La investigacion reportada en esta tesis es parte de los programas de investigacion del
CICESE (Centro de Investigacidon Cientifica y de Educacién Superior de Ensenada, Baja
California).

La investigacion fue financiada por el SECIHTI (Secretaria de Ciencia, Humanidades,
Tecnologia e Innovacién).

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). El uso de imagenes, fragmentos de
videos, y demas material que sea objeto de proteccion de los derechos de autor, sera
exclusivamente para fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la
obtuvo mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, reproduccion,
edicion o modificacion, serd perseguido y sancionado por el respectivo o titular de los
Derechos de Autor.

CICESE®© 2025. Todos los derechos reservados



Centro de Investigacion Cientifica y de Educacidn
Superior de Ensenada, Baja California

D

CICESE.

Maestria en Ciencias
en Nanociencias

VLP’s que contienen nanoparticulas mesoporosas de silice con
moléculas quimioterapéuticas: ATRA y ChMAP-28

Tesis
para cubrir parcialmente los requisitos necesarios para obtener el grado de
Maestro en Ciencias

Presenta:

Milton Daniel Naranjo Mendoza

Ensenada, Baja California, México
2025



Tesis defendida por
Milton Daniel Naranjo Mendoza

y aprobada por el siguiente Comité

Dr. Rubén Dario Cadena Nava
Director de tesis

Dr. Pierrick Gerard Jean Fournier

Dr. José Manuel Romo Herrera

Dra. Catalina Lopez Bastidas
Coordinadora del Posgrado en Nanociencias

Dra. Ana Denise Re Araujo
Directora de Estudios de Posgrado

Copyright © 2025, Todos los Derechos Reservados, CICESE
Prohibida su reproduccion parcial o total sin la autorizacion por escrito del CICESE



Resumen de la tesis que presenta Milton Daniel Naranjo Mendoza como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Nanociencias.

VLP’s que contienen nanoparticulas mesoporosas de silice con moléculas quimioterapéuticas:
ATRA y ChMAP-28

Resumen aprobado por:

Dr. Rubén Dario Cadena Nava
Director de tesis

La leucemia promielocitica aguda (LPA) es un subtipo de leucemia mieloide aguda que, hasta el siglo
pasado, era uno de los canceres mas agresivos y con mayor morbilidad. Aunque actualmente este tipo
de cancer puede ser curable, su tratamiento sigue presentando desafios clinicos y econémicos. Uno
de los principales problemas es la aparicion del sindrome del acido retinoico, un efecto secundario del
tratamiento con dcido holo-trans-retinoico (ATRA), que a menudo debe administrarse en dosis
elevadas para mejorar la respuesta terapéutica. A diferencia de otros tipos de cancer, la LPA no
permite tratamientos localizados, ya que el tumor es liquido y hay pocos tratamientos dirigidos
disponibles. En este trabajo de investigacion se desarrolld un sistema nanométrico (nanosistema)
hibrido basado en particulas tipo virus (VLP) a partir de la proteina de capside (CP) del virus del mosaico
del bromo (BMV) y nanoparticulas de silice mesoporosa (MSN) para el transporte de ATRA. También
se probo que las particulas hibridas (VLP-MSN) pueden ser modificadas superficialmente para mejorar
su selectividad hacia las células de LPA mediante la funcionalizaciéon con el péptido ChMAP-28
demostrando que la cobertura con proteina de capside del BMV tiene la ventaja de actuar como una
plataforma para realizar modificaciones superficiales en el nanosistema. Para el desarrollo de este
nanovehiculo se sintetizaron particulas MSN de 20 nm, a partir un método sol-gel modificado con un
alto rendimiento de nanoparticulas monodispersas (0.5 mg/mL). Ademas, se reporta por primera vez
la sintesis de VLP’s con MSN como cargo, logrando su encapsidacién y generando particulas tipo virus
con un rango de tamafio entre 19y 36.5 nm, con un tamafio promedio de 28 nm, similar al virus nativo.
Asi también, se demostré que las VLP-MSN cargadas con ATRA pueden liberarlo de manera prolongada
en medio salino pH 7.4 a 36°C in vitro, mostrando un mecanismo de liberacion bifasica. La sintesis de
este nanosistema y los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion abren la oportunidad
para futuros estudios que guien al posible uso terapéutico.

Palabras clave: Nanoparticula tipo virus, Leucemia promielocitica aguda, Virus de mosaico del
bromo, Liberacion prolongada, Péptido anticancerigeno



Abstract of the thesis presented by Milton Daniel Naranjo Mendoza as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in Nanoscience.

VLP’s containing mesoporous silica nanoparticles with chemotherapeutic molecules: ATRA and
ChMAP-28

Abstract approved by:

Dr. Rubén Dario Cadena Nava
Thesis Director

Acute promyelocytic leukemia (APL) is a subtype of acute myeloid leukemia that, until the last century,
was one of the most aggressive and high-morbidity cancers. Although this type of cancer is now
potentially curable, its treatment still poses clinical and economic challenges. One of the main issues
is the occurrence of retinoic acid syndrome, a side effect of treatment with all-trans retinoic acid
(ATRA), which often requires high doses to enhance therapeutic response. Unlike other types of
cancer, APL does not allow localized treatments as the tumor is liquid, and few targeted treatments
are available. This research developed a nanometric system (nanosystem) based on virus-like particles
(VLP) derived from the capsid protein (CP) of brome mosaic virus (BMV) and mesoporous silica
nanoparticles (MSN) for transporting ATRA. It was also demonstrated that the hybrid particles (VLP-
MSN) can be surface modified to enhance their selectivity toward APL cells through functionalization
with the ChMAP-28 peptide. This modification shows that the capsid protein of BMV serves as a
platform to perform superficial nanosystem adjustments. To develop this nanocarrier, MSN particles
of 20 nm were synthesized using a modified sol-gel method with a high yield of monodisperse
nanoparticles (0.5 mg/mL). Additionally, this research reports for the first time the synthesis of VLPs
with MSN as cargo, achieving encapsidation and generating virus-like particles ranging in size from 19
to 36.5 nm, with an average size of 28 nm, similar to the native virus. Furthermore, it was
demonstrated that VLP-MSN loaded with ATRA could release the drug in a prolonged manner in saline
medium at pH 7.4 and 36°C in vitro, exhibiting a biphasic release mechanism. The synthesis of this
nanosystem and the findings of this research pave the way for future studies that could lead to its
therapeutic application.

Keywords: Virus Like Nanoparticle, Acute promyelocytic leukemia, Brome mosaic virus, Extended
release, Anticancer peptide
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Capitulo 1. Introduccidn

1.1 Canceres sanguineos

Los canceres sanguineos son un conjunto de enfermedades metabdlicas caracterizadas por la pérdida de
la homeostasis, la resistencia a la apoptosis y el control en la divisién celular en los linajes hematopoyéticos
como glébulos blancos y plaquetas (Abbas et al., 2018; Swerdlow et al.,, 2017). Estas enfermedades
incluyen leucemias, linfomas, mielomas y algunos otros tipos de afecciones que categdricamente se
encuentran ligadas a lesiones genéticas. Al igual que en cualquier otro tipo de céncer, la interaccion de los
factores genéticos e inmunoldgicos con el ambiente es crucial para la aparicion de los trastornos

metabdlicos y la perdida de homeostasis celular (Gui et al., 2022; Swerdlow et al., 2017).

Frecuentemente se refiere a las células que han perdido la capacidad de atender a la apoptosis e invadir
tejidos cercanos o diseminarse como células “malignas”. La agresividad de un cdncer es dependiente en
gran medida de la gravedad y la cantidad de las lesiones genéticas que las células malignas presenten
(Swerdlow et al., 2017). Algunas de las lesiones genéticas mas frecuentes llevan al desarrollo de diferentes
tipos en las leucemias (Méndez-Ferrer et al., 2020). Actualmente, las leucemias ocupan el 4% de los nuevos
casos de cancer (Siegel et al., 2023) en individuos de todas las edades y sexos, sin embargo, en los ultimos
afios, se han posicionado como la principal causa de mortalidad en nifios provocada por cancer a nivel
mundial (Vicente-Duefias et al., 2020). En la poblacion pediatrica, las leucemias representan el grupo de
canceres hematoldgicos mas diversos y con mayor incidencia como se muestra en la Figura 1 (Globocan,

2020).

Dentro del grupo de las leucemias, se ha asociado a la leucemia mieloide aguda (LMA) con una prognosis
negativa teniendo un 64% de remisidn y una esperanza de vida de 5-10 afios, comparado con el <90% de
remision y una esperanza de vida mas larga en leucemias linfociticas agudas (ALL) (J. Chen et al., 2019). La
Sociedad Americana Contra el Cancer (ACS) estimé que hubo mas 23,000 casos detectados LMA durante
el 2023, asi como mas de 11,000 muertes provocadas por LMA, siendo el tipo de cdncer hematoldgico con
menor tasa de supervivencia relativa a 5 afios (Figura 2). Las leucemias mieloides agudas a su vez presentan

diferentes subtipos que se clasifican de acuerdo en las células afectadas.
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Figura 1. Casos de leucemia reportados en nifios y adolescentes a nivel mundial. Elaborado a partir de los datos de
GLOBOCAN (2022) para casos pediatricos (1-14 afios).
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Figura 2. Supervivencia relativa a 5 afios para canceres hematoldgicos malignos por tipo de cancer. Las leucemias

mieloides agudas presentan la menor tasa de supervivencia con 24%. Elaborado con datos de U.S Cancer Statistics,
(2024).



1.2 Leucemia promielocitica aguda

La leucemia promielocitica aguda (LPA) es un subtipo distintivo de las leucemias mieloides agudas (LMA)
qgue ha mostrado un alarmante aumento a nivel mundial en los Ultimos afios (Dong et al., 2020) y resulta
especialmente preocupante en México donde se estima una incidencia 35-40%. En México, la incidencia
de LPA supera al menos tres veces la registrada en poblaciones caucasicas (Gdmez-Almaguer et al., 2017,

Ruiz-Arglelles et al., 2004).

En el 98% de los casos de LPA se presenta una mutacién caracteristica derivada de la fusidn genética entre
el gen RARA que codifica para el receptor de acido retinoico a implicado en la maduracién de los
promielocitos en gldbulos blancos de manera dependiente de ligando y el gen PML funciona como factor
de transcripcidn y supresor tumoral mediando la respuesta apoptética. La proteina PML ademas forma
estructuras llamadas “cuerpos de PML”, estructuras nucleares que actian como sitios de acumulacién de
proteina que son transcritas en respuesta al estrés celular (Liquori et al., 2020). El resultado del nuevo gen
de fusion PML-RARA es una proteina homénima de categoria mutante quimérica con funciones
oncogénicas, que favorece la proliferacion celular y la permanencia en estado indiferenciado de los
promiélocitos (De Braekeleer et al., 2014). El uso de El dcido holo-trans-retinoico también conocido como
ATRA (Acrénimo del inglés; All Trans Retinoic Acid), desde su aprobacidn por la FDA, se ha convertido en
el farmaco principal para el tratamiento de LPA, logrando alcanzar con gran éxito tasas de remisidn entre
85%-90% en terapias combinadas (Gallagher, 2002). Anualmente las terapias de LPA generan un gasto
aproximado de 24,000 délares por paciente en China, mientras que en los Estados Unidos puede ascender
hasta 136,170 ddlares (gastos que incluyen el uso de instalaciones y servicios hospitalarios) complicando
el acceso a la terapia debido a sus altos costos, ademds del rezago que estos tratamientos representan

para los pacientes en cuanto a comodidad y calidad de vida (Tallman et al., 2015).

1.3 Efectos secundarios de los tratamientos y las vias de administracion

convencionales

Dentro de la célula ATRA presenta dos funciones, la primera es suprimir y degradar la proteina quimérica
PML-RARA a la vez que promueve la transcripciéon de los genes silenciados para lograr guiar la
diferenciacidn de los promielocitos controlando la modelacién de la cromatina reclutando represores de

cromatina como N-CoR/SMRT (Noguera et al., 2019; Tomita et al., 2013).
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A pesar de la eficacia del tratamiento con ATRA, su uso presenta dos grandes retos: baja solubilidad en
medios acuosos y el rapido desarrollo de resistencia al farmaco. La baja solubilidad del ATRA limita su
entrada a la célula por lo tanto la biodisponibilidad es deficiente y los tratamientos administrados
requieren altas dosis de este farmaco, lo que guia a el desarrollo del sindrome de diferenciaciéon cuyos
efectos secundarios que pueden ser letales. Por otro lado, altos niveles de ATRA inducen a la expresion de
citocromo P450y CYP26A1, ambas, enzimas capaces de metabolizar y degradar el ATRA cuando esta libre,
reduciendo su actividad terapéutica y generando el efecto de resistencia, por lo que el tratamiento tiene
que ser suspendido. Otros mecanismos de resistencia al farmaco sugieren que algunas variantes de la
mutacion PML-RARA presentan una estructura diferente, lo que impide que ATRA se una adecuadamente
a la proteina quimérica. Otra hipdtesis sugiere que la biodisponibilidad de ATRA es baja y su entrada a las

células es realmente reducida (Gallagher, 2002; Noguera et al., 2019).

En algunos casos la resistencia a la molécula ATRA se supera con un incremento en la dosis, no obstante,
el incremento de dosis se asociado con incremento de las enzimas hepaticas y dafio renal, asi como
aumento en efectos colaterales, lo que conlleva a la interrupcién de la terapia (Z.-L. Xu & Huang, 2020).

Por estos motivos se han buscado estrategias que no suspendan el tratamiento del paciente.

La combinacién de terapias es una respuesta bastante popular en los casos de canceres mas agresivos.
Generalmente se acompafia la quimioterapia con radioterapia, sin embargo, esto agrava los efectos
adversos del tratamiento. Otros tratamientos optan por la inmunoterapia para activar o incrementar la
respuesta inmune o bien, incrementar los efectos de la quimioterapia al mejorar la administracion del
farmaco, sin embargo, aplicar estas estrategias en canceres sanguineos supone un reto superior en
comparacién a aquellos canceres donde el tumor es sélido, pues los tumores liquidos se encuentran
esparcidos en todo el cuerpo y estan en constante circulacion. Este hecho dificulta el monitoreo del
tratamiento, imposibilita la extirpacion quirurgica, el campo de radioterapia tendria que ser total y por lo
tanto mas agresivo para el paciente, y de la misma manera también limita la administracion de farmacos
quimioterapéuticos, por ejemplo, no es posible aplicar una inyeccién intra-tumoral, ya que los tumores
liguidos no estan confinados a un érgano en especifico (J. Chen & Cong, 2023; Lanier et al., 2022; Majeed

et al., 2022).

Algunas estrategias modernas usan alternativas nanotecnoldgicas para tratar los canceres sanguineos y
de esta manera aumentar la eficiencia de la terapia maximizando los efectos quimioterapéuticos, por
ejemplo, con el uso de nanoparticulas se incrementa la superficie de contacto, a la vez es posible modificar

nanoparticulas con moléculas que mejoren la especificidad y alcanzar la entrega dirigida del fdrmaco a una
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célula blanco (Ahmad et al.,, 2015). A su vez, los nanomateriales pueden ser disefiados para liberar
medicamentos de manera prolongada y controlada en blancos terapéuticos, lo que minimiza los efectos

secundarios y maximiza la eficacia del tratamiento (Kong et al., 2017).

1.4 Péptidos anticancerigenos

Debido al desarrollo de resistencia de los canceres a los tratamientos citotdxicos convencionales surge la
imperante necesidad de nuevos agentes quimioterapéuticos con mecanismos innovadores que evadan las
vias que llevan a la resistencia quimioterapéutica de los canceres. En esta busqueda se han explorado una
gran variedad de moléculas naturales con actividad citotdxica. Entre los nuevos candidatos, se destacan
los péptidos antimicrobianos (PAM). Los PAM se han convertido en una de las alternativas mas novedosas
y de gran potencial por su alta selectividad citotéxica (Chu et al., 2015; Emelianova et al., 2018; Hoskin &
Ramamoorthy, 2008). A diferencia de algunos farmacos citotdxicos, los PAM son polimeros catidénicos
constituidos por aminoacidos que actlan a nivel de membrana, la mayoria de PAM anticancerigenos
presentan una estructura alfa-hélice y actian como formadores de poro por la interacciéon de cargas

eléctricas péptido-membrana (Gaspar et al., 2013).

Las células neopldsicas usualmente expresan una gran cantidad de proteoglicanos y otras moléculas de
membrana que le otorgan una carga negativa a la cara exterior de la membrana celular (Figura 3), algo
similar ocurre con las membranas de bacterias (Gaspar et al.,, 2013; Hancock & Lehrer, 1998). Esta
complementariedad de cargas les permite a los péptidos ser altamente selectivos por las células
neopldsicas, y no tanto hacia células normales. No obstante, la mayoria de los péptidos catidnicos son
extremadamente susceptibles a la degradacidon enzimatica y a otras tantas condiciones en el medio como
el pHy grupos quimicos por lo que histéricamente no han sido considerados para el desarrollo de farmacos

(Choi & Mookherjee, 2012; Gaspar et al., 2013; Mahmoud et al., 2022).

A pesar de estas limitantes, estudios recientes han logrado implementar estrategias para proteger la
integridad y funcion de péptidos. Algunos de estos trabajos optan por conjugar los peptidos a diferentes
polimeros o particulas lo que les brinda cierta proteccion ante los factores antes mencionados, a la vez
que puede brindar selectividad a las células cancerosas (Gaspar et al., 2013; Tornesello et al., 2020; Hulla

et al., 2015).
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Los péptidos parecen ser excelentes candidatos como moléculas quimioterapéuticas, no obstante, debido
a la susceptibilidad a ser degradados por enzimas, agentes quimicos o hidrolisis, es un hecho que requieren

del uso de nanovehiculos que los transporte, los proteja y mantenga su funcionalidad.
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Figura 3. Mecanismos de accidn de péptidos catidnicos anticancerigenos. El péptido catidnico (carga positiva) es
atrapado en la membrana lipidica de una célula maligna que presenta una carga altamente negativa. El atrapamiento

del péptido le permite incrustarse en la membrana y formar diferentes tipos de poros y dafios en la membrana
celular.

1.5 Silice mesoporosa como biomaterial

Las nanoparticulas mesoporosas de dxido de silice (SiO2) o MSN (por sus siglas en inglés; Mesoporous Silica
Nanoparticles) son un tipo de nanoparticulas biocompatibles y biodegradables cuya sintesis y aplicaciones
biomédicas de las MSN representan un campo de estudio amplio en afios recientes (Jimenez et al., 2016;
Kankala et al., 2022; Watermann & Brieger, 2017). El especial interés en este biomaterial resulta en su
capacidad para transportar una gran variedad de cargos terapéuticos (Li et al., 2012a). La incorporacion
de moléculas de interés tecnoldgico y biomédico en MSN es independiente de las caracteristicas
electroquimicas, pues ocurre por adsorcién y depende principalmente del tamafio de las moléculas que se
desean cargar en los poros de la MSN. La modificacidn del tamafio del poro y ordenamiento de estos es

entonces, crucial para incorporar un agente terapéutico. Otros estudios han reportado que las particulas
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con diametros inferiores a 50 nm tienen una mayor capacidad para penetrar en las células y alcanzar el
nucleo, lo que las convierte en candidatas dptimas para terapias disefiadas con efectos intracelulares como
lo es la terapia con ATRA (Pan et al., 2012). Con el fin de garantizar la retencién de la molécula cargada en
MSN, se emplean diversos métodos de recubrimiento que funcionen como compuerta para abrir y cerrar
los poros en respuesta a un estimulo externo (Q. He & Shi, 2014; Li et al.,, 2012a). Gracias a estas
caracteristicas de las MSN en diversos estudios se ha reportado con éxito su uso para transportar y
mejorar la dosificacién de agentes quimioterapéuticos (Chou et al., 2017; Kong et al., 2017; Pan et al.,

2012; Popat et al., 2012).

El tamafio de poro de una MSN puede ser ajustado durante la sintesis de la nanoparticula, asi como el
tamanfio de esta. La liberacién del farmaco se puede adaptar a través de varios sistemas de control que
son, por ejemplo, sensibles al pH o las reacciones de éxido-reduccién (Kong et al., 2017; Nie et al., 2020;
Popat et al., 2012). En términos de especificidad, las MSN pueden entrar en los tumores de forma pasiva
por la permeabilidad mejorada, pero también es posible modificar la superficie una gran variedad de
ligandos especificos durante la sintesis (Morelli et al., 2011; Rosenholm et al., 2010). Actualmente, el uso
de MSN como transportadores de farmacos se encuentra aprobado por la Administracién de Alimentosy
Medicamentos de los Estados Unidos (FDA). Mas de 100 formulaciones de MSN se han sometido a estudios
preclinicos, cada una de estas con aplicaciones diferentes donde se destacan principalmente estudios de
imagen y administracion oral de farmacos hidrofébicos. Dentro de las formulaciones aprobadas se
destacan GastroMARK™; umirem® (una formulacién del tipo ntcleo-coraza de particulas magnéticas
recubiertas con oxido de silicio) para estudios de imagen, generalmente aplicado a tumoresy NanoTherm®
(una formulacion nucleo-coraza de éxido de hierro recubierto con aminosilano) para el tratamiento de
abrasion de tumores, ambas formulaciones que se encuentran en el mercado. Entre otras formulaciones
destacadas se encuentran MSN para la administracion de Cornell dots, ibuprofeno y simvastatin (Kirla et
al., 2023; Lin et al., 2023; Meola et al., 2021; Phillips et al., 2014; Tan et al., 2014). Estos estudios han

probado que las nanoparticulas de silice son seguras para el uso humano.

1.6 Virus del mosaico del bromo y sus aplicaciones biomédicas

El virus de mosaico del bromo (BMV; Brome Mosaic Virus) es un virus que infecta a la planta de cebada,
su capside es de geometria icosaédrica T=3, constituida por 180 proteinas idénticas de 189 aminoacidos

cada una, agrupadas en 12 pentameros y 6 hexameros que logran la geometria icosaédrica. Las



proteinas de capside protegen el material genético al ensamblarse alrededor del genoma viral de ARN
con carga negativa. Esta capacidad de auto ensamble ocurre principalmente por la interacciéon de
cargas electroestaticas entre el material genético de carga negativa y el N-terminal de los residuos de

la proteina de capside de carga positiva (G. He et al., 2021).

Los avances recientes en nanotecnologia han mostrado la plasticidad de los virus para ser utilizados
para crear plataformas de nanovehiculos (Nufez-Rivera et al.,, 2020; Schwarz et al., 2017;
Shahrivarkevishahi et al., 2022). A partir de las capsides de virus es posible sintetizar nanoparticulas
tipo virus (VLP’s, por las siglas del inglés: Virus-Like Particle), estas se forman por el ensamblaje de
proteinas de su capside que se organizan en estructuras idénticas a la geometria nativa del virus (Frietze

et al., 2016; K. G. Patel & Swartz, 2011; Tejeda-Rodriguez et al., 2019).

Las VLP’s generadas a partir de virus de plantas no suponen ningun riesgo para la salud humanay de la
misma forma, las VLP’s son un transportador éptimo que evita la degradacidon prematura de farmacos
y protege la funcidn de estos (Blandino et al., 2015; Lacasse et al., 2008; Masarapu et al., 2017; Nuiez-

Rivera et al., 2020).

Las capacidades de autoensamble de los virus han sido ampliamente estudiadas. Derivado de estos
estudios se ha reportado la encapsulacidon de nanoparticulas metalicas (Bognar et al., 2022a, 2022b;
Dragnea et al., 2003; Xie et al., 2021).Estos estudios han remarcado que las proteinas de capside viral
pueden ensamblarse alrededor de nucleos con carga negativa, sin importar si estos son moléculas

orgdnicas o nanoparticulas.

Los nano vehiculos como las MSN y las VLP's mejoran la biodisponibilidad de los farmacos. Sin embargo,
también presentan limitaciones, por ejemplo, las MSN requieren cubiertas protectoras para evitar la
degradacion temprana por hidrolisis o erosion derivando en acidos silicilicos y asegurar la liberacion
del cargo solo en su destino. En el caso de las VLP’s, solo son capaces de transportar cargos de
naturaleza electroestatica negativa, por lo las VLP’s tienen una gama limitada de moléculas que puede
ser encapsuladas (Jolley et al., 2011; Rajagopal et al., 2018; Xie et al., 2021). En la busqueda para
alcanzar mejores opciones terapéuticas, se ha optado por combinar las diferentes estrategias de cada

nano vehiculo.

Las proteinas de capside de los virus de plantas se han utilizado para encapsidar o cubrir varios tipos

de moléculas y nanoparticulas coloidales, sin embargo, no se tiene registro hasta el dia de hoy del



encapsulado de MSN. Este trabajo propone utilizar la proteina de capside del BMV como recubrimiento
para nanoparticulas mesoporosas de silice cargadas con ATRA. Ademas, se pretende aprovechar este
recubrimiento para conjugar el péptido catiénico ChMAP-28, que ha demostrado actividad antitumoral

selectiva, resultando en la produccién de una VLP de silice mesoporosa conjugada con ChMAP-28

1.7 Antecedentes

1.7.1 Leucemia promielocitica aguda y hematopoyesis

El tejido hematopoyético ha sido ampliamente descrito y el estudio de las enfermedades que lo afectan
se ha profundizado a lo largo de los afios (Abbas et al., 2018; Swerdlow et al., 2017). A través de estos
estudios se ha logrado dilucidar y conocer algunos de los procesos de diferenciacién de células de linaje
hematopoyético al que se le conoce como hematopoyesis. La hematopoyesis abarca procesos especificos
de maduracién celular de una célula troncal hematopoyética (CTH) que se convertira principalmente en
una célula de los siguientes tres grupos de células: plagquetas que se originan del proceso de
trombopoyesis, globulos rojos resultado de la eritropoyesis y gldbulos blancos que se derivan de la

linfopoyesis, monocitopoyesis y la granulopoyesis (Abbas et al., 2018; Doulatov et al., 2012).

El proceso de diferenciacién es Unico para cada tipo de célulay es guiado por las marcas epi-genéticas, las
interacciones en su microambiente y factores de crecimiento como citocinas y hormonas. Es importante
entender que todas las células que conforman a un individuo presentan el mismo genoma, pero la
diferencia entre las células gira en torno al conjunto de genes que expresa, a su vez, estos genes pueden
ser “encendidos” o “apagados” por diferentes sefiales del microambiente como citocinas, hormonas o
sefiales fisicoquimicas de células vecinas a las que la célula receptora puede responder con la transcripcion

de genes (Abbas et al., 2018; Park & Bejar, 2020).

Una CTH inicialmente se diferencia en dos grupos de células pluripotenciales; Los precursores comunes
mieloides y los precursores comunes linfoides. Algunas células precursoras comunes linfoides se
diferencian directamente en células dendriticas, pero otras se diferencian en linfoblastos los cuales
maduraran para convertirse en linfocitos B, linfocitos T o células natural killer. Todas las células que
resultan de la diferenciacién de los precursores comunes linfoides estan comprometidas con funciones del

sistema inmune. En la otra linea, los precursores mieloides se diferencian inicialmente a megacarioblastos,
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promieloblastos y mieloblastos. Los megacarioblastos daran origen a las plaquetas, y los promieloblastos
a los glébulos rojos, mientras que los mieloblastos pasan a ser monoblastos o promielocitos. Los
monoblastos sélo dan origen a mielocitos, pero los promielocitos que pueden dar origen a tres tipos
diferentes tipos de células: baséfilos, eosinéfilos o neutrdfilos (Abbas et al., 2018; Scott F. Gilbert, 2013).
La LPA se origina cuando los promielocitos son incapaces de continuar con su proceso de diferenciaciéony

se dividen de manera descontrolada, dando origen a un tumor en la médula.

Durante la década de 1950, los hematélogos Jean Bernard y Marcel Bessis se dedicaron a estudiar lo que
consideraban una nueva variante de la LMA, que resultaba ser mas agresiva. Los cuadros clinicos de la
LPA se caracterizaban por ser mas graves que los de LMA, con sintomas de sangrado anormal y alteraciones
en la coagulacidn. Estos sintomas eran tan agresivos que, durante los primeros meses, la enfermedad

presentaba una alta tasa de mortalidad.

No obstante, a los avances de Bernard y Bessis, no fue hasta 1957 cuando se reportd por primera vez de
manera distintiva la LPA en la revista acta medica escandinava (Hillestad, 1957). Hillestad se habia
dedicado a estudiar la morfologia celular y su trabajo demarcaba una alta cantidad de promielocitos
atipicos provenientes de la médula dsea. Dos aios mas tarde Bernard publicd una descripcidn clinica mas
detallada sobre la enfermedad analizando 20 casos clinicos (Bernard et al., 1959). Posteriormente en 1977
Janet Rowley describid la presencia de la mutacidn de traslocacion reciproca t(15;17), distintiva de LPA.

Este descubrimiento implicé la participacién de causas genéticas este tipo de leucemia.

Hacia 1990, se identifico el gen RARA en el locus 17921 y al gen PML en el locus 15922 como los genes
involucrados en la traslocacién previamente descrita por Rowley (Borrow et al., 1992; Brand et al., 1988).
El gen RARA codifica la proteina del receptor de acido retinoico-alfa, el cual es el segundo receptor de
acido retinoico identificado en humanos. Este receptor es crucial para el proceso de hematopoyesis ya que
la proteina RARA se une al complejo correpresor nuclear (N-CoR) formando heterodimeros y controlanddo
la transcripcion de genes. La proteina RARA libera al complejo N-CoR en respuesta al ATRA, permitiendo
la transcripcion de los genes que lideran la diferenciacion de los promielocitos (Busby & Burris, 2012; Z.

Chen & Chen, 1992).

Por otro lado, las funciones del gen PML permanecié incierta en los inicios de la enfermedad. A inicios del
siglo XXI se confirmd que PML codifica para una proteina supresora de de tumores y a la vez, PML es un
proto-oncogen involucrado en la divisién celular como parte de la familia de proteinas TRIM (Ferbeyre et

al., 2000; Fogal, 2000; Zhong et al., 2000). PML también juega un papel importante en la apoptosis celular
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via p53, capturando la proteina en los cuerpos nucleares de PML y regulando la estabilidad, asi como la
activacion de la proteina junto con Mdm?2. Esta activacidn de p53 ocurre en los eventos de dafio al material

genético, la activacién transcripcional de p53 y en la induccidn de genes diana de p53 como Baxy P21.

La formacidn del gen de fusion PML-RARA impide el funcionamiento correcto de los dos genes implicados,
en su lugar genera una proteina quimérica oncogénica que como consecuencia pierde la capacidad de
liberar el complejo N-CoR, impidiendo la transcripcién de genes que lideran la diferenciacion de los
promielocitos (Alcalay et al., 1992; Z. Chen & Chen, 1992). Al mismo tiempo, la fusidn provoca que sea
imposible cuerpos nucleares de PML, confiriendo resistencia a la apoptosis a las células con la mutacién
(Fogal, 2000; Zhong et al., 2000). Como consecuencia de la mutacién, eventualmente se crea una

acumulacidn de estas células inmaduras en la médula ésea que deriva en un tumor bastante agresivo.

1.7.2 Quimioterapias para canceres hematoldgicos

El surgimiento de la quimioterapia es uno de los mayores hitos en la lucha contra el cancer que ha
permitido reducir la mortalidad de una gran variedad de canceres, sobre todo aquellos en los que la
extirpacion del tumor resulta dificil o no es factible (Galmarini et al., 2012; Swerdlow et al., 2017). El
surgimiento de los compuestos quimioterapéuticos fue de alguna manera accidentado: A inicios del siglo
XX se descubrieron, sintetizaron y emplearon diversos compuestos quimicos derivados de la aminopterina
y el gas mostaza de nitrégeno con propdsitos bélicos, no obstante, a mitad de siglo estos compuestos se
pudieron adaptar para el tratamiento de una amplia gama de enfermedades (Galmarini et al., 2012;

Goodman et al., 1946).

En 1946, Louis Goodman y Alfred Gilman se enfocaron a estudiar los compuestos derivados del gas
mostaza nitrégeno y de la aminopterina. Probaron los compuestos en linfoma de Hodgkin, linfosarcoma 'y
en las leucemias del tipo mieloide aguda, linfocitica aguda y linfoblastica. Encontraron que los compuestos

eran citotoxicos, y ademads también inhibian el crecimiento celular (Goodman et al., 1946)

Los compuestos probados por Goodman y Gilman son la primera aplicacién quimioterapéutica para
canceres, a la vez que son la primera aplicacidon quimioterapéutica para canceres sanguineos. A partir de
entonces, otras moléculas fueron exploradas a lo largo del siglo buscando efectos de citotoxicidad e
inhibicién de crecimiento en tumores (Hannun, 1997). Desde el siglo pasado se han realizado esfuerzos en

investigacion farmacoldgica que como consecuencia han logrado ampliar el repertorio de moléculas
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quimioterapéuticas y en la actualidad existe una gran variedad de tratamientos quimioterapéuticos para

canceres sanguineos (Galmarini et al., 2012; Hannun, 1997).

Muchos de los agentes quimioterapéuticos son generalistas, es decir, son utilizados para diversos tipos de
cancer. La doxorrubicina es uno de los agentes quimioterapéuticos recetados para leucemias, linfomas y
otros tipos de cancer de tumor sdlido como cancer de mama, cancer de higado y cancer de pulmén. Su
funcidn es la de una antraciclina que impide la replicacion del ADN actuando como agentes intercalantes,
inhibiendo la funcién de la topoisomerasa para desenrollar las cadenas de ADN impidiendo de esta manera
la replicacidn del material genético o la transcripcién de genes(A. G. Patel & Kaufmann, 2012; Speth et al.,
1988). También se ha observado que las antraciclinas aumentan la cantidad de radicales libres de especies
reactivas del oxigeno, lo que genera dafio directo al ADN y a proteinas(Beretta & Zunino, 2007; Galmarini
et al., 2012). Otros de los compuestos quimioterapéuticos ampliamente utilizados en el tratamiento de
leucemias son los taxanos (Budman et al., 1997; Ireland & Pittman, 1995; Rowinsky et al., 1989), moléculas
cuyo mecanismo antiproliferativo se centra en desestabilizar los microtubulos que forman el
citoesqueleto, impidiendo la divisién celular y provocando que la célula entre en apoptosis al incrementar
el estrés celular, aunque también puede inducir la apoptosis via activacién del receptor Toll-Like Receptor

4 (Lim et al., 2022; Rajput et al., 2013).

En la LPA el principal agente quimioterapéutico es el triéxido de arsénico (ATO, del inglés, arsenic trioxide).
Este compuesto has sido utilizado con propédsitos medicinales al menos desde la dinastia Zhou (1046-256
a.c) y como agente quimioterapéutico para leucemias desde 1930, cuando Forkner y McNair reportaron
su eficacia terapéutica para el tratamiento de Leucemia mieloide crénica. El ATO actia como un inhibidor
no competitivo a GTP que se une a la tubulina uniéndose a dos residuos de cisteina y de manera
subsecuente se activa una cascada de transcripcion de genes apoptéticos es activada(Mahinpour et al.,
2009). En APL, ATO se une a la proteina mutante PML-RARA generando cambios conformacionales que
guian a las proteinas mutantes a formar oligdmeros que son degradados via SUMOlizacion y ubiquitinacion
(Zhang et al., 2010). La actividad quimioterapéutica del ATO se reporté desde 1970, no obstante, la FDA
aprobd su uso para LPA hasta el afio 2000 (Y. Chen et al., 2012).

Desde su uso combinado con ATRA, el ATO ha logrado una remisién superior al 90% en los pacientes con
LPA, no obstante, en pacientes denominados de alto riesgo el tratamiento no presenta la misma eficacia.
Para tratar a los pacientes de LPA de alto riesgo se ha complementado el tratamiento estandar de ATRA-
ATO con gemtuzumab ozogamicin (GO), un anticuerpo-farmaco que se une al receptor CD33, lo que

mejora la especificidad a la vez que el ozogamicin se une al ATO como agente quimioterapéutico (Lancet
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et al., 2020). Aunque los agentes quimioterapéuticos han mejorado el tratamiento de los canceres aun
existen oportunidades de mejora (Q. He & Shi, 2014; Lancet et al., 2020). En el caso de la LPA es valioso
buscar nuevas moléculas o estrategias que mejoren el efecto quimioterapéutico y la selectividad a células

cancerosas.

1.7.3 Nanoparticulas de silice mesoporosa para la entrega de agentes

guimioterapéuticos

Las nanoparticulas de silice mesoporosa (MSN) fueron por primera vez reportadas en 1967 por el grupo
de De Vries, logrando una patente tres afios mas tarde. Dos décadas después, en Japdn se sintetizaron
particulas mesoporosas de silice de manera convergente (Yanagisawa et al., 1990). No obstante, la
explotacién de este tipo de particulas ocurrié en los laboratorios de la empresa Mobil, buscando la
creacion de nuevos tipos de aceite para motores de autos. Mobil rebautizd las nanoparticulas como MCM-
41, acréonimo de los laboratorios donde se sintetizaron (Mobil Composition Matter) y el nimero 41, el
numero de ensayo. Durante las décadas siguientes las nanoparticulas de silice fueron utilizadas como
vehiculos para transportar diferentes tipos de farmacos (lturrioz-Rodriguez et al., 2019; Li et al., 2012b;

Morelli et al., 2011).

El disefio de estos vehiculos para moléculas de interés biomédico debe incorporar caracteristicas
importantes como la biocompatibilidad, la liberacién del farmaco y la especificidad. Las MSN rednen todas
las caracteristicas deseadas para un sistema de transporte de farmacos; son biodegradables, son
biocompatibles, pueden modificarse en toda la superficie para ser especificas. Durante el disefio se puede
manipular caracteristicas de la particula como el tamafio de poro o didmetro para lograr una liberacion
controlada, asi como también pueden ser sintetizadas con recubiertas sensibles a estimulos como el
cambio de pH para reducir efectos secundarios y ademas presentan carga superficial (Argyo et al., 2014;

Watermann & Brieger, 2017).

Una gran diversidad de sistemas para la entrega de farmacos quimioterapéuticos utiliza MSN por sus
caracteristicas y relativamente sencilla manipulacion. Recientemente Kong (2017) sintetizo particulas de
silice mesoporosa, de 140-200 nm para co-encapsular dos agentes quimioterapéuticos; ATRA vy
doxorrubicina (DOX) junto con interleucina-2, una proteina ligada a la estimulacion del sistema inmune.

Se evalud la capacidad del sistema para liberar los cargos terapéuticos in vitro por separado y co-
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encapsulados a pH 7.4 y p.H 6.8. Este tabajo demostro la que las MSN lograron una liberacion controlada

del ATRA, asi como el resto de los cargos terapéuticos en respuesta al pH.

1.7.4 Encapsidacion de nanoparticulas

Las particulas tipo virus o VLP’s son basicamente proteinas de la capside viral capaces de auto ensamblarse
alrededor de una particula o moléculas de interés biotecnoldgico. Dragnea et al. (2003) aprovecharon los
principios de autoensamblaje de las proteinas de la capside del BMV para encapsidar nanoparticulas

anidnicas de oro de 2.5-4.5 nm.

Afios mas tarde Jolley et al. (2011), lograron la encapsidacidn de particulas de TiO, que también presentan
carga negativa y afios después, se reportd la encapsidacién nanoparticulas plasmdnicas de oro de hasta
40 nm utilizando virus del moteado clorético del caupi (CCMV)(Duran-Meza et al., 2020) el cual es un virus
de geometria icosaédrica con caracteristicas semejantes al BMV. Todos estos trabajos demuestran que las
capsides de virus icosaédricos que infectan plantas son utiles para encapsidar moléculas que presentan
carga negativa. Como se mencioné previamente, las MSN poseen todas las caracteristicas de las

nanoparticulas coloides encapsidadas, sin embargo, aiin no se ha reportado VLP’s con MSN.

1.7.5 Catelicidinas y su actividad citotdxica

Las catelicidinas son un grupo de péptidos catiénicos con actividad litica para diferentes tipos de células.
Las catelicidinas forman parte del sistema inmune de mamiferos donde fueron identificadas por primera
vez en las células mieloides de la médula dsea. Las catelicidinas forman poros en la membrana celular y
provocan la muerte de las células. La actividad citotdxica de las catelicidinas se ha evaluado en células

eucariotas y se ha asociado a la induccién de necrosis.

Las catelicidinas han sido utilizadas en tratamientos para cdncer como agentes citotdxicos y de soporte al
sistema inmune, regulando procesos como la inflamacién (Choi & Mookherjee, 2012). La actividad
anticancer de estos péptidos ha sido evaluada en diferentes tipos de cancer con resultados prometedores.
Niemirowicz y colaboradores (2015) disefiaron un sistema con nanoparticulas magnéticas para mejorar el
contacto del péptido LL-37 a células de cancer de colon, logrando una mejora considerable en la induccion

apoptosis.
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Recientemente se ha reportado que otra catelicidina, la CATH-1, proveniente del pollo, presenta actividad

citotdxica para lineas celulares de cancer de mama vy colon (Mahmoud et al., 2022).

Asi también, Emelianova et al. (2018) reportaron la actividad citotoxica y altamente selectiva a células
cancerigenas de la catelicidina proveniente de la cabra ChMAP-28. En los ensayos in vitro realizados sobre
la linea HL-60 de leucemia promielocitica aguda, ChMAP-28 mostrd una citotoxicidad ampliamente
selectiva a las células cancerigenas en comparacion a las células control utilizadas (fibroblastos HEF) y un
bajo nivel de hemolisis (<10%) en concentraciones menores a 10 uM. El estudio también reveld que el
mecanismo por el cual el ChMAP-28 induce la muerte celular es la necrosis, la cual se produce por la
formacién de poros en la membrana celular. Con estos resultados, ChMAP-28 se posiciona como un

péptido prometedor para su uso terapéutico en cancer.

1.8 Justificacion

El tratamiento estdndar de la leucemia promielocitica aguda es la quimioterapia con ATRA. Este
tratamiento conlleva a efectos secundarios y en muchos casos se desarrolla resistencia al tratamiento. Una
manera de disminuir los efectos secundarios es el uso de nano vehiculos que permiten la entrega dirigida
y la liberacidon controlada a células blanco. El uso de nanoparticulas mesoporosas de silice permite
transportar una mayor cantidad de moléculas y, al mismo tiempo, asegura una liberaciéon prolongada
dentro de la célula. El recubrimiento con proteina de capside viral pretende proteger la integridad de la
nanoparticula cargada con las moléculas ATRA, evitar la liberacién prematura del farmaco y ademas de
proporcionar una plataforma para conjugar el péptido ChMAP-28, facilitando la entrega dirigida a las
células malignas. Asimismo, se aprovecha la capacidad de este péptido para formar poros en la membrana
celular, lo que puede guiar a la lisis celular en las células malignas o bien, facilitar la entrada de la VLP a la

célula.

Este proyecto de investigacidn tiene como objetivo desarrollar un modelo de entrega dirigido, buscando
la liberacién prolongada de ATRA para el tratamiento de la leucemia promielocitica aguda. La produccion
de VLP’s de silice mesoporosa con actividad quimioterapéutica, especificamente ATRA y ChMAP-28,
representa un avance significativo en el disefio de nanosistemas innovadores para el tratamiento del

cancer.
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1.10 Hipétesis

La proteina de capside del virus de mosaico del bromo atrapara a las nanoparticulas de silice mesoporosa
cargadas con dcido holo-trans-retinoico (ATRA) para formar particulas tipo virus que podran ser

conjugadas superficialmente con el péptido cationico ChMAP-28 en la superficie de la VLP.

1.11 Objetivos

1.11.1Objetivo general

Desarrollar un sistema de nanoparticulas tipo virus de silice mesoporosa cargadas con ATRA y conjugadas
con el péptido anticancerigeno ChMAP-28 disefiado para el potencial tratamiento de la leucemia
promielocitica aguda.

1.11.2 Objetivos especificos

Producir, purificar y caracterizar el virus de mosaico del bromo (BMV)

Sintentizar y caracterizar nanoparticulas de silice mesoporosa cargadas con dcido holo-trans retinoico

(ATRA)

Purificar proteina de capside del virus del bromo (BMV)

Recubrir las nanoparticulas de silice mesoporosa con proteina de capside

Identificar los limites fisicos de la proteina de capside para recubrir nanoparticulas

Analizar la eficiencia de liberacidn de ATRA del sistema de nanoparticulas

Conjugar el péptido ChMAP-28 en la superficie de la VLP



17

Capitulo 2. Metodologia

2.1 Sintesis y caracterizacion de MSN

Para la sintesis de las MSN se probaron 3 protocolos para la sintesis de nanoparticulas con un tamafio de
=20 nm. Para seleccionar uno de los métodos probados se consideré su rendimiento, uniformidad de
particula y tamafio de particula. El primer protocolo utilizé Tetratilortosilicato (TEOS) 298% (Sigma Aldrich)
como precursor de silicio, y la sintesis se realizé a temperatura ambiente con una fase previa de disolucién
de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) 0.2 mM >98% (Sigma Aldrich), en una solucién de hidréxido de amonio
(NH20H) 0.02 mM a 30°C por 30 min. La reaccidn de sintesis se realizé a temperatura ambiente por 24 h a
550 rpm (Jlimenez et al., 2016). En el segundo método de sintesis se agregd CTAB como plantilla 55 mMy
se utilizé tetrametilortosilicato (TMOS) 1mM >98% (Sigma Aldrich) como fuente de silicio, administrado
por goteo y trietanolamina 2 mM >98% (Sigma Aldrich), la reccién de sintesis se realiz6 a 90°Cpor2.5h a
1500 rpm (Urata et al., 2009). El tercer método también utilizé6 TMOS 15 mM 298% (Sigma Aldrich) ya que
ha mostrado ser un precursor mas estable para formar particulas pequeias (Ma et al., 2013; Nandy et al.,
2014; Yamada et al., 2013) y se agregd CTAB 11 mM, con el objetivo de aumentar la porosidad de las
particulas se utilizd trietilamina >98% (Sigma Aldrich) a 25 mM (Nandy et al., 2014) cambiando la
temperatura de reaccion asi como el tiempo de sintesis propuestos por Jiménez y Urata a 60 °C durante al
menos 12 h y 600 rpm. Todas las sintesis utilizaron CTAB para la formacidon de micelas que sirven de
andamio para la formacién de la membrana mesoporosa de SiO,. Para remover la plantilla de CTAB de
todas las sintesis realizadas se llevaron a cabo lavados por dialisis contra una solucién de etanol (EtOH)
50% v/vy acido acético 0.7% v/v por tres dias o hasta obtener una lectura de potencial Z negativa superior
a -20 mV cambiando la solucién diariamente por una solucién fresca. Las particulas fueron filtradas

utilizando papel filtro Whatman® no.1 y posteriormente recuperadas y almacenadas en EtOH 50%.

2.1.1 Caracterizacion de nanoparticulas mesoporosas de silice

El tamafio y carga de las particulas obtenidas fueron determinadas por dispersion dindmica de luz y
medicion de potencial Z con el equipo Malvern Zetasizer nano ZS (Malvern Instruments Ltd.) y observadas
en microscopio electrénico de transmisidn (TEM) Hitachi H-7500. El rendimiento de la sintesis se calculd a

partir del peso seco de nanoparticulas lavadas y se dividié entre el volumen de sintesis inicial (100 mL). La
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concentracién de particulas por mililitro se estimé usando la herramienta de calculadora de utilidades de
concentracion del software Malvern Zetasizer (Malvern Instruments Ltd.) (Nobbmann, 2022). Las
micrografias obtenidas fueron analizadas con el software Image) ® para conocer su didmetro. Las
particulas que mostraron tamafio y formas deseas, mayor monodispersidad, bajos indices de agregacion,
asi como mejor rendimiento fueron seleccionadas para determinar su tamafio poro por absorcion de
nitrégeno utilizando el método Brunauer-Emmett-Teller (BET) y también se les realizd un analisis de
difraccion de rayos x en polvo (XDR) (Philips X’'pert MPD) para conocer el ordenamiento de los poros de la

muestra.

2.2 Cargado de nanoparticulas mesoporosas de silice

Para el cargado de las particulas mesoporosas con dcido holo-trans-retinoico (ATRA) 2>98%
(MedChemExpress) se agregé 2.5 mg de las nanoparticulas en una solucién super saturada de ATRA en 7
mg/mL disuelto EtOH 50% v/v y DMSO (298% Sigma Aldrich) 50% v/v, se llevé a sonicacién en bafio por 3
horas cubierta de la luz y posteriormente se incubd durante toda la noche en agitacién rotatoria. La
purificacién de las particulas se realizé por extraccién liquido-liquido agregando un volumen de agua y
posteriormente se centrifugd a 8000xg para precipitar los agregados de ATRA y recuperar el sobrenadante
con las nanoparticulas cargadas. Los excesos de DMSO, asi como de remanentes de ATRA fueron
eliminados por dialisis contra una solucidn de agua desionizada y EtOH 50% usando una membrana con

corte de 14kDa por 4 h.

La cantidad de ATRA cargada se determind por espectroscopia de luz visible utilizando un
espectrofotometro Lambda 25 (Perkin Elmer®). Para los cdlculos se considerd el area bajo la curva de los
espectros obtenidos. La eficiencia de cargado se determiné a partir del ATRA residual por la siguiente

ecuacion:

L Masa alimentada — Masa residual
Eficiencia de cargado = - x100 (1)
Masa alimentada
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2.4 Produccidn y purificacion del virus de mosaico del bromo (BMV)

La produccién de BMV se realizé por medio de infeccion en plantas de la cebada (Hordeum vulgare) por
herida fisica. Las plantas fueron cultivadas en macetas y regadas con 50 mL de agua destilada cada tercer
dia cuidando mantener un nivel de humedad uniforme en cada maceta. La infeccion de las plantas se
realizé transcurridas tres semanas de crecimiento a partir de la cosecha, donde se provocaron heridas
mecanicas a por abrasidn con una fibra metalica superfina hasta el nivel de la epidermis en las hojas. En
cada herida formada se depositd y distribuyé suavemente 20 uL de una solucidn de inoculaciéon que
contenia fosfato monosddico (NaH2P0O4) 0.01 M y cloruro de magnesio (MgCl2) 0.01 M a pH 6.0
previamente preparada a una concentracion de 0.2 ug/mL de BMV. En los dias siguientes se monitored
meticulosamente el estado de salud de las hojas. Una vez que las hojas mostraban manchas amarillas y/o
hojas padlidas caracteristicas de la clorosis (Figura 4), las hojas fueron recolectadas cortando
cuidadosamente desde la base del peciolo evitando lastimar la yema axilar y posteriormente se pesaron

para almacenarse a -20°C.

Figura 4. Plantas de cebada infectadas con BMV. Patrdén clorético en plantas de cebada (Hordeum vulgare) tras
quince dias de inoculacion del virus de mosaico del bromo (BMV). Se observan manchas amarillas y decoloraciéon en
las hojas infectadas.

Para la extraccion del virus se prepard una solucion amortiguadora de extraccion a partir de 500 mL de
una mezcla compuesta por acetato de magnesio (Mg(C,H30,).) 10 mM, acetato de sodio (NaC;Hs0;) 0.25

M vy cloruro de magnesio (MgCl;) 10 mM. A esta solucion se le agregd una cantidad de 70 uL de B-
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mercaptoetanol 299.0% (Bio-Rad) completamente disuelta a en agua estéril, pH 5.5 (ajustado con &cido

acético).

La maceracién se realizé en licuadora procesando 250 g de hojas infectadas con 500 mL de la solucion de
extraccién previamente enfriada a 4°C. El proceso de maceracidn en licuadora se realizé por tandas, en la
primera tanda se agregaron 50 g de hojas y 250 mL de solucién amortiguadora y molid por pulsos de 30
segundos para evitar el calentamiento hasta obtener una mezcla mayormente acuosa, el resto de las hojas
y solucién amortiguadora fueron incorporados en tandas de 50 g de hoja y 50 mL de solucién
amortiguadora. La mezcla obtenida se filtré con una gasa para separar los residuos sélidos. Sobre el liquido
recolectado se afiadié 200 mL de cloroformo frio y se dejé en agitacidon por 10 min para separar la clorofila
y la fase organica. La mezcla con cloroformo se centrifugd a 10,000 rpm durante 20 min a 4 °C en una
centrifuga Beckman, JXN-26 con el rotor JA-14. El sobrenadante fue recolectado y centrifugado a las
mismas condiciones para eliminar residuos sdlidos. Tras la segunda centrifugacidn se recuperd el
sobrenadante y se dejé en agitacion por 12-16 h con 0.02 M de NaCl y 10% de PEG-8000 (p/v) a 4 °C.
Transcurrido el tiempo de agitacion se toma la solucidn y se centrifugé a 10,000 rpm por 20 min a4 °C en
la centrifuga Beckman, JXN-26 con el rotor JA-14 dénde se obtuvo un botén de virus precipitado por el
PEG-8000 y fue resuspendido en 50 mL de solucidn amortiguadora de acetatos SAMA: Acetato de
magnesio (Mg(C,Hs0,),) 8 mM y acetato de sodio (NaC;Hs0,) 0.05 M, pH 4.6 ajustado con acido acético
(CoH103).

Una vez totalmente disuelto el pellet, la solucién se dividié en volimenes de 25 mL en tubos open top
thickwall 38 mL para ultracentrifuga Beckman Optima XPN-100. A los tubos se les afiadié 4 mL de sacarosa
al 10% al fondeo del tubo para ser usado como colchdn, posteriormente se balancearon las muestras y se
centrifugd en el rotor SW-32 Tia 32,000 rpm durante 2 horas y 30 min a 4 °C. Al finalizar, el pellet obtenido
fue recuperado y resuspendido con 10 mL de solucion amortiguadora SAMA en cada tubo vy
posteriormente fraccionado en tubos de micro centrifuga para cuantificar la concentracién por
espectroscopia de luz visible considerando la absorbancia obtenida a 260 nm de los acidos nucleicos y

posteriormente almacenar el virus.

La concentracién y pureza del virus se cuantificd por espectrofotometria UV-Vis a 260 para el RNA y 280
nm para las proteinas con ayuda del Nanodrop 2000c (Thermo Scientific) y dividiendo los valores entre el
coeficiente de extincidn del virus (5.15). El almacenamiento se realizé en ultracongelacién a —80°C. Este

proceso se muestra en la Figura 5.
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Obtencién de la pastilla de precipitados organicos
por PEG-8000 y centrifugacion
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Recuperacién del virus por ultracentrifugacion
10,000 rpm x 30 min y colchén de sacarosa
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Caracterizacién de los virus obtenidos

Figura 5. Esquema grafico del proceso de extraccion de virus. Las hojas infectadas con BMV se molieron en solucién
de extraccidn, se filtraron los residuos solidos con gasa y el filtrado fue transferido a vasos de precipitado donde se
anadio PEG-8000 para lograr la precipitacion de los compuestos organicos por centrifugacion. Una vez obtenida una
pastilla de compuestos organicos fue resuspendida y se recuperd el virus mediante ultracentrifugacion utilizando un
colchén de sacarosa. Finalmente se caracterizaron los virus obtenidos.

2.5 Purificacion de la proteina de capside del BMV

Para la obtencién y purificacion de la proteina de capside se desensambld el virus nativo por dialisis contra
una solucién amortiguadora de desensamble cloruro de calcio (CaCl,) 0.5 M + Tris 10 mM, pH 7.4 por 24 h
a 4 °C hasta que se mostrase una fase lechosa correspondiente al material genético precipitado por la
concentracién de sales. Con intencidn de separar el material genético, de la fase acuosa que contenia la
proteina de cdpside la muestra fue posteriormente centrifugada a 12,000 rpm por 10 min en centrifuga
de mesa MicroCL 17 (Thermo Scientific™), se recuperé la fase acuosa que contenia la proteina de capside
y posteriormente esta fue ultra centrifugada en utilizando el rotor a 90-Ti a 44,000 rpm en ultracentrifuga
XPN-100 por 2 horas y posteriormente se recuperd el sobrenadante y se cuantificd la concentracién y
pureza de la proteina. La concentracidon se cuantificé por espectrofotometria UV-Vis y se consideré el
coeficiente extincién de la proteina (0.82) a 280 nm y la pureza se obtuvo dividiendo los valores de

absorbancia a 260/280 nm.
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2.6 Ensamble de VLP’s con nucleo de silice mesoporosa

Inicialmente se ensamblaron las MSN vacias obtenidas de las 3 sintesis para seleccionar una de estas
candidatas para posteriormente ser cargadas con ATRA y ensambladas. Para lograr el ensamble de las
nanoparticulas de silice mesoporosa vacias y cargadas con ATRA se mezcldé en un tubo la proteina de
capside y las nanoparticulas en suspensién utilizando una relacién de masa 30:1 (proteina de capside-
MSN), la mezcla posteriormente se dializé durante la noche en una solucién amortiguadora de ensamble:
cloruro de sodio (NaCl) 50 mM, cloruro de potasio (KCI) 10 mM, cloruro de magnesio (MgCl;) 5 mM, DTT
1 mMy Tris-HCI 50 mM, pH 7.2. Después se realizé una segunda dialisis contra una solucidn amortiguadora
acida de acetatos SAMA (50 mM acetato de sodio, 8 mM acetato de magnesio, pH 4.6) durante 8 horas y
finalmente se realizd una nueva dialisis de la muestra contra solucién amortiguadora de ensamble. Todos
los experimentos de didlisis se realizaron a una temperatura de 4 °C utilizando una membrana de didlisis
con un limite de corte de 14 kDa. Para confirmar la formacién de VLP’s se hicieron mediciones en DLS y se
tomaron micrografias de los productos obtenidos. La concentracidon de ATRA en las VLP-MSN@ATRA se
determind por espectroscopia de luz visible a una longitud de onda de 343, para confirmar que la sefal

obtenida era del ATRA se realizdé una deconvolucién del espectro de absorbancia de las VLP-MSN@ATRA.

Tras el proceso de ensamblaje se observaron las muestras en el microscopio de transmision electrénica y

las micrografias obtenidas fueron analizadas con el sofware ImageJ ©.

2.7 Funcionalizacion de VLP’S

El protocolo convencional de funcionalizaciéon de virus utiliza la activacion de los grupos carboxilos
expuestos en el exterior de la capside (Herrera-Hernandez, 2023; Wen et al., 2012),, sin embargo, debido
a que la carga positiva del péptido (responsable de su actividad citotdxica) se encuentra mayormente en
el extremo N-Terminal la funcionalizacién de VLP’s con ChMAP-28 se realizé con un protocolo preferencial
para la activacion del C-Terminal de péptido. Esta reaccidén es de union directa y consta de dos partes:
parte 1) activacion de los grupos C-Terminal y parte 2) el anclaje quimico del péptido con la capside. La
superficie de la cdpside presenta de 6 a 11 sitios aminos disponibles para la bioconjugacién por proteina
de capside (Running et al., 2012a). Inicialmente se funcionalizaron dos grupos considerando una relacion
de exceso molar 1 o 2 moléculas de péptido por proteina de capside del virus nativo y de la VLP-
MSN@ATRA. Para la activacidn del extremo C-Terminal del péptido se realizé6 en una mezcla de reaccién

con los reactivos 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS), en
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solucidon amortiguadora PBS de pH 7.4 y se dejé conducir la reaccidén en agitacidn rotatoria durante 30 min
protegida de la luz a 4 °C. Posteriormente se afiadié 1 mg de BMV o de VLP resuspendido en PBS (pH 7.4)
con 10% de DMSO. La nueva mezcla fue puesta en agitacidn rotatoria cubierta de la luz por 3 horas mas a
4°C. El volumen final se considerd para que el virus permaneciera a concentracidn de 0.3 mg/mL de virus
nativo o VLP. Transcurrido el tiempo de reaccion se diluyd rapidamente la muestra para disminuir el
porcentaje total de DMSO a 2.5%. Finalmente, los virus funcionalizados se recuperaron por ultrafiltracion
utilizando un filtro Amicon (Merck) de 100 kDa. Como productos de esta reaccién se obtuvieron las VLP’s:
VLP-MSN@ATRA-ChMAP-28. Las relaciones masicas de los reactivos se describen en la Tabla 1. Para
confirmar la funcionalizacién se realizé un ensayo de movilidad electroforética en liquido en PBSpH 7.4 y
se midié cambios en el potencial Z con el equipo Malvern Zetasizer nano ZS (Malvern Instruments Ltd).
Para descartar que las particulas sufrieran degradacién durante el proceso de funcionalizacién se tomaron

micrografias TEM de las muestras.

Tabla 1. Relaciones de masa para conjugacién del ChMAP-28.

Reactivo Tasa molar 1:1 (180 Tasa molar 1:2 (360
péptidos) péptidos)
ChMAP-28 70 g 140 pg
EDC 3.8 ug 7.6 ug
NHS 2.25ug 4.5 ug
BMV o VLP- 500 pg 500 pg
MSN@ATRA

2.8 Cinética de liberacion de VLP-MSN@ATRA

La cinética de liberacién de las VLP’s se realizé por difusién pasiva en medio PBS a 37 °C con una agitacion
a 100 rpm. Los resultados fueron evaluados por espectroscopia de luz visible a 343 nm utilizando
espectrofotometro Lambda 25 (PerkinElImer®) en 5 diferentes puntos hasta cumplir las 8 h. El perfil de
liberacidon se determind por una regresién lineal con el coeficiente de correlacién R? y los resultados
obtenidos se compararon y ajustaron con modelos descritos en la literatura. Adicionalmente, se observo
la degradacion del farmaco liberado en la solucion amortiguadora de fosfatos salinos por cromatografia
liguida de alta eficacia (HPLC), en un cromatografo Agilent serie 1200 a una longitud de onda de 343 nm,
correspondiente al pico maximo del ATRA, para detectar esto se empled un método isocratico descrito

para acidos retinoicos (Tashtoush et al., 2007) utilizando una columna Supelco Ascentis C-18.
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Capitulo 3. Resultados

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos acorde a los objetivos establecidos, asi como el

analisis de datos que responden las preguntas de investigacién planteadas.

3.1 Sintesis y caracterizacion de MSN

Los tres métodos probados lograron la sintesis de nanoparticulas mesoporosas de silice (Figura 6). No
obstante, todos los métodos dieron como resultado tamafios y rendimientos diferentes (Tabla 2). El
tamanfio de particulas obtenidas por el método de Urata medidas por dispersidon dinamica de luz (DLS:
Dynamic Ligth Scattering) encontré un didmetro hidrodinamico promedio de 44.5 + 14.12 nm, mientras
gue por TEM se observd que las particulas tenian un rango de tamafio entre 18-80 nm con un tamafio
promedio de 50 + 11.81 nm, cuando lo que se esperaba eran particulas de 20 nm, el indice de
polidispersidad (PDI) de estas particulas resulté en 0.05, el rendimiento obtenido en esta sintesis fue de
0.1mg/mL. Las particulas obtenidas por el método de Jiménez mostraron tener un didmetro hidrodinamico
promedio de 23.51 + 10.1 nm, sin embargo, esta medicién no correspondia al tamafio observado en las
micrografias TEM de 8.23% 1.1 y un IDP= 0.02, el rendimiento de esta sintesis resulté en 0.3 mg/mL. Las
particulas sintetizadas por el método disefiado para este trabajo obtuvieron un rendimiento superior a los
métodos anteriores de 0.5 mg/mL. La consecuente caracterizacion de las MSN por dispersidn dindmica de
luz (DLS: Dynamic Ligth Scattering) encontré un didmetro hidrodindmico promedio de 23.2 + 5.49 nm y un
indice de polidispersidad (IDP) igual a 0.05, mientras que las micrografias de transmision electrdnica
mostraron que las particulas tienen un didmetro promedio de 22.06 + 6.09 nm y un IDP=0.07 (Figura 7).
Las particulas se denominaron de acuerdo al tamafo que presentaban como MSN-50, MSN-20 o MSN-8.
Las MSN-20 fueron seleccionadas para caracterizar su tamafo de poro por BET y el ordenamiento de los
poros por XDR, ya que presentaron una mayor uniformidad de forma y tamafio, asi como buena
monodispersidad y el radio hidrodindmico era bastante similar con el tamafio encontrado analizando las
micrografias TEM. El tamafo de poro obtenido por BET resulté ser de 2.3 nm, mientras que el patrén
obtenido por XDR se ajustd a un patrén tipico de particula mesoporosa (Ebrahimi et al., 2022; Mohseni et

al., 2015) (Figura 8).



Tabla 2. Comparativa de métodos de sintesis para nanoparticulas mesoporosas de silice de 20 nm

Jiménez et al., Urata et al., Método sol-gel
modificado
Plantilla CTAB CTAB CTAB
Precursor TEOS TMOS TMOS
Dosificacion Directo Goteo Fluido
del precursor
Catalizador Hidréxido de amonio Trietanolamina Trietilamina
Temperatura | Temperatura ambiente 90°C 60°C
de reaccion (~25°C)
Tiempo de 24 h 2h 12 h
sintesis
Tamaiio 8nm 50 nm 23 nm
promedio de
particula
obtenida
Rendimiento 0.3 0.1 0.5
de sintesis
(mg/mL)

Figura 6. Micrografia TEM de nanoparticulas mesoporosas de silice. Micrografia nanoparticulas mesoporosas de
silice. A) Particulas de silice mesoporosas de aproximadamente 20 nm (MSN-20) obtenidas por el método propio de
este trabajo. Magnificacién 100 kx. B) Particulas de silice mesoporosas de aproximadamente 50 nm (MSN-50)
obtenidas por el método de sintesis de Urata et al. Magnificacion 100 kx. C) Particulas de silice mesoporosas de
aproximadamente 8 nm (MSN-8) obtenidas por el método de sintesis de Jiménez et al. Magnificacién 100 kx.
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Figura 7. Tamaiio de nanoparticulas mesoporosas de silice. A) Diametro hidrodinamico por nimero promedio de
particula medida por dispersién dinamica de luz, tamafio promedio=23.2 nm + 5.49 nm. B) Histograma de frecuencias
de los tamafios medidos en las micrografias TEM, tamafio promedio= 22.06 + 6.09 nm.
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Figura 8. Caracterizacion de tamafio y arreglo de poro de las MSN-20. A) Distribucion de tamafio de poro
determinado por BET. El tamafio promedio de poro resulté en 2.33 nm. B) Patrén de distribucidon de poros
determinado por XDR.

3.2 Cargado de nanoparticulas mesoporosas de silice

El protocolo de cargado logré introducir el ATRA en los poros de las nanoparticulas dispersas y la cantidad
de ATRA cargada fue determinada por espectrofotometria UV-Vis, tras la purificacién se obtuvo 27.91 mg
de ATRA por mg de MSN lo que corresponde a aproximadamente 2.47x10® nanoparticulas de silice
mesoporosa en solucion cargadas de ATRA como se muestra en la Figura 9. Se determind una eficiencia

de cargado de 8.6 %.
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Figura 9. Cargado de ATRA en MSN. Espectros de absorbancia de A) Correspondiente a el dcido-holo-trans retinoico
(ATRA), pico maximo a 343 nm de longitud de onda. B) Espectro de las particulas mesoporosas de silice, pico maximo
a 206 nm de longitud de onda C) Espectro correspondiente a las particulas mesoporosas de silice cargadas con dcido-
holo-trans retinoico.

3.3 Produccidn y purificacion del virus de mosaico del bromo (BMV)

Una vez lograda la sintesis de MSN se procedid a producir y purificar los viriones del BMV. La concentracion
y pureza del virus de BMV obtenido fue determinada por espectroscopia UV-Vis con el espectrofotémetro
Lambda 25 (PerkinElmer®) se encontré una pureza de =1.84 con una concentracion de 2 mg/mL y el
rendimiento calculado de la extraccidn fue de 0.5 mg de virus por gramo de hoja infectada. El andlisis por
DLS indicé un diametro promedio de 27.8 + 5.5 nm, IDP = 0.05 (Figura 10). El andlisis de tamafio obtenidos
de la micrografia en TEM mostré un diametro promedio de 28.5 + 1.64 nm, IDP= 0.003. En la Figura 11 se

observan los viriones de BMV tomada por TEM.
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Figura 10. Tamano del virus de mosaico del bromo. A) Didmetro hidrodinamico por volumen promedio de particula
medida por dispersion dinamica de luz, tamafio promedio= 27.8 nm * 5.5 nm. B) Histograma de frecuencias de los
tamafios medidos en las micrografias TEM, tamafio promedio= 28.5 + 1.64 nm.
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Figura 11. Micrografias TEM del Virus de mosaico del bromo. Virus purificado por ultracentrifugacion y colchén de
sacarosa. La barra de escala corresponde a 200 nm. Magnificacion 40kx.

3.4 Purificacion de la proteina de capside del BMV

A partir de 1.5 mg de virus nativo se obtuvo 1 mg de proteina de capside con una pureza de 1.56 en
relacion con la absorbancia UV-Vis A260/ A280. La proteina fue almacenada a 4 °C y utilizada en un

periodo no maximo a 12 dias para garantizar la integridad.

3.5 Ensamble de nanoparticulas

Los ensambles realizados con los diferentes tipos de MSN vacias (MSN-50, MSN-20 y MSN-8) sélo formaron
VLP’s para los casos donde se usaron MSN-20 y MSN-8 (anexos) por lo que se decidié usar las MSN-20 para
el resto de los experimentos de ensamble. El ensamble de las VLP’s con MSN vacias o con MSN cargadas

con ATRA se muestra en la Figura 12. Ambos ensambles ocurrieron con éxito, indicando que la proteina
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de capside del BMV puede atrapar tanto particulas cargadas como vacias. El radio hidrodinamico promedio
de las particulas vacias resulté en 27.04 + 3.9 nm mientras que las micrografias TEM mostraron que las
particulas ensambladas en un rango desde 19-36.5 nm con un didmetro promedio de 27.9 + 4.5 nm, los
indices de polidispersidad fueron 0.02 en ambas mediciones (Figura 13). Las particulas cargadas con ATRA
mostraron tener un radio hidrodindmico promedio de 29.47+ 6.09, IDP=0.04 nm y las micrografias
mostraron VLP’s formadas en un rango de 19-36 nm con un didametro promedio de 28.11 + 3.6 nm,
IDP=0.01 (Figura 14). Adicionalmente se observd que las VLP’s con un didmetro mayor de 36 nm mostraban

malformaciones o formaban cdpsides aberrantes que no cubrian la totalidad de la MSN (Figura 12 C).

Figura 12. VLP’s-MSN. A) Particulas mesoporosas de silice vacias recubiertas con proteina de capside del virus de
mosaico del bromo. B) Particulas mesoporosas de silice cargadas con ATRA recubiertas con proteina de capside del
virus de mosaico del bromo. La barra de escala corresponde a 200 nm. C) Malformaciones en VLP’s de tamafio mayor
a 36 nm. Magnificacion 40kx.
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medidos en las micrografias TEM, tamafo del diametro promedio=27.9 nm + 4.5 nm.
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Figura 14. Tamaio de VLP’s-MSN cargadas con ATRA. A) Diametro hidrodinamico por volumen promedio de
particula medida por dispersion dindmica de luz, tamafio promedio= 29.47 nm % 6.09 nm. B) Histograma de
frecuencias de los tamafios medidos en las micrografias TEM, tamafio promedio= 28.11 + 3.6 nm.

La carga de ATRA en el sistema se determiné por absorbancia a 343 nm correspondiente a el pico maximo

del ATRA utilizando un espectrofotémetro Lambda 25 (PerkinEImer®) se determind que la solucidn final

de VLP’s-MSN@ATRA contenian 21.7 ug/mL de ATRA. El espectro de absorbancia de las VLP’s-MSN@ATRA

se muestra la Figura 15 A. La deconvolucidn del espectro mostré 3 picos, correspondientes a proteina (220

nmy 280 nm) y al ATRA (343nm) (Figura 15 C).
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Figura 15. Espectro de absorbancia del virus nativo y VLP’s. A) Espectro de absorbancia de la VLP-MSN@ATRA. B)
Espectro de absorbancia de virus nativo de BMV. C) Deconvolucion de las curvas presentes en el espectro de
absorbancia.

3.6 Funcionalizacion de VLP’s

El péptido ChMAP-28 fue anclado quimicamente a la VLP-MSN@ATRA en las dos relaciones de tasas de
exceso molar. Para comprobar el éxito de la funcionalizacién, se midié el potencial Z y la movilidad
electroforética de los tratamientos en dos grupos: VLP-MSN (VLP-MSN@ChMAP-28) y VLP-MSN cargada
con ATRA (VLP-MSN/ATRA@ChMAP-28) utilizando como control el virus nativo de BMV. El analisis del

potencial Z reveld una diferencia en la carga superficial de la proteina de la cdpside entre los grupos
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tratados y el grupo control (BMV nativo). Los tratamientos con una relacién de dos moléculas de péptido
por proteina de capside presentaron un potencial Z mas positivo tanto en el virus nativo del mosaico de
bromo como en la VLP. La VLP-MSN presentd diferencias significativas entre el control y las dos relaciones
probadas, sin embargo, la VLP-MSN@ATRA sélo mostré tener diferencias significativas entre la relacién
2:1 y el control (Figura 16 A). Los ensayos de movilidad electroforética revelaron que tanto las VLP-
MSN como las VLP-MSN@ATRA que fueron conjugadas con una relacion 2:1 de péptido por proteina de
capside mostraron diferencias significativas en comparacién con las relaciones 1:1 y el control (Figura 16
B). Se selecciond la relacidon de dos moléculas de péptido por proteina de cdpside para medir el radio
hidrodindmico del virus y de la VLP ya que esta relacion mostré tener diferencias significativas, asi como
un potencial Z mas cercano a ser positivo. Se observé un cambio en el didmetro hidrodindmico de los virus
y las VLP’s funcionalizadas comparadas con el tamano del virus nativo no funcionalizado utilizado como
control. El control resultd tener un didmetro hidrodindmico de 29.29 + 5.09 nm, mientras que el
BMV@ChMAP-28 mostrd un radio hidrodindmico de 34.59 + 7.06 nm. Las VLP-MAN/ATRA@ChMAP-28
mostraron dos picos, el primer pico 74.66 + 20.83 nmy un segundo pico en 238.2 + 75.58 nm, este segundo
pico se atribuye a la formacion de agregados (Figura 17). La presencia de las particulas formadas se

confirmé mediante microscopia electrénica de transmision (Figura 18).
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Figura 16. Cambios en el potencial Z y movilidad electroforética de las nanoparticulas conjugadas. A) Cambio del
potencial Z en las nanoparticulas conjugadas con relaciones de 1 molécula de péptido por proteina de capside y 2
moléculas de péptido por proteina de capside. Virus nativo utilizado como control. B) Movilidad electroforética de
las particulas conjugadas con relaciones de 1 molécula de péptido por proteina de capside y 2 moléculas de péptido
por proteina de capside.
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Figura 17. Radio hidrodinamico de las particulas funcionalizadas. A) Didametro hidrodinamico por volumen promedio
de particulas por dispersion dindmica de luz. BMV Nativo 29.29 + 5.09 nm, BMV@ChMAP-28 34.59 + 7.06 nm, VLP-
MAN/ATRA@ChMAP-28 primer pico 74.66 + 20.83 nm. B) Analisis de dispersidn dinamica de luz para los diferentes
grupos, el virus nativo y el virus funcionalizados muestran un solo pico mientras que las VLP’s funcionalizadas (VLP-
MSN/ATRA@ChMAP-28) muestran dos picos, el segundo pico resulté tener un tamafio de 238.2 + 75.58 nm.
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Figura 18. Micrografia de las particulas funcionalizadas. A) particulas tipo virus de silice mesoporosa cargadas con
ATRA y funcionalizadas con el péptido ChMAP-28 (VLP-MSN/ATRA@ChMAP-28). B) Virus de mosaico del bromo
funcionalizados con el péptido ChMAP-28 (BMV@ChMAP-28). Magnificacién 100kx.

3.7 Cinética de liberacion

Se observé que las MSN liberaron el cargo terapéutico de manera constante y una correlaciéon de R?=0.54
ajustandose a un modelo de primer orden, mientras que la VLP-MSN demostro ajustarse mas aun modelo
de liberacidn bifasica con una liberacidn inicial rapida y posteriormente una liberacion de estallido a partir
de la hora 4. La MSN mostrd liberar hasta 82.5% del total cargado tras 8 horas, mientras que la VLP mostré

llegar a una liberacion del 69.2% del contenido cargado tras 8 horas, teniendo una fase de liberacion
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sostenida hasta las 4 h y después mostrd liberar el 48.6% del cargo terapéutico en una fase de estallido
(Figura 19). Se observé la degradacién del farmaco ATRA liberado en la solucién amortiguadora de fosfatos

salinos a partir de la segunda hora (Figura 20).
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Figura 19. Perfil de liberacion de ATRA. Liberacion de ATRA en los sistemas de nanoparticulas mesoporosas de silice
y las nanoparticulas mesoporosas cubiertas con proteina de capside del BMV.
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Figura 20. Degradacion de ATRA liberado en medio salino. Se observa degradacién del ATRA en medio salino a lo
largo de tiempo medida en concentracion.
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Capitulo 4. Discusion

Las modificaciones realizadas al método sol-gel para la sintesis de particulas mesoporosas de 20 nm
presentadas en este trabajo mostraron un rendimiento superior (0.5 mg/mL) de nanoparticulas
mesoporosas de silice sintetizadas en comparacién al rendimiento obtenido con los métodos de Urata y
Jiménez. Ademas, por este método de sintesis propuesto, las particulas formadas son monodispersas, y
presentan un IDP <0.1 medido tanto por DLS y TEM. Aunque el uso de MSN como nanovehiculos
terapéuticos de las MSN ya se encuentran aprobadas por la FDA (Kirla et al., 2023; Meola et al., 2021; Tan
et al., 2014), algunos estudios indican que estas pueden activar la respuesta inmune proinflamatoria y
presentan una leve citotoxicidad (Chou et al., 2017; Lee et al., 2011). No obstante, las principales causas
de este fendmeno de activacion de la respuesta inmunitaria se encuentran ligados a factores como la
carga, tamanos grandes y polidispersidad de nanoparticulas (Chou et al., 2017). Por otro lado, diversos
estudios han sefialado que particulas con tamaiios inferiores a 10 nm pueden presentar diversos tipos de
toxicidad a pesar de tener ventaja de poder internalizarse en células. Por otro lado, otros estudios han
sefialado que las nanoparticulas entre 20-50 nm son mas eficientes para internalizarse en las células, en
comparacién con particulas de mayor tamafo y presentan una baja toxicidad en comparacién con
particulas de menor tamafio (Miao et al., 2024; Pan et al., 2012; Wu et al., 2022). Por lo que lograr un
método de sintesis de gran rendimiento, monodispersas y tamafio adecuado es de gran relevancia y
representa un hallazgo de importancia en este trabajo, ya que las nanoparticulas sintetizadas presentan
buenas condiciones para usos terapéuticos segln los estudios antes mencionados. Asi mismo, estas
particulas fueron recubiertas con proteina de capside de manera exitosa, formando VLP’s-MSN o VLP’s-
MSN@ATRA cuyo diametro promedio resulté ser bastante cercano al diametro promedio del virus nativo
(28nm). Existen tres argumentos que pueden explicar este fenédmeno. El primer motivo es la presencia de
26 aminodcidos en la N-terminal de la proteina de cdpside que son de naturaleza bdsica y requieren de
moléculas negativas para neutralizar su carga (Elrad & Hagan, 2008; G. He et al., 2021), por lo que son
fuertemente atraidas por la carga negativa superficial de la MSN. En la naturaleza la carga de los
aminodcidos se neutraliza con el ARN del virus, sin embargo, se han observado limitantes fisicas en el
empaquetamiento de ARNs determinados por el tamafio (Cadena-Nava et al., 2012; Comas-Garcia et al.,
2012), esto representaria el segundo motivo. Aunque los resultados mostrados en este trabajo sugieren
que los residuos N-Terminales de naturaleza basica atrapan a las nanoparticulas de silice mesoporosa que
son altamente negativas para neutralizar su carga, se encontré que esta interaccién es preferencial al
tamanio de la MSN de manera similar tal como ocurre en el empaquetamiento de ARN. Las particulas tipo

virus formadas superiores a los 36 nm mostraban tener malformaciones o defectos, mientras que, las
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particulas de un tamafio similar al virus (25-30nm) no presentaban estas malformaciones, es posible que
el tamano de las nanoparticulas sintetizadas promueva la unidn de las proteinas y esto debido a la
curvatura espontanea con la que las proteinas se autoensamblan, este seria el tercer motivo, la curvatura
espontanea de la proteina de capside. La presencia de esta curvatura en el virus es una ventaja evolutiva
gue permite a la particula viral adquirir una estructura estable y una geometria de icosaedro perfecto lo
gue permite proteger el material genético en la naturaleza. La curvatura de esta estructura esta
influenciada por condiciones biogeométricas. No es completamente rigida, pero si posee un dngulo diedro
limite, este angulo es crucial para que la estructura "encaje" correctamente durante el proceso de
ensamblaje de la capside. La biogeometria del BMV le permite organizarse en diferentes estructuras para
el ensamblaje de acuerdo con las condiciones de empaquetamiento como el medio dénde se encuentre,
las fuerzas idnicas que este tenga y el templado sobre el que se ensamblaran. La proteina de cdpside del
BMV puede ensamblarse en T=1, (60 subunidades formando la capside) pseudo T=2 (60 subunidades
formando la cdpside de manera no rigida), T=3 (180 subunidades proteicas formando la capside) y de
manera menos frecuente T=4 (240 subunidades formando la capside), siendo entre todas estas el T=3 la
conformacién mas estable y presente en la naturaleza (Hema et al., 2010; Kao et al., 2011), ya que en este
tipo de estructura la curvatura espontanea de las proteinas de cdpside presenta un radio diedro adecuado
(Chang et al., 2008a; Lucas et al., 2002). Considerando esto, las esferas de un tamafio ideal se adaptan de
manera adecuada a la curvatura espontanea de las proteinas de cdpside en una formacién T=3, este hecho
defiende a las MSN como un templado perfecto para el ensamblaje de las CP, al poseer una geometria
pseudo-esférica (Cadena-Nava et al., 2012; Comas-Garcia et al., 2012; Elrad & Hagan, 2008). El otro punto
clave para el éxito de ensamblaje de estas nanoparticulas se debe al tamafio y uniformidad de las
nanoparticulas de silice. Los bajos indices de polidispersidad mostrados por los virus nativos y mantenidos
en las VLP’s-MSN también son indicadores de la selectividad por particulas que geométricamente se
amoldan mejor a la estructura de la proteina de capside (Chang et al., 2008b; Dragnea et al., 2003; Lucas
et al., 2002). También es importante resaltar que el bajo indice de polidispersidad (<0.1) de las VLP’s-MSN
resulta satisfactorio para los usos en aplicaciones terapéuticas, ya que un bajo IDP se atribuye a buena
capacidad de retencidn en sistemas bioldgicos y baja respuesta inflamatoria (Danaei et al., 2018; Liao et

al., 2018).

Los hallazgos encontrados sobre la encapsulacion de nanoparticulas de silice mesoporosa se suman a la
evidencia mostrada en trabajos previos que sefalan selectividad de las proteinas de capside para

encapsidar plantillas esféricas y de tamafios definidos (Chang et al., 2008b; Elrad & Hagan, 2008).
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Si bien es cierto que las MSN son biocompatibles y su uso ha sido aprobado por la FDA para fines
terapéuticos (Kirla et al., 2023; Lin et al., 2023; Tan et al., 2014), por si solas no presentan ningun tipo de
selectividad. Por esta razdn, es necesario modificarlas durante o después de su sintesis para dotarlas de
esta selectividad. Las modificaciones centrales en las MSN suelen ser la adicion de grupos funcionales
sobre los cuales anclar quimicamente las moléculas que otorgaran la selectividad a la célula u 6rgano diana
(Z. Xu et al., 2019). La cobertura con la proteina de capside otorga grupos funcionales sobre los cuales se
pueden anclar las moléculas de direccionamiento. En este trabajo se probd conjugar el péptido ChMAP-
28 utilizando dos relaciones de excesos molares: 1 moléculas de péptido por proteina de cépside y 2
moléculas de péptido por proteina de capside, se demostré que en ambos casos el anclaje quimico ocurre
bajo las condiciones mencionadas anteriormente en la seccidon de metodologia logrando un cambio en la
carga superficial en tanto en los virus nativos como en la particula tipo virus. La funcionalizacién probada
en este trabajo demostrd que el péptido cambia el potencial Z de la VLP y el virus de manera que se vuelve
mas positivo, esto sugiere que el péptido fue adherido a la superficie de la CP dejando expuesto el extremo
amino del péptido, sitio donde se encuentra la actividad selectiva y quimioterapéutica hacia células de LPA
(Emelianova et al., 2018; Panteleev et al., 2018), el analisis de datos obtenidos de los ensayos de movilidad
electroforética mostraron que existen diferencias significativas en el desplazamiento de las VLP’s
conjugadas a una razon de 2 péptidos por proteina de cdpside, sumando evidencia para indicar que las
particulas fueron conjugadas exitosamente con el péptido (Fichtner et al., 2017; Safenkova et al., 2016).
Es importante resaltar que la conjugacidn del péptido planteada en este trabajo utilizé los sitios aminos
expuestos de las proteinas de capside formadas en VLP’s o BMV. Estos sitios son dificilmente utilizados ya
gue son pocos Yy su ubicacién complica el anclaje de otras moléculas, sin embargo, se ha observado que la
estructura de los virus icosaédricos como el BMV se hincha cuando se encuentra en pH ligeramente
alcalino y su estructura es igualmente influenciada por las fuerzas idnicas Haga clic o pulse aqui para
escribir texto.. En el protocolo de conjugacidn el BMV fue incubado en PBS para provocar la hinchazén de
la estructura viral y exponer los grupos aminos buscando que favorecer el anclaje quimico del extremo C-
terminal del péptido con el sitio N-Terminal de las capsides o VLP’s. El método de carbodiimida empleado
en este estudio para la conjugacion del péptido a la VLP o BMV permite exclusivamente la unién quimica
entre un grupo carboxilo y un grupo amino. Los cambios observados en el potencial Zeta de las particulas
conjugadas, que muestran un desplazamiento hacia valores mas positivos en comparacién con el control,
junto con los resultados del andlisis de movilidad electroforética, respaldan que el anclaje quimico tuvo
lugar en los sitios amino-terminales de la proteina de la cédpside. El protocolo utilizado para la conjugacion
en este trabajo demostré que es posible es posible utilizar los sitios amino expuestos en el exterior de un

virus o VLP y abre las puertas para el aprovechar estos sitios en futuros trabajos.
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La conjugacion del péptido a la VLP o al BMV, también podria protegerlo de la degradacion por proteasas,
radicales libres y diversos metabolitos permitiendo su actividad terapéutica(Pal et al., 2016; Rai et al.,
2016). Este trabajo demostré que las VLP’s-MSN pueden ser utilizada como un andamio para transportar
péptidos antimicrobianos y anticancerigenos, abriendo en este caso y para los intereses de este trabajo la
posibilidad a utilizar este método de conjugacién como una estrategia terapéutica anticancerigena. Desde
luego el hallazgo encontrado en este trabajo requiere mas investigacién, sin embargo, se espera que pueda

ser extrapolado a trabajos futuros.

En cuanto al cargado y transporte del fdirmaco quimioterapéutico ATRA, se ha demostrado que el sistema
desarrollado en este trabajo puede transportar y liberar el fdrmaco, ademas que el recubrimiento de las
MSN con CP del BMV modifica la manera en que se libera el farmaco teniendo una liberacidn bifasicay un
poco mas lenta en comparacién con las MSN desnudas. La eficiencia de cargado del ATRA en este trabajo
fue 8.6%, esta eficiencia fue menor comparada con trabajos similares dédnde logran tasas de 36% (Karimi
et al., 2020) o incluso alcanzar tazas del 48.9% de eficiencia de cargado (Kong et al., 2017). Esta eficiencia
puede ser explicada con la carga ligeramente negativa, casi neutra que presenta el ATRA por lo que el
cargado en estos casos depende solo de fuerzas de adsorcién por capilaridad y no de atraccion
electroestatica. En otros trabajos se realizan modificaciones quimicas en la superficie de las MSN que
cambian la naturaleza de carga de las MSN de negativo a una carga superficial altamente positiva lo mejora
la adsorcion del farmaco (Karimi et al., 2020; Kong et al., 2017). Para los propdsitos de este trabajo era
necesario mantener la carga superficial de las MSN negativa, por lo que se decidié no realizar
modificaciones y en su lugar, se apostd por un cargado totalmente dependiente de la adsorcion pasiva
complementada con estimulos por sonicacion. De esta manera se acelera y mejora la adsorcion capilar de

farmacos hidrofébicos como el ATRA (Ho et al., 2020).

La liberacion del ATRA mostré ser diferente en las particulas MSN desnudas y las VLP, siendo la principal
distincion la liberaciéon en tres fases que presentd la VLP. Esta liberacion bifasica podria explicarse
entendiendo la estructura del virus nativo de BMV, que presenta 60 poros en la superficie, en las VLP estos
poros se mantienen. Durante la primera fase de liberacion el ATRA puede escapar por los poros de la VLP
hasta saturarlos entrando fase de liberacion de tipo sostenida. Sin embargo, a partir de la cuarta hora se
observa un cambio en la liberacién, esto puede explicarse a que, en los medios cercanos a condiciones de
pH neutras, como lo es el PBS, las VLP adquieren una estructura expandida que modifica el tamafio del
poro a casi 2 nm (Loredo Garcia, 2023) y al mismo tiempo la adhesion de la proteina de capside a la
superficie de la MSN se vuelve débil, lo que facilita la liberacidon del ATRA retenido a manera de liberacidn

de estallido (Running et al., 2012b). Sin embargo, el principal hallazgo de los experimentos de liberacion



39
es la capacidad de la CP para recubrir las MSN y retrasar la liberacidon del cargo terapéutico, lo que
potencialmente representa mejoras en la entrega y biodisponibilidad del ATRA. También se observd que
el ATRA se degrada a partir de las 2-4 h después de su liberacién en un medio salino in vitro lo que
concuerda con lo reportado por Ezpeleta et al. (1996). En el organismo la vida media del ATRA es de 2-4 h,
no obstante, su biodisponibilidad es del 50% (Muindi et al., 1992; Regazzi et al., 1997), por lo que se
refuerza la necesidad de transportar y proteger este fdrmaco para potenciar su actividad terapéutica y

potenciar la presencia dentro del organismo con un sistema de entrega controlado o sostenida.

Debido a las caracteristicas del ATRA como la hidrofobicidad y una carga electroestatica practicamente
neutra no resulta sencillo encapsular y transportar ATRA en cualquier tipo de nanovehiculo, lo que
potencia el sentido de este trabajo al disefiar un sistema hibrido VLP-MSN para el transporte de farmacos
con métodos innovadores. El impacto de los resultados obtenidos en este trabajo recae en la posibilidad
de extrapolar este sistema a fdrmacos o moléculas terapéuticas de caracteristica similares, a su vez el
recubrimiento con proteina de cdpside ha mostrado mejorar la retencion del farmaco dentro del

nanovehiculo a comparacién de la nanoparticula de silice mesoporosa desnuda.
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Capitulo 5. Conclusiones

En este trabajo se logrado la sintesis de nanoparticulas de silice mesoporosa a partir de un método sol-gel
adecuado con un gran rendimiento de 0.5 mg/mL de sintesis y una baja polidispersidad (<0.1). Estas
particulas fueron cargadas con dcido holo-trans-retinoico, un agente quimioterapéutico para leucemia
promielocitica aguda y cubiertas exitosamente con la proteina de cdpside del BMV formando una VLP.
Tanto las particulas de silice mesoporosa desnudas como el sistema VLP-MSN mostraron la capacidad de

liberar satisfactoriamente el ATRA cargado.

Finalmente, el recubrimiento de proteina de cdpside permite conjugar biomoléculas como péptidos que
potencian la selectividad o la actividad terapéutica. En este estudio, el péptido ChMAP-28 fue conjugado
utilizando una estrategia innovadora que aprovecha los residuos aminos expuestos de la proteina de
capside del virus del mosaico del bromo como sitios de anclaje quimico y una rdpida activacién de los sitios
carboxilo del péptido para orientar la conjugacién a un polo de interés. Esta metodologia no ha sido

documentada previamente en la literatura.

El éxito en la encapsulacién y proteccion de farmacos como el ATRA subraya la relevancia de este sistema
hibrido VLP-MSN, sugiriendo su potencial para aplicaciones futuras en el transporte de una amplia gama
de moléculas terapéuticas. Este trabajo no solo presenta un método innovador para la sintesis de
nanoparticulas =20 nm con una buena monodispersidad, sino que también establece una plataforma
prometedora para la mejora de la administracion de farmacos en el tratamiento del céncer vy

potencialmente de diversas enfermedades.
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