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Resumen de la tesis que presenta Pedro Antonio Gama Lépez como requisito parcial para la obtencién
del grado de Doctor en Ciencias en Nanociencias.

Bionanorreactores con actividad glucosa oxidasa para la terapia dirigida del cdncer de mama

Resumen aprobado por:

Dr. Rafael Vazquez Duhalt
Director de tesis

El cdncer de mama es el tumor maligno mds comun y una principal causa de mortalidad en mujeres.
La evolucién de la nanomedicina ha abierto la oportunidad de mejorar las terapias actuales a través
del uso de nanoparticulas tratamiento eficiente del cancer y reducir los efectos secundarios. En este
proyecto se realizd una preparacion de nanoparticulas tipo virus (VLPs) cataliticamente activas,
constituidas completamente a base de proteinas, para actuar como agente antitumoral contra el
cancer de mama. Su efecto citotdxico fue estudiando in vitro con la linea celular de tumor de mama
murino 4T1. Las VLPs cataliticas fueron preparadas mediante el autoensamble de las proteinas de la
capside del virus del mosaico del bromo (BMV) alrededor de la enzima glucosa oxidasa (GOx). La
complementariedad de cargas electrostdticas entre la superficie de la enzima GOx y el residuo N-
terminal de la CP del BMV fue fundamental para la encapsulacidon por autoensamblaje, el cual fue
modulado variando el pH y la fuerza idnica. Las VLPs cataliticas fueron denominadas bionanorreactores
enzimaticos con actividad GOx o VLP-GOx. La actividad catalitica de la enzima GOx tiene el potencial
de agotar la glucosa y el oxigeno del ambiente tumoral, ademas de producir perdxido de hidrégeno
generando citotoxicidad. Por otra parte, los bionanorreactores VLP-GOx fueron funcionalizados en su
superficie externa con la proteina albumina sérica humana (HSA) para el direccionamiento especifico
a células tumorales. Las propiedades cataliticas de los bionanorreactores VLP-GOx y VLP-GOx@HSA
siguieron el modelo de Michaelis-Menten. Los bionanorreactores sin funcionalizaciéon y
funcionalizados, mostraron un efecto citotdxico en células tumorales 4T1. No obstante, también
presentaron actividad citotoxica en la linea celular 293T de rifidn embrionario humano, que fue
utilizada como modelo de células sanas, pero su efecto fue menor en comparacién con las células
tumorales. En este caso la funcionalizacidn de los bionanorreactores VLP-GOx con HSA no mostrd
mejora en el efecto citotdxico. Por otra parte, fue estudiado el efecto de los bionanorreactores a nivel
citoldgico en la linea celular triple negativo MDA-MB-231/eGFP de tumor de mama humano, en donde
se observd daiio en la morfologia y disrupcién de la membrana celular probablemente debido a la
produccién de peréxido de hidrégeno por la actividad GOx y la actividad antioxidante de la catalasa
enddgena inducida en las células tumorales. Finalmente, el potencial uso de los bionanorreactores con
actividad GOx en la terapia dirigida del cancer de mama es discutido en este trabajo.

Palabras clave: cancer de mama, bionanorreactores, glucosa oxidasa, nanoparticulas tipo virus o
VLPs, efecto citotoxico.



Abstract of the thesis presented by Pedro Antonio Gama Lépez as a partial requirement to obtain the
Philosophical Doctor of Science degree in Nanosciences.

Bionanoreactors with glucose oxidase activity for targeted breast cancer therapy

Abstract approved by:

PhD. Rafael Vazquez Duhalt
Thesis Director

Breast cancer is the most common malignant tumor disease and the leading cause of cancer death
female. The evolution of nanomaterials science opened the opportunity to improve conventional
cancer therapies, enhancing therapy efficiency and reducing side effects. Currently, the antitumoral
capacity of different kinds of nanoparticles is intensively studied. Herein, to have an antitumoral agent
against breast cancer, protein cages conceived as enzymatic bionanoreactors were designed and
produced by using virus-like nanoparticles (VLPs) from Brome Mosaic Virus (BMV) and containing the
catalytic activity of glucose oxidase enzyme (GOx). The GOx enzyme was encapsulated into the BMV
capsid (VLP-GOx), and the resulting enzymatic nanoreactors were coated with human serum albumin
(VLP-GOx@HSA) for breast tumor cell targeting. The enzyme encapsulation was obtained by using the
charge complementarity of the surface of the GOx enzyme and the N-terminal residue of the capsid
protein (CP) of BMV VLP. The effect of the synthesized GOx bionanoreactors on breast tumor cell lines
was studied in vitro. Both bionanoreactor preparations VLP-GOx and VLP-GOx@HSA showed to be
highly cytotoxic for breast tumor cell cultures. Nevertheless, cytotoxicity for human embryonic kidney
cell line 293T was also found. The monitoring of bionanoreactor treatment on MDA-MB-231/eGFP
triple-negative breast cancer cells showed an evident oxygen production by the endogenous catalase
antioxidant enzyme induced by the high hydrogen peroxide production from GOx activity. The
bionanoreactors containing GOx activity are entirely suitable for cytotoxicity generation in tumor cells.
The HSA functionalization of the VLP-GOx bionanoreactor, a strategy designed for selective cancer
targeting, showed no improvement in the cytotoxic effect. The GOx containing enzymatic
bionanoreactors seems to be an interesting alternative to improve the current cancer therapy. The
potential use of enzymatic bionanoreactors with GOx activity for breast cancer treatment is discussed
in this work.

Keywords: Breast cancer, Glucose Oxidase (GOx), bionanoreactors, Virus-like nanoparticles, BMV.
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Capitulo 1. Introduccidn

1.1.1 El cdncer de mama

El cdncer de mama es el tumor maligno mas comun y una principal causa de mortalidad en mujeres a nivel
mundial (Arnold, et al., 2022; Azamjah, et al., 2019) (Fig. 1). El padecimiento de cdncer de mama se
caracteristica por la aparicién de un adenocarcinoma o tumor maligno en las glandulas mamarias (Corben,
2013). En esta histopatologia el tejido afectado sufre alteraciones morfoldgicas debidas a la proliferacién
descontrolada de células cancerosas, produciendo tumores y eventualmente metdstasis (Blackadar, 2016;
Hassanpour & Dehghani, 2017). La incidencia y mortalidad de este padecimiento ha venido en aumento,
en 2020 la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (AlIC) mediante el Observatorio Global
del Cancer de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) registré 684,996 muertes por cancer de mamay

2,261,419 casos nuevos (OMS, 2020).
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Figura 1. Incidencia o casos nuevos (barras azules) y muertes (barras rojas) por tipo de cancer en mujeres de cualquier
edad a nivel mundial durante 2020 registrado por el Observatorio Global de Cancer, AlIC de la OMS.

Las principales causas que aumentan el riesgo de padecer cancer son la exposicidn a agentes genotodxicos,

algunos xenobidticos, radiacidon, hormonas exdgenas, estilo de vida, el consumo de tabaco y alcohol.
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También se puede derivar de infecciones con agentes patdgenos como microrganismos y virus, entre otras
(Blackadar, 2016; Corben, 2013). El cancer es asociado a una gran diversidad de factores, pero todos ellos
derivan en desordenes genéticos o epigenéticos, los cuales alteran el ciclo celular y promueven la
proliferacién de las células y finalmente la generacién de tumores. Cuando las células malignas migran de
un tejido canceroso a otro sano y lo invaden generando tumores secundarios ocurre un fendmeno

denominado metastasis.

El objetivo principal en la terapia del cancer de mama es erradicar el tumor del seno y prevenir la
metastasis. En la terapia convencional, el tratamiento consiste en la reseccidén quirurgica del tumor y de
los nddulos linfaticos axilares, sin embargo, es altamente invasiva, con consideraciones de administracion
de radiacién postoperatoria. Ademas, las pacientes con cancer de mama son tratadas con terapia
sistémica, como la quimioterapia, que puede ser preoperatoria (neoadyuvante), postoperativa
(adyuvante) o ambas (Waks & Winer, 2019). No obstante, esta reportado que los tratamientos
qguimiofarmacolégicos no especificos inducen efectos secundarios drasticos en las pacientes (Pearce, et

al., 2017; Altun, et al., 2018).

El cdncer de mama estd clasificado en tres principales subtipos segun la presencia o ausencia de
marcadores moleculares estandar de receptores hormonales (estrégeno o progesterona) y del factor de
crecimiento epidérmico humano dos (ERBB2). Los subtipos son: cdncer de mama positivo a receptor
hormonal (HR+) con una frecuencia del 70%; positivo a ERBB2 (ERBB2+) con una frecuencia del 15 al 20%;
y triple negativo (tumores que carecen de marcadores moleculares estandar) con una frecuencia de 15%

(Waks y Winer, 2019).

1.1.2 Terapia sistémica convencional

De acuerdo con el subtipo de cancer de mama la terapia sistémica administrada puede ser endocrina y/o
guimioterapia. La terapia endocrina se usa en el subtipo cancer positivo a receptores hormonales y tiene
como objetivo contrarrestar el crecimiento tumoral promovido por el estréogeno que es responsable de
activar vias oncogénicas en el seno. La terapia endocrina estandar consiste en el suministro de
antiestrégenos orales como el tamoxifeno o inhibidores de la aromatasa como anaztrozol, exemestano y
letrozol (Waks y Winer, 2019). El tamoxifeno es un pro-farmaco cldsico que involucra la activacion

metabdlica por accion de las enzimas de la familia citocromo P450 (CYP).
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El tamoxifeno ha sido ampliamente utilizado en el tratamiento de cancer de mama dependiente de
hormonas porque es un modulador selectivo del receptor de estrégenos (ER) que inhibe
competitivamente la unidn del estrégeno al ER y es efectivo en mujeres tanto pre como posmenopausicas.
No obstante, se ha reportado la aparicidon de efectos colaterales bajo la administracion de tamoxifeno
como: enfermedades hepaticas, tromboembolias, sofocos e incremento del riesgo de cancer uterino

(Davies et al., 2011; Waks y Winer, 2019).

1.1.3 Nanovehiculos para la entrega controlada de farmacos

Recientemente, un gran numero de nanoparticulas han sido sugeridas para una diversidad de usos
biomédicos. Gracias al desarrollo en la nanomedicina, terapias innovadoras han sido propuestas para
incrementar la eficiencia del tratamiento convencional contra el cancer de mama (Chahuan, et al., 2020;
Fu, et al.,, 2020; Tagde, et al., 2022). Las nanoformulaciones han demostrado ser sistemas altamente
eficientes y seguros para aplicaciones clinicas en el cuerpo humano. El direccionamiento especifico de
nanoparticulas son un campo emergente para la entrega controlada de farmacos con actividad

antitumoral.

La entrega controlada de medicamentos antitumorales basados en nanoparticulas incrementa la
efectividad y reduce los efectos secundarios de los tratamientos actuales (Brigger, et al., 2012). Una gran
diversidad de nanosistemas ha sido propuesta para aplicaciones biomédicas como nanoparticulas
poliméricas, a base de proteina, metdlicas, organicas e inorganicas (Ding, et al., 2018). Las capsides virales
o nanoparticulas tipo virus (VLP) son un sistema seguro y cada vez mas frecuentemente investigado para

el tratamiento del cancer.

1.1.4 Cdapsides virales o nanoparticulas tipo virus (VLP)

Las capsides virales o VLPs son particulas que mimetizan la estructura de un virus natural (Ding et al.,
2018). Son basicamente cdpsides virales huecas, sin material genético, es decir, sin potencial infeccioso
(Tapia Moreno, 2015). Presentan arquitecturas altamente ordenadas de dimensiones nanométricas que
tienen la capacidad de autoensamblarse (Sanchez Sanchez, 2014). La cépside o VLP estd constituida por
proteinas estructurales que interactian entre si para formar subunidades proteicas llamadas capsdmeros

que se unen para conformar la capside (Hernandez Meza, 2017). Las VLPs mas comunes tienen simetria



4
icosaédrica (cuasi-esférica) o helicoidal (Schoonen & Van Hest, 2014), algunas presentan polimorfismo
estructural dependiendo de las condiciones de pH, fuerza idnica y concentracion de iones divalentes en

las que se encuentran (Sanchez Sanchez, 2014; Ruszkowski, et al. 2022).

Las VLPs tiene una gran capacidad para contener diferentes moléculas cargos, tales como acidos nucleicos,
proteinas y otras moléculas pequefias como algunos farmacos. La capacidad de las VLPs para albergar gran
diversidad de moléculas esta revolucionado el cargo, acarreo y liberacidon controlada de compuestos de
interés en la nanomedicina (Ding, et al., 2018). La estructura de las VLPs puede ser aprovechada para
contener moléculas en su interior hueco o ancladas a su superficie interna o externa (Douglas & Young,
2006). Las capsides virales VLPs o jaulas de proteina, son un interesante nanosistema que ha sido
propuesto como nanoacarriador para la entrega controlada de agentes anticancerigenos especificamente

a células tumorales (Koellhoffer & Steinmetz, 2022; Nkanga & Steinmetz, 2021).

La tecnologia de las VLPs es ampliamente usada en las vacunas y recientemente las VLPs han sido
propuestas como nanoplataformas en el acarreo de diferentes farmacos para su uso en terapias
biomédicas (Gonzalez-Davis, et al., 2023; Mejia-Méndez, et al., 2022; Nooraei, et al., 2021; Yu, et al., 2022).
Las VLPs pueden derivar del virus nativo o ser obtenidas mediante tecnologia recombinante. En el primer
caso, el material genético es removido por desensamble del virus, para posteriormente obtener las
proteinas que forman la capside (Cadena et al., 2012). Después, bajo ciertas condiciones las proteinas son
reensambladas alrededor de la molécula de interés y formar VLPs. Una de las caracteristicas que hacen a
las VLPs iddneas para su uso en la medicina es que han demostrado ser estables en fluidos bioldgicos.
Ademas, por autoensamblaje de las VLPs se producen particulas de simetria y tamafo homogéneo

(Douglas & Young, 2006).

Las VLPs se han propuesto para el envio y liberacién controlada de moléculas cargo, ademads, por su
caracter proteico, son biocompatibles, biodegradables y presentan baja toxicidad (Schoonen & Van Hest,
2014; Yan, et al., 2015). Mas aun, la superficie de las VLPs puede ser modificada y funcionalizada con una
diversidad de moléculas (ligandos) para ser dirigidas especificamente hacia un tipo de célula o tejido
(Schoonen & Van Hest, 2014; Kraj, et al., 2021). Con lo cual las VLPs pueden revolucionar las terapias
actuales. El principal mecanismo de entrega de moléculas de interés utilizando las VLPs en las células es el
de endocitosis mediada por receptores. Durante este proceso, la célula engulle macromoléculas a través
de la membrana plasmatica, junto con el fluido extracelular y lo invagina en vesiculas que circulan dentro
de la célula. Las VLPs pueden liberarse de estas vesiculas antes de que sean degradadas en lisosomas y

como carecen de material genético, no hay riesgo de una infeccion viral (Sanchez-Sanchez, et al., 2015).



1.1.5 Bionanorreactores enzimaticos a base de VLPs

Cuando las VLPs contienen enzimas activas en su interior como molécula cargo, se le ha denominado
nanorreactor o bionanorreactor enzimatico (Comellas-Aragonés et al., 2007; Gonzalez-Davis, et al., 2023).
Incluso, se han descrito mejoras en las propiedades cataliticas de las enzimas encapsuladas en las VLPs
(Jordan et al., 2016; Chakraborti, et al., 2020; Das et al., 2020). Las VLPs pueden albergar los sitios
cataliticos activos y controlar el acceso de reactivos y productos, lo que representa, reacciones cataliticas
mucho mas estables (Jordan et al., 2016; Das et al., 2020). La estructura de la jaula proteica de las VLPs
protege a la molécula catalitica de la degradacién de la proteasa y disminuye el reconocimiento por parte
del sistema inmune, lo que confiere un mejor rendimiento terapéutico (Schwarz, et al., 2017; Inoue, et al.,
2008; O’Neil, et al., 2013). Ademas, la estructura porosa intrinseca de los bionanorreactores basados en
VLP puede permitir que los sustratos y los productos fluyan a través del sistema semi-cerrado de la
nanojaula proteica (Selivanovitch, et al., 2021; Gama, et al., 2021; Vervoort, et al., 2021). Anteriormente
se han propuesto nanorreactores enzimaticos basados en VLP que contienen actividad de citocromo P450
para la activacién de profdrmacos en la terapia contra el cdncer de mama (Sanchez-Sadnchez, et al., 2015;

Tapia-Moreno, et al., 2017; Chauhan, et al., 2018).

1.1.6 Actividad glucosa oxidasa

La enzima glucosa oxidasa (GOx por sus siglas en inglés) es una flavoproteina con actividad oxido-reductasa
ampliamente estudiada y usada en la industria. La forma activa de la enzima GOx es un homodimero de
80 kDa por mondmero cuyo peso molecular depende del grado de glicosilacion (Zoldak, et al., 2004).
Debido a modificaciones postraduccionales la enzima GOx puede estar glicosilada principalmente con
manopiranosa y glucopiranosa; como consecuencia el peso molecular de la enzima es mayor (Zoldak, et
al., 2004; Hecht, et al., 1993). La GOx cataliza eficientemente la oxidacidon de glucosa con oxigeno
molecular para producir peréxido de hidrégeno (H,0;) y gluconolactona. La actividad catalitica de la
enzima GOx estad intrinsecamente relacionada a su unién no covalente con el cofactor flavin adenin
dinocledtido (FAD) en cada mondmero y es indispensable para la reaccién oxido-reduccién de la actividad

GOx (Fu, et al., 2018).

En particular, la enzima GOx del hongo filamentoso Aspergillus niger (Fig. 2) es una enzima extracelular y
ampliamente usada en la determinacién de glucosa en la industria de la fermentacién, fabricacién de

biosensores y ademas se han reportado propiedades antimicrobianas (Wong, et al., 2008; Mano, 2019).
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La actividad enzimatica GOx ha sido propuesta reciénteme para aplicaciones en la nanomedicina contra el
cancer (Huo, et al., 2017; Zhang, et al., 2018; Feng, et al., 2018). Son y col. en 2009 reportaron la primera

exploracién de la actividad GOx en el tratamiento del cancer (Son, et al., 2009, a & b).

Figura 2. Estructura tridimensional de la enzima glucosa oxidasa (GOx) de Aspergillus niger. Subunidad proteica o
momero (rosa), cofactor flavin adenin dinucleotido (FAD, amarillo), grupos glucoprianosa (verde). Archivo pdb 1Cf3
(Wohlfahrt, et al., 1999) visualizado en UCSF Chimera®.

La actividad catalitica de la GOx genera perdxido de hidrégeno continuamente y puede causar dafio al
material genético o DNA, y en consecuencia la muerte de las células tumorales (Son, et al., 2009, a).
Ademas, la actividad catalitica de la GOx produce estrés oxidativo por la generacién de perdxido,
promoviendo un efecto citotdxico en el ambiente tumoral. Adicionalmente, la actividad GOx reduce la
concentracién disponible de glucosa y de oxigeno molecular, compuestos esenciales para el metabolismo
celular, lo que ocasiona inanicidn celular e hipoxia en el ambiente tumoral (Fu, et al., 2018). Mas aln, la
GOx se puede combinar con otras enzimas, pro-farmacos o fotosensibilizadores, entre otros reactivos para
generar terapias sinérgicas multimodales en el tratamiento del cancer (Fu, et al., 2018; Fu, et al., 2019).

Recientemente, diferentes sistemas basados en la actividad catalitica de la enzima GOx han sido
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desarrollados para la terapia del cancer, incluyendo vesiculas mono y multimodales, nanoparticulas

poliméricas y magnéticas (Dinda, et al., 2018; Feng, et al., 2018; Chang, et al., 2017), entre otros.

1.1.7 Albdmina sérica humana

La albumina sérica humana (HSA, por sus siglas en inglés) (Fig. 3) es una proteina plasmatica y funciona
como transportador natural de un gran nimero de compuestos enddgenos y exdgenos en el torrente
sanguineo (Kragh-Hansen, 1981). Tiene una larga vida media de 19 dias en circulacidn y es la proteina mas
abundante (60%) a una concentracion de 40 mg/mL en el plasma sanguineo y su peso molecular es de 67
kDa (Hoogenboezem & Duvall, 2018; Sleep, et. al, 2013; Carter & Ho, 1994). La albumina sérica humana o
HSA contiene 35 residuos cisteina, de los cuales 34 forman puentes disulfuro y solo cuenta con un grupo
sulfidrilo libre localizado en la cisteina 34 (Cys 34) de la cadena polipeptidica (Fig. 3) (Nakashima, et al.,
2018).

1B

C-terminal

Figura 3. Estructura tridimensional de la albumina sérica humana (HSA). La ilustracion muestra la estructura terciaria
de la HSA y los dominios son mostrados en diferentes colores. Las barras de color amarillo muestran la posicién de
los puentes disulfuro de cisteinas en la HSA y las esferas amarillas la posicion de la cisteina 34 en el dominio IA.
Imagen tomada de Larsen y col., archivo pdb 1E7E (Bhattacharya, et al., 2000).
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La HSA realiza un proceso natural de transcitosis a través del endotelio vascular al espacio intersticial
(Larsen, et. al 2016). Este proceso se atribuye a la unidn de la HSA con el receptor gp60 (albondina) en la
superficie de las células endoteliales (MclIntosh, et. al, 2002). La unién gp60-HSA se asocia con la caveolina-
1 (Cav-1) en la superficie de las células endoteliales y esto promueve la invaginacidon de la membrana
celular seguido de la internalizacién de la HSA mediante la formacidn de vesiculas o caveolas. A través de
la célula, las caveolas con la HSA son transportadas y se fusionan con la membrana a basolateral para
completar la transcitosis de la HSA al medio intersticial (MclIntosh, et. al, 2002; Sleep, et. al, 2013). Dentro
de la célula, la HSA se une con el receptor intracelular FcRn (Fc neonatal), quien se encarga de rescatar a
la albumina de la degradacién, desviandola de la via lisosomal que es altamente degradativa. Luego, el
FcRn y la HSA se exocitan al espacio extracelular donde la HSA se libera a condiciones de pH fisioldgico y a
esto se le atribuye la notable larga vida media de la HSA en el torrente sanguineo (Sleep, et. al 2013; Larsen,

et. al 2016).

Ademas de la interaccién con la gp60, la captacion celular de la albimina también se relaciona con la unién
a SPARC (proteina acida secretada rica en cisteina) (Schnitzer & Oh, 1992; Merlot, et al., 2014). Est3
confirmado que tanto gp60 como SPARC se sobreexpresan en varios tipos de células cancerosas que
constituyen el tumory endotelio tumoral, lo que promueve la acumulacion de HSA en el tumor a diferencia
de los tejidos normales (Zhou, et al., 2019; Desai, et al., 2009; Lin, et al., 2016). Estos dos mecanismos de
transporte activo atraen a la HSA selectivamente al interior del tumor (Matsumura & Maeda, 1986;
Chatterjee, et al., 2017). No obstante, también se reconoce un mecanismo de transporte pasivo de la HSA
al medio tumoral. Esto se debe a que la HSA esta a una mayor contraccion en el torrente sanguineo (40
mg/mL) en comparacion con la concentracién del medio intersticial ~14 mg/mL, lo que impulsa su

transporte por difusién (Evans, 2002; Larsen, et. al, 2016).

La alta actividad angiogénica en el ambiente tumoral provoca la formacién rdpida de nuevos vasos
sanguineos en el tumor y como consecuencia, estos vasos sanguineos presentan irregularidades como
fenestraciones mas grandes de lo normal en el endotelio (Matsumura & Maeda, 1986; Sleep, et. al, 2013;
Spada, et al., 2021). Ademas, los tumores también tienen interrupciones en el sistema linfatico. Se
considera a estas irregularidades morfoldgicas en el sistema vascular y en el linfatico como responsables
de la permeacién y acumulacion preferencial de nanoestructuras y macromoléculas en el tumor,
fendmeno conocido como efecto de retencién y permeabilidad mejorada (EPR) (Matsumura & Maeda,
1986; Sleep, et. al, 2013; Hoogenboezem & Duvall, 2018). Se ha encontrado que la HSA tiene una alta
capacidad de acumularse en células tumorales en proliferacion como consecuencia del efecto EPR

(Matsumura & Maeda, 1986; Sleep, et. al, 2013; Spada, et al., 2021).



1.2 Antecedentes

1.2.1 La glucosa oxidasa como agente antitumoral

El efecto antitumoral de la actividad GOx ha sido propuesto como monoterapia cuando el tratamiento
depende exclusivamente de la actividad GOx, o terapia multimodal cuando el tratamiento con la enzima
se combina con otros agentes antitumorales. En la monoterapia o terapia monomodal, el efecto se debe
al agotamiento de la glucosa y el oxigeno molecular en el medio tumoral y la produccién continua de
peroxido de hidrégeno por la actividad GOx, actuando como terapia de inanicién y de estrés oxidativo en
células tumorales (Fu, et al., 2018; Fu, et al., 2019). En la terapia multimodal el efecto de la enzima se
combina con otras terapias como la quimioterapia, terapia fotodindmica y terapia fototérmica, entre otras.
Huo y col. en 2017 desarrollaron una monoterapia basada en la enzima GOx cargada dentro de una
nanoparticula dendritica mesoporosa hecha de silice y cargada también con 6xido ferroso a la cual
denominaron GOD-Fe304@DMSN. Encontraron in vitro un efecto citotdxico dependiente de la
concentracion GOD-Fe304@DMSNe en la linea tumoral 4T1 debido a la actividad de la enzima GOx.
Ademas, observaron in vivo la eficiente reduccidn de tumores 4T1 injertados en ratones tratados con GOD-
Fe304@DMOSN via intravenosa e intratumoral (Huo, et al., 2017). Zhao y col. en 2017 demostraron que la
enzima GOx cargada en nanogeles del copolimero FBMA-co-OEGMA tiene un efecto antitumoral como
terapia de inanicidn y estrés oxidativo en melanoma utilizando un modelo murino. Los nanogeles cargados
con GOx (GNs), reportaron una alta actividad citotdxica en la linea C8161 de células de melanoma.
Ademads, encontraron in vivo mediante un modelo murino que los nanogeles cargados con GOx tienen un
efecto anti-melanoma dependiente de la dosis y su aplicacién mejora significativamente la inhibicidn del
tumor y la extensién de la tasa de supervivencia cuando son suministrados a una dosis de 100 mU de

actividad GOx (Zhao, et al., 2017).

Zhang y col. describieron un sistema multimodal de terapia antitumoral combinando la actividad de la
enzima GOx con el pro-farmaco antineoplasico benoxantrona. Ambos agentes fueron encapsulados en
nanoacarreadores liposomales de manera independiente. La estrategia terapéutica se basa en la
combinacion sinérgica de la terapia por inanicién de la actividad GOx y la activacidon del pro-farmaco
benoxantrona a su forma terapéutica por las condiciones de hipoxia. Por una parte, el efecto citotdxico
dependiente de la concentracidn de liposomas cargados con GOx fue demostrado in vitro en la linea celular
4T1 de tumor de mama murino; asi como el efecto citotdxico de los liposomas cargados con benoxantrona

en condiciones de hipoxia en la misma linea celular. Ademas, en un modelo murino observaron, in vivo,
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un efecto sinérgico antitumoral de la terapia combinada de los liposomas cargados con GOx y con

benoxantrona, respectivamente (Zhang, et al., 2018).

Feng y col. en 2018 desarrollaron un sistema de terapia multimodal antitumoral a base de la actividad
glucosa oxidasa y potencializada con la terapia fototérmica activada con luz infrarroja cercana (NIC). El
disefo de la preparacién consistié en la conjugaciéon de la enzima GOx con nanoparticulas magnéticas de
oxido ferroso modificadas con polipirrol como agente de terapia fototérmica. Los resultados in vitro
mostraron que la conjugacién denominada Fe;0,@PPy@GOD tiene un efecto citotdxico en la linea celular
4T1 de tumor de mama murino, sobre todo cuando los cultivos son irradiados con luz infraroja de 808 y
1064 nm de longitud de onda, respectivamente. En un modelo murino mostraron que las nanoparticulas
Fes0,@PPy@GOD ejercen la supresién de tumores 4T1 implantados en ratones y este efecto altamente
reforzado cuando las nanoparticulas suministradas son localizadas in situ por imagenologia y el tumor es

irradiado con una longitud de onda de 808 y 1064 nm (Feng, et al., 2018).

1.2.2 La albumina sérica humana para el direccionamiento selectivo

Las preparaciones terapéuticas conjugadas con albumina sérica humana (HSA) muestran una alta
eficiencia de captacion celular y citotoxicidad in vitro, una alta vida media en circulacién y acumulaciéon en
tumores mucho mayor que los compuestos terapéuticos libres de HSA (Zhou, et al., 2019; Chen, et al.,
2014; Choi, et al., 2015). Mediante el método de hidratacion de pelicula delgada, Zhou y col. reportaron
la conjugacién de la proteina HSA con el compuesto antitumoral pirorrubicina (THP), al complejo
resultante lo denominaron HSA-THP. Ellos demostraron que la conjugacidn del agente antitumoral THP
con la proteina HSA mejora significativamente la captacion celular y el efecto citotdxico in vitro en células
tumorales de mama murino 4T1. Ademds, mostraron in vivo, en un modelo murino, que THP conjugado
con la HSA exhibe una alta acumulacién y penetracion en el tumor via gp60 y SPARC y tiene una larga vida
media. También, la preparacidn a base de HSA mostro alta eficacia antimetastasis en ratones con tumores

de células MDA-MB-231-Luc de tumor de mama humano (Zhou, et al., 2019).

Por otro lado, Chen y col. desarrollaron una nanoformulaciéon multimodal a base de HSA, con el colorante
IR825 y gadolinio como terapia fototérmica antimetastasica monitoreada por imagenologia. Los autores
encontraron por microscopia confocal de fluorescencia que la preparacidn, a la cual denominaron HSA-
Gd-IR825, mostrd in vitro una alta captacién celular en la linea 4T1. Ademas, reportaron un alto efecto

antimetastdsico de la preparacion HSA-Gd-IR825 en ratones con tumores 4T1 secundarios inducidos y
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después de la remocidn del tumor principal, expuestos a radiacién con laser de 808 nm (Chen, et al., 2014).
Adicionalmente, Choi y col fabricaron nanoparticulas inhalables a base de HSA conjugada con el agente
antitumoral doxorrubicina y la proteina apoptdtica TRAIL para la terapia del cancer de pulmdn.
Encontraron mediante un ensayo MTT un efecto citotdxico significativo y actividad apoptdtica de la
preparacion denominada TRIAL/Dox HSA-NP en células de cancer de pulmdn H226 en comparacién con el
tratamiento control sin la HSA. Por microscopia confocal detectaron in vitro en la linea H226 mayor
captacién celular cuando la preparacion es conjugada con la HSA. La eficacia antitumoral aumenté al
suministrar la preparacién via aerosol en ratones con tumores de pulmén H226 inducidos, reduciendo los

efectos de la metastasis (Choi, et al., 2015).

Basado en la capacidad de las capsides del BMV para contener moléculas cargo en su interior hueco y la
actividad catalitica de la GOx, en este proyecto se disefié un bionanorreactor enzimatico para la terapia
dirigida contra el cdncer de mama, mediante el encapsulamiento de la GOx en las VLPs del bromovirus
BMV. Ademas, se realizé la funcionalizacién de los bionanorreactores anclando la proteina HSA en su
superficie externa para el direccionamiento hacia células tumorales de cdncer de mama. Posteriormente,
las propiedades cataliticas, estructura y estabilidad de los bionanorreactores fueron caracterizadas.

Finalmente, se evalud el efecto de los bionanorreactores en lineas celulares de cancer de mama.

1.3 Hipétesis

La enzima GOx encapsulada en las VLPS del BMV podra ejercer un efecto citotdxico en células de cancer

de mama, y el recubrimiento de la VLP resultante, con la proteina HSA, mejorara dicho efecto citotdxico.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Disefar y producir bionanorreactores enzimaticos basados en nanoparticulas tipo virus (VLPs) del BMV.
con actividad glucosa oxidasa y funcionalizados con HSA para la entrega dirigida y con actividad citotdxica

en células tumorales de mama.
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1.4.2 Objetivos especificos

Disefar bionanorreactores basados en nanoparticulas tipo virus (VLPs) del BMV que contengan como

cargo la enzima glucosa oxidasa.

Funcionalizar la superficie externa de los bionanorreactores con la proteina albumina sérica humana (HSA).

Caracterizar las propiedades cataliticas, diametro hidrodindmico y morfologia de los bionanorreactores

producidos.

Estudiar in vitro el efecto citotdxico de los bionanorreactores en lineas celulares de cancer de mama.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Materiales

La enzima comercial GOx tipo VIl (Aspergillus niger), la proteina albumina sérica humana (HSA), glucosa
(dextrosa 99.5 %), perdxido de hidrégeno (30%), guayacol (99%), L-glutation reducido (98%), y solventes
fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Las sales usadas para la preparacién de soluciones
amortiguadores fueron adquiridas en Fermont (Monterrey, MX) y Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). En el
analisis por microscopia electrénica de trasmision se utilizaron rejillas de cobre (400-mesh), cubiertas con
una capa de formvar/carbono (No. 01824, Ted-Pella, EUA). Todos los reactivos quimicos empleados fueron
del mas alto grado de pureza disponible comercialmente. Las lineas celulares 4T1y 293T fueron adquiridas
en ATCC (EUA) y la linea MDA-MB 231/GPF en Cell Biolabs Inc. (Ref. AKR-201, San Diego, CA). La proteina
de capside (CP) del virus BMV empleada para los bionanorreactores tipo VLP se obtuvo a partir de la

produccién del virus nativo BMV en un invernadero (Cadena-Nava, et al., 2012).

2.2 Diseio de bionanorreactores BMV-GOx

VLP-GOx VLP-GOx@HSA

GOX p q HSA

o VLP-BMV

Figura 4. Esquema de la arquitectura de los bionanorreactores VLP-GOx y VLP-GOx@HSA.
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El disefio de los bionanorreactores con actividad GOx se basé en las propiedades cataliticas de la enzima
GOx, y la capacidad de autoensamblaje de la proteina CP del BMV. La arquitectura de los
bionanorreactores construidos consistié en la encapsulacidon de la enzima GOx en una jaula proteica
conformada por las proteinas de capsides del BMV (Fig. 4). Ademas, las VLPs resultantes, a la cuales
denominamos bionanorreactores VLP-GOx, fueron funcionalizadas en su superficie externa con la proteina
HSA para el direccionamiento especifico hacia células tumorales de cancer de mama, denominados VLP-
GOx@HSA. La encapsulacién de la GOx estuvo mediada principalmente por interacciones electrostaticas
entre la superficie de la enzima GOx y la regién N-terminal de la proteina de la capside del BMV. El anclaje
de la proteina HSA sobre la superficie de los bionanorreactores fue realizado por medio de enlaces

disulfuro entre la proteina HSA y la proteina de cdpside del BMV.

2.3 Propiedades electrostaticas de GOx y la proteina CP

La complementariedad de cargas electrostaticas entre la enzima GOx y los residuos N-terminal de la
proteina de capside del BMV fue fundamental para la encapsulacion de la enzima y la formacion de los
bioanorreactores VLP-GOx por autoensamblaje. Las propiedades electrostaticas de la enzima GOx y de las
proteinas de capside (CP) del BMV fueron estudiadas in silico para analizar la probabilidad del
confinamiento. Primero, se descargaron los archivos .pdb de la VLP del BMV (ID: 3J7L) y de la enzima GOx
(ID: 1CF3) desde el Protein Data Bank. Los archivos .pdb contienen las coordenadas tridimensionales de la
estructura de las proteinas. Estos archivos fueron procesados con el software Maestro Schrodinger®. La
distribucidn superficial de cargas electrostaticas en la estructura tridimensional de la enzima GOx y los
capsomeros del BMV fue analizada con el método del potencial de Poisson-Boltzmann y representada

mediante un mapa de colores.

Posteriormente, la carga eléctrica efectiva en solucién de la enzima GOX y la proteina CP del BMV fueron
estudiadas experimentalmente mediante una determinacion del potencial Z a diferentes valores de pH 4
a 7 (100 mM fosfato de sodio, pH ajustado con HCI). El potencial Z fue obtenido mediante la técnica de
dispersidn de luz electroforética utilizando un equipo Zetasizer Nano ZS de Malvern®. El valor del potencial
Z en funcion del pH fue directamente relacionado con la carga electrostatica en solucién de la enzima GOx,
la proteina CP desensamblada y el virus BMV, respectivamente. Considerando, el comportamiento del
potencial Z en funcién del pH y los estudios in silico se establecieron las condiciones dptimas para la

reaccion de autoensamblaje y la formacion de los bionanorreactores VLP-GOx.
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2.4 Produccion de viriones BMV y aislamiento de la proteina CP

Las proteinas de capside del BMV utilizadas para la produccidn de los bionanorreactores fueron obtenidas
a partir de virus BMV amplificado en plantas de cebada mediante la infeccién con el virus nativo y de
acuerdo con el protocolo descrito por Cadena-Nava y col. en 2012. Primeramente, plantas de cebada
(Hordeum vulgare) fueron crecidas en condiciones controladas en un invernadero y cuando las primeras
hojas alcanzaron la longitud de 10-15 cm fueron infectadas con el virus. Para la infeccién se erosiono
suavemente la superficie adaxial de la hoja e inmediatamente sobre la herida se depositaron 20 pL a 0.2
mg/mL de virus BMV en solucién amortiguadora de inoculacion (fosfato de potasio 100 mM, pH 7, ajustado
con HCI). Posteriormente, entre 10 a 15 dias después de la inoculacion con el virus, las hojas mostraron el
patron de infeccidon que corresponde a la aparicién de manchas amarillas o clorosis (Fig. 5 A). Las hojas

infectadas fueron cosechadas (Fig. 5 B) y almacenadas a -20 °C hasta su procesamiento.

Las hojas infectadas con el virus BMV fueron trituradas en una licuadora (Osterizer®) (Fig. 5 C) para la
obtencidn de los viriones usando una solucidn amortiguadora de extraccion de virus (acetato de sodio 0.5
M, acetato de magnesio 80 mM, pH 4.5 ajustado con acido acético glacial). El macerado resultante de la
trituracion fue filtrado con tela de gasa y el liquido filtrado recuperado. A continuacién, se realizé una
extraccién liquido-liquido combinando el liquido filtrado y cloroformo a una relacién 1:1 v/v, en botellas
de centrifuga de copolimero de polipropileno de 250 mL (Fig. 5 D) La combinacién del filtrado y cloroformo
fue mezclada por agitacion (Fig. 5 E), y centrifugada en un rotor de angulo fijo JA-14 (Beckman®) a 10,000
rpm, 40 min a 4°C. Después del tiempo de centrifugacién, la mezcla en la botella separé en dos fases (Fig.
5 F), la superior correspondiente a la fase acuosa o extracto de viriones, y la inferior correspondiente a la
fase de cloroformo con residuos de fibra y los pigmentos de la planta. La fase superior o extracto de
viriones fue recuperado cuidadosamente y mantenido en agitacion a 4°C por al menos 4 h para permitir la

evaporacion de residuos de cloroformo.

Los viriones BMV fueron completamente aislados y purificados a partir del extracto mediante un colchén
de sacarosa y adicionalmente con un gradiente de sacarosa usando ultracentrifugacién. Primeramente,
para preparar el colchén de sacarosa (Fig. 5-G), el extracto fue depositado cuidadosamente sobre 5 mL de
solucién de sacarosa al 10% (acetato de sodio 50 mM, acetato de magnesio 8 mM, pH 4.5 ajustado con
acido acético) dentro de tubos de ultracentrifuga y centrifugado a 32,000 rpm (rotor SW-32Ti, Beckman®),
4°C por 2 h. Después de la centrifugacion, en el fondo del tubo se formd un precipitado que corresponde

a las particulas virales o viriones BMV el cual fue recuperado y resuspendido en solucién amortiguadora
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de suspensién de virus (acetato de sodio 50 mM, acetato de magnesio 8 mM, pH 4.5 ajustado con acido

acético).

Figura 5. Extraccidn y purificacion del virus BMV. A) y B) Hojas de cebada infectadas con el virus BMV. C) Macerado
de las hojas infectadas. D y E) Mezcla del filtrado de virus y cloroformo antes y después de ser homogenizada,
respectivamente. F) Separacion de fases de la mezcla, superior: extracto de virus (flecha amarilla), inferior:
cloroformo con residuos de fibra. G) Colchdn de sacarosa (flecha roja).

Posteriormente, la suspensidn de viriones BMV fue depositada sobre un gradiente de sacarosa de 10-40%.
El gradiente de sacarosa fue previamente preparado mediante ciclos de congelacién a -80 °C y
descongelacion a 4°C de 20 mL de solucién amortiguadora de virus al 25% sacarosa depositada en tubos
de ultracentrifuga de 33 mL de policarbonato. Posteriormente, la suspensién de viriones BMV fue
depositada sobre el gradiente de sacarosa formado y centrifugada a 30,000 rpm (rotor SW-32Ti), 4°C por
2 h. Al finalizar la centrifugacién, los tubos con el gradiente fueron examinados en un cuarto oscuro
incidiendo luz blanca desde el fondo de cada tubo, observandose una fase azul brillante en medio de la
columna del volumen dentro del tubo de centrifuga (Fig. 6). Esta fase azul corresponde a los viriones y fue
recuperada con una pipeta Pasteur de vidrio de punta larga y el volumen recuperado diluido a una relaciéon
1:4 v/v. Finalmente, el volumen diluido fue centrifugado a 32,000 rpm, 4°C por 3 h para concentrar los

viriones en un precipitado al fondo del tubo de centrifuga. Al término de la centrifugacién, el sobrenadante
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fue descartado y el precipitado obtenido que contenia los viriones fue resuspendido en solucién
amortiguadora de suspension de virus y almacenados a -80°C a una concentraciéon de 3 mg/mL vy
cuantificada mediante la absorbancia a 260 nm y el coeficiente de extincidn molar del virus BMV (36,400

M1cm).

Figura 6. Gradiente de Sacarosa. En la imagen se aprecia la banda o fase azul (flecha blanca) correspondiente a la
fase que contiene los viriones del BMV dentro del tubo de ultracentrifuga.

Los viriones BMV obtenidos fueron desensamblados para la purificacion de la proteina de capside (CP)
necesaria para la sintesis de bionanorreactores tipo VLP. Primero, la suspensidon que contenia los viriones
fue dializada en membrana de corte de peso molecular 14,000 Da (Sigma®) contra solucién amortiguadora
de desensamblaje (cloruro de calcio 0.5 M, Tris-HCI 50 mM, pH 7.4, ajustado con HCI) por 5 h. Después, la
muestra dializada que contenia los viriones desensamblados fue centrifugada a 50,000 rpm (rotor 90Ti,

Beackman®), 4°C por 4 h. Al finalizar el tiempo de centrifugacion el sobrenadate que contenia la proteina
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CP aislada del material genético fue recuperado desde la parte superior del volumen por fracciones de 0.5
mL. Se consideraron fracciones de CP con una pureza mayor a 1.58 estimado usando el cociente de las
absorbancias a 280/260 nm. Las fracciones seleccionadas bajo el criterio de pureza establecido fueron
dializadas en membrana de 14,000 Da contra solucién amortiguadora de proteinas (cloruro de sodio 1 M,
Tris-HCI 20 mM, pH 7.2 ajustado con HCl) por 2 h. La concentraciéon de proteina CP en pg/uL fue
determinada utilizando el coeficiente de extincién molar de la CP (24,200 M*cm™) y la absorbancia a 280

nm de la muestra. Finalmente se almaceno la solucién de proteina purificada CP a 4°C hasta su utilizacion.

2.5 Ensamble de bionanorreactores VLP-GOx

A)

Figura 7. Ensamble de los bionanorreactores VLP-GOx. A) Dialisis en condiciones de autoensamblaje para la sintesis
de bionanorreactores (enzima GOx mas proteina de cdpside del BMV dentro de la membrana de didlisis). B)
Precipitado de bionanorreactores VLP-GOx (flecha amarilla) en el fondo del tubo de ultracentrifuga.

Los bionanorreactores con actividad GOx (VLP-GOx) fueron sintetizados por el método de autoensamblaje
utilizando dialisis para el recambio de condiciones. Primero, la enzima GOx comercial fue disuelta
previamente en solucion amortiguadora de fosfatos (fosfato de sodio 50 mM, pH 7 ajustado con HCI).
Después, la enzima GOx en disolucion fue combinada con la proteina de cdpside CP previamente purificada

(Fig. 7-A) a diferentes relaciones molares (1:2, 1:3, 1:6, 1:23, GOx:CP mol:mol). Posteriormente, las
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preparaciones fueron llevadas a condiciones de autoensamblaje de VLPs mediante didlisis en dos pasos.
Primera didlisis (cloruro de sodio 50 mM, cloruro de potasio 10 mM, cloruro de magnesio 5 mM, tris-HCl
50 mM, pH 7.2 ajustado con HCl) a 4°C por 4 h. Segunda didlisis: solucion amortiguadora de autoensamble
(acetato de sodio 50 mM, cloruro de sodio 0.75 M, acetato de magnesio 8 mM, pH 5.1 ajustado con acido

acético) a4°C por 4 h.

Adicionalmente, se realizdé el ensamble de cdpsides o VLP del BMV sin actividad catalitica, llevando
directamente la proteina CP a la segunda dialisis. Después de la didlisis en dos pasos las preparaciones
fueron recuperadas y centrifugadas a 40,000 rpm (rotor 90Ti), 4°C por 2 h. Al finalizar la centrifugacion se
formd un precipitado en el fondo del tubo de ultracentrifuga que correspondia a los bionanorreactores
(Fig. 7-B). El sobrenadante fue retirado del tubo con una micropipeta, tomando el volumen desde el fondo
del tubo, tratando de no dafiar ni resuspender el precipitado. Finalmente, después de retirar el
sobrenadante, el precipitado que contenia los bionanorreactores fue resuspendido en solucién
amortiguadora de ensamble y la suspensidn de bionanorreactores filtrada a través de membrana 0.2 um

(Verex, Phenomenex®).

Posterior al ensamble, los bionanorreactores VLP-GOx fueron purificados por cromatografia liquida de alta
resolucidn o HPLC (por su nombre en inglés: High-Performance Liquid Chromatography). La cromatografia
fue realizada utilizando una columna de exclusidn de tamano molecular (TSKgel Column, Super SW2000,
Supelco-Tosoh Bioscience, Bellefont, PA) para eliminar los residuos de enzima GOx libre no encapsulada
en funcidn del tiempo de retencién. Primero, la suspensidn filtrada de bionanorreactores fue inyectada en
la columna montada en un equipo HPLC (Agilent 1100 series) y un método isocratico de elucion con
solucién amortiguadora de fase mévil (acetato de sodio 50 mM, cloruro de sodio 250 mM, pH 5.1 ajustado

con acido acético).

Los bionanorreactores fueron aislados por cromatografia de exclusién de tamafio molecular considerando
las diferencias entre el tiempo de retencidn de las VLPs del BMV, la enzima GOx libre y la proteina de
capside CP desensamblada. Finalmente, tras la cromatografia la fraccion que contenian los
bionanorreactores VLP-GOx fue colectada y llevada a una concentracién de trabajo empleando tubos de
ultrafiltracién con una membrana de corte de peso molecular de 30,000 Da (Merck Amicon® Ultra-15
Centrifugal Filter Units). La concentracion de proteina total en las preparaciones de bionanorreactores
purificados fue determinada utilizando el ensayo Bradford con el reactivo Bio-Rad Bradford Protein Assay
(Hercules, CA) debido a que la composicién de los bionanorreactores es completamente a base de

proteina.
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2.6 Funcionalizacion de la superficie de los bionanorreactores VLP-GOx

La funcionalizacidn de los bionanorreactores con actividad GOx fue realizada recubriendo la superficie de
las VLP-GOx con la proteina albimina sérica humana o HSA (Fig. 4) para el direccionamiento especifico a
células tumorales de cancer de mama. Los residuos cisteina de la HSA (Fig. 3) fueron utilizados para su
anclaje en la superficie de la VLP a través de enlaces disulfuro entre las cisteinas de la HSA (Larsen, et. al,
2016; Chauhan, et al., 2020) vy la cisteina 107 (Lucas, et al., 2002) de la proteina CP de la VLP del BMV (Fig.
8-Ay B). Previamente, la HSA fue preparada mediante la reduccidn de sus residuos cisteina con base en el
protocolo descrito por Chauhan y col. en 2020 para la formacidn de enlaces disulfuro. En breve, la HSA fue
disuelta en solucién acuosa a 50 mM de L-glutatién reducido para la reaccién de reduccién de los residuos
cisteina. La solucidén resultante se mantuvo en agitacion 2 h a temperatura ambiente. Después del tiempo
de reaccidn, la preparacion que contenia la HSA con los grupos cisteina reducidos fue dializada en agua
desionizada por 2 h a temperatura ambiente para eliminar el agente reductor, este paso se repitié una vez
mas. Finalmente, la preparacion la HSA con los grupos cisteina reducidos o “HSA reducida” fue recuperada

y almacenada a 4°C.

Figura 8. Estructura tridimensional de la VLP del BMV. A) Sitios cisteina (etiquetas rojas) en la superficie de la VLP. B)
Capsomero del BMV con cisteina 107 (etiquetas rojas) por cada CP. Archivo.pdb 1js9 (Lucas, et al., 2002) visualizado
en UCSF Chimera®.

La HSA reducida en sus residuos cisteina fue utilizada para el recubrimiento de la superficie externa de los

bioanorreactores Primeramente, la reaccion de funcionalizacién fue realizada mezclando los
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bionanorreactores VLP-GOx (sintetizados a una relacidn molar 1:3 GOx:CP) con la proteina HSA reducida
en una relaciéon de masas de 1:8 p/p de VLP-GOx:HSA. Esta reaccidn se mantuvo en agitacion a 4°C por al
menos 12 h. Después del tiempo de reaccidn, la preparacion fue centrifugada a 40,000 rpm, 4°C por 2 h
para concentrar los bionanorreactores funcionalizados en un precipitado al fondo del tubo de centrifuga.
Al finalizar el tiempo de centrifugacion, el sobrenadante fue descartado y el precipitado que contenia los
bionanorreactores funcionalizados fue resuspendido en solucidn amortiguadora de ensamble. La

suspension resultante fue filtrada a través de membrana 0.2 um (Verex, Phenomenex®).

Finalmente, los bionanorreactores funcionalizados fueron purificados y aislados de la HSA libre por
cromatografia de exclusion de tamafo molecular como se describe anteriormente para los
bionanorreactores sin funcionalizacién, con base en la diferencia entre el tiempo de retenciéon de los
bionanorreactores y la HSA libre. Adicionalmente, siguiendo el mismo procedimiento para la
funcionalizacién de la superficie de los bionanorreactores, se realizd la funcionalizacién de las VLPs sin
actividad catalitica o VLP del BMV con la proteina HSA y la preparacion resultante fue purificada de la

misma forma por cromatografia de exclusidon de tamano molecular.

2.7 Caracterizacion de bionanorreactores

Los bionanorreactores con actividad GOx: VLP-GOx y VLP-GOx@HSA previamente aislados y purificados
fueron caracterizados. La composicion de los bionanorreactores es complemente a base de proteinas. Por
lo tanto, la proporcidn de proteinas en cada preparacion fue caracterizada mediante electroforesis en gel
desnaturalizante de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico o SDS-PAGE (por sus siglas en inglés sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis). Las muestras de los bionanorreactores con actividad
GOx y los respectivos controles fueron mezclados con B-mercaptoetanol, respectivamente, y calentados
por 10 min a 90°C en una placa térmica. Posteriormente, las muestras fueron cargadas en un gel de
poliacrilamida preparado al 15% en la fase de separacion. La electroforesis fue corrida a 120 mV por 20
min y posteriormente a 180 mV por 1h. Al término, el gel de poliacrilamida fue lavado dos veces con agua
desionizada, después tefiido con solucidn InstanBlue® por 5 h, y en seguida lavado dos veces mas con agua
desionizada. Finalmente, la imagen del gel de poliacrilamida resultante fue capturada con un
fotodocumentador (Modelo IBright FL 1000) y la imagen obtenida fue procesada con el software Imagel®
para un analisis densidad de pixeles de las bandas tefidas en el gel, y de esta manera estimar la proporcion

de cada una de las proteinas que conforman los bionanorreactores.
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La morfologia de los bionanoreactores producidos fue caracterizada por microscopia electrénica de
transmisién (TEM por sus siglas en inglés). Primero se colocé 6 plL de bionanorreactores VLP-GOx o VLP-
GOX@HSA a 0.75 mg/mL sobre el lado brilloso de una rejilla de cobre. Después de dos minutos, el volumen
de la muestra sobre la rejilla de TEM fue retirado con un papel absorbente por el borde de la rejilla.
Posteriormente, sobre la rejilla se depositaron 6 pL de acetato de uranilo al 1% en solucién acuosa y
después de dos minutos la solucién de acetato de uranilo se retiré con un papel absorbente por el borde
de larejilla. A continuacion, se evapord el residuo de humedad colocando la rejilla 10 min bajo una ldmpara
de luz amarilla. Finalmente, la preparacién de bionanorreactores sobre la rejilla de TEM fue analizada en
un equipo TEM (JEOL JEM-2010) operado a 100 kV. Por otra parte, se caracterizd el tamafio de los
bionanorreactores en solucion mediante la determinacion del diametro hidrodindmico estimado con Ila
técnica de dispersion dinamica de luz o DLS (por sus siglas en inglés: Dynamic light scattering) utilizando

un equipo Zetasizer (Nano-ZS, Malvern®).
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Figura 9. Reaccidn de actividad GOx acoplada a la enzima peroxidasa.

La actividad catalitica de los bionanorreactores VLP-GOx o VLP-GOX@HSA fue caracterizada mediante un
ensayo de actividad enzimatica GOx acoplada a una reaccidn colorimétrica con peroxidasa (Fig. 9). En esta
reaccion acoplada, primero: la actividad GOx transforma glucosa y oxigeno molecular en peréxido de

hidrégeno y gluconolactona, y segundo: la actividad de la peroxidasa utiliza el peréxido de hidrégeno
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generado por la actividad GOx, y guayacol para producir tetraguayacol y agua. El tetraguaycaol es de
coloracioén rojo ladrillo y tiene un pico de absorbancia a 470 nm, el incremento de este compuesto en la

reaccién acoplada puede monitorearse mediante espectrofotometria.

La reaccion acoplada fue preparada en solucién amortiguadora de actividad GOx (acetato de sodio 50 mM,
pH 5.1 ajustado con acido acético) con un coctel de 20 mM de guayacol, 30U de peroxidasa, a diferentes
concentraciones de glucosa (0,25, 50, 100 y 150 mM). Una vez preparado el coctel de reaccién se agrego
en una celda de 1 mL para espectrofotometro el volumen correspondiente y la muestra de
bionanorreactores bien mezclados, e inmediatamente se monitoreé el incremento de la absorbanciaa 470

nm por 5 min con un espectrofotémetro (NanoDrop, Thermo Scientific).

El cambio de la absorbancia por min en la reaccién acoplada fue registrado, y con la ecuacién de Beer-
Lambert y un andlisis estequiométrico, se calculd indirectamente la tasa de transformacion de glucosa. El
coeficiente de extincidn molar del tetraguayacol (26,600 M™cm™) fue utilizado para calcular la tasa de
transformacién por min en la reaccion acoplada. La tasa de transformacion a una determinada
concentracién de glucosa por gramos de proteina total fue definida aqui como actividad especifica GOx.
De acuerdo a la actividad especifica GOx en funcién de la concentracidn de glucosa se realizé una regresion
no lineal de Michaelis-Menten para determinar los pardmetros o constantes cataliticas de los
bionanorreactores VLP-GOx y VLP-GOx@HSA. Finalmente, las constantes cataliticas de los

bionanorreactores se compararon entre si y con la enzima GOx libre en solucion.

2.8 Ensayo de citotoxicidad in vitro

El efecto citotéxico de los bionanorreactores con actividad GOx fue estudiado in vitro con dos lineas
celulares: 4T1 como modelo de tumor de mama murino, y 293T (células de rifidn embrionario humano)
como modelo de células sanas. El ensayo de citotoxicidad fue realizado utilizando el reactivo MTT
(bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio). El reactivo MTT es empleado para determinar
directamente la actividad metabdlica celular. En los cultivos, las enzimas de las células viables tienen la
capacidad de reducir el reactivo MTT en su forma insoluble formazan que posee un color purpura. Previo
a los ensayos in vitro los bionanorreactores fueron esterilizados por filtracién con membrana de 0.22 um
para los ensayos bioldgicos. Posteriormente, ambas lineas celulares fueron expuestas a diferentes

concentraciones de bionanorreactores.
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Primero, en placas para cultivo celular de 96 pozos se sembraron 4,000 y 10,000 células/pozo de la linea
4T1 (con medio RPMI) y 293T (con medio DMEM), respectivamente, e inmediatamente las placas de
cultivo fueron incubadas a 37 °C y con atmosfera de CO; al 5%. A las 24 h de la siembra, las células fueron
expuestas por 24 h a diferentes concentraciones (0.58 — 100 pug/mL) de bionanorreactores con actividad
GOx o VLPs no cataliticas como control, respectivamente. Finalmente, a las 48 h del inicio del cultivo, se
estimo la citotoxicidad de los diferentes tratamientos mediante un ensayo MTT (TOX-1, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO). Al término del ensayo MTT se midié en cada pozo de cultivo la absorbancia a 570 nm con un
equipo Multiskan GO (Thermo Scientific). La absorbancia resultante del grupo control negativo (células
incubadas Unicamente con medio de cultivo) fue establecida como el 100% de sobrevivencia. Los grupos
experimentales fueron comparados con el control negativo para estimar la tasa de sobrevivencia después

de la exposicion ante los bionanorreactores.

2.9 Estudio de microscopia de fluorescencia

El efecto de los bionanorreactores fue estudiado in vitro a nivel celular por microscopia de fluorescencia
con la linea celular MDA-MB231/GPF de tumor de mama humano. Esta linea en particular tiene acoplada
en la actina a la proteina verde fluorescente GFP (por sus siglas en inglés Green Flourencent Protein)
mediante una modificacidon genética. Por lo tanto, la morfologia de las células puede apreciarse por
fluorescencia de color verde del citoesqueleto a través de microscopia de fluorescencia. Primero, el cultivo
se comenzé sembrando 50,000 células MDA-MB-231/GPF en cajas Petri de 3 cm de didmetro para cultivo
celular con medio DMEM suplementado al 10% de suero fetal bovino (Biowest, Francia) y 1% de
antibidtico/antimicético (GIBCO®) e incubando por 24 h a 37°C y una atmosfera al 5% de CO,.
Posteriormente, las células fueron lavadas con solucién amortiguadora de fosfatos salino o PBS (por sus
siglas en inglés phosphate buffered saline). A continuacion, el PBS fue retirado y se agregaron 100 pg/mL
de bionanorreactores VLP-GOx@HSA en medio DMEM e inmediatamente el cultivo fue incubado a 37°C,

en atmosfera de CO; al 5%por 4 h.

El cultivo de células de las células MDA-MB-231/GPF expuestas a los bionanorreactores fue monitoreado
en tiempo real con un microscopio de fluorescencia LS720 Microscope Lumascope (Etaluma Inc., San
Diego, CA) acoplado dentro de una incubadora. Cada dos min a partir del inicio del cultivo se capturaron
imagenes en contraste de fases y de luz verde fluorescente (rango del filtro verde fluorescente de 502-561
nm bajo la excitacion con luz azul de 473-491 nm). Se fijaron 3 coordenadas distintas en el cultivo donde

se localizaban las células estudiadas y estas coordenadas fueron seguidas durante todo el tiempo del
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cultivo. Finalmente, las imagenes obtenidas fueron utilizadas para realizar un video con la técnica de
camara rapida mediante el empalme de la imagen en contraste de fases e imagen con su correspondiente

en luz verde fluorescente de cada instante capturado.

2.10 Analisis estadistico

Finalmente, un andlisis estadistico fue realizado con los resultados obtenidos por triplicado. El software
Prism GraphPad® 8.0 fue utilizado para comparar las diferencias entre los tratamientos. Se consideré el
analisis de varianzas (ANOVA) de dos vias y las pruebas post hoc Sidak o Tukey segun correspondiera. Las
diferencias aceptadas como significativas tuvieron un valor de P<0.001 y se representan en las figuras con

el simbolo *.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Complementariedad de cargas electrostaticas

La complementariedad de cargas electrostaticas entre la superficie de la enzima GOx y la superficie interna
de las VLPs del BMV fue confirmada mediante los estudios in silico de la distribucién superficial de cargas
electrostaticas y el potencial Z. Con el software Maestro Schrédinger® y mediante un mapa de colores (Fig.
10) se logrd visualizar una mayor distribucién de cargas electrostdticas negativas sobre la superficie de la
enzima GO, diferente a la superficie de los capsémeros de las VLPS del BMV (pentdmeros y hexameros)
donde aprecia una mayor distribucién de cargas positivas en la superficie interna en la VLP. Esta
distribucidn de cargas positivas hacia el interior de la VLP en los capsdmeros corresponde con la posicion
de los residuos N-terminal de la proteina CP. Por otra parte, el lado exterior de los capsdmeros en la VLP

evidencioé una distribucién de cargas electrostaticas mas heterogénea.

pentamero hexamero GOx

(+)

Figura 10. Representacion de la distribucidn de cargas electrostaticas en la superficie interna de los capsdmeros de
la VLP del BMV (pentamero y hexdmero) y la enzima GOx mediante un mapa de colores en la estructura
tridimensional. Escala de color: rojo (cargas negativas) y azul (cargas positivas). Archivos pbd analizados con el
software Maestro Schrodinger®.

Ademas de los resultados in silico, la carga efectiva de la enzima GOx en solucidn bajo condiciones de
autoensamblaje fue confirmado por el perfil de potencial Z en funcién del pH (Fig. 11). Los resultados
mostraron que el punto isoeléctrico de la enzima GOx se encuentra alrededor del pH 4.6, arriba de este
valor de pH la enzima tiene carga eléctrica efectiva negativa (Fig. 11-A) Por otra parte, el punto isoeléctrico

de la proteina de cdpside CP fue estimado alrededor de pH 6.1, a bajo de este valor de pH la proteina tiene
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un comportamiento positivo (Fig. 11-B) Por lo tanto, la reaccidn de ensamblaje se ajustd a pH 5.1, valor
donde la enzima GOx mantiene un valor negativo y la CP un valor positivo, necesarios para la

complementariedad de cargas electrostaticas y la formacidn de las VLPs BMV con actividad catalitica GOx

por autoensamblaje.

A)

Potencial Z (mV)

B)

Potencial Z {mV)

Figura 11. Perfil de potencial Z de A) la enzima GOX y B) la proteina CP desensamblada. Datos experimentales (puntos
verdes). Punto isoeléctrico estimado (punto rojo). Barra amarilla en pH 5.1 (condiciones de autoensamblaje).

3.2 Ensamble de bionanorreactores con actividad GOx

Los bionanorreactores tipo VLP con actividad enzimatica GOx o VLP-GOx fueron exitosamente sintetizados
por el método de autoensamblaje del BMV, modulando las condiciones de pH y fuerza idnica (Fig. 12). El
encapsulamiento de la enzima GOx en las VLPs fue optimizado realizando la sintesis de bionanorreactores

a diferentes relaciones molares entre la enzima GOx y la proteina CP en la mezcla de autoensamblaje. Las
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cuatro relaciones molares probadas en la sintesis de bionanorreactores produjeron particulas tipo VLP
cataliticamente activas y los bionanorreactores resultantes fueron comparados con base en su actividad
especifica (U/g) (Tabla 1). La actividad especifica fue calculada considerando la cantidad de micromoles de
sustrato transformado por minuto por gramo de proteina total en la preparacién. La relacién molar 1:3
GOx:CP mostré mayor actividad especifica en comparacién con los bionanorreactores preparados con las
otras relaciones molares probadas, registrando 1,316 + 18 U/g (unidades de actividad catalitica por gramo
de proteina total en la preparacidn). Por esta razdn, la relacion 1:3 fue seleccionada para producir

bionanorreactores funcionalizados.

Autoensamblaje Funcionalizacion

CP-BMV CP-BMV + GOx VLP-GOx VLP-GOx@HSA

"‘ CP-BMV & cox g6 HsA

Figura 12. Ensamble y funcionalizacién de bionanorreactores tipo VLP del BMV con actividad GOx.

3.3 Purificacion de los bionanorreactores

Todos los bionanorreactores con actividad GOx fueron purificados exitosamente por cromatografia de
exclusién de tamafio molecular previo a todas las caracterizaciones (Fig. 13). La cromatografia de exclusion
molecular resultdé ser un método eficiente para la separacion de bionanorreactores de la enzima no
encapsulada considerando las diferencias en el tiempo de retencidn. Los tiempos de retencién de las
particulas tipo VLP, la enzima GOx y la proteina CP fueron de 5.7, 7.5 y 8.4 min, respectivamente (Fig. 13
A). Todos los bionanorreactores preparados a diferente relacién molar fueron aislados exitosamente de la
enzima GOx no encapsulada recuperando el volumen de la fraccidn 5.3-6.2 min con absorbancia maxima
en 5.7 min (Fig. 13 B). En el caso de los bionanorreactores funcionalizados el aislamiento fue realizado
recuperando de la cromatografia la fraccién con pico en 5.7 min de la misma manera que los

nanorreactores sin funcionalizar, pero en esta ocasién para separar la HSA no conjugada. Por otra parte,
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las nanoparticulas control hechas a base de cdpsides sin moléculas GOx cargo denominadas VLP y

VLP@HSA fueron purificadas de manera similar mediante cromatografia de exclusion molecular.

Tabla 1. Didmetro hidrodindmico determinado por dispersién dindmica de luz y constantes cataliticas de los
bionanorreactores sintetizados a diferente relacion molar. Las cinéticas cataliticas fueron calculadas mediante una
regresion no lineal de Michaelis-Menten usando el software CurveExpert Pro®. Los valores de la Vmax fueron
estimados con base en la proteina total de la preparacion.

Preparacion hid?::;]:a’t;?ico Indice de Vinax® K®
P (nm) polidispersidad  (U/g proteina) (mM)

GOx libre 12.2+4.1 0.325 237,985+ 13,920 27.8%3.1
Proteina de capside (CP) 6.8+1.2 0.246 -- --
BMYV nativo 27.6+6.7 0.067 - -
GOXx:CP relacién molar Bionanorreactores VLP-GOXx

1:2 25.8+8.5 0.163 507 + 27 47.7 +13.0
1:3 28.8+7.9 0.135 1,316 £18 346+1.9
1:6 33.4+14.2 0.324 872 +95 40.0+4.4
1:23 26.1+£8.9 0.172 137 £ 28 49.0+4.6
1:3 VLP-GOx@HSA 50.6 + 29.7 0.303 106 £ 9 70.4+11.2

@ Promedio aritmético y desviacion estandar de al menos 3 cinéticas independientes.

3.4 Funcionalizacion

Los bionanorreactores VLP-GOx fueron exitosamente funcionalizados con la proteina HSA (Fig. 12). LA
funcionalizacion de las VLP-GOx con la HSA fue posible mediante la formacién de enlaces disulfuro. La
proteina HSA previamente reducida en sus residuos cisteina fue anclada a la superficie externa de los
bionanorreactores VLP-GOx por medio de enlaces disulfuro entre las cistinas de la HSA y la cisteina 107 de
la proteina de capside CP del BMV. Los bionanorreactores funcionalizados fueron purificados por
cromatografia de exclusién de tamafo molecular de acuerdo con el tiempo de retencién, recuperando el
volumen de la fracciéon 5.3-6.2 min durante la cromatografia. La funcionalizacién con HSA de los
bionanorreactores fue considerado porque esta proteina muestra afinidad para enlazarse a receptores de
membrana en la superficie de la mayoria de las células, pero esta interaccidn es mayor en células
tumorales y es util para el direccionamiento activo y reconocimiento de formulaciones a base albumina

(zhou, et al., 2019; Desai, et al., 2009; Lin, et al., 2016).
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Figura 13. Purificacién de bionanorreactores tipo VLP por cromatografia de exclusién de tamafio molecular. A)
Cromatogramas sobrelapados donde se aprecian las diferencias en el tiempo de retencion de las nanoparticulas del

BMV (azul), la enzima GOx (verde), y la proteina CP (purpura), respectivamente. B) Cromatograma correspondiente
al tiempo de retencion de los bionanorreactores VLP-GOx (1:3 relacidon molar).

3.5 Diametro hidrodinamico de los bionanorreactores

El tamafio en solucién o didametro hidrodindmico de los bionanorreactores fue caracterizado por la técnica
de dispersion dindmica de luz. Todos los bionanorreactores con actividad GOx sintetizados a diferente
relacién molar mostraron un didmetro hidrodinamico muy cercano al del virus nativo 27.6 £ 6.7 nm (Tabla
1). No se encontraron diferencias significativas entre el diametro hidrodindmico de los bionanorreactores
producidos y el virus nativo BMV. Por el contrario, los bionanorreactores funcionalizados VLP-GOx@HSA
mostraron un didmetro hidrodindmico de 50.6 * 29.7 nm mayor en comparacién con los
bionanorreactores sin funcionalizar (Tabla 1). Como era de esperarse el didmetro hidrodindmico de los
bionanorreactores funcionalizados fue mayor debido al anclaje de la HSA en la superficie del

bionanorreactor, y ademas tuvo una desviacidn estandar significante debido a la conjugacion quimica

azarosa de la HSA sobre la superficie de la VLP, lo que sugiere un nimero variable de moléculas HSA

ancladas por cada capside.



31

3.6 Composicion molecular de los bionanorreactores

La encapsulacién de la enzima GOx en las VLPs del BMV y el recubrimiento con HSA del bionanorreactor
fueron confirmados por SDS-PAGE (Fig. 14). El nimero de moléculas GOx (dimeros activos, 160,000 Da)
por cada VLP de BMV (180 mondmeros de la proteina CP, 20,385 Da) fue estimado con base en
densitometria de intensidad de bandas en el gel desnaturalizante en el de poliacrilamida usando el
software Imagel®. De acuerdo con la intensidad de pixeles de las bandas, la preparacién de
bionanorreactores sin funcionalizar, tuvo una proporcidn en proteina CP de 96.4% y de enzima GOx 3.6%

(Tabla 2).

Considerando la proporcion de intensidad de pixeles en las bandas del gel de poliacrilamida se estimé una
molécula de GOx por cada VLP en promedio. Por otra parte, la preparacién de bionanorreactores
funcionalizados contuvo 22.8% de CP, 0.9% de GOx y 76.3% de la proteina total del bionanorreactor,
considerando esta proporcidon se estimaron 70.4 moléculas de HSA por capside. Este contenido en HSA en
los bionanorreactores funcionalizados VLP-GOx@HSA corresponde con el incremento del didmetro

hidrodinamico de 50.6 nm, confirmando la funcionalizacion.

3.7 Activad catalitica de los bionanorreactores

La enzima GOx confinada dentro de la VLP del BMV retuvo la actividad catalitica y la actividad se ajusté a
una cinética enzimatica de Michaelis-Menten. Las constantes cataliticas: velocidad maxima (Vmax),
constante de velocidad (ke.t) y constante de Michaelis-Menten (Kw), correspondientes a los
bionanorreactores VLP-GOx y VLP-GOx@HSA fueron estimadas considerando solamente la cantidad de

enzima GOx en cada preparacion (Tabla 2).

La Vmax de los bionanorreactores sin funcionalizar VLP-GOx fue de 36,500 U/g, considerando la cantidad
en gramos de enzima GOx en la preparacion y representa el 15.3% de la velocidad maxima de la enzima
GOx libre 237,985 U/g. Por otra parte, la Vmax de los bionanorreactores funcionalizados VLP-GOx@HSA fue
de 11,780 U/g, que representa solo el 4.9% de la actividad catalitica de la enzima GOx libre. Considerando
la concentracidn molar de la enzima GOx en las preparaciones de bionanorreactores y el peso molecular
del dimero cataliticamente activo GOx, la tasa de transformacion o kc.: obtenida con la regresion no linear
a la ecuacidon de Michaelis-Menten fue de 634 s! para la enzima libre GOx, mientras que los

bionanorreactores VLP-GOx y VLP-GOx@HSA mostraron valores inferiores 90 sy 34 s, respectivamente.
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Figura 14. Composicién en proteina de los bionanorreactores con actividad GOx por SDS-PAGE. Carril 1: estdndar de
peso molecular. Carril 2: bionanorreactores VLP-GOx. Carril 3: bionanorreactores VLP-GOx a una doble concentracién
(2X VLP-GOXx). Carril 4: Bionanorreactores funcionalizados con la HSA (VLP-GOx@HSA). Carril 5: VLPs del BMV. Carril
6 GOx. Carril 7: HSA.

Tabla 2. Composicion molecular de los bionanorreactores enzimaticos. Proporcion de la enzima GOx, la proteina CP
y HSA con base a la composicion de proteina y al nimero de moles en cada preparacion de bionanorreactores,
respectivamente. Estos valores fueron usados para estimar el nimero de GOx por cada VLP y los pardmetros
cataliticos de la cinética enzimatica con base al contenido en gramos de GOx.

Composicién con Composicién con Moléculas Kcat Km
Preparacion base’a la base al nimero de G’0x.por (s) (mM)
proteina?® moles ® capside ©
(%) (%)

GOx libre GOx =100 GOx =100 - 634 27.8
CP=96.4 CP =98.82

VLP-GOx 0.85 90 34.6
GOx=3.6 GOx=1.18
CP=22.38 CP=49.43

VLP-GOx-HAS GOx=0.9 GOx =0.59 0.90 34 70.4
HSA =76.3 HSA = 49.98

2 Porcentaje de proteina a partir de densitometria de bandas del gel de electroforesis SDS-PAGE (Fig. 14). ® Estimacion
realizada usando los siguientes pesos moleculares: CP 20,385 Da, dimero activo GOx 160,000 Da y HSA 67,000 Da. ©
Se consideraron capsides del BMV con nimero de triangulacion T=3 compuesta por 180 mondmeros de CP.
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3.8 Morfologia de los bionanorreactores

La morfologia o posible estructura geométrica de los bionanorreactores tipo VLP y con actividad GOx sin
funcionalizar y funcionalizados fue caracterizada por microscopia electrénica de transmisiéon (TEM) (Fig.
15). Las micrografias obtenidas por TEM revelan una estructura cuasi-esférica de los bionanorreactores no
funcionalizados VLP-GOx con una simetria similar a la del virus nativo BMV (Fig. 15-A y B) y con un didmetro
de 28 nm en promedio. Por otra parte, los bionanorreactores funcionalizados VLP-GOx@HSA muestran
una ornamentacion sobre la superficie exterior que corresponde a las moléculas de HSA ancladas en la

superficie de las VLPs (Fig. 15-C y D).

Figura 15. Morfologia o estructura geométrica de los bionanorreactores GOx. Micrografias obtenidas por microscopia
electrénica de trasmisién. A) y B) bionanorreactores sin funcionalizacion VLP-GOx. C) y D) Bionanorreactores
funcionalizados VLP-GOx@HSA.
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3.9 Efecto citotdxico in vitro de los bionanorreactores
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Figura 16. Actividad citotdxica in vitro de los bionanorreactores (VLP-GOx y VLP-GOx@HSA) y preparaciones con VLP
sin actividad catalitica (VLPs y VLP@HSA) sobre A) la linea celular 4T1 de tumor de mama murino y B) la linea 293T
de rifion embrionario humano, determinada por la tasa de viabilidad celular. Analisis estadistico ANOVA de dos vias
(p<0.001). ***Diferencias significativas entre las preparaciones a la misma concentracidén (proteina total) en el
cultivo. ¥ Diferencias significativas con respecto al control sin tratamiento (0 ug/mL). Prueba de comparacién multiple
de Tukey.

Como se esperaba, los bionanorreactores enzimaticos con actividad GOx (VLP-GOx y VLP-GOx@HSA)
producidos mostraron actividad citotdxica en los cultivos de células tumorales de cancer de mama murino

4T1. La citotoxicidad fue inversamente relacionada con la tasa de viabilidad celular en los cultivos tratados
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y la viabilidad determinada por la actividad metabdlica de las células para transformar el reactivo MTT

mediante un ensayo colorimétrico.

Los bionanorreactores VLP-GOx sin funcionalizacion mostraron un efecto citotéxico significativo en las
células 4T1 a partir de bajas concentraciones 1.156 ug de proteina total VLP-GOx por mL de cultivo,
reduciendo la tasa de viabilidad a menos del 50 % y llevandola a 0% a partir de 50 pg/mL (Fig. 16-A). En el
caso de los bionanorreactores funcionalizados VLP-GOx@HSA la actividad citotdxica se encontré a partir
de 12.5 pg/mL reduciendo la viabilidad a menos de 50%. Sin embargo, no se encontré pérdida total de la
viabilidad en las todas concentraciones probadas con los bionanorreactores funcionalizados. El efecto
citotéxico en funcidn de la proteina total de los bionanorreactores fue comparado con el control sin

tratamiento (0 pug/mL).

Como experimento control fue probado el efecto citotéxico de una preparacion con VLPs del BMV sin la
molécula GOx como cargo, asi como VLPs sin la enzima GOx pero funcionalizadas con la proteina HSA
(VLP@HSA). Interesantemente, tanto las VLPs como las VLP@HSA funcionalizadas, ejercen un efecto
citotdxico significativo a altas concentraciones en células tumorales 4T1, arriba de 25 pg/mL (Fig. 16-A);
comparado también con el control sin tratamiento (0 pg/mL). Adicionalmente, a altas concentraciones: 50
y 100 pg/mL, se observa un mayor efecto citotdxico de las VLP no cataliticas sin funcionalizacion en
comparacién con las VLPs funcionalizadas. Por otra parte, no se encontré efecto citotéxico en las
preparaciones de VLPs no cataliticas sobre la linea celular 293T (Fig. 16-B) empleada como modelo de
células sanas, excepto en el tratamiento a la mayor concentracion ensayada 100 pug/mL VLP, donde se
observa un ligero efecto citotéxico. No obstante, los bionanorreactores también ejercen un efecto
citotoxico significativo en linea celular de rifidn fetal humano 293T en el caso de las VLP-GOx a partir de
bajas concentraciones 1.156 pg/mL, y en las VLP-GOx@HSA a partir de 12.5 pug/mL (Fig. 16-B). No se
observa pérdida total de la viabilidad en ninguna de las concentraciones de bionanorreactores probadas,

tanto de las VLP-GOx como de VLP-GOx@HSA.

Comparando la tasa de viabilidad celular de la linea 4T1 y 293T expuestas a la misma concentracion de
bionanorreactores, se distingue claramente que el efecto citotéxico es significativamente mas acentuado
en la linea celular 4T1 en comparaciéon con la linea celular 293T (Fig. 17). En el caso de los
bionanorreactores VLP-GOx la diferencia significativa se observa en el rango de 1.156 a 12.5 pg/mLy en el
caso de las VLP-GOx@HSA entre 12.5 a 100 pg/mL. La actividad citotéxica fue dependiente de la
concentracién de los bionanorreactores VLP-GOx o de la preparacién de VLPs sin actividad catalitica (VLP

y VLP@HSA) suministrada en los cultivos celulares.
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Figura 17. Actividad citotdxica in vitro de los bionanorreactores VLP-GOx determinada mediante la tasa de viabilidad
celular. Cultivos con linea 4T1 de tumor de mama murino (barras rosas) y linea 293T de rifiédn embrionario humano
(barras azules) expuestos a diferentes concentraciones de bionanorreactores VLP-GOx. Andlisis estadistico ANOVA
de dos vias (p<0.001). ***Diferencias significativas en la viabilidad a la misma concentracién en el cultivo de cada
linea celular. Prueba de comparacién multiple de Sidak.

Ambos bionanorreactores con actividad GOx funcionalizados (VLP-GOx@HSA) y sin funcionalizar (VLP-
GOx) mostraron un efecto citotéxico in vitro en las células tumorales 4T1. El efecto de los
bionanorreactores en la viabilidad celular de la linea 4T1 fue expresado en funcidn de la cantidad de
proteina GOx suministrada a los cultivos (Fig. 18-A) y en funcién de la actividad enzimatica GOx (Fig. 18-
B). Estas dos formas de expresar la concentracion del tratamiento son debidas a que existen diferencias
significativas en la composicidn de proteinas entre la preparacion de VLP-GOx y VLP-GOx@HSA como se
muestra en la (Tabla 2). Si bien, el contenido de la enzima GOx por cada VLP es similar en ambos casos, la
cantidad de actividad especifica enzimatica del bionanorreactor cambia cuando esta funcionalizado o

recubierto por la proteina HSA (Tabla 1).
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En las células tumorales de mama 4T1 la concentracion de inhibicion media (Clso) de las VLP-GOx fue de
0.04 pg de GOx/mL de cultivo de cultivo celular, mientras que para las VLP-GOx@HSA fue de 0.1 pg
GOx/mLy no se detectd actividad metabdlica a 1 ug GOx/mL para ambas preparaciones (Fig. 18-B). La Clso
en las células 4T1 de los bionanorreactores en funcién de la actividad enzimatica fue de 1 mU de actividad
GOx por mL de cultivo celular y no se encontré actividad metabdlica alrededor de 10 mU/mL en ambas
preparaciones, VLP-GOx y VLP-GOx@HSA (Fig. 18-B). Comparando la Clsp de los bionanorreactores,
funcionalizados y sin funcionalizar, en los cultivos de la linea tumoral 4T1 no se observan ventajas
significativas en el incremento de la entrega de actividad citotdxica tras la funcionalizacién de los

bionanorreactores VLP-GOx con la HSA.
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Figura 18. Viabilidad celular de la linea 4T1 de mama murino expuesta ante los bionanorreactores con actividad GOx.
Porcentaje de viabilidad celular de la linea 4T1 expuesta ante los bionanorreactores en funcion de A) la concentracion
de proteina GOx y B) las unidades de actividad enzimatica GOx por cada mililitro de medio de cultivo.

La actividad citotdxica de los bionanorreactores en las células de epitelio de rifién fetal humano 293T fue
analizada (Fig. 19) de igual manera expresando la viabilidad celular en funcién de la concentracién de
proteina GOx (Fig. 19-A) y en funcion de la actividad enzimatica del bionanorreactor (Fig. 19-B). La ICso de
los bionanorreactores VLP-GOx fue de 0.45 pg de GOx/mL de cultivo celular, y no se encontré actividad
metabdlica a 1 ug de GOx/mL. En el caso de los bionanorreactores funcionalizados VLP-GOx@HSA la Clsg

encontrada fue alrededor de 0.79 ug de GOx/mL (Fig. 19-A).

La viabilidad celular de los cultivos de la linea 293T expresada en funcién de la actividad GOx muestra que
la concentracion de inhibicion media Clso de los bionanorreactores VLP-GOXx es alcanzada suministrando
15 mU de actividad GOx/mL de cultivo celular, y a partir de 30 mU/mL no se observa actividad metabdlica
o viabilidad celular (Fig. 19-B). Por otra parte, los bionanorreactores VLP-GOx@HSA mostraron una Clso a

los 8 mU/mL de actividad GOx suministrada en los cultivos de la linea 293T. Finalmente, la Clso en funcidn
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de la actividad enzimatica de los bionanorreactores VLP-GOx fue menor en las células tumorales 4T1 de 1
mU/mL en comparacion con la linea 293T de 15 mU/mL lo que sefiala un mayor efecto citotoxico de los
bionanorreactores VLP-GOx en células tumorales. Sin embargo, comparando la Clsp en funcién de la
concentracién de proteina GOx y de la actividad enzimatica, en ambas lineas celulares no se observan

ventajas de la funcionalizacién de los bionanorreactores sobre el efecto citotéxico.
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Figura 19. Viabilidad celular de los cultivos de la linea 293T expuestos ante los bionanorreactores con actividad GOx
en funcidn de A) la concentracion de proteina GOx y B) las unidades de actividad enzimatica GOx por mL de cultivo.

3.10 Efecto citoldgico de los bionanorreactores

El efecto de los bionanorreactores VLP-GOx a nivel citoldgico fue estudiado en la linea celular MDA-MB-
231/GFP por microscopia de fluorescencia y de contraste de fases. Esta linea celular expresa
constitutivamente la proteina verde fluorescente (GFP) y fue monitoreada bajo microscopio con filtro de
luz verde, capturando imagenes cada dos minutos durante cuatro horas. Las imagenes fueron empalmadas
como se muestra en la (Fig. 20) para realizar una mejor comparacién de los cambios a nivel celular.
Después de una hora de comenzar la exposicion ante los bionanorreactores la morfologia de las células
comenzé a cambiar drasticamente, probablemente debido al estrés oxidativo inducido por la actividad

GOx de los bionanorreactores.

Después de dos horas, se observaron protuberancias plasmaticas desde dentro de la célula, lo que sugiere
una alta produccién de oxigeno a partir de la descomposicién del peréxido de hidrégeno por parte de la
actividad intrinseca catalasa de la célula. También se observa que la fluorescencia comienza a disminuir
con el paso del tiempo. Al cabo de tres horas la fluorescencia de las células siguié disminuyendo y la

produccién de protuberancias celulares continuo en aumento. Finalmente, a las cuatro horas, el dafio a
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nivel citoldgico es claro, y las protuberancias comienzan a romperse y se observan fugas de material del

citosol, y la fluorescencia en verde se extinguié por completo, indicando la muerte de la célula.

Figura 20. Efecto in vitro a nivel celular de los bionanorreactores sobre la linea de tumor de mama humano triple
negativo MDA-MB-231/ la cual expresa constitutivamente la proteina GFP. Micrografias obtenidas por contraste de

fases y microcopia de fluorescencia con filtro de luz verde. Todas las micrografias mostradas corresponden con las
mismas coordenadas en el cultivo, pero cada rengldon corresponde a un mismo instante.
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Capitulo 4. Discusion

El cancer de mama es una histopatologia altamente frecuente que continta afectando a mujeres de todo
el mundo (Arnold, et al., 2022; Azamijah, et al., 2019). Lamentablemente las cifras de este padecimiento
van en un aumento (Arnold, et al., 2022). Recientemente, en el campo de la nanomedicina el uso de
nanoparticulas inteligentes esta ganando terreno (Fu, et al., 2020; Tagde, et al., 2022; Brigger, et al., 2012),
mientras que la terapia convencional contra el cancer de mama sigue enfrentando el desafio de ser mas
eficiente y reducir los efectos secundarios (Corben, 2013; Hassanpour & Dehghani, 2017). Los
bionanorreactores de nanoparticulas tipo virus del BMV con actividad catalitica GOx o VLP-GOx
demostraron ejercer exitosamente un efecto citotéxico sobre células tumorales de mama murino 4T1, y
muestran un alto potencial para aplicaciones en el tratamiento contra el cancer de mama para combatir

las estadisticas actuales a nivel mundial.

Ambos sistemas de bionanorreactores VLP-GOx y VLP-GOx@HSA tuvieron un efecto citotéxico en los
cultivos de la linea celular 4T1. La actividad citotdxica de los bionanorreactores fue encontrada tanto en
células tumorales 4T1 como en la linea celular 293T utilizadas como modelo de células sanas. El efecto
citotoxico de ambos bionanorreactores se debe a la actividad glucosa oxidasa en cada preparacién. Por
otra parte, la funcionalizacién del bionanorreactor VLP-GOx con la HSA no mostré mejoras en la actividad
citotdxica. Sin embargo, el efecto citotdxico de los bionanorreactores fue mas acentuado en la linea 4T1
(Fig. 17) en comparacién con la linea 293T. Pese a que el contenido de la enzima GOx por cada VLP es
practicamente el mismo, tanto en los bionanorreactores sin funcionalizacién como en los funcionalizados,
la actividad especifica 0 Vmax del bionanorreactor disminuye en un orden de magnitud cuando estd

funcionalizado con la proteina HSA.

La pérdida de afinidad por el sustrato del bionanorreactor funcionalizado se refleja en el incremento de la
Kw. Es importante considerar que los cultivos celulares fueron enriquecidos con suero fetal bovino el cual
contiene albumina que es muy similar molecularmente a la HSA. Por lo tanto, la albimina del suero bovino
puede competir por los receptores celulares de albimina en las células 4T1 opacando el efecto
preferencial de la funcionalizacidn con HSA de los bionanorreactores. Es pertinente en un futuro realizar
un experimento de citotoxicidad similar, pero esta vez prescindiendo del uso de suero fetal bovino en los
cultivos celulares bajo condiciones adecuadas. No obstante, también es importante considerar que en el
plasma sanguineo existe una alta concentracion de HSA, y finalmente, pensando en una aplicacion

biomédica para su uso en el cuerpo humano, los bionanorreactores VLP-GOx funcionalizados con la HSA
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tendrian que demostrar ser lo suficientemente selectivos para competir eficazmente con la HSA enddgena

del paciente

La complementariedad de cargas electrostaticas fue fundamental para lograr el encapsulamiento de la
enzima GOx en las VLPs del BMV y producir los bionanorreactores por el método de autoensamblaje.
Debido a la capacidad de las VLPs para cargar moléculas anidnicas, tal como el material genético propio
del virus, fueron estudiadas las propiedades electrostaticas de la enzima GOx y de la proteina de capside
CP de las VLPs del BMV, tanto in silico como experimentalmente mediante el potencial Z. Los resultados
confirmaron la carga negativa de la enzima GOx que fue fundamental para interactuar electrostaticamente
con el extremo N-terminal de la CP del BMV, la cual estd positivamente cargada, y asi lograr el
encapsulamiento en condiciones de autoensamblaje. El pH 5.1 y la fuerza idnica de 0.75 M de NaCl de la
soluciéon amortiguadora fueron las principales condiciones moduladas pare el encapsulamiento de la
enzima GOx en las VLPs del BMV por autoensamblaje. En promedio, se encapsulé una molécula de GOx
(dimero) por VLP (Tabla 2). Considerando el diametro hidrodinamico de los dimeros activos de la enzima
GOx de 12.2 nm (Tabla 1) y el diametro interno de las VLPs del BMV (T=3) de 17.8 nm (Lucas et al. 2002),

estéricamente no seria posible tener encapsulado mas de un dimero de GOx por cada VLP.

Como era de esperarse la enzima GOx encapsulada mostré un valor mas alto en la constante de Michaelis-
Menten (Km) en comparacion con la enzima libre, lo que representa una afinidad menor por el sustrato
cuando esta encapsulada, especialmente en los bionanorreactores funcionalizados con la HSA. Esto puede
deberse a limitaciones de transferencia de masa cuando la enzima GOx estd confinada dentro de la capside
del BMV. El bionanorreactor es un sistema semi-cerrado debido a la estructura semi-porosa de la VLP-
BMV que limita la difusidon del sustratos y productos hacia el interior y el exterior, respectivamente, a
través de sus poros de 2 nm de didmetro (Lucas et al. 2002). Particularmente, en los bionanorreactores
funcionalizados la difusién de los sustratos y productos es mas limitada por el recubrimiento de la HSA en

la superficie del bionanorreactor, y este efecto se ve reflejado en un valor mas alto de la Kw.

En consecuencia, el nUmero de recambio enzimatico o constante de velocidad (k..t) del bionanorreactor
es afectada por la velocidad a la que difunden tanto los sustratos como los por productos hacia adentro y
hacia afuera de la VLP. La limitacion en la difusién de los sustratos y productos por la estructura semi-
porosa de las VLPs origina la caida en el numero de recambio de la GOx encapsulada dentro del
bionanorreactor VLP-GOx al 14% y, mas aun, en el bionanorreactor funcionalizado VLP-GOx@HSA la lleva

al 5.5% respecto a la enzima GOx libre. No obstante, la enzima GOx retiene eficientemente la actividad
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catalitica en ambas preparaciones, manteniendo actividad significativa cuando estd encapsulada y es

suficiente para ejercer un efecto citotdxico en los cultivos celulares.

La GOx ha sido reportada anteriormente como agente citotdxico para células tumorales y se le atribuye la
capacidad de reducir el tejido tumoral en experimentos in vivo (Huo, et al., 2017). El efecto citotdxico de
la GOx es originado por la produccién de perdxido de hidrégeno, causando dafo celular por estrés
oxidativo, ademas de hipoxia por el consumo de oxigeno e inanicion de las células por el agotamiento de
la glucosa debido a la actividad GOx (Zhao, et al., 2017; Zhang, et al., 2018; Fan, et al., 2017). Previamente,
Brasch y col. realizaron la co-encépsulacion de la enzima GOx en las VLPs del virus CCMV (por sus siglas en
inglés Cowpea chlorotic mottle virus) junto con una DNAzima, que es una imitacidon de enzima, compuesta
por una secuencia especifica de DNA y una molécula de hemina, este complejo descompone el perdxido
producido por la GOx. Ademds, los autores realizaron un segundo sistema de co-encapsulacién de la GOx
junto con la enzima glucoquinasa. La actividad catalitica de ambos sistemas resultantes fue estudiada
como cascada enzimatica y con fines distintos a la terapia del cancer (Brasch, et al., 2017). No obstante,
los autores no reportan parametros cataliticos exclusivos de la actividad GOx en ambos sistemas de

nanorreactor enzimatico.

Inesperadamente, encontramos un ligero efecto citotdxico en la preparacidon de VLPs que no contenian
actividad catalitica GOx, especialmente, en los cultivos de las células tumorales 4T1. Este efecto podria ser
resultado de una alta concentracién de proteina propia de la preparacién. No obstante, en la Fig. 16 A. se
aprecia como a altas concentraciones de proteina (50 y 100 pug/mL) las VLPs sin actividad catalitica y sin
funcionalizacion reducen mayormente la viabilidad en los cultivos de linea tumoral 4T1 en comparacién
con las VLPs no cataliticas funcionalizadas con la HSA a la misma concentracidn de proteina. Previamente,
ha sido demostrado in vivo que particulas virales y nanoparticulas tipo virus o VLPs tienen un efecto
activador en la respuesta inmune especifica contra células tumorales (Al-Barwani, et al., 2014; Mohsen, et
al., 2019; Duval, et al. 2020). En particular, VLPs sin ninguna funcionalizacion derivadas del virus Cowpea
mosaic virus (CPMV) han mostrado tener potencial como inmunoterapia anti-cancer (Beatty & Lewis
2019). Por otra parte, el virus CPMV administrado sistémicamente en ratones puede estimular, en
combinacion con radiacion, una respuesta inmunitaria terapéutica (Patel, et al., 2018). No obstante, existe
poca informacidn de ensayos de citotoxicidad in vitro con VLPs sin ninguna funcionalizacidn. Sin embargo,
Liy col., en 2021, expusieron in vitro células dendriticas derivadas de medula 6sea ante VLPs del P22 sin
ninguna funcionalizacién reportando una tasa de sobrevivencia de mas del 90% en cultivos tratados a altas
concentraciones de VLPs (200 pg/mL), indicando que las VLPs conteniendo Unicamente las proteinas de la

capside tienen un bajo efecto citotdxico en estas células (Li et al., 2021). Por otra parte, capsides vacias o
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VLPs derivadas del virus de la hepatitis B fueron ensayadas en cultivos in vitro con las células 293T de rifién

sin mostrar algun efecto citotdxico (Sakai, et al., 2021).

Adicionalmente, encontramos evidente dafio celular a nivel de la membrana plasmatica en la linea celular
de cancer de mama triple negativo humano MDA-MB-231/eGFP en presencia de los bionanorreactores

VLP-GOx@HSA (Fig. 19). La

inea MDA-MB-231/eGFP expresa de manera constitutiva la proteina verde
fluorescente o GFP debido a una modificacion genética de fusidén del gen que codifica para esta proteina
con el gen de la B-actina del citoesqueleto de la célula. Por lo tanto, la morfologia de las células MDA-MB-
231/eGFP expuestas a los bionanorreactores fue observada exitosamente por fluorescencia del
citoesqueleto de color verde bajo la excitacion con luz azul, usando microscopia de fluorescencia. Al cabo
de la primera hora de la exposicidon a los bionanorreactores con actividad GOx se aprecian cambios
drésticos en la morfologia de las células. Después de dos horas de incubacidn se perciben protrusiones de
la membrana plasmatica de las células MDA-MB-231/eGFP claramente observables en contraste de fases
como luz verde fluorescente. Estas protrusiones podrian deberse a la formacién de burbujas de oxigeno
dentro de la célula producidas por la activacidn del sistema antioxidante de las células en consecuencia al
exceso de peréxido de hidrégeno generado por la actividad GOx del bionanorreactor. Un ejemplo, de estas

respuestas celulares antioxidantes es la actividad catalasa enddgena de la célula (Nandi, et al., 2019).

A pesar de la ausencia de valores de referencia para la actividad de catalasa en tejido mamario humano
sano, es bien sabido que las células tumorales, como muchas otras células, muestran una importante
actividad de catalasa. La catalasa es una enzima antioxidante que puede eliminar eficazmente el perdxido
de hidrdgeno, evitando el dafio celular causado por las especies reactivas del oxigeno. En el caso de la
linea celular 4T1 de tumor de mama murino, la actividad catalasa puede alcanzar hasta 75 U/mg de
proteina (Hassanshahi, et al., 2022) y en el caso de linea celular MCF-7 que representa células tumorales
de cédncer de mama positivas a receptores de estrogeno, la actividad catalasa oscila alrededor de 12 U/mg
de proteina (Glorieux, et al., 2011). Luego entonces, en presencia de perodxido de hidrégeno, la enzima
catalasa enddgena puede producir oxigeno molecular gaseoso dentro de la célula como se observa en los
videos obtenidos de los cultivos de células MD-MB-231/eGFP expuestos a los bionanorreactores con
actividad GOx. En los cultivos, cuando las células se lisan, inmediatamente desaparece la fluorescencia
debido a la destruccién de la membrana plasmatica y subsecuentemente ocurre la dilucién del fluoréforo

del citoplasma al medio de cultivo.

Las ventajas de las VLPs como nanoacarreadores de actividad enzimatica en aplicaciones biomédicas son

principalmente proteger a la enzima de interés de la degradacién de las proteasas enddgenas del paciente
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(O’Neil, et al., 2013), reducir la respuesta inmunogénica, especialmente cuando el acarreador estd
recubierto con proteinas compatibles como la HSA o polimeros no inmunogénicos como el polietilenglicol
(Nufiez-Rivera, et al., 2020). Anteriormente, la funcionalizacién con la proteina HSA ha mostrado
incrementar la afinidad de agentes antitumorales hacia células tumorales (Zhou, et al., 2019; Chen, et al.,
2014). La HSA provee una interaccion entre el agente antitumoral y la proteina acida y rica en cisteina
SPARC y la glicoproteina Gp60 (albondina) facilitando la internalizacion en las células tumorales.
Especialmente la linea celular 4T1 expresa altamente la proteina SPARCy la Gp60, lo cual promueve la alta

internalizacién de la HSA en comparacién con el tejido sano (Zhou, et al., 2019).

El papel de la proteina SPARC en desarrollo del cancer aln se mantiene en controversia. Altos niveles de
la expresion de SPARC han sido reportados en cancer de pancreas (Von Hoff, et al., 2011), gastrointestinal
(Gamradt, et al., 2021), cervico-uterino (Sova, et al., 2006), 6seo (Bellahcéne & Castronovo, 1995), mama
(Lien, et al., 2007; Jones, et al., 2004; Shi, et al., 2022), y en glioblastomas (Rempel, et al., 1998). En
contraste, bajos niveles en la expresién de SPARC han sido encontrados en cancer de pdncreas
(Puolakkainen, et al., 2004), ovario (Yiu, et al., 2001), y colorectal (Yang, et al., 2007; Cheetham, et al,
2008). Preparaciones terapéuticas a base de la proteina HSA ha mostrado unirse eficientemente a la
proteina SPARC (Tao, et al., 2021; Are 2022 & Babu, 2022). Desde hace dos décadas atras, diferentes
medicamentos a base de proteinas séricas fueron aprobadas por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos de América para la terapia avanzada de del cancer y el tratamiento
de la diabetes, entre otras nanoformulaciones que actualmente estan siendo evaluadas en pruebas clinicas

(Igbal, et al., 2021).

Mas aun, la captacidn celular de nanoparticulas de HSA por células tumorales 4T1 ha sido demostrada
previamente por microscopia confocal de fluorescencia (Chen, et al., 2014). Teniendo esto en cuenta, los
bionanorreactores VLP-GOx fueron funcionalizados con la proteina HSA (Fig. 12). El recubrimiento del
bionanorreactor con la proteina HSA incrementa el contenido de proteina inerte de actividad GOx en la
preparacion. No obstante, no se encontraron ventajas en la citotoxicidad de los bionanorreactores con
base al contenido de GOx (ug/mL) o a la actividad catalitica GOx (mU/mL) tras el recubrimiento del
bionanorreactor con la HSA; ya que ambas preparaciones VLP-GOx y VLP-GOx@HSA mostraron una Clsg

muy proximas entre si en los cultivos celulares (Fig. 17 y 18).

Por otra parte, se encontro citotoxicidad tanto en células tumorales como en células sanas, esto es muy
importante porque indica que es apropiado buscar ligantes mas especificos que apunten a células

tumorales y evadan la internalizacién en células sanas. Otros bionanorreactores enzimaticos han sido
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funcionalizados con un derivado de estradiol o acido félico para ser reconocidos por receptores de
estrogenos y folato, respectivamente, en células tumorales de mama y han mostrado una eficiente
internalizacién (Tapia-Moreno, et al., 2017; Chauhan, et al., 2018; Cheung, et al., 2016). Otros ligantes para
el reconocimiento especifico de células tumorales como anticuerpos monoclonales (Kocbek, et al., 2007),
péptidos (Hossein-Nejad-Ariani, et al., 2019), aptameros (Camorani, et al., 2020), vitaminas (Welsh, et al.,

2003), y carbohidratos (Li, et al., 2022), entre otros (Algaraghuli, et al., 2019) han sido estudiados.

El direccionamiento especifico es crucial para el cancer triple negativo porque representa el 15-20% de
todos los casos de cdncer de mama, el cual es caracteristico por una baja expresién de receptores
hormonales (estrogeno o progesterona) y el receptor-2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(Foulkes, et al., 2010). No obstante, este agresivo cancer es responsable de una gran proporcién de casos

de metastasis y muertes de mujeres en el mundo (Fadare & Tavassoli, 2008).
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Capitulo 5. Conclusiones

La complementariedad de cargas electrostdticas entre la superficie de la enzima GOx y el extremo N-
terminal de la CP del BMV fue fundamental para la encapsulacidon de la enzima por el método de
autoensamblaje modulado por el pH y la fuerza idnica. La enzima GOx encapsulada en la VLP del BMV
mostro actividad catalitica significativa. El comportamiento catalitico del bionanorreactor resultante VLP-
GOx se ajustd al modelo de cinética enzimatica de Michaelis-Menten. Los parametros cataliticos obtenidos
con este modelo muestran que la actividad catalitica se reduce cuando la enzima es encapsulada, pero es
suficiente para ejercer citotoxicidad. La morfologia de los bionanorreactores VLP-GOx resulté muy similar
a la geometria del virus nativo. Ademas, los bionanorreactores son altamente hidrosoluble y son

adecuados para su uso en fluidos bioldgicos.

Las nanoparticulas tipo virus BMV cataliticamente activas, o bionanorreactores VLP-GOx, completamente
formuladas a base de proteinas tienen un alto potencial en la terapia contra el cancer de mama al mostrar
citotoxicidad significativa en la linea celular de tumor de mama murino 4T1. Los bionanorreactores con
actividad GOx o VLP-GOx generan citotoxicidad en células tumorales. No obstante, también se registré
citotoxicidad en la linea celular de rifidn humano 293T, utilizada como modelo de células sanas. La
funcionalizacién del bionanorreactor VLP-GOx con la HSA descrita en este protocolo no mostré ventajas
significativas en la especificidad de entrega de actividad citotdxica en células tumorales. Sin embargé, es

recomendable optimizar la funcionalizacidn del bionanorreactor VLP-GOx conjugdndolo con otro agente

mas especifico para el direccionamiento selectivo a células tumorales.

Los bionanorreactores enzimaticos con actividad GOx podrian ser una alternativa eficiente para mejorar
la terapia actual contra el cdncer de mama, por lo cual es necesario realizar estudios in vivo para reforzar

la eficacia de esta estrategia de tratamiento.
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Anexo 1

La cinética enzimatica de los bionanorreactores tipo VLP del BMV con actividad GOx fue analizada

mediante una regresion no lineal de Michaelis-Menten a partir de los ensayos de actividad enzimatica. Se

estudio la actividad catalitica de todos los bionanorreactores sintetizados a diferentes relaciones molares

(1:2, 1:3, 1:6 y 1:23), los bionanorreactores funcionalizados (VLP-GOx@HSA) y la enzima GOx libre. Con

base en los resultados de la regresién no lineal se estimaron los pardmetros cataliticos (Fig. 21).
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Figura 21. Cinética enzimatica de los bionanorreactores tipo VLP del BMV con actividad GOx y parametros cataliticos,

obtenidos mediante la regresion no lineal de Michaelis-Menten.
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Anexo 2

Los bionanorreactores VLP-GOx fueron obtenidos encapsulando la enzima GOx en las VLPs durante
autoensamblaje de las proteinas de capside del BMV. Para verificar el encapsulamiento la enzima GOx en
la VLP del BMV por autoensamblaje, se realizé un experimento como control negativo, combinando VLPs
del BMV con la enzima GOx y llevandola condiciones de autoensamblaje anteriormente descritas (Fig. 22-
A). La preparacidon control negativo de encapsulacion fue tratada de igual manera que los
bionanorreactores VLP-GOx durante su sintesis y proceso de purificacién (Fig. 22-B). Los resultados
mostraron que el experimento control negativo no produce VLP cataliticas. Estas evidencias corroboran
gue la enzima GOx queda encapsulada en las VLPs durante la reaccion de autoensamblaje de las proteinas
de cdpside del BMV, y que el bionanorreactor es resultado de la asociacién de la enzima GOx,

precisamente, dentro de la VLP.
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Figura 22. A) Esquema del experimento control negativo de encapsulacion. B) Cromatograma del
experimento control negativo, la fraccidn con pico maximo en 5.8 min corresponde a VLP no cataliticas.
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Abstract

Background: Breast cancer is the most common malignant tumor disease and the
leading cause of female mortality. The evolution of nanomaterials science opens the
opportunity to improve traditional cancer therapies, enhancing therapy efficiency and
reducing side effects.

Methods and major results: Herein, protein cages conceived as enzymatic nanore-
actors were designed and produced by using virus-like nanoparticles (VLPs) from
Brome mosaic virus (BMV) and containing the catalytic activity of glucose oxidase
(GOx) enzyme. The GOx enzyme was encapsulated into the BMV capsid (VLP-GOx),
and the resulting enzymatic nanoreactors were coated with human serum albumin
(VLP-GOx@HSA) for breast tumor cell targeting. The effect of the synthesized GOx
nanoreactors on breast tumor cell lines was studied in vitro. Both nanoreactor prepa-
rations VLP-GOx and VLP-GOx@HSA showed to be highly cytotoxic for breast tumor
cell cultures. Cytotoxicity for human embryonic kidney cells was also found. The mon-
itoring of nanoreactor treatment on triple-negative breast cancer cells showed an
evident production of oxygen by the catalase antioxidant enzyme induced by the high
production of hydrogen peroxide from GOx activity.

Conclusions and implications: The nanoreactors containing GOx activity are entirely
suitable for cytotoxicity generation in tumor cells. The HSA functionalization of the
VLP-GOx nanoreactors, a strategy designed for selective cancer targeting, showed
no improvement in the cytotoxic effect. The GOx containing enzymatic nanoreactors
seems to be an interesting alternative to improve the current cancer therapy. In vivo
studies are ongoing to reinforce the effectiveness of this treatment strategy.

KEYWORDS
breast cancer, Brome mosaic virus, enzymatic nanoreactors, glucose oxidase, protein cage, virus-
like particle

Abbreviations: BMV, Brome mosaic virus; CP, coat protein: DLS, dynamic light scattering; GOx, glucose oxidase; HSA, human serum albumin; VLP, virus-like nanoparticle .
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1 | INTRODUCTION

Breast cancer is the most common malignant tumor worldwide and
the leading cause of female mortality. 22! More than 680,000 deaths
caused by breast cancer were recorded in 2020 by the International
Agency for Research on Cancer at WHO.[3] This histological pathol-
ogy implies the appearance of adenocarcinoma in mammary glands.4]
Current therapy for breast cancer consists of invasive tumor sur-
gical resection and systemic chemotherapy treatment.!5] However,
non-specific chemo-pharmacologic treatments induce several dras-
tic side effects.!®”] Today, nanomedicine is focusing on designing
novel and smart therapies to increase the efficiency of breast cancer
treatment.[8-10]

Glucose oxidase (GOx) enzyme activity has been recently pro-
posed for cancer nanomedicine applications. GOx, an intracellular
enzyme from Aspergillus niger, is widely used in glucose determination,
the fermentation industry, biosensors fabrication, and as a potential
antibiotic.[1112] This enzyme catalyzes glucose oxidation to produce
hydrogen peroxide and gluconolactone. In a tumor environment, the
GOx activity reduces, both available glucose and molecular oxygen,
essential compounds for cell metabolism. In addition, GOx produces
oxidative stress generating hydrogen peroxide, killing tumor cells.!13!
Different designs of GOx enzyme systems have been recently devel-
oped for cancer therapy, including several mono- and multi-modal
vesicles, polymer dots, and magnetic nanoparticles.[14-17]

Nanoparticle specific-targeting is an emerging field to deliver selec-
tively cytotoxic activity to tumor cells. The specific anticancer-drug
delivery increases the treatment effectiveness and reduces the drastic
side effects.[ 18] A diversity of nanosystems, such as polymer, pro-
tein, metallic, organic, and inorganic nanoparticles, has been proposed
for biomedical applications.[1?] Protein cages based on viral capsids,
or virus-like particles (VLPs), are interesting nanosystems that have
been proposed as nanocarriers for delivering anticancer therapies
to specific tumor cells.[2021] VLPs are widely used in vaccine tech-
nology and have recently been proposed as nanocarriers of drugs
for different biomedical therapies.[?2-25] VLPs can be derived from
native viruses or obtained by recombinant technology. After remov-
ing the genetic material, the purified monomeric coat protein (CP)
is self-assembled under certain conditions forming hollow nanoparti-
cles. Self-assembly property is used to confine or encapsulate several
cargo molecules producing well-defined symmetry and homogenous
size nanoparticles. The VLPs are highly stable and able to carry and
deliver cargo molecules, are biocompatible and biodegradable, and
show low toxicity.[2627] The surface of VLPs can be functionalized
with a diversity of ligands to be specifically targeted to cells and
tissues,[2829] making smarter and more efficient therapies. In addition,
the suspension of VLPs is highly stable in biological fluids.

VLPs can contain active enzymes, and the arrangement is called an
enzymatic nanoreactor.!22] Improved catalytic properties have been
reported for virus-based enzymatic nanoreactors.[30-32] VLP-based
enzymatic nanoreactors containing cytochrome P450 activity have
been proposed for prodrug activation in breast cancer therapy.!33-3%]
The protein cage structure protects the catalytic molecule from pro-

tease degradation and decreases enzyme recognition by the immune
system conferring a better catalytic performance.[36-38] Moreover, the
intrinsic porous structure of the VLP-based nanoreactors can allow the
substrates and products to flow through the system.[39-41]

In this work, GOx was encapsulated inside VLPs from Brome mosaic
virus (BMV). The catalytic properties of the enzymatic nanoreactors
were analyzed, and their cytotoxic effect on tumor cell lines was

determined.
2 | MATERIALS AND METHODS
2.1 | Materials

Type VII GOx from A. niger, human serum albumin (HSA, 96%), dextrose
(99.5%), hydrogen peroxide (30 wt%), guaiacol (99%), L-glutathione
reduced (98%), and all other general reagents, precursors and sol-
vents were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Salts used
for buffer solutions were purchased at Fermont (Monterrey, MX).
TEM analysis was performed using copper grids (400-mesh) coated
with formvar/carbon support film (Ted-Pella, USA). All chemicals were
of the highest grade commercially available. Brest cancer 4T1 and
human embryonic kidney 293T cell lines were acquired at ATTC
(USA).

2.2 | BMV virus production

The VLPs were produced and purified from the native virus, as previ-
ously reported.[42] The BMV native virus was amplified through plant
infection to produce VLPs. First, barley plants (Hordeum vulgare) were
grown under controlled conditions. Then, young barley leaves were
inoculated with the BMV virus. Once the leaves showed the infection
pattern, they were harvested and stored at —20°C to be later lique-
fied in a blender (Osterizer) with virus extraction buffer (0.5 M sodium
acetate, 80 mM magnesium acetate, pH 4.5). The resulting macerated
material was filtered through cheesecloth, then the filtrate was mixed
with chloroform 1:1 v/v. The mixture was centrifuged at 10,000 rpm,
4°C, for 20 min. Since two phases formed in the centrifuge bottle,
the upper phase (aqueous phase) was collected and stirred at 4°C
overnight. Next, the aqueous extract containing the BMV virions was
ultracentrifuged on a 5 mL sucrose cushion in a 32 mL centrifuge tube
at 32,000 rpm, 4°C for 2 h. After centrifugation, the supernatant was
discarded, and a pellet containing the BMV virions was resuspended
in a virus suspension buffer (50 mM sodium acetate, 8 mM magnesium
acetate, pH 4.5). Then, the BMV virion suspension was poured into a
previously prepared centrifuge tube with a sucrose density gradient
(10%-40%) and centrifuged at 30,000 rpm, 4°C for 2 h. After cen-
trifugation, the tube was examined under white light to confirm the
presence of the blue phase containing the viruses. The blue phase was
then recovered and diluted 1:4 v/v in a virus suspension buffer. The
dilute blue phase was centrifuged at 32,000 rpm, 4°C for 3 h to con-

centrate the virions in a pellet. After centrifugation, the supernatant
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was discarded, and the pellet containing the virions was resuspended

in virus suspension buffer and stored at —70°C.

2.3 | Capsid protein (CP) purification

The native BMV virions were disassembled to obtain the virus CP
protein needed to synthesize the VLPs. First, the BMV virions were
dialyzed against the disassembly buffer (0.5 M CaCl,, 50 mM Tris-HCI,
pH 7.4) for 5 h. Then, the resulting disassembled CP was centrifuged
at 50,000 rpm, 4°C for 4 h. After centrifugation, the supernatant con-
taining the CP was collected in 0.5 mL fractions. The CP purity of the
fractions was estimated using the Ajgp/Az¢0 Nm quotient. The best
fractions (Azgo/Azs0 > 1.6) were combined and dialyzed against the
protein buffer (1 M NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH 7.2) for 2 h. Finally, the
dialyzed CP was recovered and then quantified by absorbance using

the CP extinction coefficient.

2.4 | Bioinformatic analysis of proteins

The electrostatic charge complementarity between the GOx enzyme
surface and the inner surface of BMV capsid was determined by in
silico studies. Three-dimensional structures of BMV capsid (ID: 3J7L)
and GOx (ID: 1CF3) were obtained in the Protein Data Bank for the
bioinformatic analysis. The surface electrostatic charge distribution of
the BMV capsomer and the GOx enzyme were analyzed with Maestro
Schrodinger software using the Poisson-Boltzmann method. The elec-
trostatic charge distribution on both structures was represented with
a color map.

2.5 | VLP-GOx nanoreactors synthesis

The VLP-GOx nanoreactors were synthesized by combining the dis-
assembled CP and free-GOx enzyme and using the auto-assembly
method. First, the disassembled CP protein was mixed with the free-
GOx enzyme (in phosphate buffer pH 7.0) at different molar ratios
(1:2, 1:3, 1:6, and 1:23 GOx:CP). Then, the GOx:CP mixtures were dia-
lyzed in two steps. First, initial buffer (50 mm NaCl, 10 mm KCI, 5 mm
MgCl,, 50 mM Tris, pH 7.2); and second, auto-assembly buffer (50 mm
sodium acetate, 750 mM NaCl, 8 mM magnesium acetate, pH 5.1),
4 h, 4°C. After dialysis, the samples were centrifuged at 40,000 rpm,
4°C for 2 h to obtain the nanoreactors in a pellet. After centrifu-
gation, the supernatant was removed and the pellet containing the
VLP-GOx nanoreactors was resuspended in the auto-assembly buffer.
The resulting VLP-GOx nanoreactor suspensions were filtered using
a 0.2 um filter for further high-performance liquid chromatography
(HPLC) purification. Next, the nanoreactors suspension was chro-
matographed through a size exclusion column (TSKgel Column, Super
SW2000, Supelco-Tosoh Bioscience, Bellefont, PA) for HPLC (Agilent
1100 series) purification of the VLP-GOx nanoreactors. The VLP-GOx

nanoreactor fractions were collected and then ultrafiltered through

a 30,000 Da membrane (Merck Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter
Units) to adjust the work concentration. Finally, the resulting VLP-
GOx nanoreactors were estimated by dynamic light scattering (DLS)
with a Zetasizer Nanoseries device (Nano-ZS, Malvern Instruments).
The total amount of protein in all preparations was estimated via the
Bio-Rad Bradford Protein Assay (Hercules, CA).

2.6 | VLP-GOx surface functionalization

The surface of VLP-GOx nanoreactors was functionalized to improve
their affinity to breast cancer cells. The outer surface of the VLP-GOx
nanocages was covered with HSA protein. First, the HSA was activated
with reduced glutathione, as reported by Chauhan et al.!8! Second, the
VLP-GOx nanoreactors (synthesized at 1:3 molar ratio) and reduced
HSA were mixed at 1:8 VLP:HSA w/w ratio and stirred overnight at 4°C
for the coating reaction. Next, the HSA functionalized nanoreactors
were centrifuged at 40,000 rpm, 4°C for 2 h. After centrifugation, the
supernatant was discarded and a pellet containing the HSA functional-
ized VLP-GOx nanoreactors (VLP-GOx@HSA) was resuspended in the
assembly buffer. Finally, the VLP-GOx@HSA suspension was purified
by HPLC to get rid of free HSA and aberrant capsids.

2.7 | GOx nanoreactors characterization

The nanoreactor catalytic activity was characterized by a peroxidase-
coupled reaction followed by a colorimetric assay. The last product
in this coupled reaction is tetraguaiacol, which absorbs at 470 nm.
The increased absorbance is directly related to the glucose trans-
formation rate. The kinetic constants of the VLP-GOx nanoreactors
were obtained by performing reactions at different glucose concentra-
tions (0, 25, 50, 100, and 150 mM). Kinetic data fitted a rectangular
hyperbola plot from the Michaelis-Menten equation relating catalytic
rate and substrate concentration. Michaelis-Menten kinetic constants
were calculated by non-linear fit using CurveExpert Pro software
(Hyams Development Ltd., London, UK).

The encapsulation of the GOx enzyme in VLP nanoparticles and the
HSA coating was confirmed by SDS-PAGE. Finally, the size and mor-
phology of the nanoreactor were studied with transmission electron
microscopy (TEM, JEOL-2010) operated at 100 kV.

2.8 | Cytotoxic effects of nanoreactors

Breast tumor cell cytotoxic effects of GOx nanoreactors were stud-
ied in vitro assay. Two different cell lines were exposed to different
concentrations of enzymatic nanoreactors: 4T1 murine breast can-
cer tumor cells and human embryonic kidney (293T) as a healthy cell
model. The nanoreactor-exposed cells were analyzed by an MTT col-
orimetric assay (TOX-1, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) to estimate the
cytotoxic effect. Firstly, the cells were cultured in 96 well-plates; for
293T cells in DMEM medium, 10,000 cells per well; for 4T1 cells in
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RPMI medium, 4000 cells per well at 37°C and 5% CO,. After 24 h,
the cells were treated with different nanoreactor amounts. Finally,48 h
after starting the cultures, the MTT reagent (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)—2,5-diphenyltetrazolium bromide) was added to the cells, and the
absorbance (570 nm) showed in the well-plate was measured with a
Multiskan GO spectrophotometer (Thermo Scientific). The resulting
absorbance from negative control (cell media) was established as 100%
of cell survival. Then, experimental groups were compared to estimate

asurvival rate.

2.9 | Fluorescence microscopy

Cell culture of 5 x 10* of MDA-MB231/eGPF (Cell Biolabs Inc, Ref.
AKR-201) was seeded onto cell culture-treated Petri dishes (3 cm
of diameter) and incubated in DMEM culture medium supplement
with 10% fetal bovine serum (Biowest, France) and 1% of antibi-
otic/antimycotic (GIBCO) overnight at 37°C under 5% CO, atmo-
sphere. Afterward, cells were washed with phosphate buffer saline
(PBS) 1X. Then, 100 ug mL~* of VLP-GOx resuspended in DMEM were
added to the cell culture and incubated. Time-lapse images of cells were
obtained by LS720 Microscope Lumascope (Etaluma Inc., San Diego,
CA) every 2 min for 4 h. Phase contrast and green fluorescent (green
filter 473-491/502-561 excitation/emission) images were obtained.

2.10 | Statistical analysis

Differences between data were tested using a two-way repeated mea-
sures (RM) analysis of variance (ANOVA) with Sidak or Tukey post hoc
tests as appropriate. Statistically significant differences were accepted
as p-values of <0.001, and Excel statistics (Microsoft, Redmond, WA)

was used for all analyses.

3 | RESULTS
3.1 | Enzymatic nanoreactor synthesis and
functionalization

The complementary electrostatic charge between the negatively
charged GOx enzyme surface and the positively charged inner face
of the BMV capsid drive the enzyme encapsulation (Figure 1A). The
isoelectric point of GOx was determined by electrophoretic light scat-
tering using the Z potential at different pH and showed to be 4.6 (SI
1). The self-assembly process was modulated by ionic strength (0.75 M)
at pH 5.1. The GOx enzyme was successfully encapsulated inside VLPs
from BMV by the self-assembly synthesis method (Figure 1B).

Four different enzyme-CP molar ratios (GOx:CP) were assayed to
optimize the enzyme encapsulation (Table 1). Nanoreactors containing
enzymatic activity (VLP-GOx) were obtained in all mixtures tested. All
nanoreactor preparations were purified by size exclusion chromatog-
raphy (SEC) in an HPLC (Figure 2). The purified preparation showing

the highest enzymatic activity (1:3 molar ratio) was then functionalized
with HSA (Figure 1B). HSA shows a binding affinity for specific recep-
tors on the surface of different cells in diseased organs that permits the
active targeting and the specific recognition of the albumin-based for-
mulations. In vitro experiments, HSA-conjugated preparations showed
higher cellular uptake efficiency, longer half-life, higher cytotoxicity,
and accumulation in tumors to a much greater extent than the free
drug preparations.|344] The functionalization was carried out through
previously reduced cysteine groups of HSA protein, producing di-thiol
cross-linking with the cysteine (Cys108) of CP-BMV (Sl 2).

3.2 | Nanoreactors characterization

The nanoreactor’s hydrodynamic size was estimated by DLS. No signif-
icant changes in hydrodynamic diameters were found. All the assayed
ratios produced VLP-GOx particles with a similar hydrodynamic diam-
eter to the native virus (=28 nm). The unfunctionalized VLP-GOx
showed a hydrodynamic diameter of 28.8 + 7.9 nm, while the func-
tionalized VLP-GOx@HSA showed a value of 50.6 + 29.7 nm (Table 1).
As expected and due to the random chemical conjugation, the hydro-
dynamic diameter of HSA-functionalized nanoreactors is bigger and
shows a significant standard deviation, suggesting a variable number
of HSA molecules per capsid.

The structure of the VLP-GOx nanoreactors was also characterized
by TEM (Figure 3). The obtained micrographs of the VLP-GOx nanore-
actor show a quasi-spherical shape with similar symmetry to the native
BMV virus (28 nm). In addition, functionalized VLP-GOx@HSA nanore-
actors show an ornamented outer surface displaying HSA protein
molecules on the nanoreactor surface.

3.3 | Catalytic characterization

The protein proportions in the nanoreactors were estimated by densit-
ometry onan SDS-PAGE gel (Sl 3). According to the band’s intensity, the
GOx enzyme in the unfunctionalized VLP-GOx corresponds to 3.6% of
the total protein, while in the HSA functionalized preparations (VLP-
GOx@HSA), the GOx represented only 0.9%, CP 22.8%, and the cover
shell of HSA 76.3% of the total protein in the nanoreactor.

The catalytic constants for GOx activity of nanoreactors were esti-
mated using a Michaelis-Menten nonlinear regression (S| 4). The
assembly from 1:3 GOx:CP molar ratio showed the highest specific
activity (1,316 U g~ protein) and a Michaelis constant (Ky;) of 30.1 mMm
(Table 1). It is important to point out that the catalytic rate val-
ues in Table 1 are in total protein basis that includes the CP, GOx,
and in the case also HSA. Thus, the 1:3 GOx:CP molar ratio was
used for further studies and for HSA functionalization. Considering
the GOx content in the nanoreactor preparations, the V., of VLP-
GOXx, in enzyme activity basis, is estimated to be 36,500 U g~! of
GOx, representing 15.3% of the transformation rate of free enzyme.
On the other hand, the V,,,, of functionalized VLP-GOx@HSA in
enzymatic activity basis is 11,780 U g=! of GOx, 4.9% of the value
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FIGURE 1 (A) Surfaceelectric charge distribution on the GOx enzyme and BMV capsomer. The GOx surface mostly exhibits negative electric

charges (red color), and the inner surface of BMV capsomers shows a more positive (blue color) electric charge distribution. The difference in
electric charge distribution between GOx and the inner BMV surface results in electric charge complementarity. In silico results by Maestro
Schrodinger. (B) Schematic representation of VLP-GOx nanoreactor self-assembly encapsulation and HSA functionalization. BMV, Brome mosaic
virus; GOx, glucose oxidase; HSA, human serum albumin; VLP, virus-like nanoparticle.

TABLE 1
assembled at different GOx:CP molar ratios.

Preparation Hydrodymanic diameter (nm)
Free GOx 122+4.1

Coat protein (CP) 68+1.2

Native BMV 27.6+6.7

GOx:CP molar ratio VLP-GOx nanoreactors

122 258+85

1:3 288+7.9

1:6 334+142

1:23 261+89

1:3 VLP-GOx@HSA 50.6+29.7

Hydrodynamic diameter determined by dynamic light scattering (DLS) of proteins and catalytic contants of enzymatic nanoreactors

Polydispersity index Vinax ? (Ug 1 protein) Km 2 (mM)
0.325 237,985 + 13,920 27.8+3.1
0.246 = =

0.067 = =

0.163 507 +27 47.7 +13.0
0.135 1316 + 18 30.1+19
0.324 872+ 95 40.0+4.4
0.172 137 +28 49.0+4.6
0.303 106 + 9 704+11.2

V,ax Values were estimated in total protein basis. Michaelis-Menten kinetic constants were calculated by non-linear fit using CurveExpert Pro software
(Hyams Development Ltd., London, UK). See kinetic graphs Sl 4. BMV, Brome mosaic virus; GOx, glucose oxidase; HSA, human serum albumin; VLP, virus-like

nanoparticle.

3Arithmetic mean value and standard deviation from at least three independent enzyme kinetics.

of the free enzyme. Using the amount of enzyme contained in the
nanoreactors and the molecular weight of GOx, the transformation
rate constant (k) could be obtained (Table 2). The free enzyme
showed a kg, value of 634 s~1, while the preparations VLP-GOx
and VLP-GOx@HSA showed values of 90 and 34 s—1, respectively.
In addition, it is possible to estimate the number of GOx molecules
(active dimer of 160,000 Da) per capsid or nanoreactor (180 monomers
of 20,385 Da). The number of GOx molecules inside each VLP cap-

sid was estimated as an average of 0.85 molecules of GOx per VLP
nanoreactor.

3.4 | Antitumoral effect

The antitumoral effect of nanoreactors was assayed in 4T1 breast

tumor cells, a breast cancer cell line derived from the mammary
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FIGURE 2 Purification of VLP-GOx nanoreactors by size exclusion chromatography using differences in retention time (A) Overlapped

chromatograms show the retention time for native BMV = 5.7 min, free GOx = 7.5 min and disassembled CP = 8.4 min. (B) VLP-GOx nanoreactors
retention time = 5.7 min, similar to native virions of BMV. The VLP-GOx nanoreactors were purified by collecting the fractions from 5.5 to 6.5 min.
BMYV, Brome mosaic virus; CP, coat protein; GOx, glucose oxidase; VLP, virus-like nanoparticle.

FIGURE 3 Transmission electron microscopy (TEM) of nanoreactors. (A) Quasi-spherical unmodified VLP-GOx nanoreactors, and (B)

VLP-GOx@HSA functionalized nanoreactors. GOx, glucose oxidase; HSA, human serum albumin; VLP, virus-like nanoparticle.
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TABLE 2 Composition of enzymatic nanoreactors in protein and molar basis.

Composition in protein Composition in mol GOx molecules
Preparation basis? (%) basis® (%) per capsid® ko (s3) K 9 (mM)
Free GOx GOx = 100 GOx =100 - 634 + 37 278+30
VLP-GOx CP=964 CP=98.82 0.85 90+ 10 34.6+62
GOx = 3.6 GOx=1.18
VLP-GOx-HSA CP=228 CP=49.43 0.90 34+3 7041112
GOx=0.9 GOx =0.59
HSA=76.3 HSA =49.98

These values were used to estimate the number of glucose oxidase molecules per VLP capsid and the kinetic constants. CP, coat protein; GOx, glucose oxidase;

HSA, human serum albumin; VLP, virus-like nanoparticle.

2Protein percentage from the densitometry of the SDS-PAGE electrophoresis gel (SI 3).
bEstimation by using 20,385 Da for CP monomer; 160,000 Da for GOx active dimer; 67,000 Da for HSA.

“The BMV capsid is composed of 180 CP monomers.

dArithmetic mean value and standard deviation from at least three independent enzyme kinetics.

gland tissue of a mouse. In addition, the cytotoxic effect of nanoreac-
tors was also assayed on cultures of 293T healthy cell line from the
human embryonic kidney. Cytotoxicity was directly estimated as the
cell viability as a metabolic activity using the MTT colorimetric assay.

Control experiments were carried out with VLP alone without
GOx (Figure 4). Interestingly, high concentrations of empty VLPs and
VLPs@HSA (>25 ug mL~1) significantly reduced the cell viability of 4T1
cancer cells. In contrast, VLPs treatment of 293T epithelial cells did not
reduce cell viability at the highest concentration tested of 100 ugmL-1,
except for unfunctionalized VLPs.

The same cytotoxicity experiments were performed with GOx-
containing nanoreactors (Figures 5 and 6). The results were expressed
based on both GOx content and nanoreactor GOx activity. These
two forms to express the treatment doses are because the protein
content of the two preparations is significantly different, and even
if the GOx content is similar, the enzymatic activity changes when
the nanoreactor is covered with HSA (Table 2). On the 4T1 breast
tumor cells, the half-maximal inhibitory concentration (ICsg) values
were 0.04 ug GOx mL~! for VLP-GOx and around 0.1 ug GOx mL~!
for VLP-GOx@HSA, and no cell metabolic activity was detected at
1 ug GOx mL~1 for both preparations (Figure 5A). The 4T1 tumor cells
showed an ICsq at around 1 mU of GOx activity per mL of cell culture,
and no metabolic activity at around 10 mU mL~1 in both preparations
(Figure 5B).

The cytotoxicity was also assayed in 293T healthy embryonic kid-
ney human cells (Figure 6). The results were expressed as both GOx
protein content and nanoreactor GOx activity. The ICsq values were
0.45 pg GOx mL~! for VLP-GOx and around 0.79 ug GOx mL~!
for VLP-GOx@HSA, and no cell metabolic activity was detected at
1 ug GOx mL~1 for VLP-GOx preparation (Figure 6A). The VLP-GOx
nanoreactors on 293T kidney cells showed an ICsg at around 15 mU of
GOx activity per mL of cell culture, and no metabolic activity at around
30 mU mL~! (Figure 6B). On the other hand, the VLP-GOx@HSA
nanoreactors showed an ICsg around 8 mU mL~1 (Figure 6B).

The effect of the treatment with VLP-GOx@HSA on a triple-
negative breast cancer cell line (MDA-MB-231) expressing the green

fluorescent protein (GFP) was monitored by fluorescence microscopy

(Figure 7 and videos SI). After 1-h treatment in the presence of nanore-
actors, the morphology of cells changed drastically, maybe due to
oxidative stress. After 2 h, plasmatic membrane protrusions are pro-
duced inside the cells suggesting a high production of oxygen from the
hydrogen peroxide decomposition by catalase activity, and the fluo-
rescence starts to diminish. These cell blister production is increasing,
and the fluorescence continues to diminish after 3 h. Finally, after
4 h, the cells are clearly damaged, the cell blisters are broken out,
and cytosolic leaks are detected, and thus the fluorescence has wholly
disappeared.

4 | DISCUSSION

Thanks to the complementarity of charges between the negative
charge of the GOx protein and the positively charged internal side
of the CP of BMYV, it was possible to encapsulate the GOx inside
the BMV capsid. An average of 0.85 GOx molecules per capsid was
obtained. Considering the hydrodynamic diameter of the dimeric
enzyme (~12.2 nm) and the internal diameter of the BMV capsid of
17.8 nm,[#5] it seems not possible the encapsulation of more than one
GOx dimeric molecule per capsid. GOx was previously encapsidated in
cowpea chlorotic mottle virus (CCMV) for cascade reaction study with
the so-called DNAzyme, a peroxidase mimic formed in situ by a specific
sequence of ssDNA in the presence of hemin and gluconokinase.["f’]
However, no catalytic information of nanoreactors containing only
GOx was reported.

As expected, the nanoreactors showed a higher Ky, than the free
enzyme, especially in the HSA-functionalized nanoreactors. This could
be due to the substrate mass transfer limitations when the enzyme is
inside a protein cage. This mass transfer limitation seems to be also
the origin of the decrease of transformation rate (k.,t) of nanoreactors
VLP-GOx and VLP-GOx@HSA to 14% and 5.5% of the value of free
enzyme, respectively. Nevertheless, both preparations showed high
GOx activity.

Unexpectedly, we found a slight cytotoxic effect of unloaded VLPs,
especially on 4T1 cell line (Figure 4). These results should be taken
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FIGURE 4 Cytotoxicity activity of empty unmodified and modified VLPs on cell cultures of 4T1 breast tumor mouse cell line model, and 293T
healthy embryonic kidney human cells. Two-way RM ANOVA (p < 0.001). ***Significative difference between the two preparations at the same
concentration. {Significative difference with the control. ANOVA, analysis of variance; RM, repeated measures; VLP, virus-like nanoparticle.

cautiously due to the high protein concentration. It is known that in
vivo virus and VLPs are able to enhance specific anti-cancer immune
reactions when delivered directly to the tumor.[47-49] VLPs from cow-
pea mosaic virus (CPMV) have shown potential as safe anti-cancer
immunotherapy.!59 Systemically administered CPMV can stimulate
an additive therapeutic immune response following treatment of the
tumor with a conventional agent such as radiation.[>1] However, scarce
information is available on in vitro cytotoxicity of empty and unfunc-
tionalized VPLs. Unfunctionalized P22 VLPs showed a cell survival rate
of 90% at concentrations as high as 200 ug mL~1, indicating that VLP
had almost no toxicity to bone marrow-derived dendritic cells.>2] On
the other hand, unloaded Human hepatitis B virus-derived VLPs also
showed no cytotoxicity on 293T kidney cell line. 53]

The ICso in both cell lines is similar for VLP-GOx and VLP-
GOx@HSA when evaluated in GOx content or GOx activity (Figures 4
and 5). In addition, significant damage in cancer cells was found in
the triple-negative breast cancer cell line MDA-MB-231/eGFP in the
presence of VLP-GOx-HSA nanoreactors (Figure 6 and videos SI).
MDA-MB-231/eGFP stable cells express a GFP as a cytoplasmatic
protein. This mammalian cell was transfected with a cDNA chimera
composed of a fusion of the genes encoding the fluorescent protein and
p-actin. After 1-h incubation in the presence of GOx enzymatic nanore-
actors, a drastic change in the cell morphology is noted. A plasmatic
membrane protrusion (blisters) after 2 h of incubation was clearly
observed in phase contrast images (videos Sl). This could be due to the
formation of gas bubbles inside the cells produced by the catalytic oxy-
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FIGURE 5 Cytotoxicity of unfuctionalized VLP-GOx and
functionalized VLP-GOx@HSA nanoreactors on 4T1 breast tumor
mouse cell line. Mean and standard deviation were obtained from
three independent experiments. GOx, glucose oxidase; HSA, human
serum albumin; VLP, virus-like nanoparticle.

gen production by the antioxidant system (e.g., catalase) induced by
the excess of hydrogen peroxide produced by the GOx activity. Despite
the absence of reference values for catalase activity in normal human
breast tissue, it is well known that tumor cells, as in many cells, show
important catalase activity. Catalase is an antioxidant enzyme that can
effectively scavenge H,0,, avoiding cell damage from reactive oxygen
species (ROS). In the case of the 4T1 breast tumor cells, the catalase
activity ranges around 75 U mg~1 of protein,[5# and for MCF-7 cell,
which is a human breast cancer cell line with estrogen receptors (ERs),
the catalase activity ranges around 12 U mg~? of protein.!>5) Thus, in
the presence of hydrogen peroxide, this endogenous enzyme will pro-
duce gaseous oxygen inside the cell. As shown in the videos (SI), when
the cell “explodes”, the fluorescence immediately disappears due to the
cell membrane destruction and the subsequent dilution of the cytoso-
lic fluorophore in the medium. GOx has been reported as a cytotoxic
agent for tumor cells and its capacity to reduce the tumor tissue in
vivo experiments.[>6] The cytotoxic effect of GOx is originated from
the production of hydrogen peroxide, causing oxidative damage in the
cells, hypoxia as oxygen is consumed, and glucose consumption that
starves the cells.57-59] The advantages of VLPs and nanocarriers of
enzymatic activity are the protection against the proteases, 3] the
reduction of immunogenic response, especially when the nanoreactors
are covered with compatible proteins or non-immunogenic polymers
such as polyethylene glycol.[¢0]
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FIGURE 6 Cytotoxicity of unfuctionalized VLP-GOx and
functionalized VLP-GOx@HSA nanoreactors on 293T kidney cell line.
Mean and standard deviation were obtained from three independent
experiments. GOx, glucose oxidase; HSA, human serum albumin; VLP,
virus-like nanoparticle.

It has been reported that HSA functionalization increases tumor cell
affinity.[43] The HSA provides an interaction between the nanocage
surface and secreted protein acidic and rich in cysteine (SPARC) and
glycoprotein receptor Gpé0 (albondin) facilitating the breast tumor
cell internalization.[*4] Especially, the 4T1 tumor cells highly express
SPARC and Gp60 which promote a higher HSA cell internalization
when compared with normal tissues.!43] The role of SPARC in cancer
development is still controversial. Higher levels of SPARC expression
have been reported in glioblastomas,!¢1] pancreatic cancer,[¢?] gas-
trointestinal cancer,3] cervical cancer,[¢4) bone cancer,!¢5) and breast
cancer.[66-68] |n contrast, lower levels of SPARC expression have been
found in pancreatic cancers,!6%] ovarian,7°! and colorectal.|7172] HSA-
based drugs can bind to SPARC.[7374] As a consequence, in the past
two decades, several serum protein-based nanomedicines have been
approved by the US Food and Drug Administration (FDA) for advanced
cancer therapy and diabetes treatment, and more nanoformulations
are currently being evaluated in clinical trials.[”5] Moreover, the cellu-
lar uptake of HSA nanoparticles by 4T1 tumor cells has been previously
demonstrated by confocal fluorescence.!7¢] With this in mind, VLP-
GOx nanoreactors were functionalized with HSA. The HSA-covered
nanoparticles (Figure 3B) significantly increased the protein content
of nanoparticles. However, no advantage in cytotoxicity in cell cultures
was found when the cytotoxicity results were based on GOx content or
GOx activity (Figures 5 and 6).
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FIGURE 7 Fluorescence microscopy images of the triple-negative
breast cancer cell line MDA-MB-231 expressing GFP. The images were
taken at different times after treatment with VLP-GOx@HSA. The
bubble-like formations are shown with yellow arrows. See the videos
in the Supplementary information. Scale bar = 50 mm. GFP, green
fluorescent protein; GOXx, glucose oxidase; HSA, human serum
albumin; VLP, virus-like nanoparticle.

On the other hand, the cytotoxicity found in both tumor and healthy
cells makes it extremely important to find more specific ligands for
tumor cells avoiding cell internalization in healthy cells. VLP-based
enzymatic nanoreactors have been functionalized with an estradiol
derivative or folic acid to be recognized by estrogen or folate receptors,
respectively, in breast tumor cells and effectively internalized.[34:35.77]
Other ligands for specific recognition in tumor cells such as mon-
oclonal antibodies,[78] peptides, 79! aptamers,8] vitamins,!81) and
carbohydrates,[82] among others!83! have been studied. The targeting
is crucial for triple-negative breast cancers that represent 15%-20%
of all breast cancer cases, which are defined by low expression of
the ER, progesterone receptor (PR), and human epidermal growth fac-
tor receptor-2 (HER2).!84] Nevertheless, these aggressive cancers are

responsible for a greater proportion of metastatic cases and deaths.!85]

5 | CONCLUSIONS

Self-assembly is a highly efficient procedure for active enzyme encap-
sulation. The VLP-encapsulated GOx enzyme showed significant cat-
alytic activity. The nanoreactors containing GOx activity are entirely
suitable for cytotoxicity generation in tumor cells. The HSA function-
alization, reported as a strategy to improve selective cancer targeting,
did not improve the tumor cell cytotoxicity of the VLP-GOx nanoreac-
tors. Targeting the nanoreactors to tumor cells by more specific ligands
seems crucial. Nevertheless, GOx-containing enzymatic nanoreactors
seem to be an efficient alternative to improve the current cancer ther-
apy. Invivo studies are envisaged to reinforce the effectiveness of this
treatment strategy.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Enzyme replacement therapy (ERT) has been used to treat a few of the many existing discases which are orig-

ERT inated from the lack of, or low enzymatic activity. Exogenous enzymes are administered to contend with the

Enzymatic nanoreactors
Lysosomal storage diseases
Nanomedicine

VLP

enzymatic activity deficiency. Enzymatic nanoreactors based on the enzyme encapsulation inside of virus-like
particles (VLPs) appear as an interesting alternative for ERT. VLPs are excellent delivery vehicles for thera-
peutic enzymes as they are biodegradable, uniformly organized, and porous nanostructures that transport and

could protect the biocatalyst from the external environment without much affecting the bioactivity. Conse-
quently, significant efforts have been made in the production processes of virus-based enzymatic nanoreactors
and their functionalization, which are critically reviewed. The use of virus-based enzymatic nanoreactors for the
treatment of lysosomal storage diseases such as Gaucher, Fabry, and Pompe diseases, as well as potential ther-
apies for galactosemia, and Hurler and Hunter syndromes are discussed.

1. Introduction

Nanomedicine is emerging with new strategies for medical applica-
tions (Riehemann et al., 2009). The introduction of nanomaterials is
now a great activity to improve biomedical processes and current
therapies. Nanotechnology can improve drug delivery with the possi-
bility to target the drug nanocarriers to specific cells and tissues
avoiding systemic treatments. These “smart” treatments will reduce the
doses needed and make medication more efficient (Mitchell et al.,
2021). The improvement of medical imaging, both optical and magnetic
(Cormode et al., 2009); tissue reconstruction (Zheng et al., 2021); and
biosensing (Vashist et al., 2012) are among procedures that have
demonstrated the advantages of nanoparticles for nanomedicine
applications.

Enzyme deficiency disorders are a diverse group of diseases origi-
nated from the lack or low enzymatic activity inducing, in many cases,
drastic metabolic effects. Most of these illnesses are due to hereditary
mutations in specific genes encoding these enzymes. In addition to

palliative treatments and the potential use of gene therapy, Enzyme
Replacement Therapy (ERT) is a useful therapeutic strategy for these
metabolic diseases (Desnick and Schuchman, 2012; Li, 2018; Marchetti
et al., 2022).

Enzyme replacement therapy supplies exogenic enzymes to
compensate for the lack of endogenous enzymatic activity, and it is
widely used for a limited number of illnesses (Marchetti et al., 2022).
Nevertheless, ERT has some limitations, dangers, and challenges: i) the
administration of foreign proteins to the body represents a danger of
severe immunological responses, ii) the exogenous protein degradation
by endogenous proteases reduces the treatment efficiency and increases
the doses needed, iii) finally, systemic administration increases the
doses and could induce side effects due to the presence of enzymes in
healthy tissues.

In this work, the use of virus-like particles (VLPs) as enzyme nano-
carriers for the ERT is reviewed and discussed (Fig. 1). The VLPs seem to
be perfect nanocarriers for biomedical applications because they are
protein self-assembling hollow cages that can contain highly

Abbreviations: ADA, Adenosine deamidase; BMV, Brome mosaic virus; CCMV, Cowpea chlorotic mottle virus; CP, Coat protein; CYP, Cytochrome P450; EPT,
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rescent protein; HSCT, Hematopoietic stem cell transplantation; TEM, Inborn errors of metabolism; PEG, Poly(ethylene glycol); VLP, Virus-like particle.

* Corresponding author.
E-mail address: rvd@ens.cnyn.amam.mx (R. Vazquez-Duhalt).

https://doi.org/10.1016/j.virol.2023.01.017

Received 31 August 2022; Received in revised form 20 January 2023; Accepted 30 January 2023

Available online 4 February 2023
0042-6822/© 2023 Elsevier Inc. All rights reserved.



0. Gonzalez-Davis et al.

concentrated enzymatic activity (Chauhan et al., 2021). The porous
structure of VLPs allows the entrance of substrates (metabolites) and the
exit of products. In addition, the presence of reactive groups on the VLPs
surface facilitates the surface functionalization with specific ligands to
be recognized by specific cell receptors to target the treatment avoiding
systemic circulation (Tapia-Moreno et al., 2017; Chauhan et al., 2018,
2022). Moreover, the VLP surface could also be covered by
non-immunogenic polymers or proteins to make the enzymatic nano-
particles stealth to the immune system (Crooke et al., 2019). These
features also make VLP-nanoreactors a potential candidate for metabolic
prodrug activation to a pharmacologically active drug, also called
enzyme prodrug therapy (EPT). Thus, the biocatalysts could be specif-
ically delivered to the tumor cells increasing the on-site drug activation
lowering the drug-associated side effects, and increasing the treatment
efficiency.

2. Enzyme replacement therapy for diseases originated by the
lack of enzyme activity

Inborn errors of metabolism (IEM) are the most common enzymatic
deficiency disorders, mainly originated from inherited recessive muta-
tions (Arnold, 2018). The enzymatic deficiency compromises the
metabolism interfering with the metabolic pathways. The IEM induce
the accumulation of toxic metabolites or deficient production of essen-
tial compounds. The most common clinical therapies for IEM disorders
are organ or tissue transplantation, gene therapy, and ERT (Vernon,
2015). Today, ERT is widely used to treat IEM disorders which are
reviewed below.

2.1. Lysosomal storage diseases

Lysosomal storage diseases due to IEM induce a lack of or low
enzyme activity in the lysosomal compartment responsible for the
degradation of complex molecules (Fig. 2). Periodic intravenous
heterologous-enzyme administration as ERT is the most common
available therapy for several lysosomal storage disorders (Concolino
etal.,, 2018). An earlier ERT is better for the prognosis and could even be
preventive (Desnick and Schuchman, 2012). Several lysosomal storage
diseases, such as Sphingolipidoses, Pompe disease, and Mucopoly-
saccharidoses have been treated by ERT.

2.1.1. Sphingolipidoses
Sphingolipidose lysosomal storage disease results from the lack of or
lower enzyme activity of sphingolipid catabolism. This catabolic

Enzyme replacement
therapy (ERT)

Enzyme deficiency
disease
(substrate accumulation)
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Targeted VLP
enzymatic nanoreactor
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deficiency leads to an accumulation of pathologic cellular inclusions and
cell damage, ultimately resulting in cell death. Three kinds of cell in-
clusions derived from a ceramide are important: sphingomyelin with
phosphorylcholine as a hydrophilic group; cerebroside with a galactose
or glucose residue; and ganglioside with a sialic acid group binding to
the ceramide by an oligosaccharide chain. Gaucher and Fabry diseases
are common sphingolipidose and are typically treated by ERT (Platt
et al., 2018).

2.1.1.1. Gaucher disease. Gaucher disease is the most common lyso-
somal lipid storage disease and is transmitted in an autosomal recessive
manner. Specific populations, especially those with Ashkenazi Jewish
descendants, are at particular risk (one in 800 live births), while the
National Gaucher Foundation (United States) estimates the incidence of
Gaucher’s disease to be about one in 60,000 live births (Beutler et al.,
1991; Stirnemann et al.,, 2017). Gaucher’s disease originates from a
deficiency of p-glucocerebrosidase activity that leads to an accumulation
of glucocerebroside. The clinical features vary depending on the specific
subtype of the disease; nonetheless, all subtypes share the following
features: hepatosplenomegaly, bone crises, osteoporosis, avascular ne-
crosis of the femur, blood abnormalities such as anemia, thrombocyto-
penia, pancytopenia, as well some pulmonary manifestations, and
finally growth delays.

Gaucher disease is successfully treated by ERT (Grabowski et al.,
1998), and the treatment involves the supply of exogenous
mannose-functionalized glucocerebrosidase (Gcase). However, due to
the lower stability of the enzyme in the blood, periodic intravenous
administration is necessary to achieve good efficiency in therapy, which
adds to the high cost of the treatment. A conventional ERT needs 60
U/kg, equivalent to $ 14,700 USD per shot. Thus, a treatment costs
around $ 352,800 USD a year (Tekoah et al., 2013). In addition, the
treatment should be for life; therefore, the exceptionally high cost limits
its use, even if treatment with ERT provides health benefits to patients.
Recently, our group encapsulated the commercial Gease in plant-based
VLPs, which has improved the stability of the enzyme by 11-fold. It
may improve the blood circulation half-life of the enzyme and reduce
the cost of treatment to some extent (Chauhan et al., 2022).

2.1.1.2. Fabry disease. Fabry disease is an X-linked recessive inherited
disease; typical onset is found in boys during childhood but may also
appear in 60-80-year-old adults. Reported incidences range from one in
117,000 to one in 476,000 in the general population. Fabry disease is
due to the deficiency of a-galactosidase A, which leads to an accumu-
lation of ceramide trihexoside inclusions in the endothelium, organs

Fig. 1. Enzyme replacement therapy (ERT). Normal
cells (wild type) are able to transform a specific
metabolite. An enzymatic deficiency, as consequence
of inborn errors of metabolism (IEM) from inherited
recessive mutations, induces a cell metabolite accu-
mulation. The enzyme replacement treatment consists
in the exogenous enzyme administration. Virus-like
particles (VLPs) can be used as enzyme nanocarriers.
Advantages of VLP-based ERT are protection of the
enzyme from protease degradation, targeting to the
specific cells and tissues targeting, and reduced
immunogenicity.

«— Cell receptor

VLP-based ERT
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Fig. 2. Lysosomal storage disorders. Metabolite transformation pathway showing the enzyme deficiency (blue squares) and the names of the diseases (red).

epithelium, smooth muscle cells, and compromising the organ systems.
The Fabry disease diagnoses are divided into two groups: early and late
symptoms. The early symptoms show periodical dysesthesia in hands
and feet due to small fiber neuropathy, producing burning pain (Fabry
crises), anhidrosis or hypohidrosis, and angiokeratomas. Other early
symptoms include nonspecific gastrointestinal disturbances, corneal
clouding, and cataracts. The late symptoms are cardiomyopathy, cere-
brovascular lesions, such as transient ischemic attack and stroke, and
Fabry nephropathy causing progressive renal failure.

ERT is a current treatment for Fabry disease via the administration of
the recombinant a-galactosidase A (Alegra et al., 2012). However, the
administered «-galactosidase A can be inhibited by high
lyso-globotriaosylceramide levels in some patients (Lenders et al.,
2016), compromising the ERT treatment. On the other hand, migalastat,
an oral pharmacologic chaperone, is used to stabilize GLA gene-specific
mutations, avoiding «-galactosidase A folding errors and restoring
enzyme activity (Germain et al., 2016).

2.1.2. Pompe disease

Pompe disease, also known as acid maltase deficiency or glycogen
storage disease type II (GSD II), is a rare and often fatal muscle disease
caused by a deficiency of the lysosomal hydrolase acid o-glucosidase
(GAA). The disease affects approximately 1 in 13,000. The GAA defi-
ciency results in lysosomal glycogen accumulation, leading to progres-
sive disruption of cellular function, especially in smooth, cardiac, and
skeletal muscle cells. To date, ERT with intravenous administration of
recombinant human GAA, alglucosidase alfa (Myozyme and Lumizyme,
Sanofi Genzyme), is the only approved treatment for Pompe disease (Xu
et al., 2019).

2.1.3. Mucopolysaccharidoses

Mucopolysaccharidoses are a group of metabolic disorders that result
in the impaired breakdown of glycosaminoglycans (previously known as
mucopolysaccharides) due to mutations in lysosomal enzymes. At least
nine different types of mucopolysaccharidosis have been identified.
Hurler syndrome and Hunter syndromes are the two most common
conditions (Wolf et al., 2015). Hurler syndrome or mucopolysacchar-
idosis type I is an autosomal recessive mutation caused by the deficiency
of a-L-iduronidase. In contrast, Hunter syndrome or mucopolysacchar-
idosis type II is an X-linked resistive deficiency of iduronate-2-sulfatase.
Both induce the accumulation of glycosaminoglycans, i.e., heparan

sulfate and dermatan sulfate. The clinical features in both conditions
(typically milder in Hunter syndrome) include a developmental delay,
and facial dysmorphism: frontal bossing, elongated skull, flattened nasal
bridge, broad nasal tip, thickened gingiva, anteverted nostrils, constant
nasal discharge, spaced and protruded eyes, airway obstruction, and
hepatosplenomegaly. In addition, Hurler syndrome shows corneal
clouding, failure to thrive, dysostosis multiplex, and inguinal hernia,
while Hunter syndrome also includes aggressive behavior, hyperactivi-
ty, no corneal clouding, pearly papules, and carpal tunnel syndrome. In
both cases, the treatments are symptomatic and palliative, ERT, or bone
marrow transplantation.

Enzyme replacement therapy with Laronidase (human recombinant
alpha-r-iduronidase) infusions has been approved for Hurler syndrome
and combined with hematopoietic stem cell transplantation (HSCT), is a
feasible and relatively safe treatment to reduce syndrome complications
(Grewal et al., 2005; Cox-Brinkman et al., 2006). On the other hand,
since 2006, a commercial recombinant human I12S idursulfase for
intravenous ERT has been approved and available for Hunter syndrome
in the United States and Europe, among other countries. Moreover,
combined with ERT, HSCT has been used to treat the severe form of
Hurler syndrome (Muenzer et al., 2012).

2.2. Adenosine deaminase (ADA)-Deficient severe combined
immunodeficiency (SCID)

Mutations in ADA lead to deficient or absent activity of one of the
essential enzymes in the purine salvage pathways, which leads to severe
combined immune deficiency. This deficiency causes the accumulation
of adenosine deaminase within the lymphocytes leading to a disease
phenotype with various complications, such as severe lymphocytopenia
affecting T-and B-lymphocytes and NK cells, sensorineural deafness,
neurodevelopmental defects, and skeletal abnormalities. This disease
can be fatal if left undiagnosed and untreated from childhood. ERT using
the bovine intestinal adenosine deaminase enzyme conjugated with
polyethylene glycol has been one of the primary therapeutic procedures
for the disease (Flinn and Gennery, 2018). However, even if an existing
ERT is available in the market for this disease, it is not the standard
treatment due to the limitations that ERT implies.

74



0. Gonzalez-Davis et al.

2.3. Galactosemia

Galactosemia is a group of recessive autosomal hereditary diseases
that involve errors in the Leloir pathway or galactose metabolic pathway
(Anderson, 2018). Three enzymes are involved in the Leloir pathway to
convert galactose to glucose: galactose kinase (GALK),
galactose-1-phosphate uridylyl-transferase (GALT), and UDP-glucose
4-epimerase (GALE) (Demirbas et al., 2018). A deficiency of one of
these enzymes causes a subgroup of galactosemia, the most common
subgroup is the Classic Galactosemia due to GALT gene mutations.
Classic galactosemia incidence varies according to region, from 1:16,
500 in Ireland to 1:1,000,000 in Japan. The Global incidence has been
estimated at 1:62,000 live births (Levy and Hammersen, 1978).

GALT enzyme catalyzes the transfer of the uridine diphosphate group
(UDP) from UDP-glucose to galactose 1-phosphate, generating glucose-
1-phosphate and UDP-galactose. The GALT deficiency produces a
galactose-1-phosphate accumulation in the organism resulting in
galactitol and galactonate production, which are toxic molecules
(Coelho et al., 2017). Important diagnoses such as mental neurological
and motor disorders, hypergonadotropic hypergonadotropism, osteo-
penia and osteoporosis, hepatomegaly, early age cataracts; retarded
growth, liver and kidney failure, and cirrhosis, among others, are
attributed to Classic Galactosemia (Delnoy et al., 2021). The current
treatment for GALT deficiency is a lactose-restricted diet. Today, novel
therapeutic strategies are being explored: the upstream inhibition of the
Leloir pathway to reduce galactose-1-phosphate intoxication (Tang
et al., 2012); the use of the antisense therapy for functional correction of
a splicing mutation in the GALT gene (Coelho et al., 2015); and recently
the use of GALT-nanoreactors (Gama et al., 2021).

2.4. Exocrine pancreatic insufficiency

Inadequate production and activity of pancreatic digestive enzymes
and juices can lead to reduced quality of life and lead to lethal compli-
cations. The most common complications include steatorrhea, weight
loss, and problems with digestion and absorption. The replacement of
pancreatic enzymes can produce a broad spectrum of diseases that can
cause symptoms some are genetic (e.g., cystic fibrosis), and others are
acquired (e.g., autoimmune pancreatitis). Creon (pancrelipase delayed-
release capsules), Zenpep (pancrelipase delayed-release capsules), and
Pancreaze (pancrelipase delayed-release capsules) are three enteric-
coated oral enzyme preparations that are approved for the treatment
of exocrine pancreatic insufficiency (Wynne et al., 2019).

2.5. Hyperuricemia

The elevation in serum urea levels is termed hyperuricemia. Hy-
peruricemia is related to various conditions, including metabolic syn-
drome, diabetes, hypertension, kidney disorders, cardiovascular
diseases, and, most importantly, gout. Recombinant Urate oxidase is a
widely used therapy for hyperuricemia. Pegloticase is a recently
approved commercial preparation of the pegylated recombinant urate
oxidase that catalyzes the oxidation of urate to allantoin. Allantoin is
more soluble and can be easily excreted (Schlesinger et al., 2011),
decreasing the toxic metabolite levels in serum.

3. VLPs production, assembly process, and geometry
3.1. Protein production

The assembly of the viral structural proteins into organized macro-
molecular structures (capsids) generates viral “empty shells” known as
virus-like particles (VLPs). There are two main procedures for the pro-
duction of VLPs. One is obtaining the protein directly from the virus in
their host, which can be bacteria (Sdnchez-Sdnchez et al., 2015; Caldeira
and Peabody, 2011; Servid et al., 2013), plants (Santi et al., 2006;
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Cadena-Nava et al, 2012; Villagrana-Escareno et al, 2019;
Nunez-Rivera et al., 2020), or even from animals (Thrane et al., 2015;
Whitacre et al., 2009). Another method is the use of prokaryotic and
eukaryotic heterologous expression systems of recombinant proteins
(Zeltins, 2013; Effio and Hubbuch, 2015) using bacteria, yeast, insects,
or cell cultures (Kushnir et al., 2012; Fuenmayor et al., 2017) (Fig. 3).

When the VLPs are produced from native virus particles, it is
necessary to perform a purification process to eliminate the viral
genome. This process is generally carried out by disassembling the virus
under certain pH, ionic strength, and temperature conditions. Then, the
coat protein can be assembled in the presence of different cargoes under
specific conditions.

3.2. Assembly process

So far, a large diversity of viruses is known. They are classified ac-
cording to their genome or according to their assembly process. As
mentioned above, VLPs can be produced in native and non-native hosts.
VLPs are generally assembled the same way native viruses are made
(Douglas and Young, 2006; Aumiller et al., 2018; Perlmutter et al.,
2016). However, the assembly can be modulated by the presence of an
organic or inorganic template inducing morphological changes (spher-
ical or tubular structures) (Mukherjee et al., 2006; Xu et al., 2008). In the
case of viruses, the genome required for host infectivity and virus
replication is internalized in the capsid. It is generally accepted that the
interaction between the positively charged binding domain of coat
proteins and the negatively charged RNA drives the capsid assembly
under physiological conditions (Garmann et al., 2014). The formation of
virus capsids from coat protein subunits is an extraordinary example of
molecular self-assembly. The process has been perfected, resulting in a
delicate balance between structural stability and functional dynamics
(Brunk and Twarock, 2021). Depending on the VLP system, the assembly
process could be by non-templated, scaffolding protein-assisted assem-
bly, or viral genome-assisted assembly. The VLP assembly can be also
assisted by chaperones (Chromy et al., 2003). Electrostatic interactions
are the most important interaction between capsid and cargo. For
example, coat proteins from CCMV and BMV have a basic N-terminus,
which electrostatically interacts with negatively charged RNA cargoes
(Johnson et al., 2004; Garmann et al., 2022). Thus, the assembly can be
also assisted by exogenous cargoes, especially when they are negatively
charged (Minten et al., 2011b).

In the case of some viruses with a relatively simple structure, the VLP
capsid can self-assemble without the help of auxiliary proteins and viral
nucleic acid (Mateu, 2013a). This assembly of the capsid without in-
ternal cargo can be obtained under certain conditions like pH, ionic
strength, or concentration, in which the interactions between the coat
protein monomers are crucial (Reguera et al., 2004; Lavelle et al., 2009;
Vega-Acosta et al., 2014; Duran-Meza et al., 2021). These short-ranged
interactions are directionally specific as imposed by electrostatic, van
der Waals, and hydrogen bonding interactions (Kegel and Van Der
Schoot, 2006). In vitro VLP assembly could also be obtained by changing
parameters such as temperature, pH, ionic strength, concentration, and
charge of the cargo (Bertolotti-Ciarlet et al., 2002; Mellado et al., 2009;
Samandoulgou et al., 2015, 2021; Uchida et al., 2022). In vitro VLP as-
sembly can also be achieved through a method based on the critical
assembly concentration of the capsid protein (Zlotnick, 1994; Li et al.,
2019).

In the case of structurally complex VLPs, the correct assembly of the
capsid often requires the help of scaffolding proteins (SP), both in vivo
and in vitro (Mateu, 2013b; Perlmutter et al., 2016). Scaffolding proteins
(SP) are required to catalyze, regulate, or modulate some assembly
steps. In viruses, scaffolding proteins associate specifically with the
nascent protein complex but are subsequently removed and are absent
from the mature structure. This process happens mainly in complex vi-
ruses. These proteins can act as molecular chaperones, avoid possible
kinetic traps during assembly, and favor the productive assembly
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Fig. 3. Schematic process of enzymatic nanoreactor production. The coat proteins can be obtained by (a) host infection and virion disassembly to remove genetic
material or (b) by recombinant protein expression. The enzyme is encapsulated inside the capsid, and then the surface of nanoreactor could be functionalized with

specific ligands to target the nanoreactor to specific cells or tissues.

pathway over other pathways that can lead to aberrant particles. Scaf-
folding proteins are common in bacteriophages like the P22 virus, in
which procapsids are obtained both in vive and in vitro from capsid
proteins and SP. The P22 bacteriophage assembly starts forming a pro-
capsid, templated by an SP, which interacts with the coat protein to
direct assembly where the SP is encapsulated within the procapsid
(Fuller and King, 1982; Prevelige et al., 1993; Padilla-Meier et al., 2012;
Cortines et al., 2011).

3.3. VLP geometrical diversity

Assembled VLPs can show a similar geometry to the native virus,
which is presumed to have the conformational arrangement with the
lowest energy. However, different lengths of DNA cargoes can create
virus-like structures of various shapes and sizes under physiological
conditions. Increasing the length of the ssDNA caused an apparent in-
crease in the particle diameter (de Ruiter et al., 2019). For the dsDNA
encapsulation, the addition of the magnesium ions to the assembly
buffer reduced the length of the formed rod-like structures and resulted
in lengths corresponding to the stretched dsDNA template length.
Spherical VLPs have capsids with icosahedral symmetry, which sym-
metrical structures have been well studied (Natarajan et al., 2005).

In cylindrical or helical viruses, such as the well-studied tobacco
mosaic virus, the capsomeres, which are of a single type, fit into a helical
structure around a central axis containing a single helix of nucleic acid,
usually single-stranded RNA and less frequently single-stranded DNA,
which it binds by the interaction between its negative charge and the
positive charge of the protein (Stubbs and Kendall, 2012). As the nucleic
acid template is essential for the assembly, there is no information
available on empty or endogenous cargo containing VLPs from this type
of virus.

Complex viruses, such as most of the bacteriophages, with slight
variants, show the following general structure: an icosahedral head that
houses the nucleic acid, with a tail with a helical structure that forms a
hollow cylinder, a collar of capsomeres between the head and the tail,
and a basal plate. At the end of the tail, it has anchor points that serve to
fix the virus to the cell membrane. Protein fibers also come out of the
plaque, which help with virus fixation on the host cell. The process of
VLP production from complex bacteriophages is well known (Zeltins,
2013; Patterson et al., 2012).
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4. Stability of VLPs

The physical properties of VLPs vary depending on the system and
can be significantly different. Some virus-like particles are physi-
ochemically stable nanoparticles, a property that critically contributes
to their potential use in the biomedical field (Nooraei et al., 2021).
However, although viruses are very stable multimeric structures, the
lack of a viral genome in VLPs can make them unstable under changing
conditions, particularly during purification and storage. Therefore,
maintaining their integrity is very important, as a decrease in confor-
mational stability could affect their cargo rendering them less effective.

As mentioned above, different forces are involved in the VLPs’
integrity. Physicochemical parameters such as pH and ionic strength can
stabilize or destabilize the VLP capsids, affecting the aqueous envelope
of proteins and the surface electrical charge due to the protonation state
of the acidic and basic groups of amino acid side chains. The alteration
of the surface charge could eliminate the electrostatic interactions that
stabilize the tertiary structure and often cause protein precipitation. The
protein solubility is minimal at its isoelectric point since its net charge is
zero. That is, there are equal numbers of negative and positive charges,
which results, on the one hand, in a possible attraction between proteins,
and on the other hand, in the disappearance of any electrostatic repul-
sive force that might hinder the formation of aggregates.

The solubility of a protein generally increases with salt concentra-
tion. The “salting in” is the phenomenon by which the concentration of
salt increases the solubility of the protein. However, if the ionic strength
increases too much, protein solubility decreases (Dahal and Schmit,
2018). This phenomenon is known as “salting out”. This phenomenon is
basically due to competition between salt ions and protein for the water
molecules, which are part of the solvation shell. An increase in the ionic
strength of the medium also causes a decrease in the degree of hydration
of the ionic groups on the protein surface. As a result, these solutes
compete for water by inhibiting the dissociation of acid or amino groups
of the protein and thus, decreasing its solubility.

The pH affects the capsid-protein charge, salt interaction with
charges on the protein surface, influences the water shell, and disfavors
hydrophobic exposure (Le and Miiller, 2021). Most in vitro VLP assembly
reactions are optimized at a physiological pH. However, some particles
require acidic or alkaline conditions to assemble. For example, CCMV
protein attraction during assembly is optimal at about pH 5 and
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decreases sharply with increasing pH (Johnson et al., 2005). However,
once assembled, VLPs are stable between pH 4 and 7.5 with low ionic
strength (Fox et al., 1998). Norwalk virus VLPs is highly stable over a pH
range of 3-7 (Ausar et al., 2006). On the other hand, adeno-associated
virus serotype 2 (AAV2) requires an alkaline pH (pH 9) to avoid ag-
gregates and promote VLP formation (Le et al., 2019). Once assembled,
most particles are stable at or near physiological pH.

In addition to electrostatic interactions between the coat protein
monomers, disulfide bonds to covalently cross-link the monomers are
present in some of the most robust viruses. The effect of these covalent
bonds on VLP stability varies according to the location and number of
disulfide bonds and can significantly increase thermal stability (Bundy
and Swartz, 2011). The number and location of disulfide bonds in the
coat protein monomers can be engineered in order to control the VLP
assembly more strictly and stabilize the resulting VLPs (Xu et al., 2020).
The possibility to modulate the VLP stability would be advantageous for
most applications. For enzymatic nanoreactors, the ability to control
VLP stability by changing the redox potential could be used for sensing
and enzyme delivery where the VLP would be more prone to disassemble
once it enters the relatively reductive cytosol.

4.1. Thermostability

The increase in thermal energy, associated with an increase in tem-
perature, destroys weak interactions, disrupts protein structure, and
induces the hydrophobic interior’s interaction with the aqueous me-
dium, leading to the aggregation and precipitation of denatured pro-
teins. Generally, lower temperatures usually are favorable for capsid
assembly, as they reduce protein aggregation and chemical degradation.
However, reports of optimal capsid formation at near-physiological
temperatures have also been published (Jaballah et al., 2017). In some
cases, VLPs have been modified to improve particle thermostability. As
mentioned above, the introduction of disulfide bonds that crosslink the
monomers increase the VLP thermostability (Bundy and Swartz, 2011;
Xu et al., 2020). Another common technique is the introduction of sta-
bilizing mutations, as in the case of poliovirus type 3 VLPs (Marsian
et al., 2017). Stabilizing mutations on the coat protein resulted in VLPs
that were more stable than the wild-type ones. A temperature increase
can cause favorable structural transitions drastically affecting the in-
ternal volume and capsid porosity as in the case of bacteriophage P22.
Teschke et al. (2003) demonstrated that a 10 min temperature increase
to 65 °C generated expanded variants which increased the internal
volume from 58,000 nm® to 113,000 nm®. Furthermore, increasing the
temperature to 75 °C caused some subunits to separate and create 10 nm
pores allowing for better access to the capsid interior.

Storage temperature also affects the conformation of VLPs; thus, the
incorporation of protective molecules into the buffer is often critical for
VLP stabilization and integrity. Kissmann et al. (2008) and Peixoto et al.
(2007) reported that trehalose, sucrose, and glycerol enhance the sta-
bility of Norwalk and rotavirus VLPs, respectively. Lynch et al. (2012)
found that sorbitol and sucrose were ineffective in retaining HIV-1
Pr55gag VLP stability and conformation; however, 15% trehalose was
highly effective in stabilizing the VLPs for at least 1 year at —70 °C
withstanding up to 2 freeze-thaw cycles. There is significant variability
in the thermal stability of different viruses. Icosahedral viruses tend to
be stable, losing little infectivity after several hours at 37 °C. Enveloped
viruses are much more heat labile, with their titers declining rapidly at
37 °C. In general, the infectivity of viruses is destroyed by temperatures
of 50-60 °C for 30 min, although there are notable exceptions (hepatitis
B virus, polyomavirus) (Fooks et al., 2009).

No relation between viral structure and thermal stability was found
(Tuladhar et al., 2012). Thermostability studies of two representatives of
the Picornaviridae (poliovirus and parechovirus) showed very different
thermostabilities, in which the nonenveloped adenovirus was less
thermostable than the enveloped and larger influenza virus (Tuladhar
etal., 2012). Another study analyzed the stability of VLPs having one or

78

Virology 580 (2023) 73-87

more mutations (Hartman et al., 2019). The authors generated and
characterized a 6615-member library of one- and two-amino acid mu-
tations in the highly mutable FG loop of the MS2 coat protein. The li-
brary was subjected to multiple selections, initially for capsid assembly,
followed by thermal and pH stability. This epistasis study represents an
effort to tailor and engineer virus-like particles in a variety of non-native
contexts.

5. Biodistribution and immune responses

Although great advances have been made in designing the in vivo
properties of VLPs, most of these nanoparticles still suffer rapid clear-
ance from the body due to the reticuloendothelial system comprising the
liver and spleen. The typical size range of VLPs predisposes them to
travel into lymphatic circulation and promotes uptake by nonspecific
antigen-presenting cells such as dendritic cells and macrophages. With
little modification, some VLPs are already targeted to specific cell types
and organs such as lymphoid tissues (Manolova et al., 2008).

VLPs from pathogenic viruses have served as polyvalent antigens in
prophylactic vaccines as they maintain the authentic presentation of
conformational antigens by preserving the native structure of the in-
fectious virus and thus, interact with the immune system similar to their
parental pathogens, inducing not only humoral but also a cellular
response (Naskalska and Pyr¢, 2015; Noad and Roy, 2003; Schwarz and
Douglas, 2015). As exogenous antigens, they are efficiently taken up by
professional antigen-presenting cells, particularly dendritic cells, fol-
lowed by MHC class II molecules presentation, leading to stimulation of
CD4" T helper cells. On the other hand, VLPs are also processed in the
cytosol of dendritic cells as endogenous antigens and presented by MHC
class I molecules to cytotoxic CD 8+ T cells (Grgacic and Anderson,
2006; Groothuis and Neefjes, 2006; Naskalska and Pyr¢, 2015).

The fact that these technologies are derived from a variety of bio-
logical sources has raised concerns about the potential for harmful im-
mune responses. In addition, the usefulness of VLPs as stimulators of the
immune system can cause drawbacks when using this system as a
nanovehicle. In response to these concerns much focus has been placed
on masking the immune response and creating biologically invisible
particles through PEGylation and alternative surface functionalization,
thus, delaying systemic clearance and mitigating immunogenicity
(Schwarz and Douglas, 2015).

6. Loading capacity

VLPs have three interfaces available to be manipulated either
chemically or genetically: the outer surface, the interface between pro-
tein subunits, and the inner face (Douglas and Young, 2006). The latter
has been used to encapsulate various materials such as metals (Hooker
et al., 2007; Duran-Meza et al., 2020; Chen et al., 2006), drugs (Ren
et al., 2007), DNA (Verma and Weitzman, 2005), and proteins (Lipin
et al., 2008) to generate new materials, catalysts, and supply systems.
Protein encapsulation has focused primarily on introducing fluorescent
proteins into protein nanostructures, with the green fluorescent protein
(GFP) being the most widely used model due to its easy detection
(Giinther et al., 2001; Abbing et al., 2004; Minten et al., 2010; O’Neil
et al., 2012; Villagrana-Escareno et al., 2019).

VLPs are small nanoparticles with finite volume, in which the actual
number of enzyme molecules per nanoparticle could be low, but because
of the high confinement is translated into high molar concentrations.
The reported internal enzyme concentrations, from the limited number
of VLP systems in which the enzyme concentration is known, vary from
0.14 to 5.74 mM (Table 1), representing a few to a hundred enzyme
molecules per virus capsid. These concentrations are far higher than
those usually assayed in the lab with non-encapsulated and free en-
zymes. This high enzyme concentration in nanoreactors affects the
equilibrium, mainly when the enzyme concentration is much higher
than the substrate concentration. Recently, we have discussed the
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Table 1
Enzyme and protein confinement in different VLP-based enzymatic
nanoreactors.
VLP Capsid Confined enzyme and  Concentration Reference
diameter molecular weight of confined
enzyme (mM)
Brome mosaic Galactose-1- 3.7 Gama et al. (2021)
virus (BMV) phosphate uridyl
29.4 nm transferase (GALT)
B-glucocerebrosidase 2.0 Chauhan et al.,
(2022)
Cowpea Glucose oxidase 160 0.14 Brasch et al., (2017)
chlorotic kDa
mottle virus Glucose oxidase and 0.28 Brasch et al., (2017)
(CCMV) 28 glucokinase 160/
nm 43.4 kDa
Horseradish 0.14 Comellas-Aragones
peroxidase 44 kDa et al., 2007
Heme domain 1.9 Sanchez-Sanchez
Cytochrome P450 54 et al., (2014)
kDa
Bacteriophage Luciferase 62 kDa 1.16 Fiedler et al. (2018)
Qp 28 nm
Bacteriophage Heme domain 3.11 Sanchez-Sanchez
P2253.8nm  cytochrome P450 et al,, (2015),
71.5 kDa Tapia-Moreno et al.
(2017)
Heme domain 1.88 Gonzalez-Davis
cytochrome P450 et al., (2020)
71.5 kDa
Green fluorescent 5.74 O’Neil et al., (2012)
protein 25 kDa
Red fluorescent 4.84 O'Neil et al., (2012)
protein 26 kDa
FRET pair (GFP/ 2.26 O'Neil et al., (2012)
mCherry) 51 kDa
y-glutamylcysteine 4.26 Wang et al., (2020)
87.8 kDa
y-glutamyleysteine 4,92 Wang et al., (2020)

+ glutathione syntase
95.4 kDa

catalytic considerations for highly confined enzymes, as in the case of
VLP-based enzymatic nanoreactors (Chauhan et al., 2021). We mention
three main conditions in VLP-confined enzymes that are different than
those used in laboratory assays with diluted enzymes. First, a high
enzyme concentration in the nanoparticle compartment does not fill the
conditions for the well-known Michaelis-Menten kinetics. In addition,
this molecular crowding of the encapsulated enzyme makes that not all
active sites are solvent exposed and able to interact with the substrate
molecules. This enzyme crowding could also affect the molecule
mobility needed for catalytic activity. Finally, in the case of nano-
reactors that preserve their integrity during the catalytic process, the
substrate and product diffusion through the capsid pores limit the mass
transfer. Thus, it appears that the kinetics for nano-sized enzymatic re-
actors differs from those for free and diluted components.

7. VLP-based enzymatic nanoreactors

Enzyme administration to the human body is limited due to their low
half-life and instability, as well as by triggering an immune response.
Therefore, enzyme encapsulation into VLPs is one of the most promising
alternatives among the different strategies to overcome these bound-
aries. Furthermore, as discussed below, they can be modified to target
specific cells (Koudelka et al., 2015). As mentioned before, VLPs are
empty virus capsids, usually from bacteriophages or plant viruses, and
their ability to enter mammalian cells without being able to replicate
makes them a promising tool for therapeutical applications. Encapsu-
lated enzymes inside VLPs are nanosized bioreactors. Through pores on
the VLPs, substrates and products can easily enter and exit, and the in-
side of the VLPs acts as an isolated reaction chamber where multiple

79

Virology 580 (2023) 73-87

reactions can occur in conjunction (Sanchez-Sanchez et al., 2014; Seli-
vanovitch et al., 2021). Furthermore, they can be modified to target
specific cells (Koudelka et al., 2015), as it is discussed below. There is a
diversity of enzyme encapsulation strategies discussed below.

7.1. Enzyme encapsulation strategies

7.1.1. By complementary charges

To encapsulate negatively charged nucleic acids, virus capsids must
have a positive charge in the interior. This charge complementarity has
been used to encapsulate negatively charged enzymes, such as horse-
radish peroxidase (Comellas-Aragones et al., 2007), cytochrome P450
(Sanchez-Sanchez al., 2014), galactose-1-phosphate uridylyl--
transferase (GALT) (Gama et al, 2021), and B-glucocerebrosidase
(GCase) for the potential treatment of the Gaucher disease (Chauhan
et al., 2022).

An osmolyte-mediated enzyme encapsulation was reported by
Glasgow et al. (2012). Alkaline phosphatase from E. coli was encapsu-
lated in a VLP derived from the bacteriophage MS2 with the aid of the
osmolyte trimethylamine N-oxide (TMAO). MS2 coat protein dimers
reassemble, randomly encapsulating the enzyme; however, encapsula-
tion efficiency was low (<10%). Therefore, the authors added a large
acidic peptide to the C-terminus of alkaline phosphatase, which resulted
in an increased encapsulation efficiency.

The enzyme surface could be modified to increase the interaction
with the interior of VLPs. Enzyme co-encapsulation was obtained by the
chemical attachment of single- and complementary-stranded DNA tags
to the exterior of chosen enzymes, resulting in negatively charged con-
jugates that induce the co-encapsulation inside cowpea chlorotic mottle
virus CCMV capsids (Brasch et al., 2017). On the other hand, enzymatic
nanoreactors containing the enzyme thymidine phosphorylase based on
virus-like particles derived from the brome mosaic virus were designed
and synthesized (Hernandez Gonzalez, 2021). The enzyme was func-
tionalized with fluorescein isothiocyanate (FITC) with a dual purpose,
improving the negative surface charge of TP and the enzyme loading,
and monitoring the mito-direction of the capsids by confocal
microscopy.

et

7.1.2. By directed linker

A directed capsid assembly based on a heterodimeric coiled-coil
linker has been performed by Minten et al (2011a). In this method,
the enzyme of interest attaches to the CCMV capsid protein dimers using
the coiled-coil motif before VLP formation. To achieve this, the authors
genetically modified Pseudozyma antartica lipase B with the E-coil
monomer of the heterodimeric coiled coil, while the complementary
K-coil was genetically attached to the capsid protein. Afterward, both
were mixed, resulting in the formation of the coiled-coil. The advantages
of the applied method include significantly increased encapsulation ef-
ficiency and control over the average number of encapsulated enzyme
molecules. Another directed enzyme encapsulation into VLPs from
CCMV was performed by adding an N-terminal block consisting of an
elastin-like polypeptide (ELP) to the CCMV capsid resulting in the for-
mation of the ELP-CCMV block co-polymer, which was able to form T =
1 capsids upon an increase of the salt concentration or temperature at
PH 7.5. In contrast, non-modified capsid proteins could not form capsids
under the same conditions. Then, applying a chemo-enzymatic coupling
strategy based on Sortase A (SrtA), the authors were able to construct an
enzyme-ELP-CCMV conjugate that led to the encapsulation of the
enzyme lipase CalB with high efficiency. Besides, encapsulated CalB
demonstrated equal activity compared to free CalB, and the capsid
protected it against proteases (Schoonen et al., 2016).

7.1.3. By fusion protein

In Salmonella typhimurium bacteriophage P22, an SP is required for
procapsid assembly but is not present in the mature virion. Thus, re-
searchers found an easier and faster way to encapsulate enzymes into
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VLPs using this protein. The P22 capsid is composed of 420 copies of a
46.6 kDa coat protein (CP) and, with the aid of 100-330 copies of a 33.6
kDa scaffolding protein (SP), assembles into a T = 7 icosahedral capsids
(Botstein et al., 1973). An enzyme of interest can easily be encapsulated
into P22 VLPs by genetically attaching it to the SP to form a fusion
protein and heterologously expressing them together with the CP. The
nanoreactors are formed in vivo self-assembly of the P22 VLPs containing
the catalyst. Using this strategy, Trevor Douglas et al. encapsulated the
enzymes alcohol dehydrogenase (AdhD) (Patterson et al., 2012a), CelB
glycosidase (Patterson et al., 2012b), and NADH oxidase (NOX) (Pat-
terson et al., 2014) into P22 VLPs. They confirmed the VLPs stability and
the improved enzymatic activity even at elevated temperatures. On the
other hand, a fusion between SP and cytochrome P450 was encapsulated
inside P22 VLPs for prodrug activation (Sanchez-Sanchez et al., 2015).

A similar method was used to encapsulate peptidase E and luciferase
into VLPs derived from the bacteriophage Qb (Fiedler et al., 2010). This
phage forms icosahedral VLPs with 180 copies of a 14.3 kDa CP
(Kozlovska et al., 1993; Golmohammadi et al., 1996) and packages its
RNA genome through an interaction between a hairpin structure and
interior-facing residues of CP (Witherell and Uhlenbeck, 1989). These
RNA aptamer sequences were used to bind a peptide tag (fused to the
enzyme to be encapsulated) to CP residues in the interior of the capsid.

On the other hand, Inoue et al. (2008) engineered simian virus 40
(SV 40) VLPs to encapsulate the prodrug-modifying enzyme yeast
cytosine deaminase (yCD) and demonstrated the successful conversion
of the prodrug 5-fluotocytosine (5-FC) to 5-fluorouracil (5-FU), a highly
cytotoxic compound that is routinely used in cancer chemotherapy. The
SV 40 capsid is composed of 72 copies of the VP1 major coat protein and
72 copies of the minor coat protein VP2/3. The deaminase was encap-
sulated into the SV 40 VLPs by its fusion to the CP VP2/3 and, after
co-expression, VLPs self-assembled into their icosahedral form. Target-
ing the same prodrug, Kaczmarczyk et al. (2011) developed VLPs based
on an avian retrovirus to encapsulate cytosine deaminase fused with
uracil phosphorybosyltransferase (Fcy:Fur). The capsid of this retrovirus
consists of the VSV-G envelope and the Gag-polyprotein; therefore, the
fused enzymes were fused to Gag, which resulted in the formation of
VLPs containing Gag-Fcy:Fur. The cytotoxic effect of these VLPs was
determined using the prostate cancer cell line PC3 and caused up to 80%
reduction in tumor cell viability.

7.2. Cascade reactions

Enzymatic cascade reactions are highly coordinated catalytic re-
actions of multienzymatic systems in which more complex reactions can
be reached consecutively. A key issue of these highly efficient enzyme
pathways is the cooperative and spatial organization of enzymes to
ensure the sequential conversion of substrates (Agapakis et al., 2012;
Chauhan et al. 2020, 2021). This approach reduces the laborious
extraction and purification of intermediate products of each step, thus
reducing unit operations, shorter cycle times, and improved yields
promoting economical, sustainable, and environmentally benign
synthesis.

There are a few reports of cascade reactions using VLPs. In a pio-
neering work, three enzymes forming a synthetic metabolon that
comprised the hyperthermophile p-glucosidase, the ATP-dependent
galactokinase, and the ADP-dependent glucokinase were encapsulated
in P22 VLP’s (Patterson et al., 2014). The nanoreactors were obtained by
the co-expression of the coat protein gene and the multienzyme fusion
gene containing the essential scaffold protein domain and the three
enzymes. The cascade reaction started with the hydrolysis of beta-linked
disaccharides by the p-glucosidase, followed by the phosphorylation of
galactose to galactose-1-phosphate and glucose to glucose-6-phosphate
by the ATP-dependent galactokinase and the ADP-dependent glucoki-
nase, respectively. The authors claimed that this nanoreactor could be
particularly interesting for biofuels production. Giessen and Silver
(2016) used engineered MS2 phage capsid protein to encapsulate
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multiple enzymes in vivo. SpyTag-SpyCatcher proteins were fused to
MS2 that covalently bind to the multiple enzymes in the interior of the
virus capsid. The enzyme-loaded nanoreactors could be easily purified
and used in vitro suggesting the versatile production of highly stable
cascade nanoreactors (Giessen and Silver, 2016). In another interesting
work, lipid was introduced into synthetic scaffolds in vivo (Myhrvold
et al., 2016). For such incorporation bacteriophage @6 was chosen as it
contains lipids and different other membrane proteins surrounding the
nucleocapsid proteins. This new class of synthetic lipid-containing
scaffolds (SLSs) was built in E. coli. using two (6 proteins: P9, the
membrane protein and P12, the nonstructural protein required for
particle formation. The two enzymes involved in indigo production were
co-localized by fusion to the C-terminus of P9, which showed enhanced
dye production. The study shows that the SLSs could be used to localize
different enzymes if P9 fusion do not interfere with the enzymatic
activity.

On the other hand, two different cascade reactions were performed
by nanoreactors of VLPs from the cowpea chlorotic mottle virus
(CCMV). In the first cascade system, the glucose oxidase transformed
glucose into gluconic acid and hydrogen peroxide, which was then
consumed by a complex obtained by the conjugation of hemin and a
specific sequence of ssDNA (DNAzyme) that shows peroxidase activity.
The second cascade reaction involved glucose oxidase to produce glu-
conic acid from glucose which was transformed in the presence of ATP
by the co-encapsulated gluconokinase, producing p-gluconate-6- phos-
phate, which was then converted to ribulose-5-phosphate and NADPH
by a 6-phosphogluconate dehydrogenase. The encapsulation strategy
consisted of the chemical attachment of single- and complementary-
stranded DNA tags to the exterior of chosen enzymes, resulting in
negatively charged conjugates that induce the co-encapsulation inside
CCMV capsids (Brasch et al., 2017).

VLPs derived from the bacteriophage P22 were used to obtain
nanoreactors catalyzing the complete pathway for glutathione biosyn-
thesis. The nanoreactors were produced by encapsulating essential
glutamate cysteine ligase and glutathione synthetase (Wang et al.,
2020). The strategy consisted of the expression of genes encoding fusion
proteins of enzymes with the truncated scaffolding protein (SP) and
controlled by different inducers. In another work, three enzymes,
amylase, maltase, and glucokinase were confined in the T4 phage scaf-
fold (Liu et al., 2020). Each enzyme was fused with the outer capsid
protein Hoc through SpyTag-Spy Catcher pairing and assembled onto T4
phage. Finally, an enhanced peroxygenase CYPgp321B3 was encapsu-
lated into P22 VLPs that were functionalized with the glucose oxidase in
order to generate in situ hydrogen peroxide, a necessary cofactor for CYP
activity. The authors demonstrated the successful transformation of
different important pollutants such as endocrine disruptor compounds
(EDCs) (Gonzalez-Davis et al., 2020). Further detailed descriptions on
catalytic kinetic considerations, molecular tools, and recent updates on
cascade nanoreactors could be found in our brief literature review
(Chauhan et al., 2021).

8. VLP-based enzymatic nanoreactors for ERT

The use of VLPs could be an effective strategy for IEM diseases that
could be treated by ERT. There are a few examples using VLPs as enzyme
nanocarriers for potential ERT in the literature. The intrinsic compati-
bility with biological fluids gives VLPs a high potential for carrying and
delivering enzymatic activity in ERT treatments. In addition, their
particular stability and solubility, together with the possibility of surface
functionalization to target specific organs or cell compartments, avoid-
ing protease degradation, immune system recognition, and improving
enzyme lifetime in the organism, make VLP-based enzymatic nano-
reactors an interesting strategy to improve the efficiency of ERT.

Glucocerebrosidase, and o-galactosidase A, deficient enzymes in
Gaucher and Fabry disease, respectively, were covalently encapsulated
in VLPs from Cowpea Chlorotic Mottle Virus (CCMV), utilizing a Sortase
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A-mediated coupling and stabilized with Elastin-like polypeptides. The
external nanoreactor surface was conjugated with PEG to improve the
overall biodistribution and functionalized with a mannose group to
enhance the targeting to diseased cells. Cell internalization assays
demonstrated that the functionalized VLP-based nanoreactors colo-
calized in the lysosomal compartment as observed by confocal micro-
scopy and using a murine macrophage cell line as a model for lysosomal
storage diseases (Oudmaijer, 2021).

Gama et al. (2021) encapsulated GALT enzyme in Brome Mosaic
Virus (BMV) by charge complementarity. These virus-based GALT
nanoreactors were effectively internalized into different human cell
lines such as hepatocyte, fibroblast, and kidney cells as demonstrated in
vitro.

Another study reported the encapsulation of the enzyme p-gluco-
cerebrosidase in VLPs from BMV, and their surface was functionalized
with mannose groups to be targeted to macrophages (Chauhan et al,,
2022) as a potential ERT for Gauche disease. The VLP nanoreactors
showed significant GCase catalytic activity and the enzyme stability
under physiological conditions was enhanced 11-fold after encapsula-
tion. This stabilization is beneficial because of a higher blood circulation
half-life, which may reduce the cost of therapy by reducing the
requirement for multiple intravenous injections. The mannose-targeted
enzymatic nanoreactors showed enhanced internalization into macro-
phage cells.

Finally, these few examples strengthen the huge potential of VLPs as
biocompatible nanocarriers to deliver enzyme activity. Substantial and
innovative improvements in enzyme replacement therapies could be
obtained in terms of stability, doses, and efficiency by using virus-like
nanoparticles as enzyme carriers.

8.1. VLP-based enzymatic nanoreactors for cancer treatment

Even if there is no cancer treatment based on ERT, several VLP-based
enzymatic nanoreactors have been proposed to improve the cancer
chemotherapy treatments. Cancer is a serious health issue worldwide.
The current treatment strategy for cancer treatment is surgical resection
followed by radiotherapy and chemotherapy. Chemotherapy is gener-
ally prescribed during the early and last stages of cancer (Luo et al.,
2017). However, it suffers from limitations like drug resistance and
associated severe side effects at therapeutic doses. Most chemothera-
peutic drugs are available as prodrugs that require metabolic activation
by metabolic enzymes for profound action against cancer cells. Thus,
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Fig. 4. Schematic representation of VLPs as nanovehicles for enzyme prodrug
therapy. Nanoreactors possess features like hollow structures for encapsulation
of the enzyme for the specific transformation of a prodrug to an active drug
improving the therapeutic outcomes, structural compartment for various
modifications, targeted delivery to the diseased site and high biodegradability,
making it suitable for development of smart nanomedicines for can-
cer treatment.
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enzymatic therapeutics have been applied for targeted cancer treatment,
also known as enzyme prodrug therapy (EPT) (Fig. 4). The scope of
enzyme therapeutics is widened by using nanoparticles as enzyme car-
riers (Chauhan et al., 2020; Mukerabigwi et al., 2018; Gonzdlez-Davis
et al., 2019). These nanostructures provide stability against degradation
by proteases and inactivation by the immune system, which is required
for long blood circulation and half-life for effective accumulation in the
tumor region. As discussed above, VLPs stand out as promising nano-
carriers for therapeutic enzymes. Their porous structure allows efficient
substrate diffusion to perform catalytic reactions in the form of nano-
reactors without requiring enzyme release, which may improve the
bioavailability of biocatalysts due to stabilization.

Various VLP-based nanoreactors are developed for prodrug activa-
tion by genetic and chemical modifications. An early example described
the delivery of cytosine deaminase using SV40 VLPs to kidney fibroblast
cells, CV-1. The nanoreactors transformed the chemotherapeutic drug 5-
fluorocytosine (5-FC) to cytotoxic 5-fluorouracil (5-FU), causing cell
death with similar efficiency as free 5-FU (Inoue et al., 2008). DePorter
and McNaughton (2014) developed nanoreactors for prodrug activation
by displaying enzymes on the exterior of M13 bacteriophages VLPs by
genetically fusing a 12 amino acid peptide Ypep for prostate cancer cell
recognition and penetration. The biotinylated phage was introduced
with horseradish peroxidase (HRP), broadly used in bioimaging and
therapy. The nanoreactors were able to oxidize the prodrug
indole-3-acetic acid producing peroxyl radicals in situ to kill cancer cells
(DePorter and McNaughton, 2014). Various reports from our group also
highlight the use of VLPs in chemotherapeutic prodrug activation
(Sanchez-Sanchez et al., 2014; 2015; Tapia-Moreno et al., 2017; Chau-
han et al., 2018). For instance, the self-assembly of the plant CCMV VLPs
was used to encapsulate active cytochrome P450 (CYP) for the trans-
formation of chemotherapeutic prodrugs like tamoxifen and resveratrol.
In another report, the CYP was genetically fused to the viral SP of P22
bacteriophage to produce P22 nanoreactors encapsulating CYP
(P22CYP) (Sanchez-Sanchez et al., 2015). These nanoreactors were also
surface-functionalized with folic acid for cancer-cell-targeted delivery,
which significantly improved tamoxifen transformation in cells leading
to enhanced cytotoxicity at lower drug doses (Tapia-Moreno et al.,
2017). The multivalency and versatility of VLPs were also evaluated by
the design of P22CYP as a multimodality platform for targeted breast
cancer therapy (Chauhan et al., 2018). The virus capsids integrated the
virus-driven enzyme prodrug therapy and photodynamic therapy for
combinatorial therapy. Functionalization with an estradiol derivative
using polyethylene glycol as a linker improved the internalization in
MCF-7 cells and lowered the immunogenic response of VLPs, signifi-
cantly. The synergy between the PDT and EPT drastically enhanced the
tamoxifen sensitivity in vitro, which showed the ability of VLPs to
combine multiple components while retaining the structural integrity
and activity of biocatalysts.

In a study by Diaz-Barriga et al. (2021), the authors reported the
genetically directed encapsidation of asparaginase (ASNase) in P22 VLPs
to develop nanoreactors for acute lymphoblastic leukemia (ALL) treat-
ment. ASNase is a biopharmaceutical for ALL treatment. The study’s
objective was to address the existing shortcomings of ASnase, like
degradation by proteases, immunogenicity, and short blood circulation
half-life. Even though the nanoreactor enzymatic efficiency and ther-
mostability were lower than the commercial enzyme, the nanoreactors
were functional under physiological conditions and in human blood
serum for up to 24 h. The cytotoxicity analysis in the leukemic cell line,
MOLT-4, showed concentration-dependent cell inhibition. Thuenemann
et al. (2021) tested VLPs and smaller core-like particles (CLPs) based on
the Bluetongue virus for delivery of thymidine kinase (TK) for prodrug
conversion therapy. Their VLPs were constructed with TK fused to the
inner capsid protein and could be produced in plants with high yields.
The TK-VLPs could effectively inhibit the human glioblastoma cells,
while TK-CLPs were ineffective due to the entrapment in the endosomal
compartment, a phenomenon commonly observed with synthetic
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nanoparticles. Thus, VLPs were beneficial for endosomal escape deliv-
ering TK protein for cancer treatment using systemic prodrug, ganci-
clovir. Recently, Hartzell et al. (2020) created a modular design of
hepatitis B (HBV) VLPs as a delivery and biosensing agent that could be
easily produced in E. coli with high yields. Smart HBV nanodevices were
obtained by the SpyCatcher/SpyTag system offering a tunable delivery
vehicle with controlled bioconjugation. This ability to tune the deco-
ration density allowed highly modular control of signal amplification,
cellular internalization efficiency, and breast cancer cell toxicity using
delivered yeast cytosine deaminase (yCD), a cancer suicide enzyme, for
activation of 5-FC to 5-FU (Hartzell et al., 2020). These examples
highlight the versatility of VLPs to be modified genetically or chemically
for targeted delivery of enzymes for improved cancer chemotherapy.

9. VLP functionalization and targeting

One of the main advantages of using VLPs as enzyme carriers is the
possibility of modifying the viral capsid proteins to target specific tissues
or cells. Thus, by directing the distribution of nanoparticles to specific
targets, one can increase the desired catalytic action in situ while dras-
tically reducing side effects (Schoonen and Van Hest, 2014; Rees et al.,
2019). Therefore, the choice of the used ligand is usually based on target
receptor characteristics, the biodistribution of the nanoparticle, and
whether internalization is possible or desirable (Pearce and O'Reilly,
2019).

Modifications are typically accomplished by attaching targeting
groups to the outer surface of VLPs to increase the binding avidity be-
tween nanoparticles and target receptors (Obermeyer et al., 2014).
These modifications can range from chemical modifications to genetic
programming; however, a wide array of targeting moieties cannot be
attached by genetic engineering (antibody fragments, proteins, nucleic
acids, small molecules, etc.). Thus, functionalization is mainly carried
out via covalent conjugation of specific ligand molecules on coat protein
amino acids like lysine, tyrosine, aspartic or glutamic acids, and ones
that are genetically introduced like cysteine (Sanita et al., 2020; Koyani
et al., 2017; Large et al., 2019; Yoo et al., 2019, Gonzalez-Davis et al.,
2019) (Fig. 5). One of the early examples by Gillitzer et al. (2002)
described the generalized methods for chemical modification of CCMV
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and quantified the degree of modification by coupling fluorophores to
surface exposed amines, carboxylic acids, and engineered thiol residues.
The space-filling model depicted 11 carboxylate groups and six amino
groups per subunit, while two surface-exposed thiol groups per subunit
were introduced genetically, counting up to 1980, 1080, and 360 po-
tential sites for chemical modifications.

Although chemical functionalization tends to be favored, difficulties
arise when specificity is required, and therefore, recombinant methods
are employed in order to introduce unique reactive groups (Stephano-
poulos and Francis, 2011). While genetic fusion has been successful, it
remains a time-consuming trial-and-error approach as modifications
often lead to capsid protein misfolding, which impairs VLP assembly or
stability (Brune et al., 2016).

An excellent example of capsid protein genetic engineering was
accomplished by Vervoort et al. (2021). They fused an elastin-like
polypeptide motif to the N-terminus of the CCMV capsid proteins and
discovered that by doing so, one of the cysteine residues on the capsid
surface became accessible for chemical modification. They then incor-
porated a second handle on the capsid surface by substituting a lysine for
a noncanonical amino acid azido-phenylalanine using the amber sup-
pression method previously reported to modify the surface of MS2 and
tobacco mosaic virus capsids (Tong et al., 2009; Wu et al., 2014).
Finally, the cell-penetrating peptide TAT was conjugated to the capsids
using the exposed cysteine while employing a copper-free, strain-pro-
moted azide-alkyne cycloaddition (SPAAC) reaction to conjugate a
sulfo-DBCO-Cyanine5 fluorophore to the noncanonical amino acid and
track the particles in HeLa cells.

Brune et al. (2016) genetically fused SpyCatcher to the N-terminus of
the viral coat protein of the RNA bacteriophage AP205. This peptide was
engineered to form an irreversible isopeptide bond to its protein partner
SpyTag under a wide range of conditions (pH, buffer, temperature)
(Zakeri et al., 2012). Although their aim was not to target the VLPs to a
specific tissue, they established a robust platform for simple, rapid, and
stable linking of antigens to virus-like particles for immunization which
can be easily modified to attach specific targeting ligands.

Traditional modification reactions involve lysine and cysteine resi-
dues to attach new functional groups to proteins. Aspartic and glutamic
acid are often activated with carbodiimides; however, they usually

-
o ’

: Lysine + NHS

Tyrosine N=N

+ diazonium

Fig. 5. Schematic diagram of common strategies for chemical functionalization on VLPs.
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require a significant excess of reagents to achieve high yields (Ding et al.,
2018). Traditional modification reactions involve lysine and cysteine
residues to attach new functional groups to proteins. The simplest and
most widely used strategy is NHS (|N-hydroxysuccinimide) esters acyl-
ation involving carbodiimide crosslinking of surface-exposed amines
with carboxylates (Gillitzer et al., 2002). However, they usually require
a significant excess of reagents to achieve high yields (Ding et al., 2018).
Moreover, this strategy comes at the cost of lacking control over the
number and location of the modifications.

Ashley et al. (2011) functionalized MS2 VLPs with a heterobifunc-
tional cross-linker containing a 9.5 nm PEG spacer reactive toward
amine and sulfhydryl groups. This linker was first conjugated to surface
lysines present in the MS2 capsid and then reacted with a synthesized
peptide containing a C-terminal cysteine residue. Similarly, Tapia--
Moreno et al. (2017) covalently attached heterofunctional PEG with
folic acid and succinimide moieties to the surface of bacteriophage P22
solvent-exposed free amino groups using succinimide-activated esters.

Maleimide-thiol Michael-type couplings are commonly used in
cysteine-targeted functionalization. On the other hand, there are in-
stances in which the desired modification cannot be accomplished as
these residues are common in the active sites of many enzymes, and
post-encapsulation modifications could accidently hinder cargo en-
zymes (Aanei and Francis, 2018; Stephanopoulos and Francis, 2011;
Ding et al., 2018). Our group has successfully used this approach in the
past to couple 17-p-estradiol on the surface of bacteriophage P22 VLPs.
A hetero-functional polyethylene glycol (PEG) with succinimidyl ester
and the maleimide group (NHS-PEG4-Mal) at the distal ends was
employed to enable selective conjugation of ESTAm via amide bonding
giving PEG(EST), while the maleimide site was free to conjugate with
the capsids (Chauhan et al., 2018).

Francis’s group focused on modifying amino acids not commonly
targeted for modification, such as tryptophans and tyrosines. In addition
to naturally occurring amino acids, they have also used unnatural amino
acid residues in oxidative coupling reactions. For instance, using amber
codon suppression technology, the side chain aniline group of p-ami-
nophenylalanine (pAF) was modified with o-aminophenol-containing
DNA aptamers that bind to tyrosine kinase 7 (PTK-7), a receptor found
on Jurkat T-lymphocytes and many other cancer cells (Tong et al.,
2009). They later used the same pAF residue to attach full-length anti-
bodies and target the epidermal growth factor receptor overexpressed by
numerous types of cancer cells (Elsohly et al., 2015).

These amino acids may be incorporated into VLPs for click chemistry
conjugation, enabling site-specific modification and stable linkage;
however, the increased complexity of protein expression, side-reactions
of certain azide/alkyne/tetrazine groups, and the increased frequency of
misreading of unnatural amino acid codons mean there is still room for
improvement (Brune et al., 2016).

Hydrazone ligation is another approach that provides chemo-
selective bioconjugation of VLPs. Brunel et al. employed the hydration
ligation technique to develop multifunctional CPMV assembly for cell
imaging and tumor targeting. First, benzaldehyde was introduced on
VLPs surface and then, the vascular endothelial growth factor receptor
(VEGFR) 1 ligand and fluorescent PEGylated peptide equipped with a
hydrazide group were coupled via hydrazone ligation in a stepwise
manner (Brunel et al., 2010). Like click chemistry, this strategy is also
biorthogonal. On the other hand, hydrazone ligation shows absorption
at ~350 nm, which may allow quantification of the degree of
modification.

10. Challenges and perspectives

Enzyme use as biopharmaceuticals is well documented for enzyme
replacement therapy and prodrug activation. These macromolecular
catalysts are highly specific and offer high therapeutic outcomes with
minimal side effects. The bioavailability, stability, and immunogenic
response can be significantly addressed by using nanocarriers that may
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lead to improved blood circulation half-life of biocatalysts. Virus-like
particles are especially promising candidates as the construction of
VLP nanoreactors does not require harsh conditions. At the same time,
the stable and permeable proteinaceous nanocages could work as
nanoreactors without the need for enzyme release giving added stability
and protection to encapsulated enzymes. Moreover, their high-water
solubility, homogeneity, and flexibility for different chemical and ge-
netic modifications make them suitable for combining other components
like targeting and imaging. This review summarizes the design, con-
struction, and working of VLP nanoreactors for therapeutic applications.
First, different diseases caused by enzyme deficiency are addressed, then
the physicochemical parameters of VLPs, followed by their design and
construction, are briefly discussed. Finally, the use of VLP nanoreactors
for enzyme replacement therapy and prodrug activation, as well as the
VLP functionalization for targeting strategies are discussed.

Without a doubt, the VLP technology combined with enzyme catal-
ysis holds great potential in biomedicine, especially for the variety of
illnesses originated from the lack of enzymatic activity. However, this
area is still in its early stages, and most studies are limited to in vitro
analysis. VLPs can stimulate efficient cellular and humoral immune re-
sponses, however, these characteristics become problematic when the
goal is the delivery of specific cargo such as enzymes, in which case
efficient camouflage and targeting is essential. A comprehensive in vivo
understanding of VLP behavior, including biodistribution, clearance
rates, immunogenicity, and toxicology is vital for the development of
biomedically useful VLPs. Thus, future studies require extensive in vivo
experiments to gain deeper knowledge on biodistribution, degradation,
targeting efficiency, immunogenic response, and clearance rates. Thus,
this area still holds space for more development while highlighting the
potential for clinical translation.
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ucho se ha discutido sobre el origen de los virus y su

impacto en la biologia de los seres vivos pues no se

puede pasar desapercibido el alcance que
representan algunos virus en la salud humana. En el camino
para entender la naturaleza de los virus y poder desarrollar
estrategias que contrarresten el peligro que representan a la
salud publica, se han adquirido grandes conocimientos sobre la
biologia de estas pequeiias entidades. Con la invencion del
microscopio electronico se han descubierto las fabulosas
geometrias y caprichosos arreglos que yacen en la arquitectura
intrinseca de los virus. El estudio de los virus ha traido grandes
beneficios para la humanidad y ha dado luz a innovadoras
aplicaciones tecnologicas en la nanomedicina.
Viruses: making friends with old foes, o “Virus: haciendo
amigos a los viejos enemigos™ es el titulo de una publicacion de
Douglas Trevor y Mark Young en 2006 y ha sido motivacion de
esta publicacion. Los autores proponen una nueva perspectiva
al mundo de los virus para alumbrar las grandes propiedades y
potencialidades que los virus aguardan. EI presente texto estd
inspirado en la tecnologia basada en virus y el beneficio que
representa para lahumanidad.
Los virus son entidades bioldgicas que han acompaiiado a los
seres vivos en el planeta durante el sendero de la evolucion,
surgiendo de manera paralela un efecto de co-evolucion. Al
infectar, los virus toman la maquinaria celular para su
replicacion, produciendo miltiples copias con alta posibilidad
de mutaciones que puede resultar en mayor potencial
infeccioso. Por su parte, los organismos desarrollan
mecanismos celulares para contrarrestar los efectos virales y
sobrevivir. Los virus poseen gran plasticidad genética, pero son
muy especificos con respecto a la especie, tipo de célula o
tejido que infectan. No obstante, existe el fendomeno de
ZOONOSIs por virus, poco convencional, que ocurre cuando un
virus migra de otro animal al humano. Sin embargo, no se han
descrito virus que puedan saltar entre especies de diferentes
reinos.
Los virus estan formados por biomacromoléculas. Los acidos
nucleicos son su principal componente, en ellos yace la
informacion genética configurada en ARN, ADN o ambas y la
capacidad para replicarse e infectar las células hospederas. El
material genético se almacena en una estructura hueca llamada
capside viral formada por proteinas. Las formas més comunes
son las cipsides icosaédricas o cuasiesféricas, helicoidales y
los bacteriofagos. Los virus son de tamafio nanométrico y la
morfologia depende de la especie. Algunas capsides tienen
recubrimiento membranoso de capas lipidicas y pueden tener
proteinas ancladas en su superficie para el reconocimiento
especifico de la célula que infectan.

Bacteriofagos

&

Tipo de capsides

o
;

Helicoidales

Icosaédricos

Biotecnologicamente, las capsides virales o Virus-Like
Particules (VLPs) han cobrado importancia en el campo de la
nanotecnologia y la bionanomedicina. Para aplicaciones
biomédicas, las capsides virales son aisladas del material
genético eliminando el potencial infeccioso del virus original.
Por tanto, las cdpsides virales vacias resultan ser
nanocontenedores altamente seguros con la capacidad de
albergar una amplia variedad de moléculas. Las vacunas son el
uso mas aprovechado de las VLPS. No obstante, se estin
utilizando las VLPs para encapsular materiales como, metales,
medicamentos, catalizadores, biomoléculas, incluso algunas
VLPs exhiben propiedades eléctricas.

Nuevas aplicaciones de las VLPs se estan explorando gracias a
su capacidad de contener moléculas en su estructura y
funcionar como nanoplataforma. Las VLPs resultan ser
altamente (tiles para el acarreo de firmacos o moléculas de
interés biomédico. Por ejemplo, para el acarreo de farmacos
poco solubles o inestables en condiciones fisiologicas.
También las capsides virales pueden ser cargadas con
macromoléculas como proteinas, o acidos nucleicos Utiles en
la terapia génica. Ademds, las capsides pueden ser
funcionalizadas en su superficie externa para ser mas afines a
las células o tejidos donde se desea dirigir su actividad.
Actualmente, en el laboratorio de Bionanotecnologia del
Centro de Nanociencias y Nanotecnologia de la UNAM se
estan desarrollando nuevas tecnologias basadas en capsides de
virus de plantas. En este nicho de investigacion, se estan
disefando nuevos arreglos basados en las VLPs del BMV
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(Brome Mosaic Virus) y CCMV (Cowpea Chlorotic Moitle
Virus) para el acarreo de moléculas cargo de interés
biomédico. Estas VLPs han demostrado ser altamente
eficientes v seguras para el cargo de biomoléculas como
enzimas, polipéptidos, dcidos nucleicos, y de pequefios
compuestos hidrofobicos, pro-farmacos y antibioticos. Sus
aplicaciones se estin focalizando principalmente en el
desarrollo de terapias inteligentes para el tratamiento de céncer
y laterapia por reemplazo enzimatico.

Para producir las VLPs del BMV y CCMV los investigadores
de este laboratorio cultivan plantas de cebada y frijol (caupi)
las cuales son infectadas con los virus BMV y CCMYV,
respectivamente. Tras la infeccion, el virus aumenta su
poblacién en las plantas. Cuando se alcanza un alto grado de
infeccion, las hojas muestran manchas amarillas o clorosis.
Los investigadores cosechan las hojas clordticas y las llevan a
un proceso de extraccion de virus. Después, el virus extraido lo
purifican, colocandolo sobre un gradiente de densidad de
sacarosa en un tubo el cual se centrifuga, al finalizar la
centrifugacion el virus queda suspendio en la fase intermedia
del gradiente. Para revelar la presencia del virus, en obscuridad
incidiendo luz blanca, se observa la aparicion de una fase azul
en medio del tubo de centrifuga. La banda o fase azul es
evidencia de la presencia del virus debido a que el BMV y ¢l
CCMYV tienen la capacidad de dispersar la luz azul y este

\_/

Infecciin de plantas Banda axul

fendmeno se ilustra en la portada de esta edicion.

Las capsides del BMV y CCMV pueden albergar moléculas en
su interior hueco, o tener anclados en su superficie agentes de
interés. Dependiendo del sitio donde se desea
compartamentalizar la molécula de interés se selecciona el
mecanismo para el cargo de moléculas. El método de
autoensamble es ampliamente utilizado para el cargo de
moléculas en el interior de las capsides. Estd basado en la
capacidad intrinseca de las cipsides para formarse de manera

espontanea al modular las condiciones de pH y concentracion
10nica del medio. Cuando las capsides estan desensambladas se
combinan con las moléculas cargo v se llevan a condiciones de
autoensamble, surgiendo ast el fendmeno de atrapamiento. Las
VLPs cargadas son llevadas a estrictos procesos de
purificacion para su posterior caracterizacion y descripcion. Al
derivar de virus de plantas, las capsides del BMV y CCMV son
altanamente seguras y biocompatibles para el cargo y acarreo
de moléculas de interés biomédico.

Las VLPs pueden contener enzimas activas en su interior y al
arreglo resultante se le considera nanorreactor enzimtico. Los
nanorreactores enzimaticos pueden efectuar reacciones
bioquimicas especificas y ser de gran utilidad en la
biomedicina. En el sistema de VLPs se aprovecha la porosidad
intrinseca de las capsides para permitir el flujo de los elementos
de la reaccion. Los nanorreactores enzimaticos basados VLPs
son biologicamente compatibles y reducen la degradacion de
las enzimas, incrementando su eficiencia. El potencial de los
nanorreactores enzimaticos esta cobrando auge en
aplicaciones para combatir enfermedades como el cincer o
enfermedades relacionadas con la deficiencia de enzimas
enddgenas.

0 (G < —— =¥ "
Nanorreactores enzimaticn 8 hase de capsides del BMY observades
coi dicrastupio eheclrénice de lransiision.

Finalmente, algunos virus pueden representar problemas en la
salud publica. No obstante, estas entidades biologicas han
convivido con los organismos en la historia de la evolucion. El
entendimiento de los virus ha proveido un nuevo panorama
para resolver problemas de la actualidad. Volviendo aliados a
los pequeiios enemigos la tecnologia basada en las capsides
virales ofrece un nuevo futuro de posibilidades #

Referencias

Douglas T. y Young M. (2006). Viruses: making friends with old foes. Science,
12312(3775): 8713-5.

Wesner, DR. (2010). The Origins of Vinses. Nature Edocation 3(9): 37.

Nasir, A.. Kim, K. M., & Cactano-Anolls, G. (2012). Viral evohution: Primoedial cellular
arigins and lae adaptation to perasitism, Mobile genctic elements, 2(5), 247-252.

Agostode 2022 No.42 Sacela 43



