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Introduccion. Hoy en dia la utilizacién de enzimas como
agentes terapéuticos es un area de desarrollo importante
dentro del area farmacéutica (1). Un grupo de enzimas
médicamente relevantes son los citocromos P450
(CYP450), debido a que son los responsables de la
activacion de profarmacos quimioterapéuticos (2). Sin
embargo las proteinas como biofarmacos presentan
ciertas limitaciones, dentro de las que se encuentran, la
susceptibilidad a degradacién por proteasas y la
inhabilidad de éstas para ser dirigidas y entrar a las
células deseadas.

Es por ello que en el presente proyecto encapsulamos,
dentro de particulas pseudovirales derivadas de la
proteina de capside VP6 de rotavirus (3), a un CYP450,
con el fin de aprovechar las caracteristicas de estas
nanoparticulas, en particular la gran capacidad de carga
que poseen y la propiedad de ser dirigidas hacia células
determinadas, como un modelo para el disefio de
nanovehiculos para el transporte de enzimas con
aplicaciones médicas.

Metodologia. Se llevé a cabo la expresion y purificacion
del CYPBM3 “21B3” de acuerdo al protocolo publicado
por Cirino y Arnold, 2003 (4). Se realiz6 el desensamblaje
de VP6 con 500 mM de CaCl, y se agreg6 un exceso de
500 CYP por cada nanotubo de proteina viral,
posteriormente se re-ensamblé VP6 en presencia de la
enzima eliminando por didlisis los iones de calcio. Se
llevé a cabo una cromatografia de filtracién en gel en
HPLC del encapsulamiento y se midi6 la actividad contra
2,6-DMP de cada una de las fracciones colectadas.
Finalmente se observaron por microscopia electronica de
transmision (TEM) las nanoestructuras generadas.

Resultados. El CYPBM3 a ser encapsulado dentro de
las nanoestructuras de VP6 fue expresado en E. coli y
purificado obteniendo 50 mg por litro de cultivo.

Al evaluar la formacion de particulas pseudovirales con el
biocatalizador (Fig. 1), se encontré6 actividad
peroxigenasa en la fracciéon correspondiente al tiempo de
retencion de las nanoestructuras de VP6 (4 min), lo que
nos indica que el CYP se encuentra asociado a estas
particulas pseudovirales.
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Fig. 1. Cromatografia de filtracion en gel del ensayo de
encapsulamiento (Ex = 270, Em= 350). (* actividad del CYP450 libre).

Las nanoestructuras generadas después del ensayo de
encapsulamiento (Fig. 2) corresponden a particulas
esféricas de alrededor de 75 nm de didmetro con la
enzima en su interior.

Fig. 2. TEM de las nanoestructuras esféricas de VP6 generadas al
encapsular el CYP. (Tincion negativa 3% acetato de uranilo). 140 000 X

Conclusiones. Se ha logrado purificar el CYPBM3
“21B3”, enzima modelo que se ha utilizado para ser
encapsulada en nanoestructuras de VP6. Se ha logrado
encapsular a este CYP dentro de particulas
pseudovirales derivadas de VP6, encontrando actividad
en la fraccion correspondiente a nanoestructuras, y
corroborando por microscopia de transmision electronica
la formacion de esferas de VP6.
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