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

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

Resumen aprobado por: 
___________________________________ 

Dr. Rafael Vázquez Duhalt 
Director de tesis  

El cáncer de mama es el tumor maligno más común y una principal causa de mortalidad en mujeres. 
La evolución de la nanomedicina ha abierto la oportunidad de mejorar las terapias actuales a través 
del uso de nanopartículas tratamiento eficiente del cáncer y reducir los efectos secundarios. En este 
proyecto se realizó una preparación de nanopartículas tipo virus (VLPs) catalíticamente activas, 
constituidas completamente a base de proteínas, para actuar como agente antitumoral contra el 
cáncer de mama. Su efecto citotóxico fue estudiando in vitro con la línea celular de tumor de mama 
murino 4T1. Las VLPs catalíticas fueron preparadas mediante el autoensamble de las proteínas de la 
cápside del virus del mosaico del bromo (BMV) alrededor de la enzima glucosa oxidasa (GOx). La 
complementariedad de cargas electrostáticas entre la superficie de la enzima GOx y el residuo N-
terminal de la CP del BMV fue fundamental para la encapsulación por autoensamblaje, el cual fue 
modulado variando el pH y la fuerza iónica. Las VLPs catalíticas fueron denominadas bionanorreactores 
enzimáticos con actividad GOx o VLP-GOx. La actividad catalítica de la enzima GOx tiene el potencial 
de agotar la glucosa y el oxígeno del ambiente tumoral, además de producir peróxido de hidrógeno 
generando citotoxicidad. Por otra parte, los bionanorreactores VLP-GOx fueron funcionalizados en su 
superficie externa con la proteína albúmina sérica humana (HSA) para el direccionamiento especifico 
a células tumorales. Las propiedades catalíticas de los bionanorreactores VLP-GOx y VLP-GOx@HSA 
siguieron el modelo de Michaelis-Menten. Los bionanorreactores sin funcionalización y 
funcionalizados, mostraron un efecto citotóxico en células tumorales 4T1. No obstante, también 
presentaron actividad citotóxica en la línea celular 293T de riñón embrionario humano, que fue 
utilizada como modelo de células sanas, pero su efecto fue menor en comparación con las células 
tumorales. En este caso la funcionalización de los bionanorreactores VLP-GOx con HSA no mostró 
mejora en el efecto citotóxico. Por otra parte, fue estudiado el efecto de los bionanorreactores a nivel 
citológico en la línea celular triple negativo MDA-MB-231/eGFP de tumor de mama humano, en donde 
se observó daño en la morfología y disrupción de la membrana celular probablemente debido a la 
producción de peróxido de hidrógeno por la actividad GOx y la actividad antioxidante de la catalasa 
endógena inducida en las células tumorales. Finalmente, el potencial uso de los bionanorreactores con 
actividad GOx en la terapia dirigida del cáncer de mama es discutido en este trabajo. 

 

 

 

 

Palabras clave:  cáncer de mama, bionanorreactores, glucosa oxidasa, nanopartículas tipo virus o 
VLPs, efecto citotóxico.  
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Abstract of the thesis presented by Pedro Antonio Gama López 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 Vázquez 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. 
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Capítulo 1.  Introducción 

1.1.1 El cáncer de mama 

El cáncer de mama es el tumor maligno más común y una principal causa de mortalidad en mujeres a nivel 

mundial (Arnold, et al., 2022; Azamjah, et al., 2019) (Fig. 1). El padecimiento de cáncer de mama se 

característica por la aparición de un adenocarcinoma o tumor maligno en las glándulas mamarias (Corben, 

2013). En esta histopatología el tejido afectado sufre alteraciones morfológicas debidas a la proliferación 

descontrolada de células cancerosas, produciendo tumores y eventualmente metástasis (Blackadar, 2016; 

Hassanpour & Dehghani, 2017). La incidencia y mortalidad de este padecimiento ha venido en aumento, 

en 2020 la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer (AIIC) mediante el Observatorio Global 

del Cáncer de la Organización Mundial de la Salud (OMS) registró 684,996 muertes por cáncer de mama y 

2,261,419 casos nuevos (OMS, 2020). 

 

Figura 1. Incidencia o casos nuevos (barras azules) y muertes (barras rojas) por tipo de cáncer en mujeres de cualquier 
edad a nivel mundial durante 2020 registrado por el Observatorio Global de Cáncer, AIIC de la OMS. 

 

Las principales causas que aumentan el riesgo de padecer cáncer son la exposición a agentes genotóxicos, 

algunos xenobióticos, radiación, hormonas exógenas, estilo de vida, el consumo de tabaco y alcohol. 
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También se puede derivar de infecciones con agentes patógenos como microrganismos y virus, entre otras 

(Blackadar, 2016; Corben, 2013). El cáncer 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 

proliferación de las células y finalmente la generación de tumores. Cuando las células malignas migran de 

un tejido canceroso a otro sano y lo invaden generando tumores secundarios ocurre un fenómeno 

denominado metástasis. 

El objetivo principal en la terapia del cáncer de mama es erradicar el tumor del seno y prevenir la 

metástasis. En la terapia convencional, el tratamiento consiste en la resección quirúrgica del tumor y de 

los nódulos linfáticos axilares, sin embargo, es altamente invasiva, con consideraciones de administración 

de radiación postoperatoria. Además, las pacientes con cáncer de mama son tratadas con terapia 

sistémica, como la quimioterapia, que puede ser preoperatoria (neoadyuvante), postoperativa 

(adyuvante) o ambas (Waks & Winer, 2019). No obstante, está reportado que los tratamientos 

quimiofarmacológicos no específicos inducen efectos secundarios drásticos en las pacientes (Pearce, et 

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

El cáncer de mama está clasificado en tres principales subtipos según la presencia o ausencia de 

marcadores moleculares estándar de receptores hormonales (estrógeno o progesterona) y del factor de 

crecimiento epidérmico humano dos (ERBB2). Los subtipos son: cáncer 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 estándar) con una frecuencia de 15% 

(Waks y Winer, 2019). 

1.1.2 Terapia sistémica convencional  

De acuerdo con el subtipo de cáncer de mama la terapia sistémica administrada puede ser endocrina y/o 

quimioterapia. La terapia endocrina se usa en el subtipo cáncer positivo a receptores hormonales y tiene 

como objetivo contrarrestar el crecimiento tumoral promovido por el estrógeno que es responsable de 

activar vías oncogénicas en el seno. La terapia endocrina estándar consiste en el suministro de 

antiestrógenos orales como el tamoxifeno o inhibidores de la aromatasa como anaztrozol, exemestano y 

letrozol (Waks y Winer, 2019). El tamoxifeno es un pro-fármaco clásico que involucra la activación 

metabólica por acción de las enzimas de la familia citocromo P450 (CYP). 
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El tamoxifeno ha sido ampliamente utilizado en el tratamiento de cáncer de mama dependiente de 

hormonas porque es un modulador selectivo del receptor de estrógenos (ER) que inhibe 

competitivamente la unión del estrógeno al ER y es efectivo en mujeres tanto pre como posmenopáusicas. 

No obstante, se ha reportado la aparición de efectos colaterales bajo la administración de tamoxifeno 

como: enfermedades hepáticas, tromboembolias, sofocos e incremento del riesgo de cáncer uterino 

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

1.1.3 Nanovehículos para la entrega controlada de fármacos  

Recientemente, un gran número de nanopartículas 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 cáncer 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 clínicas en el cuerpo humano. El direccionamiento especifico de 

nanopartículas son un campo emergente para la entrega controlada de fármacos con actividad 

antitumoral. 

La entrega controlada de medicamentos antitumorales basados en nanopartículas 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 nanopartículas 

poliméricas, a base de proteína, metálicas, orgánicas e inorgánicas (Ding, et al., 2018). Las cápsides virales 

o nanopartículas tipo virus (VLP) son un sistema seguro y cada vez más frecuentemente investigado para 

el tratamiento del cáncer. 

1.1.4 Cápsides virales o nanopartículas tipo virus (VLP)  

Las cápsides virales o VLPs son partículas que mimetizan la estructura de un virus natural (Ding et al., 

2018). Son básicamente cápsides 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 (Sánchez Sánchez, 2014). La cápside o VLP está constituida por 

proteínas estructurales que interactúan entre sí para formar subunidades proteicas llamadas capsómeros 

que se unen para conformar la cápside (Hernández Meza, 2017). Las VLPs más comunes tienen simetría 
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icosaédrica (cuasi-esférica) o helicoidal (Schoonen & Van Hest, 2014), algunas presentan polimorfismo 

estructural dependiendo de las condiciones de pH, fuerza iónica y concentración de iones divalentes en 

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

Las VLPs tiene una gran capacidad para contener diferentes moléculas cargos, tales como ácidos nucleicos, 

proteínas y otras moléculas pequeñas como algunos fármacos. La capacidad de las VLPs para albergar gran 

diversidad de moléculas esta revolucionado el cargo, acarreo y liberación 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 cápsides virales VLPs o jaulas de proteína, son un interesante nanosistema que ha sido 

propuesto como nanoacarriador para la entrega controlada de agentes anticancerígenos específicamente 

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

La tecnología de las VLPs es ampliamente usada en las vacunas y recientemente las VLPs han sido 

propuestas como nanoplataformas en el acarreo de diferentes fármacos para su uso en terapias 

biomédicas (González-Davis, et al., 2023; Mejía-Méndez, et al., 2022; Nooraei, et al., 2021; Yu, et al., 2022). 

Las VLPs pueden derivar del virus nativo o ser obtenidas mediante tecnología recombinante. En el primer 

caso, el material genético es removido por desensamble del virus, para posteriormente obtener las 

proteínas que forman la cápside (Cadena et al., 2012). Después, bajo ciertas condiciones las proteínas son 

reensambladas alrededor de la molécula de interés y formar VLPs. Una de las características que hacen a 

las VLPs idóneas para su uso en la medicina es que han demostrado ser estables en fluidos biológicos. 

Además, por autoensamblaje de las VLPs se producen partículas de simetría y tamaño homogéneo 

(Douglas & Young, 2006). 

Las VLPs se han propuesto para el envío y liberación controlada de moléculas cargo, además, por su 

carácter proteico, son biocompatibles, biodegradables y presentan baja toxicidad (Schoonen & Van Hest, 

2014; Yan, et al., 2015). Más aun, la superficie de las VLPs puede ser modificada y funcionalizada con una 

diversidad de moléculas (ligandos) para ser dirigidas específicamente 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 plasmática, junto con el fluido extracelular y lo invagina en vesículas que circulan dentro 

de la célula. Las VLPs pueden liberarse de estas vesículas antes de que sean degradadas en lisosomas y 

como carecen de material genético, no hay riesgo de una infección viral (Sánchez-Sánchez, et al., 2015). 
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1.1.5 Bionanorreactores enzimáticos a base de VLPs 

Cuando las VLPs contienen enzimas activas en su interior como molécula cargo, se le ha denominado 

nanorreactor o bionanorreactor enzimático (Comellas-Aragonès et al., 2007; González-Davis, et al., 2023). 

Incluso, se han descrito mejoras en las propiedades catalíticas 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 

catalíticos activos y controlar el acceso de reactivos y productos, lo que representa, reacciones catalíticas 

mucho más estables (Jordan et al., 2016; Das et al., 2020). La estructura de la jaula proteica de las VLPs 

protege a la molécula catalítica de la degradación 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). Además, la estructura porosa intrínseca 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 enzimáticos basados en VLP que contienen actividad de citocromo P450 

para la activación de profármacos en la terapia contra el cáncer de mama (Sánchez-Sánchez, 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 flavoproteína con actividad oxido-reductasa 

ampliamente estudiada y usada en la industria. La forma activa de la enzima GOx es un homodímero de 

80 kDa por monómero cuyo peso molecular depende del grado de glicosilación (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 oxidación de glucosa con oxígeno 

molecular para producir peróxido de hidrógeno (H2O2) y gluconolactona. La actividad catalítica de la 

enzima GOx está intrínsecamente relacionada a su unión no covalente con el cofactor flavín adenín 

dinocleótido (FAD) en cada monómero y es indispensable para la reacción oxido-reducción 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 determinación de glucosa en la industria de la fermentación, fabricación de 

biosensores y además se han reportado propiedades antimicrobianas (Wong, et al., 2008; Mano, 2019). 
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La actividad enzimática GOx ha sido propuesta reciénteme para aplicaciones en la nanomedicina contra el 

cáncer (Huo, et al., 2017; Zhang, et al., 2018; Feng, et al., 2018). Son y col. en 2009 reportaron la primera 

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

 

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

 

La actividad catalítica de la GOx genera peróxido de hidrógeno continuamente y puede causar daño al 

material genético o DNA, y en consecuencia la muerte de las células tumorales (Son, et al., 2009, a). 

Además, la actividad catalítica de la GOx produce estrés oxidativo por la generación de peróxido, 

promoviendo un efecto citotóxico en el ambiente tumoral. Adicionalmente, la actividad GOx reduce la 

concentración disponible de glucosa y de oxígeno molecular, compuestos esenciales para el metabolismo 

celular, lo que ocasiona inanición celular e hipoxia en el ambiente tumoral (Fu, et al., 2018). Más aún, la 

GOx se puede combinar con otras enzimas, pro-fármacos o fotosensibilizadores, entre otros reactivos para 

generar terapias sinérgicas multimodales en el tratamiento del cáncer (Fu, et al., 2018; Fu, et al., 2019). 

Recientemente, diferentes sistemas basados en la actividad catalítica de la enzima GOx han sido 
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desarrollados para la terapia del cáncer, incluyendo vesículas mono y multimodales, nanopartículas 

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

1.1.7 Albúmina sérica humana 

La albúmina sérica humana (HSA, por sus siglas en inglés) (Fig. 3) es una proteína plasmática y funciona 

como transportador natural de un gran número de compuestos endógenos y exógenos en el torrente 

sanguíneo (Kragh-Hansen, 1981). Tiene una larga vida media de 19 días en circulación y es la proteína más 

abundante (60%) a una concentración de 40 mg/mL en el plasma sanguíneo y su peso molecular es de 67 

kDa (Hoogenboezem & Duvall, 2018; Sleep, et. al, 2013; Carter & Ho, 1994). La albúmina sérica humana o 

HSA contiene 35 residuos cisteína, de los cuales 34 forman puentes disulfuro y solo cuenta con un grupo 

sulfidrilo libre localizado en la cisteína 34 (Cys 34) de la cadena polipeptídica (Fig. 3) (Nakashima, et al., 

2018). 

  

Figura 3. Estructura tridimensional de la albúmina sérica humana (HSA). La ilustración muestra la estructura terciaria 
de la HSA y los dominios son mostrados en diferentes colores. Las barras de color amarillo muestran la posición de 
los puentes disulfuro de cisteínas en la HSA y las esferas amarillas la posición de la cisteína 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 unión de la HSA con el receptor gp60 (albondina) en la 

superficie de las células endoteliales (McIntosh, et. al, 2002). La unión gp60-HSA se asocia con la caveolina-

1 (Cav-1) en la superficie de las células endoteliales y esto promueve la invaginación de la membrana 

celular seguido de la internalización de la HSA mediante la formación de vesículas 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 (McIntosh, 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 albúmina de la degradación, desviándola de la vía 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 fisiológico y a 

esto se le atribuye la notable larga vida media de la HSA en el torrente sanguíneo (Sleep, et. al 2013; Larsen, 

et. al 2016). 

Además de la interacción con la gp60, la captación celular de la albúmina también se relaciona con la unión 

a SPARC (proteína ácida secretada rica en cisteína) (Schnitzer & Oh, 1992; Merlot, et al., 2014). Está 

confirmado que tanto gp60 como SPARC se sobreexpresan en varios tipos de células cancerosas que 

constituyen el tumor y endotelio tumoral, lo que promueve la acumulación 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 está a una mayor contracción en el torrente sanguíneo (40 

mg/mL) en comparación con la concentración del medio intersticial ∼14 mg/mL, lo que impulsa su 

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

La alta actividad angiogénica en el ambiente tumoral provoca la formación rápida de nuevos vasos 

sanguíneos en el tumor y como consecuencia, estos vasos sanguíneos presentan irregularidades como 

fenestraciones más grandes de lo normal en el endotelio (Matsumura & Maeda, 1986; Sleep, et. al, 2013; 

Spada, et al., 2021). Además, los tumores también tienen interrupciones en el sistema linfático. Se 

considera a estas irregularidades morfológicas en el sistema vascular y en el linfático como responsables 

de la permeación y acumulación preferencial de nanoestructuras y macromoléculas en el tumor, 

fenómeno conocido como efecto de retención 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 proliferación como consecuencia del efecto EPR 

(Matsumura & Maeda, 1986; Sleep, et. al, 2013; Spada, et al., 2021). 
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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 oxígeno molecular en el medio tumoral y la producción continua de 

peróxido de hidrógeno por la actividad GOx, actuando como terapia de inanición 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 fotodinámica y terapia fototérmica, entre otras. 

Huo y col. en 2017 desarrollaron una monoterapia basada en la enzima GOx cargada dentro de una 

nanopartícula dendrítica mesoporosa hecha de sílice y cargada también con óxido ferroso a la cual 

denominaron GOD-Fe3O4@DMSN. Encontraron in vitro un efecto citotóxico dependiente de la 

concentración GOD-Fe3O4@DMSNe en la línea tumoral 4T1 debido a la actividad de la enzima GOx. 

Además, observaron in vivo la eficiente reducción de tumores 4T1 injertados en ratones tratados con GOD-

Fe3O4@DMSN vía 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 inanición y estrés oxidativo en melanoma utilizando un modelo murino. Los nanogeles cargados 

con GOx (GNs), reportaron una alta actividad citotóxica en la línea C8161 de células de melanoma. 

Además, encontraron in vivo mediante un modelo murino que los nanogeles cargados con GOx tienen un 

efecto anti-melanoma dependiente de la dosis y su aplicación mejora significativamente la inhibición del 

tumor y la extensión 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-fármaco antineoplásico benoxantrona. Ambos agentes fueron encapsulados en 

nanoacarreadores liposomales de manera independiente. La estrategia terapéutica se basa en la 

combinación sinérgica de la terapia por inanición de la actividad GOx y la activación del pro-fármaco 

benoxantrona a su forma terapéutica por las condiciones de hipoxia. Por una parte, el efecto citotóxico 

dependiente de la concentración de liposomas cargados con GOx fue demostrado in vitro en la línea celular 

4T1 de tumor de mama murino; así como el efecto citotóxico de los liposomas cargados con benoxantrona 

en condiciones de hipoxia en la misma línea celular. Además, 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 

diseño de la preparación consistió en la conjugación de la enzima GOx con nanopartículas magnéticas de 

óxido ferroso modificadas con polipirrol como agente de terapia fototérmica. Los resultados in vitro 

mostraron que la conjugación denominada Fe3O4@PPy@GOD tiene un efecto citotóxico en la línea 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 nanopartículas 

Fe3O4@PPy@GOD ejercen la supresión de tumores 4T1 implantados en ratones y este efecto altamente 

reforzado cuando las nanopartículas suministradas son localizadas in situ por imagenología y el tumor es 

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

1.2.2 La albúmina sérica humana para el direccionamiento selectivo 

Las preparaciones terapéuticas conjugadas con albúmina sérica humana (HSA) muestran una alta 

eficiencia de captación celular y citotoxicidad in vitro, una alta vida media en circulación y acumulación 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 hidratación de película delgada, Zhou y col. reportaron 

la conjugación de la proteína HSA con el compuesto antitumoral pirorrubicina (THP), al complejo 

resultante lo denominaron HSA-THP. Ellos demostraron que la conjugación del agente antitumoral THP 

con la proteína HSA mejora significativamente la captación celular y el efecto citotóxico in vitro en células 

tumorales de mama murino 4T1. Además, mostraron in vivo, en un modelo murino, que THP conjugado 

con la HSA exhibe una alta acumulación y penetración en el tumor vía gp60 y SPARC y tiene una larga vida 

media. También, la preparación a base de HSA mostró alta eficacia antimetástasis 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 nanoformulación multimodal a base de HSA, con el colorante 

IR825 y gadolinio como terapia fototérmica antimetastásica monitoreada por imagenología. Los autores 

encontraron por microscopia confocal de fluorescencia que la preparación, a la cual denominaron HSA-

Gd-IR825, mostró in vitro una alta captación celular en la línea 4T1. Además, reportaron un alto efecto 

antimetastásico de la preparación HSA-Gd-IR825 en ratones con tumores 4T1 secundarios inducidos y 
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después de la remoción del tumor principal, expuestos a radiación con láser de 808 nm (Chen, et al., 2014). 

Adicionalmente, Choi y col fabricaron nanopartículas inhalables a base de HSA conjugada con el agente 

antitumoral doxorrubicina y la proteína apoptótica TRAIL para la terapia del cáncer de pulmón. 

Encontraron mediante un ensayo MTT un efecto citotóxico significativo y actividad apoptótica de la 

preparación denominada TRIAL/Dox HSA-NP en células de cáncer de pulmón H226 en comparación con el 

tratamiento control sin la HSA. Por microscopia confocal detectaron in vitro en la línea H226 mayor 

captación celular cuando la preparación es conjugada con la HSA. La eficacia antitumoral aumentó al 

suministrar la preparación vía aerosol en ratones con tumores de pulmón H226 inducidos, reduciendo los 

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

Basado en la capacidad de las cápsides del BMV para contener moléculas cargo en su interior hueco y la 

actividad catalítica de la GOx, en este proyecto se diseñó un bionanorreactor enzimático para la terapia 

dirigida contra el cáncer de mama, mediante el encapsulamiento de la GOx en las VLPs del bromovirus 

BMV. Además, se realizó la funcionalización de los bionanorreactores anclando la proteína HSA en su 

superficie externa para el direccionamiento hacia células tumorales de cáncer de mama. Posteriormente, 

las propiedades catalíticas, estructura y estabilidad de los bionanorreactores fueron caracterizadas. 

Finalmente, se evaluó el efecto de los bionanorreactores en líneas celulares de cáncer de mama. 

1.3 Hipótesis 

La enzima GOx encapsulada en las VLPS del BMV podrá ejercer un efecto citotóxico en células de cáncer 

de mama, y el recubrimiento de la VLP resultante, con la proteína HSA, mejorará dicho efecto citotóxico. 

1.4 Objetivos 

1.4.1 Objetivo general 

Diseñar y producir bionanorreactores enzimáticos basados en nanopartículas tipo virus (VLPs) del BMV. 

con actividad glucosa oxidasa y funcionalizados con HSA para la entrega dirigida y con actividad citotóxica 

en células tumorales de mama. 
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1.4.2 Objetivos específicos 

Diseñar bionanorreactores basados en nanopartículas tipo virus (VLPs) del BMV que contengan como 

cargo la enzima glucosa oxidasa. 

Funcionalizar la superficie externa de los bionanorreactores con la proteína albúmina sérica humana (HSA). 

Caracterizar las propiedades catalíticas, diámetro hidrodinámico y morfología de los bionanorreactores 

producidos. 

Estudiar in vitro el efecto citotóxico de los bionanorreactores en líneas celulares de cáncer de mama. 
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Capítulo 2.  Metodología 

2.1 Materiales 

La enzima comercial GOx tipo VII (Aspergillus niger), la proteína albúmina sérica humana (HSA), glucosa 

(dextrosa 99.5 %), peróxido de hidrógeno (30%), guayacol (99%), L-glutatión reducido (98%), y solventes 

fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Las sales usadas para la preparación de soluciones 

amortiguadores fueron adquiridas en Fermont (Monterrey, MX) y Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). En el 

análisis por microscopia electrónica de trasmisión se utilizaron rejillas de cobre (400-mesh), cubiertas con 

una capa de formvar/carbono (No. 01824, Ted-Pella, EUA). Todos los reactivos químicos empleados fueron 

del más alto grado de pureza disponible comercialmente. Las líneas celulares 4T1 y 293T fueron adquiridas 

en ATCC (EUA) y la línea MDA-MB 231/GPF en Cell Biolabs Inc. (Ref. AKR-201, San Diego, CA). La proteína 

de cápside (CP) del virus BMV empleada para los bionanorreactores tipo VLP se obtuvo a partir de la 

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

2.2 Diseño de bionanorreactores BMV-GOx 

 

Figura 4. Esquema de la arquitectura de los bionanorreactores VLP-GOx y VLP-GOx@HSA. 
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El diseño de los bionanorreactores con actividad GOx se basó en las propiedades catalíticas de la enzima 

GOx, y la capacidad de autoensamblaje de la proteína CP del BMV. La arquitectura de los 

bionanorreactores construidos consistió en la encapsulación de la enzima GOx en una jaula proteica 

conformada por las proteínas de cápsides del BMV (Fig. 4). Además, las VLPs resultantes, a la cuales 

denominamos bionanorreactores VLP-GOx, fueron funcionalizadas en su superficie externa con la proteína 

HSA para el direccionamiento especifico hacia células tumorales de cáncer de mama, denominados VLP-

GOx@HSA. La encapsulación de la GOx estuvo mediada principalmente por interacciones electrostáticas 

entre la superficie de la enzima GOx y la región N-terminal de la proteína de la cápside del BMV. El anclaje 

de la proteína HSA sobre la superficie de los bionanorreactores fue realizado por medio de enlaces 

disulfuro entre la proteína HSA y la proteína de cápside del BMV. 

2.3 Propiedades electrostáticas de GOx y la proteína CP 

La complementariedad de cargas electrostáticas entre la enzima GOx y los residuos N-terminal de la 

proteína de cápside del BMV fue fundamental para la encapsulación de la enzima y la formación de los 

bioanorreactores VLP-GOx por autoensamblaje. Las propiedades electrostáticas de la enzima GOx y de las 

proteínas de cápside (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 proteínas. Estos archivos fueron procesados con el software Maestro Schrödinger®. La 

distribución superficial de cargas electrostáticas en la estructura tridimensional de la enzima GOx y los 

capsómeros 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 solución de la enzima GOX y la proteína CP del BMV fueron 

estudiadas experimentalmente mediante una determinación del potencial Z a diferentes valores de pH 4 

a 7 (100 mM fosfato de sodio, pH ajustado con HCl). El potencial Z fue obtenido mediante la técnica de 

dispersión de luz electroforética utilizando un equipo Zetasizer Nano ZS de Malvern®. El valor del potencial 

Z en función del pH fue directamente relacionado con la carga electrostática en solución de la enzima GOx, 

la proteína CP desensamblada y el virus BMV, respectivamente. Considerando, el comportamiento del 

potencial Z en función del pH y los estudios in silico se establecieron las condiciones óptimas para la 

reacción de autoensamblaje y la formación de los bionanorreactores VLP-GOx. 
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2.4 Producción de viriones BMV y aislamiento de la proteína CP 

Las proteínas de cápside del BMV utilizadas para la producción de los bionanorreactores fueron obtenidas 

a partir de virus BMV amplificado en plantas de cebada mediante la infección 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 infección se erosiono 

suavemente la superficie adaxial de la hoja e inmediatamente sobre la herida se depositaron 20 µL a 0.2 

mg/mL de virus BMV en solución amortiguadora de inoculación (fosfato de potasio 100 mM, pH 7, ajustado 

con HCl). Posteriormente, entre 10 a 15 días después de la inoculación con el virus, las hojas mostraron el 

patrón de infección que corresponde a la aparición 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 

obtención de los viriones usando una solución amortiguadora de extracción de virus (acetato de sodio 0.5 

M, acetato de magnesio 80 mM, pH 4.5 ajustado con ácido acético glacial). El macerado resultante de la 

trituración fue filtrado con tela de gasa y el líquido filtrado recuperado. A continuación, se realizó una 

extracción líquido-líquido combinando el líquido filtrado y cloroformo a una relación 1:1 v/v, en botellas 

de centrífuga de copolímero de polipropileno de 250 mL (Fig. 5 D) La combinación del filtrado y cloroformo 

fue mezclada por agitación (Fig. 5 E), y centrifugada en un rotor de ángulo fijo JA-14 (Beckman®) a 10,000 

rpm, 40 min a 4°C. Después del tiempo de centrifugación, la mezcla en la botella separó 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 agitación a 4°C por al menos 4 h para permitir la 

evaporación de residuos de cloroformo. 

Los viriones BMV fueron completamente aislados y purificados a partir del extracto mediante un colchón 

de sacarosa y adicionalmente con un gradiente de sacarosa usando ultracentrifugación. Primeramente, 

para preparar el colchón de sacarosa (Fig. 5-G), el extracto fue depositado cuidadosamente sobre 5 mL de 

solución de sacarosa al 10% (acetato de sodio 50 mM, acetato de magnesio 8 mM, pH 4.5 ajustado con 

ácido acético) dentro de tubos de ultracentrífuga y centrifugado a 32,000 rpm (rotor SW-32Ti, Beckman®), 

4°C por 2 h. Después de la centrifugación, en el fondo del tubo se formó un precipitado que corresponde 

a las partículas virales o viriones BMV el cual fue recuperado y resuspendido en solución amortiguadora 
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de suspensión de virus (acetato de sodio 50 mM, acetato de magnesio 8 mM, pH 4.5 ajustado con ácido 

acético). 

 

Figura 5. Extracción y purificación 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) Separación de fases de la mezcla, superior: extracto de virus (flecha amarilla), inferior: 
cloroformo con residuos de fibra. G) Colchón de sacarosa (flecha roja). 

 

Posteriormente, la suspensión de viriones BMV fue depositada sobre un gradiente de sacarosa de 10-40%. 

El gradiente de sacarosa fue previamente preparado mediante ciclos de congelación a -80 °C y 

descongelación a 4°C de 20 mL de solución amortiguadora de virus al 25% sacarosa depositada en tubos 

de ultracentrífuga de 33 mL de policarbonato. Posteriormente, la suspensión 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 centrifugación, los tubos con el gradiente fueron examinados en un cuarto oscuro 

incidiendo luz blanca desde el fondo de cada tubo, observándose 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 relación 

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 centrifugación, el sobrenadante 



17 

fue descartado y el precipitado obtenido que contenía los viriones fue resuspendido en solución 

amortiguadora de suspensión de virus y almacenados a -80°C a una concentración de 3 mg/mL y 

cuantificada mediante la absorbancia a 260 nm y el coeficiente de extinción molar del virus BMV (36,400 

M-1cm-1). 

 

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 ultracentrífuga. 

 

Los viriones BMV obtenidos fueron desensamblados para la purificación de la proteína de cápside (CP) 

necesaria para la síntesis de bionanorreactores tipo VLP. Primero, la suspensión que contenía los viriones 

fue dializada en membrana de corte de peso molecular 14,000 Da (Sigma®) contra solución amortiguadora 

de desensamblaje (cloruro de calcio 0.5 M, Tris-HCl 50 mM, pH 7.4, ajustado con HCl) por 5 h. Después, la 

muestra dializada que contenía los viriones desensamblados fue centrifugada a 50,000 rpm (rotor 90Ti, 

Beackman®), 4°C por 4 h. Al finalizar el tiempo de centrifugación el sobrenádate que contenía la proteína 
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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 solución amortiguadora de proteínas (cloruro de sodio 1 M, 

Tris-HCl 20 mM, pH 7.2 ajustado con HCl) por 2 h. La concentración de proteína CP en µg/µL fue 

determinada utilizando el coeficiente de extinción molar de la CP (24,200 M-1cm-1) y la absorbancia a 280 

nm de la muestra. Finalmente se almaceno la solución de proteína purificada CP a 4°C hasta su utilización. 

2.5 Ensamble de bionanorreactores VLP-GOx 

 

Figura 7. Ensamble de los bionanorreactores VLP-GOx. A) Diálisis en condiciones de autoensamblaje para la síntesis 
de bionanorreactores (enzima GOx más proteína de cápside del BMV dentro de la membrana de diálisis). B) 
Precipitado de bionanorreactores VLP-GOx (flecha amarilla) en el fondo del tubo de ultracentrífuga. 

 

Los bionanorreactores con actividad GOx (VLP-GOx) fueron sintetizados por el método de autoensamblaje 

utilizando diálisis para el recambio de condiciones. Primero, la enzima GOx comercial fue disuelta 

previamente en solución amortiguadora de fosfatos (fosfato de sodio 50 mM, pH 7 ajustado con HCl). 

Después, la enzima GOx en disolución fue combinada con la proteína de cápside 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 diálisis en dos pasos. 

Primera diálisis (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 diálisis: solución amortiguadora de autoensamble 

(acetato de sodio 50 mM, cloruro de sodio 0.75 M, acetato de magnesio 8 mM, pH 5.1 ajustado con ácido 

acético) a 4°C por 4 h. 

Adicionalmente, se realizó el ensamble de cápsides o VLP del BMV sin actividad catalítica, llevando 

directamente la proteína CP a la segunda diálisis. Después de la diálisis en dos pasos las preparaciones 

fueron recuperadas y centrifugadas a 40,000 rpm (rotor 90Ti), 4°C por 2 h. Al finalizar la centrifugación se 

formó un precipitado en el fondo del tubo de ultracentrífuga que correspondía 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 dañar ni resuspender el precipitado. Finalmente, después de retirar el 

sobrenadante, el precipitado que contenía los bionanorreactores fue resuspendido en solución 

amortiguadora de ensamble y la suspensión de bionanorreactores filtrada a través de membrana 0.2 µm 

(Verex, Phenomenex®). 

Posterior al ensamble, los bionanorreactores VLP-GOx fueron purificados por cromatografía líquida de alta 

resolución o HPLC (por su nombre en inglés: High-Performance Liquid Chromatography). La cromatografía 

fue realizada utilizando una columna de exclusión de tamaño molecular (TSKgel Column, Super SW2000, 

Supelco-Tosoh Bioscience, Bellefont, PA) para eliminar los residuos de enzima GOx libre no encapsulada 

en función del tiempo de retención. Primero, la suspensión filtrada de bionanorreactores fue inyectada en 

la columna montada en un equipo HPLC (Agilent 1100 series) y un método isocrático de elución con 

solución amortiguadora de fase móvil (acetato de sodio 50 mM, cloruro de sodio 250 mM, pH 5.1 ajustado 

con ácido acético). 

Los bionanorreactores fueron aislados por cromatografía de exclusión de tamaño molecular considerando 

las diferencias entre el tiempo de retención de las VLPs del BMV, la enzima GOx libre y la proteína de 

cápside CP desensamblada. Finalmente, tras la cromatografía la fracción que contenían los 

bionanorreactores VLP-GOx fue colectada y llevada a una concentración de trabajo empleando tubos de 

ultrafiltración con una membrana de corte de peso molecular de 30,000 Da (Merck Amicon® Ultra-15 

Centrifugal Filter Units). La concentración de proteína 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 composición de los bionanorreactores es completamente a base de 

proteína. 
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2.6 Funcionalización de la superficie de los bionanorreactores VLP-GOx 

La funcionalización de los bionanorreactores con actividad GOx fue realizada recubriendo la superficie de 

las VLP-GOx con la proteína albúmina sérica humana o HSA (Fig. 4) para el direccionamiento especifico a 

células tumorales de cáncer de mama. Los residuos cisteína de la HSA (Fig. 3) fueron utilizados para su 

anclaje en la superficie de la VLP a través de enlaces disulfuro entre las cisteínas de la HSA (Larsen, et. al, 

2016; Chauhan, et al., 2020) y la cisteína 107 (Lucas, et al., 2002) de la proteína CP de la VLP del BMV (Fig. 

8-A y B). Previamente, la HSA fue preparada mediante la reducción de sus residuos cisteína con base en el 

protocolo descrito por Chauhan y col. en 2020 para la formación de enlaces disulfuro. En breve, la HSA fue 

disuelta en solución acuosa a 50 mM de L-glutatión reducido para la reacción de reducción de los residuos 

cisteína. La solución resultante se mantuvo en agitación 2 h a temperatura ambiente. Después del tiempo 

de reacción, la preparación que contenía la HSA con los grupos cisteína reducidos fue dializada en agua 

desionizada por 2 h a temperatura ambiente para eliminar el agente reductor, este paso se repitió una vez 

más. Finalmente, la preparación la HSA con los grupos cisteína reducidos o “HSA reducida” fue recuperada 

y almacenada a 4°C. 

 

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

 

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

bioanorreactores Primeramente, la reacción de funcionalización fue realizada mezclando los 
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bionanorreactores VLP-GOx (sintetizados a una relación molar 1:3 GOx:CP) con la proteína HSA reducida 

en una relación de masas de 1:8 p/p de VLP-GOx:HSA. Esta reacción se mantuvo en agitación a 4°C por al 

menos 12 h. Después del tiempo de reacción, la preparación 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 centrifugación, el sobrenadante fue descartado y el precipitado que contenía los 

bionanorreactores funcionalizados fue resuspendido en solución amortiguadora de ensamble. La 

suspensión resultante fue filtrada a través de membrana 0.2 µm (Verex, Phenomenex®). 

Finalmente, los bionanorreactores funcionalizados fueron purificados y aislados de la HSA libre por 

cromatografía de exclusión de tamaño molecular como se describe anteriormente para los 

bionanorreactores sin funcionalización, con base en la diferencia entre el tiempo de retención de los 

bionanorreactores y la HSA libre. Adicionalmente, siguiendo el mismo procedimiento para la 

funcionalización de la superficie de los bionanorreactores, se realizó la funcionalización de las VLPs sin 

actividad catalítica o VLP del BMV con la proteína HSA y la preparación resultante fue purificada de la 

misma forma por cromatografía de exclusión de tamaño molecular. 

2.7 Caracterización de bionanorreactores 

Los bionanorreactores con actividad GOx: VLP-GOx y VLP-GOx@HSA previamente aislados y purificados 

fueron caracterizados. La composición de los bionanorreactores es complemente a base de proteínas. Por 

lo tanto, la proporción de proteínas en cada preparación fue caracterizada mediante electroforesis en gel 

desnaturalizante de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico 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 β-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 separación. 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 teñido con solución InstanBlue® por 5 h, y en seguida lavado dos veces más 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 ImageJ® 

para un análisis densidad de pixeles de las bandas teñidas en el gel, y de esta manera estimar la proporción 

de cada una de las proteínas que conforman los bionanorreactores. 
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La morfología de los bionanoreactores producidos fue caracterizada por microscopia electrónica de 

transmisión (TEM por sus siglas en inglés). Primero se colocó 6 µL 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 µL de acetato de uranilo al 1% en solución acuosa y 

después de dos minutos la solución de acetato de uranilo se retiró con un papel absorbente por el borde 

de la rejilla. A continuación, se evaporó el residuo de humedad colocando la rejilla 10 min bajo una lámpara 

de luz amarilla. Finalmente, la preparación de bionanorreactores sobre la rejilla de TEM fue analizada en 

un equipo TEM (JEOL JEM-2010) operado a 100 kV. Por otra parte, se caracterizó el tamaño de los 

bionanorreactores en solución mediante la determinación del diámetro hidrodinámico estimado con la 

técnica de dispersión dinámica de luz o DLS (por sus siglas en inglés: Dynamic light scattering) utilizando 

un equipo Zetasizer (Nano-ZS, Malvern®). 

 

Figura 9. Reacción de actividad GOx acoplada a la enzima peroxidasa. 

 

La actividad catalítica de los bionanorreactores VLP-GOx o VLP-GOX@HSA fue caracterizada mediante un 

ensayo de actividad enzimática GOx acoplada a una reacción colorimétrica con peroxidasa (Fig. 9). En esta 

reacción acoplada, primero: la actividad GOx transforma glucosa y oxigeno molecular en peróxido de 

hidrógeno y gluconolactona, y segundo: la actividad de la peroxidasa utiliza el peróxido de hidrógeno 



23 

generado por la actividad GOx, y guayacol para producir tetraguayacol y agua. El tetraguaycaol es de 

coloración rojo ladrillo y tiene un pico de absorbancia a 470 nm, el incremento de este compuesto en la 

reacción acoplada puede monitorearse mediante espectrofotometría. 

La reacción acoplada fue preparada en solución amortiguadora de actividad GOx (acetato de sodio 50 mM, 

pH 5.1 ajustado con ácido 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 reacción se agregó 

en una celda de 1 mL para espectrofotómetro el volumen correspondiente y la muestra de 

bionanorreactores bien mezclados, e inmediatamente se monitoreó el incremento de la absorbancia a 470 

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

El cambio de la absorbancia por min en la reacción acoplada fue registrado, y con la ecuación de Beer-

Lambert y un análisis estequiométrico, se calculó indirectamente la tasa de transformación de glucosa. El 

coeficiente de extinción molar del tetraguayacol (26,600 M-1cm-1) fue utilizado para calcular la tasa de 

transformación por min en la reacción acoplada. La tasa de transformación a una determinada 

concentración de glucosa por gramos de proteína total fue definida aquí como actividad específica GOx. 

De acuerdo a la actividad específica GOx en función de la concentración de glucosa se realizó una regresión 

no lineal de Michaelis-Menten para determinar los parámetros o constantes catalíticas de los 

bionanorreactores VLP-GOx y VLP-GOx@HSA. Finalmente, las constantes catalíticas de los 

bionanorreactores se compararon entre sí y con la enzima GOx libre en solución. 

2.8 Ensayo de citotoxicidad in vitro 

El efecto citotóxico de los bionanorreactores con actividad GOx fue estudiado in vitro con dos líneas 

celulares: 4T1 como modelo de tumor de mama murino, y 293T (células de riñón 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 metabólica celular. En los cultivos, las enzimas de las células viables tienen la 

capacidad de reducir el reactivo MTT en su forma insoluble formazán que posee un color purpura. Previo 

a los ensayos in vitro los bionanorreactores fueron esterilizados por filtración con membrana de 0.22 µm 

para los ensayos biológicos. Posteriormente, ambas líneas 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 línea 

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 CO2 al 5%. A las 24 h de la siembra, las células fueron 

expuestas por 24 h a diferentes concentraciones (0.58 – 100 µg/mL) de bionanorreactores con actividad 

GOx o VLPs no catalíticas como control, respectivamente. Finalmente, a las 48 h del inicio del cultivo, se 

estimó la citotoxicidad de los diferentes tratamientos mediante un ensayo MTT (TOX-1, Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO). Al término del ensayo MTT se midió 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 únicamente 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 exposición 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 línea celular MDA-MB231/GPF de tumor de mama humano. Esta línea en particular tiene acoplada 

en la actina a la proteína verde fluorescente GFP (por sus siglas en inglés Green Flourencent Protein) 

mediante una modificación genética. Por lo tanto, la morfología de las células puede apreciarse por 

fluorescencia de color verde del citoesqueleto a través de microscopía de fluorescencia. Primero, el cultivo 

se comenzó sembrando 50,000 células MDA-MB-231/GPF en cajas Petri de 3 cm de diámetro para cultivo 

celular con medio DMEM suplementado al 10% de suero fetal bovino (Biowest, Francia) y 1% de 

antibiótico/antimicótico (GIBCO®) e incubando por 24 h a 37°C y una atmosfera al 5% de CO2. 

Posteriormente, las células fueron lavadas con solución amortiguadora de fosfatos salino o PBS (por sus 

siglas en inglés phosphate buffered saline). A continuación, el PBS fue retirado y se agregaron 100 µg/mL 

de bionanorreactores VLP-GOx@HSA en medio DMEM e inmediatamente el cultivo fue incubado a 37°C, 

en atmosfera de CO2 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 

imágenes en contraste de fases y de luz verde fluorescente (rango del filtro verde fluorescente de 502-561 

nm bajo la excitación 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 imágenes obtenidas fueron utilizadas para realizar un video con la técnica de 

cámara rápida 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 Análisis estadístico 

Finalmente, un análisis estadístico fue realizado con los resultados obtenidos por triplicado. El software 

Prism GraphPad® 8.0 fue utilizado para comparar las diferencias entre los tratamientos. Se consideró el 

análisis de varianzas (ANOVA) de dos vías y las pruebas post hoc Sidak o Tukey según correspondiera. Las 

diferencias aceptadas como significativas tuvieron un valor de P<0.001 y se representan en las figuras con 

el símbolo *.  
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Capítulo 3.   Resultados 

3.1 Complementariedad de cargas electrostáticas 

La complementariedad de cargas electrostáticas 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 distribución superficial de cargas 

electrostáticas y el potencial Z. Con el software Maestro Schrödinger® y mediante un mapa de colores (Fig. 

10) se logró visualizar una mayor distribución de cargas electrostáticas negativas sobre la superficie de la 

enzima GOx, diferente a la superficie de los capsómeros de las VLPS del BMV (pentámeros y hexámeros) 

donde aprecia una mayor distribución de cargas positivas en la superficie interna en la VLP. Esta 

distribución de cargas positivas hacia el interior de la VLP en los capsómeros corresponde con la posición 

de los residuos N-terminal de la proteína CP. Por otra parte, el lado exterior de los capsómeros en la VLP 

evidenció una distribución de cargas electrostáticas más heterogénea. 

 

Figura 10. Representación de la distribución de cargas electrostáticas en la superficie interna de los capsómeros de 
la VLP del BMV (pentámero y hexámero) 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 Schrödinger®. 

 

Además de los resultados in silico, la carga efectiva de la enzima GOx en solución bajo condiciones de 

autoensamblaje fue confirmado por el perfil de potencial Z en función 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 proteína de cápside CP fue estimado alrededor de pH 6.1, a bajo de este valor de pH la proteína tiene 
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un comportamiento positivo (Fig. 11-B) Por lo tanto, la reacción de ensamblaje se ajustó 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 electrostáticas y la formación de las VLPs BMV con actividad catalítica GOx 

por autoensamblaje. 

 

Figura 11. Perfil de potencial Z de A) la enzima GOX y B) la proteína 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 enzimática GOx o VLP-GOx fueron exitosamente sintetizados 

por el método de autoensamblaje del BMV, modulando las condiciones de pH y fuerza iónica (Fig. 12). El 

encapsulamiento de la enzima GOx en las VLPs fue optimizado realizando la síntesis de bionanorreactores 

a diferentes relaciones molares entre la enzima GOx y la proteína CP en la mezcla de autoensamblaje. Las 
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cuatro relaciones molares probadas en la síntesis de bionanorreactores produjeron partículas tipo VLP 

catalíticamente activas y los bionanorreactores resultantes fueron comparados con base en su actividad 

específica (U/g) (Tabla 1). La actividad específica fue calculada considerando la cantidad de micromoles de 

sustrato transformado por minuto por gramo de proteína total en la preparación. La relación molar 1:3 

GOx:CP mostró mayor actividad específica en comparación con los bionanorreactores preparados con las 

otras relaciones molares probadas, registrando 1,316 ± 18 U/g (unidades de actividad catalítica por gramo 

de proteína total en la preparación). Por esta razón, la relación 1:3 fue seleccionada para producir 

bionanorreactores funcionalizados. 

 

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

3.3 Purificación de los bionanorreactores 

Todos los bionanorreactores con actividad GOx fueron purificados exitosamente por cromatografía de 

exclusión de tamaño molecular previo a todas las caracterizaciones (Fig. 13). La cromatografía de exclusión 

molecular resultó ser un método eficiente para la separación de bionanorreactores de la enzima no 

encapsulada considerando las diferencias en el tiempo de retención. Los tiempos de retención de las 

partículas tipo VLP, la enzima GOx y la proteína CP fueron de 5.7, 7.5 y 8.4 min, respectivamente (Fig. 13 

A). Todos los bionanorreactores preparados a diferente relación molar fueron aislados exitosamente de la 

enzima GOx no encapsulada recuperando el volumen de la fracción 5.3-6.2 min con absorbancia máxima 

en 5.7 min (Fig. 13 B). En el caso de los bionanorreactores funcionalizados el aislamiento fue realizado 

recuperando de la cromatografía la fracción con pico en 5.7 min de la misma manera que los 

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

VLP@HSA fueron purificadas de manera similar mediante cromatografía de exclusión molecular. 

Tabla 1. Diámetro hidrodinámico determinado por dispersión dinámica de luz y constantes catalíticas de los 
bionanorreactores sintetizados a diferente relación molar. Las cinéticas catalíticas fueron calculadas mediante una 
regresión no lineal de Michaelis-Menten usando el software CurveExpert Pro®. Los valores de la Vmax fueron 
estimados con base en la proteína total de la preparación. 

Preparación 
Diámetro 

hidrodinámico 
(nm) 

Índice de 
polidispersidad 

Vmax
a 

(U/g proteína) 
KM

a 
(mM) 

GOx libre 12.2 ± 4.1 0.325 237,985 ± 13,920 27.8 ± 3.1 

Proteína de cápside (CP) 6.8 ± 1.2 0.246 -- -- 

BMV nativo 27.6 ± 6.7 0.067 -- -- 

GOx:CP relación molar Bionanorreactores VLP-GOx 

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 34.6 ± 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 

a Promedio aritmético y desviación estándar de al menos 3 cinéticas independientes. 

3.4 Funcionalización 

Los bionanorreactores VLP-GOx fueron exitosamente funcionalizados con la proteína HSA (Fig. 12). LA 

funcionalización de las VLP-GOx con la HSA fue posible mediante la formación de enlaces disulfuro. La 

proteína HSA previamente reducida en sus residuos cisteína fue anclada a la superficie externa de los 

bionanorreactores VLP-GOx por medio de enlaces disulfuro entre las cistinas de la HSA y la cisteína 107 de 

la proteína de cápside CP del BMV. Los bionanorreactores funcionalizados fueron purificados por 

cromatografía de exclusión de tamaño molecular de acuerdo con el tiempo de retención, recuperando el 

volumen de la fracción 5.3-6.2 min durante la cromatografía. La funcionalización con HSA de los 

bionanorreactores fue considerado porque esta proteína muestra afinidad para enlazarse a receptores de 

membrana en la superficie de la mayoría de las células, pero esta interacción es mayor en células 

tumorales y es útil para el direccionamiento activo y reconocimiento de formulaciones a base albúmina 

(Zhou, et al., 2019; Desai, et al., 2009; Lin, et al., 2016). 
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Figura 13. Purificación de bionanorreactores tipo VLP por cromatografía de exclusión de tamaño molecular. A) 
Cromatogramas sobrelapados donde se aprecian las diferencias en el tiempo de retención de las nanopartículas del 
BMV (azul), la enzima GOx (verde), y la proteína CP (púrpura), respectivamente. B) Cromatograma correspondiente 
al tiempo de retención de los bionanorreactores VLP-GOx (1:3 relación molar). 

3.5 Diámetro hidrodinámico de los bionanorreactores 

El tamaño en solución o diámetro hidrodinámico de los bionanorreactores fue caracterizado por la técnica 

de dispersión dinámica de luz. Todos los bionanorreactores con actividad GOx sintetizados a diferente 

relación molar mostraron un diámetro hidrodinámico muy cercano al del virus nativo 27.6 ± 6.7 nm (Tabla 

1). No se encontraron diferencias significativas entre el diámetro hidrodinámico de los bionanorreactores 

producidos y el virus nativo BMV. Por el contrario, los bionanorreactores funcionalizados VLP-GOx@HSA 

mostraron un diámetro hidrodinámico de 50.6 ± 29.7 nm mayor en comparación con los 

bionanorreactores sin funcionalizar (Tabla 1). Como era de esperarse el diámetro hidrodinámico de los 

bionanorreactores funcionalizados fue mayor debido al anclaje de la HSA en la superficie del 

bionanorreactor, y además tuvo una desviación estándar significante debido a la conjugación química 

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

ancladas por cada cápside. 
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3.6 Composición molecular de los bionanorreactores 

La encapsulación de la enzima GOx en las VLPs del BMV y el recubrimiento con HSA del bionanorreactor 

fueron confirmados por SDS-PAGE (Fig. 14). El número de moléculas GOx (dímeros activos, 160,000 Da) 

por cada VLP de BMV (180 monómeros de la proteína CP, 20,385 Da) fue estimado con base en 

densitometría de intensidad de bandas en el gel desnaturalizante en el de poliacrilamida usando el 

software ImageJ®. De acuerdo con la intensidad de pixeles de las bandas, la preparación de 

bionanorreactores sin funcionalizar, tuvo una proporción en proteína CP de 96.4% y de enzima GOx 3.6% 

(Tabla 2).  

Considerando la proporción de intensidad de pixeles en las bandas del gel de poliacrilamida se estimó una 

molécula de GOx por cada VLP en promedio. Por otra parte, la preparación de bionanorreactores 

funcionalizados contuvo 22.8% de CP, 0.9% de GOx y 76.3% de la proteína total del bionanorreactor, 

considerando esta proporción se estimaron 70.4 moléculas de HSA por cápside. Este contenido en HSA en 

los bionanorreactores funcionalizados VLP-GOx@HSA corresponde con el incremento del diámetro 

hidrodinámico de 50.6 nm, confirmando la funcionalización. 

3.7 Activad catalítica de los bionanorreactores 

La enzima GOx confinada dentro de la VLP del BMV retuvo la actividad catalítica y la actividad se ajustó a 

una cinética enzimática de Michaelis-Menten. Las constantes catalíticas: velocidad máxima (Vmax), 

constante de velocidad (kcat) y constante de Michaelis-Menten (KM), correspondientes a los 

bionanorreactores VLP-GOx y VLP-GOx@HSA fueron estimadas considerando solamente la cantidad de 

enzima GOx en cada preparación (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 preparación y representa el 15.3% de la velocidad máxima 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 catalítica de la enzima GOx libre. Considerando 

la concentración molar de la enzima GOx en las preparaciones de bionanorreactores y el peso molecular 

del dímero catalíticamente activo GOx, la tasa de transformación o kcat obtenida con la regresión no linear 

a la ecuación de Michaelis-Menten fue de 634 s-1 para la enzima libre GOx, mientras que los 

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

 

Tabla 2. Composición molecular de los bionanorreactores enzimáticos. Proporción de la enzima GOx, la proteína CP 
y HSA con base a la composición de proteína y al número de moles en cada preparación de bionanorreactores, 
respectivamente. Estos valores fueron usados para estimar el número de GOx por cada VLP y los parámetros 
catalíticos de la cinética enzimática con base al contenido en gramos de GOx. 

Preparación 

Composición con 
base a la 

proteína a 
(%) 

Composición con 
base al número de 

moles b 
(%) 

Moléculas 
GOx por 
cápside c 

kcat 

(s-1) 

KM 

(mM) 

GOx libre GOx = 100 GOx = 100 -- 634 27.8 

VLP-GOx 
CP = 96.4 

GOx = 3.6 

CP = 98.82 

GOx = 1.18 
0.85 90 34.6 

VLP-GOx-HAS 

CP = 22.8 

GOx = 0.9 

HSA = 76.3 

CP = 49.43 

GOx = 0.59 

HSA = 49.98 

0.90 34 70.4 

a Porcentaje de proteína a partir de densitometría de bandas del gel de electroforesis SDS-PAGE (Fig. 14). b Estimación 
realizada usando los siguientes pesos moleculares: CP 20,385 Da, dímero activo GOx 160,000 Da y HSA 67,000 Da. c 
Se consideraron cápsides del BMV con número de triangulación T=3 compuesta por 180 monómeros de CP. 
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3.8  Morfología de los bionanorreactores 

La morfología o posible estructura geométrica de los bionanorreactores tipo VLP y con actividad GOx sin 

funcionalizar y funcionalizados fue caracterizada por microscopia electrónica de transmisión (TEM) (Fig. 

15). Las micrografías obtenidas por TEM revelan una estructura cuasi-esférica de los bionanorreactores no 

funcionalizados VLP-GOx con una simetría similar a la del virus nativo BMV (Fig. 15-A y B) y con un diámetro 

de 28 nm en promedio. Por otra parte, los bionanorreactores funcionalizados VLP-GOx@HSA muestran 

una ornamentación 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. Morfología o estructura geométrica de los bionanorreactores GOx. Micrografías obtenidas por microscopía 
electrónica de trasmisión. A) y B) bionanorreactores sin funcionalización VLP-GOx. C) y D) Bionanorreactores 
funcionalizados VLP-GOx@HSA. 
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3.9 Efecto citotóxico in vitro de los bionanorreactores 

 

Figura 16. Actividad citotóxica in vitro de los bionanorreactores (VLP-GOx y VLP-GOx@HSA) y preparaciones con VLP 
sin actividad catalítica (VLPs y VLP@HSA) sobre A) la línea celular 4T1 de tumor de mama murino y B) la línea 293T 
de riñón embrionario humano, determinada por la tasa de viabilidad celular. Análisis estadístico ANOVA de dos vías 
(p˂0.001). ***Diferencias significativas entre las preparaciones a la misma concentración (proteína total) en el 
cultivo. ‡ Diferencias significativas con respecto al control sin tratamiento (0 µg/mL). Prueba de comparación múltiple 
de Tukey. 

 

Como se esperaba, los bionanorreactores enzimáticos con actividad GOx (VLP-GOx y VLP-GOx@HSA) 

producidos mostraron actividad citotóxica en los cultivos de células tumorales de cáncer 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 metabólica de las células para transformar el reactivo MTT 

mediante un ensayo colorimétrico.  

Los bionanorreactores VLP-GOx sin funcionalización mostraron un efecto citotóxico significativo en las 

células 4T1 a partir de bajas concentraciones 1.156 µg de proteína total VLP-GOx por mL de cultivo, 

reduciendo la tasa de viabilidad a menos del 50 % y llevándola a 0% a partir de 50 µg/mL (Fig. 16-A). En el 

caso de los bionanorreactores funcionalizados VLP-GOx@HSA la actividad citotóxica se encontró a partir 

de 12.5 µg/mL reduciendo la viabilidad a menos de 50%. Sin embargo, no se encontró pérdida total de la 

viabilidad en las todas concentraciones probadas con los bionanorreactores funcionalizados. El efecto 

citotóxico en función de la proteína total de los bionanorreactores fue comparado con el control sin 

tratamiento (0 µg/mL). 

Como experimento control fue probado el efecto citotóxico de una preparación con VLPs del BMV sin la 

molécula GOx como cargo, así como VLPs sin la enzima GOx pero funcionalizadas con la proteína HSA 

(VLP@HSA). Interesantemente, tanto las VLPs como las VLP@HSA funcionalizadas, ejercen un efecto 

citotóxico significativo a altas concentraciones en células tumorales 4T1, arriba de 25 µg/mL (Fig. 16-A); 

comparado también con el control sin tratamiento (0 µg/mL). Adicionalmente, a altas concentraciones: 50 

y 100 µg/mL, se observa un mayor efecto citotóxico de las VLP no catalíticas sin funcionalización en 

comparación con las VLPs funcionalizadas. Por otra parte, no se encontró efecto citotóxico en las 

preparaciones de VLPs no catalíticas sobre la línea celular 293T (Fig. 16-B) empleada como modelo de 

células sanas, excepto en el tratamiento a la mayor concentración ensayada 100 µg/mL VLP, donde se 

observa un ligero efecto citotóxico. No obstante, los bionanorreactores también ejercen un efecto 

citotóxico significativo en línea celular de riñón fetal humano 293T en el caso de las VLP-GOx a partir de 

bajas concentraciones 1.156 µg/mL, y en las VLP-GOx@HSA a partir de 12.5 µg/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 línea 4T1 y 293T expuestas a la misma concentración de 

bionanorreactores, se distingue claramente que el efecto citotóxico es significativamente más acentuado 

en la línea celular 4T1 en comparación con la línea 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 µg/mL y en el 

caso de las VLP-GOx@HSA entre 12.5 a 100 µg/mL. La actividad citotóxica fue dependiente de la 

concentración de los bionanorreactores VLP-GOx o de la preparación de VLPs sin actividad catalítica (VLP 

y VLP@HSA) suministrada en los cultivos celulares. 
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Figura 17. Actividad citotóxica in vitro de los bionanorreactores VLP-GOx determinada mediante la tasa de viabilidad 
celular. Cultivos con línea 4T1 de tumor de mama murino (barras rosas) y línea 293T de riñón embrionario humano 
(barras azules) expuestos a diferentes concentraciones de bionanorreactores VLP-GOx. Análisis estadístico ANOVA 
de dos vías (p˂0.001). ***Diferencias significativas en la viabilidad a la misma concentración en el cultivo de cada 
línea celular. Prueba de comparación múltiple de Sidak. 

 

Ambos bionanorreactores con actividad GOx funcionalizados (VLP-GOx@HSA) y sin funcionalizar (VLP-

GOx) mostraron un efecto citotóxico in vitro en las células tumorales 4T1. El efecto de los 

bionanorreactores en la viabilidad celular de la línea 4T1 fue expresado en función de la cantidad de 

proteína GOx suministrada a los cultivos (Fig. 18-A) y en función de la actividad enzimática GOx (Fig. 18-

B). Estas dos formas de expresar la concentración del tratamiento son debidas a que existen diferencias 

significativas en la composición de proteínas entre la preparación 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 específica enzimática del bionanorreactor cambia cuando esta funcionalizado o 

recubierto por la proteína HSA (Tabla 1). 
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En las células tumorales de mama 4T1 la concentración de inhibición media (CI50) de las VLP-GOx fue de 

0.04 µg de GOx/mL de cultivo de cultivo celular, mientras que para las VLP-GOx@HSA fue de 0.1 µg 

GOx/mL y no se detectó actividad metabólica a 1 µg GOx/mL para ambas preparaciones (Fig. 18-B). La CL50 

en las células 4T1 de los bionanorreactores en función de la actividad enzimática fue de 1 mU de actividad 

GOx por mL de cultivo celular y no se encontró actividad metabólica alrededor de 10 mU/mL en ambas 

preparaciones, VLP-GOx y VLP-GOx@HSA (Fig. 18-B). Comparando la CI50 de los bionanorreactores, 

funcionalizados y sin funcionalizar, en los cultivos de la línea tumoral 4T1 no se observan ventajas 

significativas en el incremento de la entrega de actividad citotóxica tras la funcionalización de los 

bionanorreactores VLP-GOx con la HSA. 

 

Figura 18. Viabilidad celular de la línea 4T1 de mama murino expuesta ante los bionanorreactores con actividad GOx. 
Porcentaje de viabilidad celular de la línea 4T1 expuesta ante los bionanorreactores en función de A) la concentración 
de proteína GOx y B) las unidades de actividad enzimática GOx por cada mililitro de medio de cultivo. 

 

La actividad citotóxica de los bionanorreactores en las células de epitelio de riñón fetal humano 293T fue 

analizada (Fig. 19) de igual manera expresando la viabilidad celular en función de la concentración de 

proteína GOx (Fig. 19-A) y en función de la actividad enzimática del bionanorreactor (Fig. 19-B). La IC50 de 

los bionanorreactores VLP-GOx fue de 0.45 µg de GOx/mL de cultivo celular, y no se encontró actividad 

metabólica a 1 µg de GOx/mL. En el caso de los bionanorreactores funcionalizados VLP-GOx@HSA la CI50 

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

La viabilidad celular de los cultivos de la línea 293T expresada en función de la actividad GOx muestra que 

la concentración de inhibición media CI50 de los bionanorreactores VLP-GOx es alcanzada suministrando 

15 mU de actividad GOx/mL de cultivo celular, y a partir de 30 mU/mL no se observa actividad metabólica 

o viabilidad celular (Fig. 19-B). Por otra parte, los bionanorreactores VLP-GOx@HSA mostraron una CI50 a 

los 8 mU/mL de actividad GOx suministrada en los cultivos de la línea 293T. Finalmente, la CI50 en función 
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de la actividad enzimática de los bionanorreactores VLP-GOx fue menor en las células tumorales 4T1 de 1 

mU/mL en comparación con la línea 293T de 15 mU/mL lo que señala un mayor efecto citotóxico de los 

bionanorreactores VLP-GOx en células tumorales. Sin embargo, comparando la CI50 en función de la 

concentración de proteína GOx y de la actividad enzimática, en ambas líneas celulares no se observan 

ventajas de la funcionalización de los bionanorreactores sobre el efecto citotóxico. 

 

Figura 19. Viabilidad celular de los cultivos de la línea 293T expuestos ante los bionanorreactores con actividad GOx 
en función de A) la concentración de proteína GOx y B) las unidades de actividad enzimática GOx por mL de cultivo. 

3.10 Efecto citológico de los bionanorreactores 

El efecto de los bionanorreactores VLP-GOx a nivel citológico fue estudiado en la línea celular MDA-MB-

231/GFP por microscopia de fluorescencia y de contraste de fases. Esta línea celular expresa 

constitutivamente la proteína verde fluorescente (GFP) y fue monitoreada bajo microscopio con filtro de 

luz verde, capturando imágenes cada dos minutos durante cuatro horas. Las imágenes fueron empalmadas 

como se muestra en la (Fig. 20) para realizar una mejor comparación de los cambios a nivel celular. 

Después de una hora de comenzar la exposición ante los bionanorreactores la morfología de las células 

comenzó a cambiar drásticamente, probablemente debido al estrés oxidativo inducido por la actividad 

GOx de los bionanorreactores. 

Después de dos horas, se observaron protuberancias plasmáticas desde dentro de la célula, lo que sugiere 

una alta producción de oxígeno a partir de la descomposición del peróxido de hidrógeno por parte de la 

actividad intrínseca 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 siguió disminuyendo y la 

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

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

 

Figura 20. Efecto in vitro a nivel celular de los bionanorreactores sobre la línea de tumor de mama humano triple 
negativo MDA-MB-231/ la cual expresa constitutivamente la proteína GFP. Micrografías obtenidas por contraste de 
fases y microcopia de fluorescencia con filtro de luz verde. Todas las micrografías mostradas corresponden con las 
mismas coordenadas en el cultivo, pero cada renglón corresponde a un mismo instante. 

  



40 

Capítulo 4.  Discusión  

El cáncer de mama es una histopatología altamente frecuente que continúa afectando a mujeres de todo 

el mundo (Arnold, et al., 2022; Azamjah, 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 

nanopartículas inteligentes está ganando terreno (Fu, et al., 2020; Tagde, et al., 2022; Brigger, et al., 2012), 

mientras que la terapia convencional contra el cáncer de mama sigue enfrentando el desafío de ser más 

eficiente y reducir los efectos secundarios (Corben, 2013; Hassanpour & Dehghani, 2017). Los 

bionanorreactores de nanopartículas tipo virus del BMV con actividad catalítica GOx o VLP-GOx 

demostraron ejercer exitosamente un efecto citotóxico sobre células tumorales de mama murino 4T1, y 

muestran un alto potencial para aplicaciones en el tratamiento contra el cáncer de mama para combatir 

las estadísticas actuales a nivel mundial. 

Ambos sistemas de bionanorreactores VLP-GOx y VLP-GOx@HSA tuvieron un efecto citotóxico en los 

cultivos de la línea celular 4T1. La actividad citotóxica de los bionanorreactores fue encontrada tanto en 

células tumorales 4T1 como en la línea celular 293T utilizadas como modelo de células sanas. El efecto 

citotóxico de ambos bionanorreactores se debe a la actividad glucosa oxidasa en cada preparación. Por 

otra parte, la funcionalización del bionanorreactor VLP-GOx con la HSA no mostró mejoras en la actividad 

citotóxica. Sin embargo, el efecto citotóxico de los bionanorreactores fue más acentuado en la línea 4T1 

(Fig. 17) en comparación con la línea 293T. Pese a que el contenido de la enzima GOx por cada VLP es 

prácticamente el mismo, tanto en los bionanorreactores sin funcionalización como en los funcionalizados, 

la actividad específica o Vmax del bionanorreactor disminuye en un orden de magnitud cuando está 

funcionalizado con la proteína HSA.  

La pérdida de afinidad por el sustrato del bionanorreactor funcionalizado se refleja en el incremento de la 

KM. Es importante considerar que los cultivos celulares fueron enriquecidos con suero fetal bovino el cual 

contiene albúmina que es muy similar molecularmente a la HSA. Por lo tanto, la albúmina del suero bovino 

puede competir por los receptores celulares de albúmina en las células 4T1 opacando el efecto 

preferencial de la funcionalización 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 sanguíneo existe una alta concentración de HSA, y finalmente, pensando en una aplicación 

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

del paciente  

La complementariedad de cargas electrostáticas 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 aniónicas, tal como el material genético propio 

del virus, fueron estudiadas las propiedades electrostáticas de la enzima GOx y de la proteína de cápside 

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 electrostáticamente 

con el extremo N-terminal de la CP del BMV, la cual está positivamente cargada, y así lograr el 

encapsulamiento en condiciones de autoensamblaje. El pH 5.1 y la fuerza iónica de 0.75 M de NaCl de la 

solución amortiguadora fueron las principales condiciones moduladas pare el encapsulamiento de la 

enzima GOx en las VLPs del BMV por autoensamblaje. En promedio, se encapsuló una molécula de GOx 

(dímero) por VLP (Tabla 2). Considerando el diámetro hidrodinámico de los dímeros activos de la enzima 

GOx de 12.2 nm (Tabla 1) y el diámetro interno de las VLPs del BMV (T=3) de 17.8 nm (Lucas et al. 2002), 

estéricamente no sería posible tener encapsulado más de un dímero de GOx por cada VLP. 

Como era de esperarse la enzima GOx encapsulada mostró un valor más alto en la constante de Michaelis-

Menten (KM) en comparación con la enzima libre, lo que representa una afinidad menor por el sustrato 

cuando está encapsulada, especialmente en los bionanorreactores funcionalizados con la HSA. Esto puede 

deberse a limitaciones de transferencia de masa cuando la enzima GOx está confinada dentro de la cápside 

del BMV. El bionanorreactor es un sistema semi-cerrado debido a la estructura semi-porosa de la VLP-

BMV que limita la difusión del sustratos y productos hacia el interior y el exterior, respectivamente, a 

través de sus poros de 2 nm de diámetro (Lucas et al. 2002). Particularmente, en los bionanorreactores 

funcionalizados la difusión de los sustratos y productos es más limitada por el recubrimiento de la HSA en 

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

En consecuencia, el número de recambio enzimático o constante de velocidad (kcat) 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 limitación en la difusión de los sustratos y productos por la estructura semi-

porosa de las VLPs origina la caída en el número de recambio de la GOx encapsulada dentro del 

bionanorreactor VLP-GOx al 14% y, más aún, 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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catalítica en ambas preparaciones, manteniendo actividad significativa cuando está encapsulada y es 

suficiente para ejercer un efecto citotóxico en los cultivos celulares. 

La GOx ha sido reportada anteriormente como agente citotóxico para células tumorales y se le atribuye la 

capacidad de reducir el tejido tumoral en experimentos in vivo (Huo, et al., 2017). El efecto citotóxico de 

la GOx es originado por la producción de peróxido de hidrógeno, causando daño celular por estrés 

oxidativo, además de hipoxia por el consumo de oxígeno e inanición 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-encápsulación 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 imitación de enzima, compuesta 

por una secuencia específica de DNA y una molécula de hemina, este complejo descompone el peróxido 

producido por la GOx. Además, los autores realizaron un segundo sistema de co-encapsulación de la GOx 

junto con la enzima glucoquinasa. La actividad catalítica de ambos sistemas resultantes fue estudiada 

como cascada enzimática y con fines distintos a la terapia del cáncer (Brasch, et al., 2017). No obstante, 

los autores no reportan parámetros catalíticos exclusivos de la actividad GOx en ambos sistemas de 

nanorreactor enzimático. 

Inesperadamente, encontramos un ligero efecto citotóxico en la preparación de VLPs que no contenían 

actividad catalítica GOx, especialmente, en los cultivos de las células tumorales 4T1. Este efecto podría ser 

resultado de una alta concentración de proteína propia de la preparación. No obstante, en la Fig. 16 A. se 

aprecia como a altas concentraciones de proteína (50 y 100 µg/mL) las VLPs sin actividad catalítica y sin 

funcionalización reducen mayormente la viabilidad en los cultivos de línea tumoral 4T1 en comparación 

con las VLPs no catalíticas funcionalizadas con la HSA a la misma concentración de proteína. Previamente, 

ha sido demostrado in vivo que partículas virales y nanopartículas tipo virus o VLPs tienen un efecto 

activador en la respuesta inmune específica contra células tumorales (Al-Barwani, et al., 2014; Mohsen, et 

al., 2019; Duval, et al. 2020). En particular, VLPs sin ninguna funcionalización derivadas del virus Cowpea 

mosaic virus (CPMV) han mostrado tener potencial como inmunoterapia anti-cáncer (Beatty & Lewis 

2019). Por otra parte, el virus CPMV administrado sistémicamente en ratones puede estimular, en 

combinación con radiación, una respuesta inmunitaria terapéutica (Patel, et al., 2018). No obstante, existe 

poca información de ensayos de citotoxicidad in vitro con VLPs sin ninguna funcionalización. Sin embargó, 

Li y col., en 2021, expusieron in vitro células dendríticas derivadas de medula ósea ante VLPs del P22 sin 

ninguna funcionalización reportando una tasa de sobrevivencia de más del 90% en cultivos tratados a altas 

concentraciones de VLPs (200 µg/mL), indicando que las VLPs conteniendo únicamente las proteínas de la 

cápside tienen un bajo efecto citotóxico en estas células (Li et al., 2021). Por otra parte, cápsides vacías o 
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VLPs derivadas del virus de la hepatitis B fueron ensayadas en cultivos in vitro con las células 293T de riñón 

sin mostrar algún efecto citotóxico (Sakai, et al., 2021). 

Adicionalmente, encontramos evidente daño celular a nivel de la membrana plasmática en la línea celular 

de cáncer de mama triple negativo humano MDA-MB-231/eGFP en presencia de los bionanorreactores 

VLP-GOx@HSA (Fig. 19). La línea MDA-MB-231/eGFP expresa de manera constitutiva la proteína verde 

fluorescente o GFP debido a una modificación genética de fusión del gen que codifica para esta proteína 

con el gen de la β-actina del citoesqueleto de la célula. Por lo tanto, la morfología de las células MDA-MB-

231/eGFP expuestas a los bionanorreactores fue observada exitosamente por fluorescencia del 

citoesqueleto de color verde bajo la excitación con luz azul, usando microscopia de fluorescencia. Al cabo 

de la primera hora de la exposición a los bionanorreactores con actividad GOx se aprecian cambios 

drásticos en la morfología de las células. Después de dos horas de incubación se perciben protrusiones de 

la membrana plasmática de las células MDA-MB-231/eGFP claramente observables en contraste de fases 

como luz verde fluorescente. Estas protrusiones podrían deberse a la formación de burbujas de oxígeno 

dentro de la célula producidas por la activación del sistema antioxidante de las células en consecuencia al 

exceso de peróxido de hidrógeno generado por la actividad GOx del bionanorreactor. Un ejemplo, de estas 

respuestas celulares antioxidantes es la actividad catalasa endógena 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 peróxido 

de hidrógeno, evitando el daño celular causado por las especies reactivas del oxígeno. En el caso de la 

línea celular 4T1 de tumor de mama murino, la actividad catalasa puede alcanzar hasta 75 U/mg de 

proteína (Hassanshahi, et al., 2022) y en el caso de línea celular MCF-7 que representa células tumorales 

de cáncer de mama positivas a receptores de estrógeno, la actividad catalasa oscila alrededor de 12 U/mg 

de proteína (Glorieux, et al., 2011). Luego entonces, en presencia de peróxido de hidrógeno, la enzima 

catalasa endógena puede producir oxígeno 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 destrucción de la membrana plasmática y subsecuentemente ocurre la dilución del fluoróforo 

del citoplasma al medio de cultivo. 

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

principalmente proteger a la enzima de interés de la degradación de las proteasas endógenas del paciente 
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(O’Neil, et al., 2013), reducir la respuesta inmunogénica, especialmente cuando el acarreador está 

recubierto con proteínas compatibles como la HSA o polímeros no inmunogénicos como el polietilenglicol 

(Nuñez-Rivera, et al., 2020). Anteriormente, la funcionalización con la proteína HSA ha mostrado 

incrementar la afinidad de agentes antitumorales hacia células tumorales (Zhou, et al., 2019; Chen, et al., 

2014). La HSA provee una interacción entre el agente antitumoral y la proteína ácida y rica en cisteína 

SPARC y la glicoproteína Gp60 (albondina) facilitando la internalización en las células tumorales. 

Especialmente la línea celular 4T1 expresa altamente la proteína SPARC y la Gp60, lo cual promueve la alta 

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

El papel de la proteína SPARC en desarrollo del cáncer aún se mantiene en controversia. Altos niveles de 

la expresión de SPARC han sido reportados en cáncer de páncreas (Von Hoff, et al., 2011), gastrointestinal 

(Gamradt, et al., 2021), cervico-uterino (Sova, et al., 2006), óseo (Bellahcène & 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 expresión de SPARC han sido encontrados en cáncer de páncreas 

(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 proteína HSA ha mostrado unirse eficientemente a la 

proteína SPARC (Tao, et al., 2021; Are 2022 & Babu, 2022). Desde hace dos décadas atrás, diferentes 

medicamentos a base de proteínas séricas fueron aprobadas por la Administración de Alimentos y 

Medicamentos de los Estados Unidos de América para la terapia avanzada de del cáncer y el tratamiento 

de la diabetes, entre otras nanoformulaciones que actualmente están siendo evaluadas en pruebas clínicas 

(Iqbal, et al., 2021). 

Más aun, la captación celular de nanopartículas 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 proteína HSA (Fig. 12). El recubrimiento del 

bionanorreactor con la proteína HSA incrementa el contenido de proteína inerte de actividad GOx en la 

preparación. No obstante, no se encontraron ventajas en la citotoxicidad de los bionanorreactores con 

base al contenido de GOx (µg/mL) o a la actividad catalítica GOx (mU/mL) tras el recubrimiento del 

bionanorreactor con la HSA; ya que ambas preparaciones VLP-GOx y VLP-GOx@HSA mostraron una CI50 

muy próximas entre sí en los cultivos celulares (Fig. 17 y 18). 

Por otra parte, se encontró citotoxicidad tanto en células tumorales como en células sanas, esto es muy 

importante porque indica que es apropiado buscar ligantes más específicos que apunten a células 

tumorales y evadan la internalización en células sanas. Otros bionanorreactores enzimáticos han sido 
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funcionalizados con un derivado de estradiol o ácido fólico para ser reconocidos por receptores de 

estrógenos y folato, respectivamente, en células tumorales de mama y han mostrado una eficiente 

internalización (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 (Alqaraghuli, et al., 2019) han sido estudiados. 

El direccionamiento especifico es crucial para el cáncer triple negativo porque representa el 15-20% de 

todos los casos de cáncer de mama, el cual es característico por una baja expresión de receptores 

hormonales (estrógeno o progesterona) y el receptor-2 del factor de crecimiento epidérmico humano 

(Foulkes, et al., 2010). No obstante, este agresivo cáncer es responsable de una gran proporción de casos 

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

La complementariedad de cargas electrostáticas entre la superficie de la enzima GOx y el extremo N-

terminal de la CP del BMV fue fundamental para la encapsulación de la enzima por el método de 

autoensamblaje modulado por el pH y la fuerza iónica. La enzima GOx encapsulada en la VLP del BMV 

mostró actividad catalítica significativa. El comportamiento catalítico del bionanorreactor resultante VLP-

GOx se ajustó al modelo de cinética enzimática de Michaelis-Menten. Los parámetros catalíticos obtenidos 

con este modelo muestran que la actividad catalítica se reduce cuando la enzima es encapsulada, pero es 

suficiente para ejercer citotoxicidad. La morfología de los bionanorreactores VLP-GOx resultó muy similar 

a la geometría del virus nativo. Además, los bionanorreactores son altamente hidrosoluble y son 

adecuados para su uso en fluidos biológicos. 

Las nanopartículas tipo virus BMV catalíticamente activas, o bionanorreactores VLP-GOx, completamente 

formuladas a base de proteínas tienen un alto potencial en la terapia contra el cáncer de mama al mostrar 

citotoxicidad significativa en la línea celular de tumor de mama murino 4T1. Los bionanorreactores con 

actividad GOx o VLP-GOx generan citotoxicidad en células tumorales. No obstante, también se registró 

citotoxicidad en la línea celular de riñón humano 293T, utilizada como modelo de células sanas. La 

funcionalización del bionanorreactor VLP-GOx con la HSA descrita en este protocolo no mostró ventajas 

significativas en la especificidad de entrega de actividad citotóxica en células tumorales. Sin embargó, es 

recomendable optimizar la funcionalización del bionanorreactor VLP-GOx conjugándolo con otro agente 

más específico para el direccionamiento selectivo a células tumorales. 

Los bionanorreactores enzimáticos con actividad GOx podrían ser una alternativa eficiente para mejorar 

la terapia actual contra el cáncer de mama, por lo cual es necesario realizar estudios in vivo para reforzar 

la eficacia de esta estrategia de tratamiento.  
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Anexos 

Anexo 1 

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

mediante una regresión no lineal de Michaelis-Menten a partir de los ensayos de actividad enzimática. Se 

estudió la actividad catalítica 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 regresión no lineal se estimaron los parámetros catalíticos (Fig. 21). 

 

Figura 21. Cinética enzimática de los bionanorreactores tipo VLP del BMV con actividad GOx y parámetros catalíticos, 
obtenidos mediante la regresión 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 proteínas de cápside del BMV. Para verificar el encapsulamiento la enzima GOx en 

la VLP del BMV por autoensamblaje, se realizó un experimento como control negativo, combinando VLPs 

del BMV con la enzima GOx y llevándola condiciones de autoensamblaje anteriormente descritas (Fig. 22-

A). La preparación control negativo de encapsulación fue tratada de igual manera que los 

bionanorreactores VLP-GOx durante su síntesis y proceso de purificación (Fig. 22-B). Los resultados 

mostraron que el experimento control negativo no produce VLP catalíticas. Estas evidencias corroboran 

que la enzima GOx queda encapsulada en las VLPs durante la reacción de autoensamblaje de las proteínas 

de cápside del BMV, y que el bionanorreactor es resultado de la asociación de la enzima GOx, 

precisamente, dentro de la VLP. 

 

Figura 22. A) Esquema del experimento control negativo de encapsulación. B) Cromatograma del 
experimento control negativo, la fracción con pico máximo en 5.8 min corresponde a VLP no catalíticas. 
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Anexo 3 

Artículo de investigación de la tesis de doctorado con el título “Glucose oxidase virus-based nanoreactors 

for smart breast cancer therapy” publicado en el Biotechnology Journal. Aceptación 05 de julio de 2023. 
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Anexo 4 

Colaboración en el artículo de revisión. “Virus-like nanoparticules as enzyme carriers for Enzyme 

Replacement Therapy” publicado en la revista indexada Virology (ERT). 
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Anexo 5 

Contribución con el artículo “Volviendo aliados a los pequeños enemigos” y fotografía de portada en la 

Gaceta UNAM Ensenada No. 42. 
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