XVI Congreso Nacional de

Biotecnologia y Bioingenieria

21 al 26 de Junio de 2015 Guadalajara, Jalisco, México.

Quadalajara

MECANISMO DE ENCAPSIDACION Y ESTABILIZACION DE PARTICULAS PSEUDO-VIRALES
DE VP1 DE POLYOMAVIRUS

Francisco Ipinza Fernandez-Davila, Shamayim Ramirez Puebla, Brianda L6pez Santini, Rafael Vazquez-Duhalt,
Sergio A. Aguila,
Centro de Nanociencias y Nanotecnologia, UNAM, Ensenada, B.C., Km 107 Carretera Tijuana-Ensenada, C.P. 22800,
fipinza@cnyn.unam.mx

Palabras clave: VP1, VLP, capside pseudo-viral

Introduccion. Dentro de las aplicaciones de la
Bionanotecnologia se encuentra la Nanomedicina,
enfocada a la utilizacion de materiales a nanoescala en
Medicina. Actualmente, la busqueda de nuevas terapias
contra enfermedades se enfoca en el desarrollo de
vehiculos a nanoescala por su capacidad de transporte y
entrega de farmacos de manera dirigida, lo que ha abierto
un campo en la investigacion de nanomateriales. Entre
éstos se encuentran las particulas pseudo-virales (VLP)
capaces de componer una capside viral sin contenido
genético que se caracterizan por ser inocuas, estables,
modificables y capaces de encapsular moléculas. La
estrategia de este proyecto radica en entender el
ensamblaje de una capside en base a la proteina VP1 de
poliomavirus expresada heterlogamente para la
encapsidacion de proteinas, generando conjugados con
uso potencial en tratamientos médicos. Para el estudio de
ensamblado de los complejos conjugados se utilizaron
citocromo P450 mutante BM3 (CYPBM3) vy las proteinas
verde fluorescente (GFP) y roja fluorescente (RFP) ya que
presentan tamafios equivalentes y estructura similar, pero
cargas netas opuestas, con el objeto de estudiar la
estabilidad de la capside en el tiempo, condiciones de pH
y fuerzaioénica. Ademas, se estudio la estructura molecular
y se mejoré la conjugacion de las proteinas con el vehiculo
mediante simulaciones moleculares, por medio del estudio
de la superficie electrostética. El objetivo de este trabajo
fue disefiar, producir y caracterizar nanoparticulas
pseudovirales biocataliticamente activas.

Metodologia. Las proteinas CYPBM3 mutante “21B3”,
GFP y RFP se clonaron en el vector pBAD-TOPO vy se
expresaron heterdlogamente en E. coli BL21 Rosetta TM
2(DE3)pLysS. Cada purificacion se realiz6 utilizando
FPLC (cromatografia liquida rapida de proteinas). La
proteina VP1 de Poliomavirus murino se expresé y se
indujo en el vector pGEX-4T-2 utilizando la metodologia
de Chuan y col., 2008. Se sintetizaron conjugados
covalentes VP1 con CYPBM3 mutante “21B3” y las
proteinas GFP y RFP. La encapsidacién de CYPBM3,
GFP y RFP dentro de la capside de VP1 fue mediante el
protocolo de ensamble de Chuan y col. 2010. Los ensayos
fueron verificados bioquimicamente mediante geles
nativos de proteinas y en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) y mediante microscopia electronica de
transmision (TEM). El estudio de la estructura molecular
del pentdmero de VP1 y las proteinas a encapsular se

realizé utilizando el programa Desmond Maestro (version
3.4.0.2). Se estudid el potencial electroestatico de
superficie y los cambios apH 6, 7,8y 9.

Resultados. Se obtuvo la proteina VP1 de Poliomavirus
murino de forma pura y se estudi6é el ensamblado de las
capsides. Se analizaron mediante una caracterizacion
bioguimica utilizando geles SDS-PAGE (Fig.1layb) y TEM
(Fig. 1c).

Fig. 1 Purificacion de VP1 poliomavirus. A) Purificacién de VP1 en SDS-
PAGE, 1: estandar de peso molecular; 2: extracto crudo; 3: resina
Glutation Sefarosa; 4: lavados y elusion; 5: VP1-GST; 6: VP1 pura; b)
Geles nativos en agarosa 1% que muestran la capside formada. c)
Céapsides ensambladas de VP1 vacias observadas en TEM.

Se estudid la estructura molecular de la proteina VP1 y de
las proteinas encapsidadas CYPBM3, GFP y RFP
mediante la determinacién de la superficie electroestatica,
que es importante para la
formacién de la céapside y su
estabilidad (Fig. 3).

Fig. 3: Potencial electroestatico de
superficie. ~A) Pentamero de VP1 B)
Monémero CyPBM3 2123. EIl color rojo
representa las cargas negativas y el color azul las cargas positivas.

Conclusiones. Se caracterizaron Yy sintetizaron
conjugados VP1-CYPBM3, GFP y RFP. Se
encontraron diferentes condiciones de estabilidad de
acuerdo al pH y fuerza i6nica ensayados.
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