS), utilizando un equipo ZetaSizer Nano SZ de Malvern. La enzima comercial GAA fue
disuelta en buffer de fosfato de potasio 60 mM a pH 6.8, cuya preparacion siguid la ecuacién Henderson-
Hasselbach reportada por Stoll y Blanchard (1990). La cantidad total de proteina de enzima GAA fue
medida por medio de la técnica de Bradford. Se estimd la capacidad de carga de las VLP’'s BMV:GAA,
considerando de manera ideal una esfera de radio igual a % del didmetro hidrodinamico medido. Se calculé
el volumen que ocuparia la GAA y el volumen disponible en 75% del interior de las capsides del BMV con
un didmetro interno de 21 nm (Lucas et al., 2002). La ecuacidn (1) fue la relacién utilizada para estimar la

capacidad de carga del interior hueco del BMV para la enzima GAA.

3 3
NGaa = - (TBMV) (1)

BMV TGAA

Donde N es el nimero de moléculas de enzima por capside del BMV, reaa €s el radio hidrodinamico de la

enzimay remy €s el radio interior de la capside del BMV.

La estimacion de la capacidad de carga de las VLP’s, en funcién del volumen, ayudo a determinar tres
distintas relaciones molares de la VLP-BMV vy la enzima GAA para llevar a cabo reacciones de
autoensamble. Para las reacciones de autoensamble, las muestras de GAA y CP-BMV fueron llevadas a
didlisis en solucién amortiguadora de ensamble (NaCl 0.05 M; Tris 0.05 M; KCI 0.01 M y MgCl, 0.005 M, a
pH 7.2 ajustado con acido clorhidrico), por 12 h a -4°C. Transcurrido ese tiempo, las muestras fueron
dializadas en solucidon amortiguadora de acidificacion (acetato de sodio 0.05 M, acetato de magnesio 0.008
M a pH 4.7, ajustado con &cido acético). Al finalizar el proceso de didlisis, la formacién de VLP’s fue
monitoreada por DLS, identificando la aparicion de didmetros hidrodinamicos similares a la del BMV
nativo. Una vez corroborada la formacién de VLP’s, las muestras fueron purificadas mediante
centrifugacion a 40,000 rpm por 2 hrs a 4°C. Después del proceso de centrifugacion, el sobrenadante fue

descartado y el precipitado fue resuspendido en solucién amortiguadora de acidificacidon para nuevamente
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estimar el didmetro hidrodindmico de las particulas y asi, corroborar el éxito de purificacion de los

nanorreactores. En la figura 7 se ilustra el proceso de sintesis de VLP’s BMV:GAA.
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Figura 7. Proceso de sintesis de las VLP’s del BMV con actividad GAA, por el método de autoensamble. La proteina
GAA es rodeada por los dimeros de CP-BMV que conforman la capside cuando son dializadas en solucién
amortiguadora de ensamble. Transcurrida las 12 horas, las muestras son dializadas en solucion amortiguadora de
acidificacién para el almacenamiento de las VLP’s.

2.3 Caracterizacion de los nanorreactores enzimaticos con actividad GAA

Una vez purificadas las VLP’s BMV:GAA, las masas totales de proteina de las muestras fueron cuantificadas
por medio de la técnica Bradford descrita por Ernst y Zor (2010). El rendimiento de sintesis de VLP’s fue
determinada por el cociente de la masa total de proteina en la muestra final de VLP’s sobre la masa total
de proteina presente al inicio de la reaccién de autoensamble. Posteriormente, por medio de un ensayo
de electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE), se estimo la proporcidon de GAA 'y

CP en las muestras de VLP’s producidas.

Ensayos de actividad enzimdtica de las VLP’s BMV:GAA sintetizadas y de la enzima GAA libre fueron
realizados siguiendo el protocolo descrito por Siro y Lovgren (1978), en el que se utiliza el sustrato sintético
p-nitrofenol a-D-glucdsido (pNP-Glc) para estimar los parametros cataliticos de las particulas activas
aplicando el modelo de Michaelis-Menten (Figura 8). Se usé un espectrofotémetro UV-Vis Nanodrop
2000c de Thermo Fisher Scientific para medir el cambio de absorbancia (400 nm), en funcidn del tiempo y
asi estimar la velocidad inicial de la enzima a diferentes concentraciones molares del sustrato.
Posteriormente, se realizd una regresion no lineal de Michaelis-Menten para determinar las constantes

cataliticas Km y Keat de las muestras, utilizando el software CurveExpert Professional (versién 2.7.3.). Por
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ultimo, los valores de actividad enzimatica de las VLP’s con actividad GAA fueron comparados con las

obtenidas por la enzima libre.
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Figura 8. Cinética enzimatica de la GAA. a) Degradacion del sustrato p-nitrofenol a-D-glucdsido (pNP-Glc) tras ser
catalizada por la GAA. b) Representacion grafica de la ecuacidon de Michaelis-Menten para determinar los parametros
cataliticos de la GAA.

La caracterizacidon de la estructura de las VLP’s BMV:GAA fueron estudiadas por la técnica de microscopia
electrénica de transmisidon (TEM), utilizando un microscopio JEOL JEM-2010. Se colocaron 10 pL de la
suspension de las VLP’s sobre una rejilla de cobre para TEM, en la que se dejé incubar por un minuto a
temperatura ambiente para después retirar la gota con papel secante. Enseguida, se deposité una gota
mas de 4 uL de acetato de uranilo al 1% sobre la rejilla y se incubd bajo las mismas condiciones, retirando
con papel secante el acetato de uranilo. Las preparaciones fueron observadas bajo el microscopio a un
voltaje de operacion de 200 kV. Finalmente, las micrografias obtenidas se analizaron en el software Image)

(version 1.8.0), para conocer la morfologia, tamafio y homogeneidad de las nanoparticulas producidas.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Obtencidn de la proteina de capside (CP) del BMV

La obtencién de proteina de capside (CP) del BMV fue lograda con éxito a partir del desensamble de los
viriones nativos. De manera satisfactoria, el invernadero fue habilitado para el cuidado de 150 macetas
gue contenian plantas de cebada para ser infectadas con BMV (Figura 9). La infeccién de plantas de
cebada con el BMV fue un método efectivo para amplificar los viriones (Figura 10). Con la estrategia
utilizada para la extraccién y purificacion de BMV, se logré un rendimiento de producciéon de 0.5 mg de
BMV por cada gramo de hojas de cebada infectadas, con una pureza mediada por el cociente de
absorbancia 260 nm/280 nm > 1.5 (Figura 11). A partir del desensamble de los viriones, se obtuvo
exitosamente CP con una pureza mediada por el cociente de absorbancia 280 nm/260 nm > 1.5, y con un
rendimiento de 0.6 mg de CP-BMV por cada mg de BMV utilizado en el desensamble. Los resultados
anteriores son similares a los obtenidos en otros trabajos de investigacion reportados recientemente

(Chauhan et al., 2022; Gama et al., 2021; Pérez Sanchez, 2019).

Figura 9. Habilitacion del invernadero para el cultivo de plantas de cebada. Para el crecimiento 6ptimo de la cebada,
se utilizd un sistema de riego con mangueras, las cuales, estaban montadas sobre una mesa metalica con capacidad
para 75 macetas.
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Figura 10. Plantas de cebada infectadas con el BMV. Las hojas de cebada muestran los sintomas tipicos de infeccion,
determinadas por la aparicién de un patrén de clorosis. El patron de clorosis en las hojas de cebada es la aparicidon
de lineas amarillentas a lo largo de la lamina foliar.

Figura 11. Purificacion del BMV por gradiente de sacarosa. Después de la centrifugacidn, al incidir luz blanca por
debajo del tubo que contiene el gradiente y la muestra de extraccidn, una intensa banda azul a mitad de esta se
hace notar, correspondiente a la presencia de BVM. Lo anterior es debido al efecto Rayleigh reportado en en el

trabajo de Dragnea et al. (2003).
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3.2 Diseio y sintesis de nanorreactores enzimaticos con actividad GAA basados

en capsides del BMV

La enzima GAA posee una distribucion superficial de carga negativa (Figura 12), contrario a lo que sucede
con la proteina de cépside del BMV, cuya distribucidn interna de cargas eléctricas es altamente positiva
(Lucas et al., 2002). Con lo anterior, se determino que la complementariedad de cargas electricas entre la
enzima GAA y la parte interna de las capsides del BMV iban a estar presentes para la formacion de VLP’s

por el metodo de autoensamble.

Figura 12. Mapa electrostatico de la enzima GAA. Se ilustra de color rojo las cargas negativas y de color azul las
cargas positivas.

La enzima GAA tuvo un didametro hidrodindmico de 7 nm, determinado por DLS (Figura 13). Considerando
un 75% de espacio disponible en el interior de la capside del BMV, se determiné la cantidad de 20

moléculas de enzima GAA por cada capside de BMV como la capacidad maxima tedrica. A partir de este
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resultado, se probaron tres razones molares distintas (1:2, 1:10 y 1:20 VLP: GAA), para la sintesis de

nanorreactores enzimaticos por el método de autoensamble.
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Figura 13. Distribucion de tamafio hidrodindamico de la enzima GAA. La distribucién de tamarfios de la muestra de
GAA fue homogénea y de tamafio promedio igual a 7 £2 nm.

3.3 Caracterizacion de los nanorreactores BMV:GAA

La sintesis de nanorreactores BMV:GAA por el método de autoensamble fueron obtenidas con éxito. Las
VLP’s fueron purificadas por centrifugacién y presentaron un didmetro hidrodindmico promedio de 26 £10
nm, similares a la del virién nativo con T= 3 (Lucas et al., 2002; Strugata et al., 2017). La poblacién de
particulas producidas fue en incremento para cuando la relacién molar de VLP: GAA fue en disminucion.
Ademas, los picos correspondientes a la enzima y proteina de cdpside libre no se hacen presentes en el
analisis por DLS (Figura 14). Se destaca que, el rendimiento de encapsidacién derivadas de las reacciones

de autoensamble no fueron mayores al 2% para todos los casos.

Para la cuantificacién del contenido de moléculas de GAA dentro de cada capside del BMV, se usd la técnica
de densitometria en gel de electroforesis desnaturalizante (Figura 15). Los resultados cuantitativos se
muestran en la Tabla 2. Como era de esperarse, a mayor proporciéon de GAA, mayor es su encapsidacion.
De esta manera, la relacién 1:20 VLP: GAA, fue la que mostré un mayor contenido de moléculas de enzima

por capside comparada con el resto de relaciones y, la relacion 1:2 VLP: GAA, fue la que supero la cantidad

esperada de moléculas de enzima confinadas.
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correspondientes a la enzima y CP libre, por lo que se determina la efectividad del método de purificacion.
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Figura 15. Electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida de las VLP's BMV-GAA, procesadas en el
software Imagel. Carril 1, corresponde al marcador de peso molecular (Bio-Rad 20-250KDa). Carril 2, 3 y 4,
corresponden a las muestras de autoensamble 1:2, 1:10 y 1:20 (VLP-BMV: GAA), respectivamente. Carriles 6, 7y 8

corresponden a enzima GAA, proteina de capside del BMV y virion BMV como testigos.
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Tabla 2. Estimacion densitométrica del gel de electroforesis correspondiente a las VLP's BMV:GAA producidas.

Relacién molar

Contenido promedio

VLP’S BMV:GAA % GAA en capside (mondmeros de (mondmeros de
GAA/CP) GAA/VLP)
1:2 8 0.03 5
1:10 11 0.04 7
1:20 21 0.07 14

Ensayos de actividad enzimatica de las VLP’s BMV:GAA y de la enzima GAA libre fueron realizados con

éxito. Se logré medir el cambio de absorbancia (400 nm), usando diferentes concentraciones molares de

sustrato p-nitrofenol a-D-glucdsido (pNP-Glc) (Figura 16).
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Figura 16. Comparativa de velocidad de reaccion catalitica de la enzima GAA libre y de una VLP BMV:GAA. a)
Cambios de absorbancia (400 nm) en funcion del tiempo para la GAA libre. b) Cambios de absorbancia en funcién de
longitud de onda para la GAA libre. c) Cambios de absorbancia (400 nm) en funcién del tiempo para la VLP BMV:GAA
(1:10). d) Cambios de absorbancia en funcidn de longitud de onda para la VLP BMV:GAA (1:10). Se usé 0.45 uM de
sustrato p-nitrofenol a-D-glucésido (pNP-Glc) que, al ser catalizada por la GAA, se genera un compuesto fendlico

detectable a 400 nm.
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Se caracterizaron cataliticamente todas las preparaciones (Tabla 3). Los resultados del modelado de
Michaelis-Menten indican una ligera mayor afinidad (Ku), por parte de las VLP’s BMV:GAA hacia el sustrato
para cuando se compara con la enzima libre. Tal y como se esperaba, la constante de actividad catalitica
(kcat), fue menor para las VLP’s en comparacion con la enzima libre. Se destaca que, la relaciéon molar 1:10
(VLP-BMV: GAA), obtuvo una eficiencia catalitica (keat/Km) mayor a la enzima libre y al resto de ensambles,

aun para cuando la relacién 1:20 presenté mas moléculas de GAA en cada capside.

Tabla 3. Resultados del ensayo de cinética enzimatica de las VLP's BMV:GAA en contraste con la enzima GAA libre.

CINETICA ENZIMATICA

ENSAMBLES

Relacion molar (VLP’s BMV: GAA)

1:2 1:10 1:20 Enzima libre
Km (mM) 0.17 £0.08 0.11 +0.03 0.11+0.1 0.61 +0.2
Keat (s2) 71128 124 +24 43 21 388 £29
Keat/km (st mM™2) 418 1127 391 636

De acuerdo con las micrografias obtenidas por TEM (Figura 17), las poblaciones de particulas sintetizadas
fueron mucho mayores para la relacién 1:2 de VLP: GAA, y mucho menor para la relaciéon 1:20 de VLP:
GAA, tal y como se esperaba. El tamafio promedio de las VLP’s producidas fue de 26 £3 nm, con algunas
particulas rotas, aunque comparables con la morfologia del BMV nativo de 28 nm reportados por

Narayanan y Han (2017).
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Figura 17. Caracterizacion estructural de las VLP’s BMV-GAA. a) Micrografias de las VLP’s BMV-GAA (1:2), de tamafio
promedio 25 +3 nm. b) Histograma de distribucién de tamanos de las VLP’s BMV-GAA (1:2). c) Micrografias
de las VLP’s BMV-GAA (1:10), de tamafio promedio 26 £3 nm. d) Histograma de distribucion de tamafios
de las VLP’s BMV-GAA (1:10). e) Histograma de distribucién de tamafios de las VLP’s BMV-GAA (1:2), de
tamafio 25 +3 nm. f) Micrografias de las VLP’s BMV-GAA (1:20), de tamafio promedio 26 +2 nm. d)
Histograma de distribucion de tamafios de las VLP’s BMV-GAA (1:20).



27

Capitulo 4. Discusion

Pese a lograr exitosamente la amplificacién de viriones de BMV a partir de la infeccién de plantas de
cebada, existieron complicaciones importantes que no permitieron el manejo adecuado de los cultivos y,
por ende, detuvieron la obtencién de proteina de capside. Lo anterior se debid a la contingencia de salud
mundial derivada por la pandemia del COVID-19, donde el acceso al invernadero institucional se mantuvo
deshabilitado por un largo periodo de tiempo. Es importante resaltar que el regado con agua para las
plantas de cebada y la cosecha de hojas infectadas con BMV deben realizarse de forma periddica para
mantener activa la fuente de produccién de viriones. Ademas, los tiempos necesarios para la habilitacion
del invernadero, germinacién de semillas de cebada, siembra, inoculacién y, cultivo de hojas infectadas
con BMV pueden llegar a demorar la produccién de proteina de capside en hasta 30 dias. Es por ello, que
se sugiere probar otras estrategias como la reportada por Strugata et al. (2021), en el que se utiliza proteina

de capside del BMV producida con éxito en un sistema de E. coli.

La complementariedad de cargas electrostdticas entre la superficie de la enzima GAA (carga superficial
negativa a pH=7), y la parte N-terminal de las proteinas de capside del BMV, permitieron con seguridad
realizar el encapsulamiento de la enzima GAA en cdpsides virales de BMV. Este mecanismo de
encapsulamiento mediado por la complementariedad de cargas eléctricas coincide con los trabajos
reportados por distintos autores (Chauhan et al., 2022; Gama et al., 2021; Tejeda-Rodriguez et al., 2019),
en el que se sefiala la complementariedad de cargas como principal interaccion para la formacion de los
nanorreactores basados en capsides del BMV por el método de autoensamble. El confinamiento de la
enzima GAA dentro de las capsides del BMV fue lograda usando el método de autoensamble previamente
reportado para el encapsulamiento de otras biomoléculas, como acidos nucleicos (Nufiez et al, 2019), e
incluso, otras enzimas de interés biomédico (Gama et al., 2021; Gonzalez-Davis et al., 2020; Sanchez-

Sanchez et al., 2014).

De acuerdo con los ensayos de actividad enzimdtica, se determind que las nanoparticulas producidas en
este trabajo y denominadas VLP’s BMV:GAA, son cataliticamente activas como se muestran en los
resultados de la Tabla 3. La relacion molar 1:10 (VLP’s BMV: GAA), fue la reaccion de ensamble mas
eficiente de este estudio, cuya actividad catalitica y estructura superaron al resto. Esta velocidad de
transformacion (kct) fue mayor que la obtenida por la proporcidn 1:20, en la cual, se determiné que hay
el doble de moléculas de enzima que en la relacién 1:10. Sin embargo, la velocidad de transformacién de

la proporcion 1:10 no supero a la de la enzima libre. Estos resultados pueden deberse a que en un alto
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empaquetamiento de la enzima no todos los sitos activos sean accesibles para el sustrato. Ademas, es
posible que un alto confinamiento impida la movilidad molecular que es necesaria para la actividad

catalitica (Chauhan et al., 2021).

Por otra parte, la afinidad de la enzima libre hacia el sustrato fue menor en comparacién con la enzima
encapsulada. Este hecho puede deberse a las condiciones acidas en las que la enzima se encuentra
confinada. En la naturaleza, los lisosomas presentan un pH acido en su interior y esto favorece la afinidad
catalitica de la GAA (Yamamoto et al., 2004). El hecho de que la actividad catalitica de la enzima confinada
sea inferior a la de la enzima libre no es de extranar. Esta reduccion de la velocidad de transformacion ha
sido reportada también en otros nanorreactores enzimaticos (Gama et al., 2021; Tapia-Moreno et al.,
2017). Se deben considerar las posibles barreras de difusién que impiden al sustrato pasar a través de las
matrices de soporte de la enzima (Zhang et al., 2019), ya que, de la misma forma, el producto de la reacciéon
catalitica tendra dificultades para salir del nanorreactor. No obstante, las capsides de virus son candidatas
excelentes para ejercer control sobre la cinética de reaccidon y la selectividad del producto, ya que, las
capsides pueden confinar multiples enzimas e imitar reacciones enzimaticas naturales (Maity et al., 2015).
Ademas, la actividad catalitica que presentaron los nanorreactores BMV:GAA fueron suficientes para
considerarlas en futuros estudios, verbigracia, evaluaciones de estabilidad catalitica en condiciones

fisioldgicas.

La integridad morfolégica y homogeneidad de los nanorreactores BMV:GAA mostraron que eran de forma
cuasi-esférica, homogéneas y de aproximadamente 26 nm de tamanio, los cuales, son comparables con la
observada en el BMV nativo (Lucas et al., 2002; Strugata et al., 2017). Sin embargo, algunas de estas
particulas parecian ser heterogéneas en tamafio y con una estructura rota. Este hecho puede deberse a
que durante el proceso de purificacién se vea afectada la integridad estructural de las VLP. Este argumento
fue reportado por Huhti et al. (2010), en el que estudiaron los métodos de purificacién convencionales

para las VLP en términos de rendimiento, pureza, integridad morfoldgica, antigenicidad y funcionalidad.

Debido a la naturaleza proteica de las capsides virales del BMV, existen muchos grupos funcionales
presentes en su estructura superficial externa, especialmente grupos amino y grupos carboxilo libres, que
pueden ser usados para el anclaje de ligandos especificos en la superficie de la capside (Chauhan et al.,
2022; Donaldson et al.,, 2017; Vasconcelos Queiroz et al.,, 2021). De esta manera, los nanorreactores
BMV:GAA podrian ser reconocidos por receptores especificos de las células diana para ser dirigidos hacia

los lisosomas y asi, mejorar la efectividad del tratamiento contra la EP.
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Dentro de las enfermedades originadas por la deficiencia o ausencia de la actividad enzimatica, la
enfermedad de Pompe si bien es considerada rara (Castro Tarin et al., 2010), no deja de ser importante y
grave. La forma “infantil clasica” de la enfermedad es descrita con mds frecuencia, induciendo
cardiomegalia grave, hepatomegalia, hipotonia desde el nacimiento y muerte temprana. Por el otro lado,
la forma “infantil no clasica”, se manifiesta desde el primer ano, pero con progresion mas lenta y
miocardiopatia menos grave. Mientras que, la forma “tardia” se manifiesta en la nifiez, en la juventud o
en el adulto, entre la segunda y la sexta década de la vida, con miopatia lentamente progresiva, por lo

general, sin miocardiopatia (Koeberl et al., 2020).

Dichas variaciones provocan dificultades en la efectividad del tratamiento convencional contra la
enfermedad de Pompe, sobre todo para la forma infantil clasica (Bay et al., 2019). Es por ello, que el uso
de los nanorreactores BMV:GAA podria mejorar la situacién de la terapia por medio del aprovechamiento
de sus cualidades: bajo potencial inmunogénico, capacidad de ser endocitadas por las células (Nufiez-
Rivera et al., 2020), buena actividad catalitica en condiciones acidas y estructura similar al viridn nativo, lo
cual, otorga la posibilidad de modificar su superficie externa para dotarlos de funciones nuevas. (Nufiez-
Rivera et al., 2020). Esto evidencia que, las particulas BMV:GAA, podrian dirigirse y mantenerse estables
hasta su sitio de accion, por lo que se esperaria mantengan integramente su actividad catalitica dentro de

los lisosomas de pacientes con enfermedad de Pompe.
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Capitulo 5. Conclusiones

Se disefaron y sintetizaron de manera exitosa nanorreactores enzimaticos con actividad GAA basados en
capsides del BMV por el método de autoensamble, por lo que, la estrategia de encapsulamiento por

complementariedad de cargas electroestaticas resulta factible para esta enzima.

Se obtuvo exitosamente proteina de capside del BMV. La amplificacién del BMV a través de la inoculacién
de plantas de cebada es una estrategia efectiva para obtener proteina de capside por medio del

desensamble de los viriones.

Los nanorreactores enzimaticos con actividad GAA mostraron una buena actividad catalitica que fue de
mayor afinidad al sustrato que para la enzima libre. Los valores de actividad pueden ser suficientes para
mejorar la TRE; sobre todo por la oportunidad de modificar su superficie para dirigirlas hacia los lisosomas,
lo cual podria mantener mas tiempo activa dentro del cuerpo y, por lo tanto, posible disminucién de Ia

dosis del tratamiento para la enfermedad de Pompe.

Los nanorreactores con actividad alfa glucosidasa acida son una alternativa muy interesante con la
posibilidad de mejorar la terapia de remplazo enzimatico para la enfermedad de Pompe. Los siguientes
pasos serian: estudiar la estabilidad de los nanorreactores en condiciones fisioldgicas, su internalizacién
celular en diferentes lineas celulares relacionadas con la EP vy, la actividad catalitica en experimentos in

vivo con modelos animales de la enfermedad de Pompe.
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