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Resumen

El virus de la Hepatitis C (VHC) es un virus de RNA de cadena sencilla positiva
perteneciente al género Hepacivirus dentro de la familia Flaviviridae.
Estructuralmente estd compuesto por una nucleocapside (Core) rodeada por una
membrana derivada del huésped la cual sirve de soporte para el anclaje de las
glicoproteinas de envoltura E1 y E2. EI VHC presenta un tropismo especifico hacia
los hepatocitos del higado en humanos (hepatropismo). Los sistemas de cultivo
celular (cc) para la produccién de particulas de VHC infecciosas (con capacidad de
auto replicacion) y no infecciosas (VHCcc) han sido desarrollados exitosamente en
mamiferos, insectos y sistemas libres de células. En el presente proyecto, se reporta
por primera vez la produccion de VLPs de VHC en un sistema vegetal (Nicotiana
benthamiana). La sobre-expresion transitoria del cDNA optimizado con codones
para plantas de la cepa 1a de VHC resulta en la formacién de VLPs de VHC con
poblaciones con tamanos entre 50nm y 99nm en diametro, coincidiendo en tamarno
y morfologia a particulas producidas en otros VHCcc. Para poder determinar si las
VLPs de VHC pudieran funcionar como posible plataforma de administracién
dirigida, las particulas virales fueron marcadas fluorescentemente y fusionadas con
liposomas fluorescentes. La co-localizacion de los liposomas y VLPs se observé
utilizando microscopia confocal fluorescente adaptada a mediciones de una sola
particula. El sistema VLP-liposoma se obtuvo con buenos rendimientos y se espera
que pueda ser utilizado posteriormente como administrador dirigido de farmacos in
vivo y ademas para realizar estudios del ciclo de vida del Virus de la Hepatitis C en

sistemas no mamiferos.
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Abstract.

Hepatitis C is an enveloped, positive-stranded RNA virus belonging to the
hepacivirus genus in the Flaviviridae family. It is comprised of a nucleocapsid (Core)
surrounded by a host-derived membrane containing the E1 and E2 HCV
glycoproteins and has a specific tropism to liver hepatocytes. Cell-culture (cc)
systems to produce infectious and non-infectious Hepatitis C Virus (HCV) particles
(HCVcc) had been developed in mammals, insect and free cell systems. We report
for the first time the successful production of HCV VLPs in a plant system (N.
benthamiana). Transient overexpression of plant-codon optimized, cDNA of the
structural proteins (E1, E2 and Core) from the strain 1a of Hepatitis C resulted in
formation of fully assembled VLPs, showing pleomorphic particles populations
ranging in size from 29nm to 110nm, with two mayor populations of 50nm and 99nm

in diameter resembling particles produced in other HCVcc systems.

SDS-PAGE and western blot analysis showed the presence of 2 structural proteins

at the previously reported buoyant density for HCVcc particles of 1.1g/mL.

VLPs were fluorescently labeled and fused with previously functionalized fluorescent
liposomes. Co-localization was showed using single-particle multi-fluorophore

confocal microscopy.

The VLP-liposome system was obtained in high yields and allegedly could be used
for further vaccine discovery, targeted drug delivery to liver and for novel studies of

Hepatitis C viral life-cycle in a non-mammal system.
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Introduccion.
Evolucidon de la administracién controlada de farmacos.

El campo de la administracion controlada espacio-temporal de farmacos (Drug
Delivery) ha experimentado un crecimiento importante en el Gltimo siglo (a partir de
la década de 1950), impulsado principalmente por el interés de generar tecnologias
las cuales permitan: optimizar la administracién de farmacos de alto valor agregado,
generar un mayor tiempo de vida media de los mismos, asi como, la disminucién de
los efectos secundarios producto de la distribucion no especifica en los sistemas a
beneficiar. Se puede definir de manera muy clara 3 generaciones en la evolucién

del campo del "Drug Delivery" Tabla 1.

Tabla 1. Evolucion de la administracion controlada de farmacos

Generacion (Décadas). Caracteristicas

Bases de la administracion controlada
Administracién Oral.

Generacion 1 (50°s,60°s,70°s) Mecanismos de administracion de droga.

Disolucién, difusion, osmosis e intercambio idnico.

Sistemas de administracion inteligentes.
Polimeros inteligentes.

Generacion 2 (80°s, 90°s, 2000°s) Sensibilidad al ambiente.

Nanoparticulas

Administracion génica, de péptidos y proteinas.

Administracion dirigida a tumores.
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Sistemas de administracion modular.
Liberacion sensible a glucosa.
Sistemas de administracién prolongada.
Liposomas

Generacion 3 (2010°s, 2020°s, 2030°s) Co-relacion in vivo in vitro

Administracién dirigida.

Virus Like Particles

Exosomas

Teranésticos

(Adaptada de [1]).

Aunque en el mercado se pueden encontrar farmacos pertenecientes a las tres
generaciones, actualmente el campo de la administracién de farmacos se ha
enfocado principalmente en sugerir alternativas para poder tener un control
practicamente absoluto sobre la administracién controlada en lineas celulares

especificas e inclusive su distribucién dirigida a tumores cancerosos.

Limitantes de la administracion dirigida de farmacos.

Existen dos barreras de distinta naturaleza al momento de administrar drogas in

vivo: la formulaciéon del farmaco y las barreras bioldgicas.

Dentro de la formulacién del farmaco actualmente existen dos obstaculos que deben
de ser superados: La administracién oral de drogas poco solubles y la eliminacién
del abrupto inicio de la administracion de formulaciones inyectables. Respecto a la
primera, alrededor del 70%-90% de los nuevos farmacos candidatos no son solubles
en agua por lo que es necesario generar nuevas formulaciones que puedan ser
administradas sin utilizar excipientes poco compatibles con los pacientes. Con

respecto a la segunda, se sabe que casi todas las formulaciones inyectables tienen
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un abrupto inicio de dosificacion, lo que resulta en altas concentraciones en sangre
en los primeros dias de su administracion comparados con la concentracion de la
droga en el estado estacionario de la misma. Este abrupto inicio puede tener
consecuencias clinicas, siendo las mas comunes el rechazo de la droga por parte
del sistema circulatorio o efectos secundarios, los cuales pueden no ser tolerados

por los pacientes.

Las barreras biol6gicas son mas dificiles de superar ya que muchas veces son mas
complicadas de predecir debido a la complejidad de los sistemas vivos y a las

diferencias que existen entre individuos.

Debido a que las formulaciones orales son las mas comunes, se ha podido observar
que muchas drogas tienen una ventana limitada de absorcion a través del tracto
digestivo, por lo que es necesario administrar dichos farmacos de tal manera que
su tiempo de retencidn por la via digestiva sea mayor, o, utilizar un nuevo sistema
de entrega y liberacién mas eficiente, el cual disminuya la pérdida del farmaco por

la accion del metabolismo. [1]

Alternativas biotecnoldgicas para la administracion controlada de farmacos

Actualmente los biofarmacéuticos representan alrededor del 30% de las nuevas
medicinas que llegan al mercado. El area de la administracién controlada se ha visto
beneficiada por los avances en la biotecnologia, ya que diversos sistemas para la
administracion dirigida se han inspirado en sistemas biolégicos y/o han utilizado
elementos de los mismos, principalmente porque de manera natural pueden

aumentar la posibilidad de éxito y favorecer la biodistribuciéon de las drogas. Los
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ejemplos mas representativos que la biotecnologia actualmente ofrece para el area

de la administracion de farmacos son:

Vesiculas derivadas de membranas (CMVs).
De manera natural estas funcionan en el trafico de moléculas y transferencia de

informacion entre células por lo que son especialmente atractivos para ser utilizadas
como acarreadores de farmacos in vivo [2]: Dentro de los diferentes tipos de CMVs,
los exosomas son los que han sido mas estudiados, ya que al ser acarreadores
autdlogos disminuyen drasticamente la respuesta inmune y fisicamente han
demostrado sobrepasar barreras importantes como el sistema hematoencefalico

[3].

Dentro de las principales desventajas de los sistemas de administracién con
exosomas se encuentra la limitante sobre los métodos de carga de moléculas como

siRNA, el cual se basa principalmente en la electroporacion.

Células como bioreactores de farmacos y virus onco-especificos in vivo.

La bio-ingenieria de células ha demostrado ser una herramienta sumamente util al

momento de producir biomoléculas de interés farmacéutico y biotecnolégico.

Si ademas de su produccién se puede sumar la produccién in situ-in vivo de una
molécula de interés clinico, este sistema representaria un modelo inagotable de
produccién del farmaco el cual pudiera estar modulado ademas por el sensado en
tiempo real de las condiciones del microambiente in vivo. Se ha avanzado en el
desarrollo de este tipo de sistemas particularmente utilizando células madres

mesenquimales para el tratamiento de cancer, produciendo diferentes moléculas de
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origen bioldgico anti-cancer como son los antagonistas de factores de crecimiento
interleucinas y las proteinas pro-apoptéticas [4]. Una de las desventajas de esta
tecnologia, es el posible dafo al paciente si estos sistemas permanecen activos una

vez que se ha erradicado un cancer en particular [5].

Por otro lado, las células productoras de virus oncoliticos (los cuales infectan
principalmente células tumorales sin dafar tejido sano) presenta una alternativa
muy atractiva para eliminar células tumorales especificas, sin embargo; presentan
diversas problematicas como son: 1. Migracién relativamente baja hacia la zona

tumoral, 2. Posible respuesta inmune inespecifica, 3. Proliferaciéon no dirigida [6].

Dentro de los retos que esta tecnologia presenta se encuentra la seleccion de la

mejor combinacidn de virus-linea celular.

Liposomas y Teranosticos.

Los terandsticos [7] representan un area nueva en la administracion dirigida de
farmacos. Esta nueva biotecnologia se basa en el principio de administrar en una
misma formulaciéon un farmaco o molécula de interés, asi como un agente para
monitorear y visualizar su administracion. Esto es especialmente importante ya que
el agente para su monitoreo puede ser cuantificado y permite determinar las tazas

de dosificacion ademas de la localizacién especifica del agente terapéutico.

Los liposomas son biomoléculas compuestas principalmente de fosfolipidos los
cuales, en solucion acuosa, pueden formar estructuras de doble capa lipidicas
cerradas en los que pueden atrapar en la parte hidrofilica moléculas con afinidad

polar y, en las intersecciones apolares moléculas hidrofébicas. Para que un
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liposoma pueda tener un efecto terapéutico, la droga debe de ser dirigida a un sitio
especifico en altas concentraciones, por lo que una formulacién 6ptima debe de
poder maximizar el total de droga a encapsular, limitar el desperdicio durante la
disposicion sistémica y a su vez conjugarse con alguna molécula sefal para su
correcta deposicidon en el lugar de accion. Los liposomas deben de poder responder
al microambiente (zona anatomica especifica en algun sistema vivo) diana para
poder liberar su contenido, por lo que son disefiados para responder ante senales
especificas como: la disminucién en el pH, hipertermia, campos magnéticos

externos o ultra sonido [8].

Los parametros de disefo en la formulacién de liposomas los cuales tienen mayor
importancia son: composicion lipidica, permeabilidad, longitud de la cadena
fosfolipidica, la taza lipido-farmaco, carga, tamano de particula, carga remota de

farmacos y el método de preparacion para aumentar la eficiencia de encapsulacion.

Los liposomas actualmente son considerados una de las plataformas mas atractivas
para ser utilizadas como terandsticos debido a su alta capacidad de carga de
diferentes moléculas y sus funciones de encapsulacion flexibles tanto para agentes

de monitoreo e imagen como agentes terapéuticos [9].

Virus, Virus Like Particles y Estructuras basadas en virus.

Las particulas virales (VPs) y particulas similares a virus (VLPs) tienen diversas
caracteristicas que los hacen excelentes candidatos para ser utilizados como
agentes de administraciéon dirigida de farmacos. El orden de magnitud de estas

particulas, es decir, su escala nano (1x10°m), sus estructuras sdlidas y bien
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definidas, su naturaleza infecciosa, su facilidad y control de produccion (infeccion
especifica de células, bacterias o plantas) asi como la posibilidad de ser modificadas
guimica y genéticamente, son solo algunas de las caracteristicas que las posicionan
como una de las tecnologias mas promisorias para la administracién controlada de

farmacos [10].

La administracion de moléculas dirigidas utilizando VPs y VLPs se basa en: 1.
Inclusidon/encapsulaciéon de componentes bio-activos; 2. Liberacién de los
materiales encapsulados; 3. Acumulacién local especifica en el lugar donde se
pretende administrar la molécula; 4. Excrecién del hospedero; 5. Tiempo de

circulacién y 6. Respuesta inmune del cuerpo respecto a los agentes de entrega.

Los virus naturalmente necesitan replicarse dentro de un hospedero a través de la
transferencia horizontal de material genético de una manera sumamente eficiente.
Es por esto que, el aspecto mas importante de los VLPs y VPs respecto a la
administracion controlada de farmacos, es la capacidad de estos de entrar a la
célula y liberar de manera eficiente su contenido. En un inicio, el uso de estos
vehiculos para la entrega de moléculas fue a través de la encapsulacién de ADN y
ARN utilizando Adenovirus o Virus Adeno-Asociados [11]. Los virus, a diferencia de
los  polimeros  sintéticos (como el PDMAEMA o el poli2-
dimetilaminoetilmetacrilato)), tienen millones de anos de evolucion, en los cuales se
han especializado en los requerimientos necesarios para entrar/infectar/transfectar

células de manera eficiente.
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Utilizar péptidos como elementos funcionales para la acumulacién de alguna
molécula de interés en combinacion con VPs o VLPs es una estrategia que,
dependiendo de la naturaleza del virus (envuelto, solo capside, multi-proteico)

puede aumentar la direccionalidad de la particula hacia un tejido diana. Estas

Alternate Structures Triggered Disassembly Surface Modification
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Synthesis

Nanoreactors

Figura 1. Principales modificaciones en VPs y VLPs para su utilizacién en
aplicaciones biotencolégicas. Modificaciones que se han realizado a VPs y
VLPs para ser utilizados en aplicaciones biotecnologicas, a través de la
modificacion de su superficie, modificacion de su estructura y el ensamble y des-
ensamble de sus componentes. (Tomado de [12]).

modificaciones se pueden realizar de manera quimica o genética. La modificacién
genética se orienta a la modificacién de residuos especificos (Figura 1), con el fin
de funcionalizar regiones especificas en la superficie para poder conjugar después
moléculas sintéticas utilizando técnicas como la quimica-clic o para expresar algun
motivo proteico especifico (Epitopos, moléculas sefal, gluco-lipidos etc.). Esto
permite una mayor selectividad (tropismo) de algun tejido en particular, generacién
de algun tipo de respuesta en el tejido diana y/o propiciar alguna funcién especifica

al sistema viral [13].
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En particular, la administracion de material no genético, utilizando VLPs y VPs se
ha explotado en el tratamiento de tejidos cancerosos, debido a que estos presentan
una porosidad mayor en el sistema vascular del paciente, facilitando su transporte

en estos sitios de accion [14].

Las VLPs o VPs que estan compuestas solamente por las proteinas de capside (CP)
las cuales forman una nucleocapside, se pueden considerar como "Cage Protein"
es decir cajas proteicas, la cuales, pueden ser sujetas a proceso de ensamble y
desensamble. Los métodos de ensamble y desensamble utilizan las propiedades
fisicas de las nucleocapsides de los virus, donde a través de la disminucién de la
fuerza idnica y/o la disminucion del pH del buffer en el que se encuentran, es posible
obtener CP en solucion y libres. Una vez que un niumero de CPs se encuentran en
condiciones lo mas cercanas a las de una capside WT nativa, pueden volver a
formar una capside, permitiendo asi el atrapamiento de moléculas de interés en la

cavidad de la caja proteica, normalmente a través de interacciones covalentes. [15]

Ademas de la técnica de ensamble y desensamble para el cargado de moléculas
de interés, dependiendo de la naturaleza de la molécula y VP o VLP, existen
diversas técnicas para la "encapsidacién” (Internalizacion de moléculas externas al
interior de capsides virales) asi como también diversas estrategias para poder
liberar su contenido de una forma efectiva (Figura 2). Especialmente, la utilizacién
de la interaccion fisica de terceros acarreadores con cierta afinidad al centro de la
capside o zonas especificas de los VPs VLPs, se presenta muchas veces como una

solucibn muchas veces adecuada a sistemas virales los cuales debido a su
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complejidad (virus envueltos o multi-proteicos) no pueden ser sometidos al

desensamble de sus capsémeros.
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Figura 2. Sistemas de Encapsdiacion y liberacion de moléculas en VLPs y VPs.
Principales mecanismos de encapsidacion y liberacién empleados en VPs y VLPs,
basados en diferentes estrategias dependiendo del sistema a utilizar en la
administracion de farmacos y/o moléculas no genémicas. (Adaptado de [13]).

Casos de éxito en el uso de VPs y VLPs en la administracion dirigida de farmacos.

Existen diversos casos de éxito reportados en el uso de VLPs y VPs y sistemas
basados en virus, como nano-acarreadores para la administracion dirigida de
farmacos (Tabla 2, Adaptada de [12]) de los cuales algunos se encuentran en fases

clinicas avanzadas o ya en el mercado.
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Tabla 2. VLPs utilizados para la administracion dirigida de farmacos y biomoléculas.

Adenovirus

Bleomicina

in vitro

Paclitaxel

in vivo

Adenovirus dodecahedron como vector de
administracion de farmacos.

[16]

Paclitaxel covalentemente unido a Adenovirus, se
administré a células cancerosas in vivo. Se logré la
reduccion en los efectos secundarios y se aumento
larespuesta anti-tumor, comparada con la
administracion de la droga libre

[17]

Virus de la leucosis aviar

Recombinasa cre

5-FU

Caspasa-8

Interferon-Y

TRAIL

in vitro

Proteinas moduladoras de la respuesta inmune se
expresaron en la superficie del virus y enzimas
activas fueron encapsidadas entro de VLPS para la
interaccion de los receptores de membrana y su
posterior liberacién intra-celular.

[18]

Virus del moteado clorético del caupi (CCMV)

Ru (bpy2)Phen-IA

in vitro

Direccién y muerte fotodinamica de patégenos
microbiales utilizando arquitecturas de cajas
protéicas funcionalizadas con un fotosintetizador.

[19]

Virus del mosaico del caupi

DOX

in vitro

Administracion de CPMV-DOX

[20]

Proflavin

in vitro

Proflavina y fluoréforo fueron encapsulados dentro de
CPMV a través de la interaccion del RNA nativo para
su administracion intracelular contra cancer

[21]

Virus del mosaico del pepino

DOX

in vivo

DOX encapsulado, fue dirigido a células cancerosas
que expresan folato in vivo, mostrando una reduccion
en la cardiotoxicidad y un aumento en la respuesta
anti-tumoral, comparada con la droga libre en su
administracién

[22]

Virus de la Hepatitis B

CCL19

IL-2

CpG

SiRNA

in vivo

VLP cargadas con CCL19, IL-2 y HPV16, proveen de|
proteccion ante las respuesta de las células T en
ratén transgénico HLA-A2

[23]

Motivos no metilados de CG empaquetados en VLPs
generan respuestas protectoras citotoxicas de células
T sin efectos secundarios.

[24]

Administracion sistémica de siRNA a través de
Proteinas de capside quiméricas, direccion especifica
a tumores y actividad de RNAI in vivo.

[25]

Virus Hibiscus ringspot

DOX

in vitro

Acido Félico conjugado en cajas protéicas del virus
HBR.

[26]

HIV-1

CD40L

in vitro

VLPs que contienen CD40L como candidatos de
vacuna contra HIV-1, dirigidas a células dendriticas

[27]

JC Polyomavirus

Paclitaxel

in vitro

VLPs con cyclodextrinas removibles permiten la
administracion y liberacion de glutatione en células.

[28]

SiRNA

in vivo

Administracion dirigida in vitro e in vivo de IL-10,
utilizando VLPs de JC polyomavirus.

[29]

Bacteriofago MS2

SiRNA

DOX

5-fluoracil

ricin toxin A-Chain

in vitro

VLPs de MS2 fueron utilizadas para encapsular
diversas moléculas terapéuticas a través de su union
covalente con el RNA nativo de las mismas.

[30]

VLPs de MS2 utilizadas como un sistema de
administracién de drogas robusto y semisintético

[31]

miRNA

ssDNA anti-sentido

in vivo

Desarrollo de un sistema de administracién de
miRNA basadas en VLPs del bacteriéfago MS2

[32]

Administracion de oligonucléotidos en anti-sentido
dirigdos a células de lucemia a través de capsides de
MS2

[33]

Polyomavirus Murino

Metotrexano

in vitro

Administracion intracelular de proteinas y moléculas
de bajo peso molecular a través de VLPs de
Polyamavirus recombinantes.

[34]

QB

EGF

Polifirin

in vitro

Administracion celular a través de la utilizacién de
VLPs de Qbeta expresando factores de crecimiento
epidermal.

[35]

Administracion de el photosensitizador porfirina
utilizando VLPs de Qbeta.

[36]

CpG

Fase 2 clinica

Fase clinica 2 de la administracion de CpG a través
de VLPs de Qbeta que expresan antigenos tumorales
para la inmunoterapia ante melanoma.

[37]

Virus del mosaico necrético del trébol rojo

DOX

in vitro

Céapside del Virus del mosaico necrdético del trébol
rojo como nanoprtiula de administracion
multifunciona celular

[38]

Rotavirus

DOX

in vitro

VLPS autoensambladas de Rotavirus para la
administracion dirigida de virus.

[39]

SHIV

CD40L

in vivo

Incorporacién de ligandos de CD40 en VLPs de SHIV
para la activacion y aumento en la repuesta inmune

ante HIV.

[40]

(Adaptado de [12]).
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La administracion dirigida de farmacos a través del uso de VLPs es una tendencia
en crecimiento en el area biofarmacéutica y nanomédica. El centro para la
investigacion y evaluacidon de farmacos (Center for Drug Evaluation and Research,
CDER), en conjunto con la Administracién norteamericana de farmacos y alimentos
(Food and Drug Administration, FDA) ha monitoreado el desarrollo en la solicitud de
alrededor de 359 farmacos desde el afio 1973 hasta 2015. Dicho registro, evidencia
el aumento del uso de nanomateriales para la administracion de farmacos. En
particular, se ha visto un aumento considerable en los f&rmacos denominados
complejos farmaco-proteicos (proteinas derivadas de virus y/o partes de los
mismos) y liposomales (contiene liposomas de manera estructural), tal como se
muestra en la Figura 3, debido al éxito en pruebas clinicas de farmacos formulados
con este tipo de biomateriales. Este estudio clasifica a las formulaciones de
administracion controlada, dependiendo de 3 factores: a) Composicion de la
nanoformulacion, b) Enfermedad o situacién clinica hacia la cual el tratamiento esta

dirigido, ¢) Via de administracion.
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Figura 3. Evolucion de la formulacion en la administracion dirigida de farmacos a
través del uso de nanomateriales. (Adaptado de [41]).
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En términos del tipo de tratamiento al que va dirigido la formulacion, la solicitud de

tratamientos dirigidos al cancer han prevalecido, y representaron el 40% de dichas

solicitudes de los afos 2010-2015. Asi mismo, la via de administracion con mayor

presencia entre las formulaciones ha sido la administracion intravenosa seguida de

la oral. Se espera que el numero de formulaciones para la administracion controlada

de farmacos siga en aumento (siendo el afio con mayores solicitudes el 2006), y

que el tipo y complejidad de nano-formulaciones siga en aumento en los préximos
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15 afos [41]. Asi mismo, se prevé que el uso de nanoparticulas de larga
persistencia (Oro, Silica, Niquel etc.) vaya a la baja principalmente porque de
manera histérica ha sido dificil poder identificar como estos materiales afectan a la
citotoxicidad total de las formulaciones y como es que son metabolizadas en los

sistemas de entrega

El higado como 6rgano blanco para la administracion controlada de farmacos.

El higado juega un rol critico en el metabolismo de farmacos y la detoxificacion del
cuerpo. Es un excelente reservorio de diferentes acarreadores biol6gicos, enzimas
metabolizantes y transportadores que pudieran utilizarse para la administracion
higado-dirigida y asi aumentar la eficiencia de administracién de farmacos. Los
hepatocitos son las unidades estructurales del higado y son responsables de la
bioconversion de xenobibticos lipofilicos en metabolitos que puedan ser eliminados

a través de la via urinaria o biliar.

El desarrollo de sistemas de administracion dirigida a higado, facilitarian en gran
medida la completa bioconversion de los farmacos, aseguraria una alta
biodisponibilidad y marcaria una reduccion en la incidencia de efectos secundarios

[43].

Morfologia y biofisica del higado.

Dentro de las funciones mas importantes del higado, se encuentra el procesamiento
de la sangre a través de su circulacion de capilares semi-permeables denominados
sinusoides, los cuales permiten alcanzar las venas hepaticas centrales. Los

sinusoides son pequefos recipientes de sangre que varian su longitud entre 10 y
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100pum de ancho y permiten el paso casi indistinto de componentes del plasma
vascular hacia el espacio presinoidal (Espacio de Disse), donde se encuentran los
hepatocitos (células parenquimales del higado) los cuales representan el 80% del
tipo celular en el higado. Ademas de los hepatocitos (Figura 4), diversos linajes
celulares tales como los miofibroblastos, células de Kupffer y las HSC (Células
estrelladas hepaticas) realizan diversas funciones de mantenimiento, senalizacién

y catalisis de componentes de la sangre.

Arteria

Conducto Biliar
Endotelio

Vena porta terminal
Vena hepatica terminal
Miofibroblasto
Hepatocito

Tejido Fibroso

Célula de Kupffer

Célula estrellada hepatica

Figura 4. Morfologia y distribucion de linajes celulares en higado.
Representaciéon de los diferentes linajes celulares, distribucion y morfologia en
una seccion transversal de higado sano (no cirrético). (Adaptado de [42]).
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Atributos esenciales para el disefo de sistemas de administracidn dirigida al higado.

Para que un farmaco pueda ejercer su efecto deseado, debe de entrar en contacto
fisico con su tipo celular blanco, el cual puede tratarse de un receptor especifico. El
sistema de administracion del farmaco debe de asegurar que tal interaccion se lleve
a cabo solo en la zona anatémica en la que se desea que el farmaco tenga efecto,

es por esto que debe de seguir el siguiente criterio [43]:

1. Debe de ser capaz de atravesar todas las barreras anatémicas (i.e.

estbmago e intestino).

2. Debe de reconocer un receptor o cumulo de sefales receptoras a raiz de

la cascada de senalizacion de un receptor inicial.

3. Los o el ligando externo debe de poder competir con los ligandos

enddgenos producidos naturalmente en la zona anatémica de accion.

4. El sistema de entrega debe de ser no toxico, biocompatible, biodegradable
y fisico-quimicamente estable en las células del higado ya sea en pruebas in

Vivo o in vitro.
5. Debe de tener una distribucion uniforme en el capilar sinusoide.

6. Debe de tener tazas controlables y predecibles de la liberacién del farmaco
de tal manera que solo una cantidad especifica sea liberada a las células del

higado.

7. La liberacion de la droga no debe de afectar a la distribuciéon de la misma.
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8. Debe de presentar una fuga minima durante su paso a través del

estébmago, intestino y/o otras partes del cuerpo.

9. El acarreador utilizado para administrar el farmaco debe de ser eliminado
del cuerpo sin mostrar algun tipo de toxicidad y ningun acarreador debe de

modular o inducir algun efecto patolégico.

10. La preparacion del sistema de administracion al higado debe de ser facil

o razonablemente sencilla, reproducible y costo-efectiva.

Aspectos esenciales en la formulacién de sistemas de administracion dirigida a
higado.

Debido a su funcién, la mayoria de las drogas pueden ser rapidamente eliminadas
a través del higado. De manera normal, la mayoria de las drogas alcanzan la zona
hepatica en altas concentraciones, principalmente si son administradas via
intravenosa, sin embargo, sigue siendo necesario direccionar la administracion de
las formulaciones debido a que el higado se encarga de la captura, detoxificacion,
transformacion metabdlica y la excrecion de xenobibticos a traves de la utilizacion
de mecanismos basados en acarreadores [43]. El principal reto es obtener una
acumulacion especifica del farmaco en un tipo celular especifico y mantener los

niveles de dosificacion por periodos largos.

Existen diversos receptores y mecanismos de entrada presentes en cada uno de

los diferentes tipos celulares en el higado, los cuales se presentan en la Tabla 3.
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Tabla 3. Receptores conocidos en linajes hepato-celulares

Células de Kupffer Células hepaticas estrelladas Hepatocitos

Manosa/N-Acetil amino glucosa R MB6P/IGF Il Asialoglycroproteinas (ASG)
Galactosa Alfa 2 Macroglobulina Lipoproteinas de alta densidad (HDL)
Fc (Complejos inmunes, materiales opsonizados) Ferritina Liporoteinas de baja densidad (LDL)
Receptor Scavenger (Clase A1, B1, B2, MARCO, CD36) | Uroplasmogeno IgA

Fibronectina (Receptores LDL) Trombina Scavenger Clase B1

Compuestos de la matrix estra celular
(Integrina, colageno tipo VI, Fibronectina
Cd44( Transferrina
Insulina

(Adaptado de [44]).

Los hepatocitos como linaje hepato-celular diana para la administracién dirigida de
farmacos.

Los hepatocitos son las unidades funcionales responsables de la mayoria de las
actividades metabdlicas del higado. Normalmente, se considera que la
administracion satisfactoria de medicamentos al higado se logra cuando el sistema
de entrega alcanza la dosificacion en los hepatocitos, principalmente porque estos
representan el 80% del tipo celular presente, sin embargo; es sabido que existen
diversos receptores que se encuentran ademas de los hepatocitos en otros linajes
celulares como células de Kupffer o HSC ademas de los hepatocitos, los cuales
pueden generar multi-especificidad en la administracion la que puede llevar a la

degradacion o mala asimilacion del farmaco en cuestion.

Un sistema de administracion de alrededor de 150nm diametro pudiera evadir ser
atrapado por las células de Kupffer y a través de su difusion por los sinusoides

podria atravesar hacia el espacio pre-sinusoidal y alcanzar la zona de hepatocitos.

Los hepatocitos son capaces de acarrear sistemas coloidales a través de pinocitosis

y endocitosis mediada por receptores.
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El receptor que se ha utilizado en mayor medida en sistemas de administracién

coloidales ha sido el receptor de la asialoglicroproteina (ASG-R) el cual reconoce

carbohidratos, principalmente galactosa, sin embargo; el umbral para la absorcién

de coloides a través de este receptor es utilizando sistemas de menor de 90nm en

diametro [45, 46].

Los hepatocitos son las células principalmente afectadas en diversas patologias

hepéaticas tales como hepatitis viral (A, B y C), estatohepatitis inducida por alcohol

(AHS), estatohepatitis no inducida por alcohol (NAHS) y algunas enfermedades

genéticas como la enfermedad de Wilson, hemocromatosis, etc.

Para poder reducir los efectos secundarios y aumentar el efecto terapéutico de los

medicamentos, se han desarrollado diversos sistemas de administracion selectiva

a hepatocitos, los principales se mencionan en la Tabla 4.

Tabla 4. Sistemas de administracion dirigida de farmacos a hepatocitos

Tipo hepato-celular diana Fdarmaco Resultado Referencia

lododexyuridina Al aislar las células hepaticas después de la [47]
inyeccién intravenosa de IDU, se pudo
concluir que puede ser asimilado en
Hepatocitos.

Primaquina (PQ) La emulsién preparada funciona como un [48]
sistema de entrega para dirigr su
administracién en hepatocitos en la
terapia de malaria vivax

S-Fluoracil (5-FU) Nano particulas de Zeina fueron [49]
administradas en higado a través de
inyeccién intrevanosa.

Hepatocitos Poletenil Gilcol, poli galactosidado, cubierto |Gal-PEG-CHI-G-PEI, aumenta la eficiencia [50]
de polyetilamina de la transfeccion y la especificidad en
(Gal-PEG-CHI-G-PEI) hepatocitos in vivo e in vitro, con posible

utilizacién para terapia génica
Vitamina K5 y citosina arabinosa utilizando  |Administracién especifica en Hepatocitos [51]
acido L-glutdmico y dextraan carboximetilado
Liposomas Probucol Hepatocitos pueden utilizar liposomas [52]
cargados con probucol
Calceina, GFP Proteina de envoltura L del virus de la [53]
Hepatitis B fue utilizada como
noanoparticula en la administracién de
farmacos y fluoréforos a hepatocitos ex
vivo e in vivo
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Limitantes de la administracién controlada de farmacos utilizando VLPs y VPs hacia
hepatocitos.

Dentro de las alternativas que se han mostrado anteriormente en el &mbito de la
administracion dirigida de farmacos, las VPs y VLPs se perfilan como una alternativa
eficiente que contribuye a los requerimientos necesarios para el disefio 6ptimo de

administracion de medicamentos de liberacidén espacio-temporal controlada.

Es de notar, que solo el trabajo realizado por Yamada et al. [53] ha utilizado un
acercamiento a la administracién dirigida de farmacos utilizando VLPs hacia
hepatocitos. En este trabajo se reporta la utilizacion de la proteina de envoltura L
del virus de la Hepatitis B, la cual contiene una zona denominada péptido pre-S1,
donde los aminoé&cidos correspondientes del 108-119, funcionan como un ligando
especifico a hepatocitos. Sin embargo, el principal problema en la formulacion y
administracion de dichas VLPs huecas se encontr6 en 2 factores principales: 1.
biodistribucién no Optima, ya que solo el 78% de las particulas alcanzaron su
localizacion en la zona anatémica especifica (hepatocitos) y, 2 los rendimientos de
carga de calceina y GFP en las nanoparticulas no supero el 35% w/w de

encapsulacion, debido a la utilizacion de electroporacién como método de carga.

Diversos autores apuntan a la mejora en la funcionalidad, direccionalidad y
distribucién farmacéutica de las formulaciones dirigidas a alguna zona anatémica
en particular. La mejora de estos parametros se logra al combinar elementos
presentes en el microambiente anatémico, asi como de elementos externos los
cuales puedan ser modulados bajo estimulos propios de alguna etiopatologia

(Tumores, Fibrosis, aumento en la vasculatura) o bajo la modificacién de los
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sistemas de administracion (Sistemas conjugados con receptores celulares
especificos, recubrimiento con biomateriales (Lipidos) o sintéticos (PEG)). Sin
embargo, a la fecha las modificaciones ya sea utilizando materiales sintéticos o
bioldgicos, se han visto limitadas por la naturaleza de la interaccién de dichos
conjugados, es decir, es necesario modificar la estructura nativa de los sistemas
virales de entrega a través de modificaciones genéticas para poder permitir la

inclusién de ligando externos.

La ventaja que representa la utilizacion de un sistema con tropismo evolutivamente
adquirido el cual a su vez esté conformado solamente de los elementos necesarios
para cumplir su funcién como sistema de administracion hepato-dirigido puede ser
la solucién a diversos problemas a los presentes problemas de la utilizacion de VLPs
como sistemas de administracion hacia los hepatocitos. Aunado a esto, los
procedimientos para la encapsidacion de drogas de interés, deben de ser mejorado

considerablemente.
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Particulas similares a virus del Virus de la Hepatitis C como sistema de
administracidn dirigida de farmacos a hepatocitos.

Generalidades del Virus del Virus de la Hepatitis C

El virus de la Hepatitis C (VHC) es un virus de RNA de cadena sencilla positiva,
perteneciente al género Hepacivirus de la familia Flaviviridae. Es el responsable de
la Hepatitis tipo C en en la cual, si no es tratada en etapas tempranas, desencadena
en fibrosis hepatica y cirrosis, las cuales posteriormente llevan a problemas severos
de cancer hepatico (carcinoma hepatocelular) y finalmente a falla hepatica y muerte

[54].

Segun informacién de la OMS actualmente se estima que existen de 130 a 150
millones de personas estan infectadas con el virus de la Hepatitis C,
correspondiendo al 3% de la poblacion actual, con un promedio de 3 a 4 millones

de nuevas infecciones cada ano [55].

VHC es un virus envuelto, es decir, ademas de su estructura primaria
(nucleocépside) cuenta con una membrana adquirida en el momento de su
maduracion proveniente de la membrana del reticulo endoplasmico del hospedero
donde se replica. La longitud del RNA positivo es de 9.6 Kb, el cual codifica un
simple origen de replicacion (ORF) de 3,006-3037 codones. El genoma viral es
traducido directamente para producir una poli-proteina que es co y post-

traduccionalmente procesada por proteasas virales y celulares en 10 proteinas.

La regiéon amino terminal de la poli-proteina codifica 3 las proteinas estructurales,
las cuales forman la estructura final del viroide: core, que forma la nucleocapside, y

2 glicoproteinas de envoltura E1y E2.



Cinvestav
Biotecnologia de Plantas puat

Las proteinas no estructurales (NS): p7, Ns2, NS4, NS5A y NS5B son codificadas
mediante el carboxilo terminal de la poli-proteina. Las proteinas no estructurales son
expresadas en células infectadas por los virus, pero no son incorporadas en las
particulas virales y funcionan para coordinar los aspectos intracelulares de la
replicacion del VHC, incluyendo la sintesis de RNA, modulacion de la defensa del

hospedero y el ensamble viral [56].

Biofisica y estructura del Virus de la Hepatitis C
Durante el desarrollo de este trabajo de investigacion, la estructura de las

glicoproteinas o una reconstruccién 3D del virbn permanecian aun elusivas. Las
particulas producto del desarrollo en lineas celular hiper-permisibles de hepatocitos
y/o de pacientes infectados con el virus, consisten de una nucleocapside la cual
contiene el genoma viral, envuelta por una doble membrana derivada del reticulo
endoplasmico del hospedero que sirve de zona de anclaje donde 2 glicoproteinas
(E1 y E2) se proyectan sobre la superficie a través de su ensamble como
heterodimeros [56-59]. VHC fue propuesto como un nuevo virus infeccioso en 1975
[60] y formalmente identificado en 1989 [61], desde entonces diversos grupos
alrededor del mundo han podido identificar un total de 7 genotipos y 67 sub-tipos

[62].

Diversos estudios de microscopia electronica (EM), han indicado que particulas
maduras del HCV pueden variar desde 40-100 nm en diametro, son pleiomorficas,
es decir que carecen de simetria regular obvia y no muestran elementos
caracteristicos en su superficie. Ademas, contiene centros muy densos en

electrones [63].
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Una de las caracteristicas mas interesantes de particulas altamente infecciosas
(bajas tasas de particulas virales por unidad infecciosa) de VHC producidas en
cultivo celular (VHCcc) o aisladas de pacientes infectados, es su inusual densidad
de flotaciéon (<1.10g/mL) [64], la cual es muy baja comparada con otros tipos de
virus de RNA. Esta baja densidad de flotacion se explica por la interaccién con
lipoproteinas tanto en el suero de pacientes como en los medios extra-celulares de
los cultivos. Ademas de lipoproteinas nativas de los sueros, diversos estudios han
demostrado que las particulas de VHC también se ven asociadas con
apolipoproteinas como: ApoA-I, apoB-48, ApoB-100, apoC-1 y ApoE [65]. Debido a
esta asociacion con lipoproteinas sugiere que las particulas del VHC forman
hibridos denominadas "Particulas Lipovirales (LVP)" las cuales pueden facilitar la
entrada del virus hacia los hepatocitos y protege al virus de una neutralizacién
inmunogénica [57].

Ciclo de vida (Entrada, replicacién y ensamble del Virus de la Hepatitis C.

El ciclo de vida de un virion de VHC infecciosos (que tiene material genético para
replicarse) consiste de 3 grandes pasos: 1. Entrada, 2. Replicacion y 3. Ensamble y

maduracion.

Entrada.
Es quiza el elemento mas estudiado de su ciclo de vida. En primera instancia, las

particulas de VHC circulan en la sangre, abriéndose paso hacia el higado, donde a
través de la vena porta pueden llegar a los sinusoides y después al espacio de Disse
(pre-sinusoide) donde se encuentran con la pared de hepatocitos altamente
polarizados. Una vez que la particula se encuentra cerca de la superficie de un

hepatocito, reconoce diversos receptores en su membrana y después de un
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complejo juego de cascadas de sefializacion, el virién es internalizado a la célula a

través de endocitosis mediada por clatrina [68].

La clatrina es un andamio celular utilizado por las vesiculas de unién a membrana
celular, conocidos como endosomas en citoplasma de los hepatocitos. Diversos
virus utilizan la internalizacién mediada por clatrina y regularmente requieren la
interaccidén con solo algunos receptores para iniciar el proceso de endocitosis, sin
embargo VHC requiere la interacciéon con diversos receptores en los cuales son
necesarios para diversos propésitos como cambios conformacionales, induccién de
senal celular y la primasién de las glicoproteinas de envoltura de VHC para poder
iniciar el proceso de la internalizacion mediada por clatrina y su posterior
acidificacion (Figura 5). Existen 5 receptores esenciales para que el virion pueda
entrar a la célula: CD81, receptor scavenger clase B miembro 1 (SRB1 0 SCARB1),
claudina 1 (CLDN1), ocloudina (OCLN) y el receptor de absorcién de colesterol
Niemman-Pick C1 tipo 1 (NPC1L1) [68]. Aunque el proceso de entrada del VHC
sigue aun en debate, por conceso el proceso de identificacidén e internalizacion es

el siguiente:

1. El anclaje inicial de HCV hacia los hepatocitos ocurre a través de interacciones
de baja afinidad de receptores de lipoproteinas de baja de densidad (LDL-R) y
glicosaminoglicanos (GAGs) presentes en los proteoglicanos de sulfato de heparina
(HSPGs), los cuales forman parte de la matriz extra-celular del higado de manera
nativa [66]. El receptor de LDL-R puede no ser esencial, pero puede ser necesitado

para una replicacidén éptima del virus en células infectadas [67].
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2. Posteriormente, la actividad de transferencia de colesterol de SRB1,
putativamente pudiera funcionar como disociador las particulas lipoproteinas de
VHC. Asi mismo, debido a que la zona de anclaje de E2 esta enmascarada por una
zona hipervariable, diversos estudios han demostrado que la interaccién con SRB1
lleva a cabo un cambio conformacional en E2 antes de que este receptor pueda ser

utilizado en el siguiente paso por CD81 [69].

3. Un paso clave en la entrada del HCV es el movimiento lateral de las particulas de
HCV unidas a CD81 hacia las "Tight-junctions" (Zonas lateral de union entre 2
hepatocitos) de los hepatocitos hacia su interaccion con el siguiente receptor

CLDNT1.

CD81 fue el primer receptor identificado, es miembro de una familia de proteinas de
superficie relacionada que tienen 4 dominios, definida como una tetraspanina, la
cual es expresada de manera casi absoluta en la superficie de hepatocitos y se
ancla a la proteina de E2 de manera estable. Las tetraspaninas contienen pequefios
amino terminales y largos carboxilos terminales de manera extracelular los cuales
contienen motivos conservados de residuos de cisteinas unidos a través de puentes

de disulfuro.

Estudios han indicado que la interaccion con CD81 puede ayudar a primar las

glicoproteinas de HCV mediante su activacién a pHs bajos durante su entrada.

4. El trafico de las particulas unidas a CD81 hacia las "Tight-junctions" de manera
paralela, desencadena diversas traducciones de sefales, incluyendo al receptor
EGFR vy las cascadas de sefalizacion rio abajo de la GTPasa de RAS, asi como las

GTPpasa Rho, el cual remodela actina cortical [70].
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5. La interaccién de VHC-CD81 con CLDN1, induce la endocitosis mediada por

clatrina [71].

6. Una vez fusionada las particulas de VHC, el genoma putativamente es liberado
en el citosol, donde es directamente traducido para producir la poliproteina viral e

iniciar la replicacion posteriormente del virus.
Replicacion y maduracion.

El proceso de replicacion y ensamble, aun no es bien entendido, sin embargo;
diversos estudios realizados utilizando cultivo celular de hepatocitos han

identificado los siguientes pasos:

Una vez que la nucleocapside ha sido desasociada dentro del citosol, empieza la
replicacion de diversas copias del RNA, donde particulas de VHC nacen a partir de
su procesamiento y ensamble en el reticulo endoplasmico, en un proceso donde las
proteinas estructurales core, E1 y E2 deben de ser empaquetadas de una manera

coordinada junto con el RNA para su replicacion.

Nuevas particulas virales transitan a traves de la via secretoria (Aparato de Golgi y
RE rugoso), donde llevan a cabo diversos procesos de maduracién y probablemente
adquieren su baja densidad de flotacion [72]. Un proceso importante pre-ensamble
es la interaccién de "Lipid Droplets" citosélicos (liposomas de doble membrana que
sirven de almacenamiento de lipidos y acidos grasos como colesterol) (cLD) y la
proteina core, la cual se cree que puede servir para primar el RNA fuera de la

replicacion hacia la traduccién y el ensamble de los viriones [73]. De manera similar,
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el complejo p7(viroporina)-NS2 (proteina no estructural) ensamblan el complejo E1-

E2 y BS3-4A (proteina no estructural).

La interaccién entre los complejos p7-NS2 y NS3-4A recluta la proteina core de los
cLDs hacia los sitios de ensamble viral (Membrana del reticulo endoplasmico y
lumen del mismo), presumiblemente a través de una interaccion proteina-proteina
o0 a través de empacamiento dependiente de RNA facilitado por la helicasa del
hospedero y posteriormente se lleva a cabo el ensamble de la nucleocapside en el

mismo sitio [74].

Durante el proceso de maduracion, las particulas de VHC adquieren sus
caracteristicas bajas densidades de flotacion, a través de la interaccion con VLDL y

la apolipoproteina ApoE.

Las glicoproteinas de VHC son modificadas para formar complejos glicanos, y sus

puentes de disulfuro son reorganizados [75].
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Figura 5. Ciclo de vida del Virus de la Hepatitis C. 1. Entrada: VHC identifica
diversos receptores en la superficie de hepatocitos y es internalizada a la célula a
través de endocitosis mediada por clatrina; 2. Abertura: la acidificacién en el
citoplasma permite la liberacion del material genético; 3. Traduccion: RNA +
permite la traduccién de las proteinas estructurales core, E1 y E2; 4. Replicacidn:
mediante el replicosoma dentro del lumen RE se produce mas RNA de cadena +;
5. Interaccion cLD + core: proteina estructural core interactia con el RNA
replicado y lipid droplets en citoplasma; 6. Ensamble: en la membrana de RE, core,
E1 y E2 son ensambladas con el RNA+ para generar un virién; 7. Maduracion:
Viriones de VHC interactian con LD en lumen de RE para generar viriones maduros
de VHC. (Adaptado de [65]).
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Sistemas de cultivo celular y tipos de particulas virales del virus de la Hepatitis C.

El VHC es un patégeno estrictamente humano, por lo que su caracterizacion y
desarrollo de sistemas de replicacion fuera de su hospedero natural ha llevado un
largo proceso desde que fue identificado como un virus patégeno tipo no VHA ni
VHB en 1989. La propagacion de VHC en procedimientos estandar de cultivo celular
tal como la inoculacién de células de higado humanas no funcion6 de manera tan
eficiente como se esperaba [76]. En la ausencia de un modelo animal sencillo, el
establecer un sistema de replicaciéon robusto basado en cultivo celular fue uno de
los principales retos, resultando en un desarrollo de 10 afos desde que se logré
clonar el primer genoma de VHC [77], antes de que se pudiera obtener un cultivo

celular modelo [78].

Los primeros intentos de infectar lineas celulares con VHC contenido en el suero de
pacientes infectados mostro muy bajos rendimientos, y teniendo en todos los casos
una replicacion muy variable y baja, por lo tanto; se necesitaba hacer uso de
técnicas muy sensibles, basandose principalmente en métodos de RT-PCR, y
donde la deteccion de proteinas virales por western blot o inmunofluoresencia era

practicamente imposible.

Con la disponibilidad del primer genoma clonado de VHC, los sistemas basados en
transfeccién se volvieron una realidad. Estos sistemas consisten en el uso de una
copia de cDNA completo de VHC insertado rio abajo de un promotor de un
bacteri6fago, usualmente del T7 y un sitio de restriccion colocado justo en el

extremo 3°del final de la secuencia viral. El vector es restringido con esta enzima y
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el cDNA viral se utiliza para una transcripcién in vitro utilizando la polimerasa de
RNA de T7, la cual genera transcritos con los extremos 5y 3’del RNA viral. Sin
embargo, diversos problemas como la correcta maduraciéon y problemas de la
deteccion de particulas por técnicas de microscopia o inmunofluoresencia
dificultaron este desarrollo. Aunado a esto, no se conocia que linea celular seria
totalmente permisible para la replicacién de VHC, existian secuencias incorrectas o
incompletas en los extremos 5y 3’del genoma debido a que es sumamente
complicado obtener clonas de estructuras de segundo o mayor orden y los genomas

virales utilizados pudieran contener mutaciones no deseadas [79].

Estas predicciones terminaron por ser ciertas cuando se determind por 2 grupos de
investigacién [80, 81], y que de manera independiente identificaron el verdadero
extremo 3’a partir de secuencias consenso de VHC, especificamente utilizando el
genotipo 1a de la cepa H77; demostraron que estos genomas eran infecciosos, al
inocular de manera exitosa chimpancés. Sin embargo, la cepa H77 no pudo ser
replicada en células de cultivo celular. Eventualmente, diversos sistemas de auto-
replicacion autébnoma se generaron partiendo de la mejora de seleccién de los sitios
IRES de replicacion y de la seleccion de la insercion de las secuencias de las
proteinas estructurales maduras. Los diversos sistemas de replicacion tanto auto-
replicativos como lineas que pudieron utilizarse en cultivos celulares (VHCcc) se

muestran en la Figura 6.
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Figura 6. Evolucion de los genomas auto-replicativos y de cultivo celular para VHC.
Desarrollo y evolucion de A. Replicones de VHC completos y B. sistemas no auto
replicativos del VHC expresados en diversos sistemas de produccion heteréloga y no

heteréloga. Tomado de [79].

Los sistemas mencionados anteriormente, se componen de diversos elementos no
estructurales, incluyendo secuencias de inicio para poder generar sistemas que
puedan proveer de un numero elevado de copias de VHC. Esto principalmente para
poder conocer su ciclo de vida y desarrollar estrategias para combatir su virulencia,
a través del desarrollo de Drogas de accion directa (DDDs), las cuales han
culminado en los tratamientos que actualmente se utilizan para tratar la Hepatitis C

cronica en pacientes alrededor del mundo. Sin embargo, actualmente no existe una
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vacuna de accidn profilactica (reaccién humoral, sistémica y celular) contra el VHC,
principalmente por su alta taza de mutabilidad, el gran numero de genomas y sub-
genomas, el reducido numero de modelos animales y cultivos celulares para su

reproduccién y la naturaleza compleja de la respuesta inmunologica. [82].

Actualmente, existen diversos reportes de la produccién de particulas virales
completas, es decir, viriones auto-replicativos en sistemas celulares como
hepatocitos y algunos mas utilizando sistemas de replicacidén in vitro, asi como
utilizando células de insecto. En la Tabla 5 se sintetizan los diversos sistemas
utilizados para la expresién tanto de viriones completos como de VLPs (compuesto

solo de proteinas estructurales).

Aunque normalmente las particulas virales ya sean en forma de VLP o como
sistemas auto-replicativos o viriones completos se han producido en cultivo celular
de linajes celulares, diversos esfuerzos por producir particulas virales en sistemas
heter6logos como en células de insecto [88], han probado ser alternativas viables y
han podido demostrar que es posible producir VLPs de VHC utilizando las

secuencias de solo las proteinas estructurales.
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Tabla 5. Sistemas de expresion utilizados para la produccion de particulas o proteinas
virales del Virus de la Hepatitis C.
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ra frugiperda )
[83]
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replicacion libre mutantes
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1 42 68 15 17:
LU —
a2 OD—————— )
» o———————
e D — [84]
RPN s o —
Células Huh 7.5 JFH1, genotipo 2a | Virion Completo
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N. Tabacum ND Core ND
A
[ >-{eme’ I, TP ) ) )y
[85]
WHCV.S- VHC genoitpo 1b, | E1,E2 and Core ND
iinfectado BSC-1 cepa J [86]
Sf9 Células de 1. BVHCV.S VHC genoitpo 1b, |Core,E1 and E2
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g oo | I NI L A
[87]
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82 §
ge ¥
Sf9 Células de Baculovirus: Genotipo 1b, cepa |Core, E1,E2, E2
insecto(Spodopte bv-C 274933RU truncada.
ra frugiperda ) bv-E1
bv-E2
bv-E2660
bv-CE1 [88]
bv-CE1E2
bv-C+E1+E2660 (cotransfeccion)
Sf9 Células de Bac.HCV.1a.S utilizando una sistema de expresiéon BAC-to- | HCV 1a genotipo | E1,E2 y Core
insecto(Spodopte BAC en Bacolovirus (cepa H77)
ra frugiperda )
[89]
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Molecular Pharming en la produccion de VPs y VLPs.

La produccién de farmacos (no exclusivo de biomoléculas ni proteinas de virus) a
través de la expresion transitoria en modelos vegetales (Molecular Pharming)
representa una alternativa bastante atractiva desde el punto de vista de
escalabilidad, costo y seguridad, ya que presentan un bajo riesgo de contaminacién

con endotoxinas o patdégenos humanos.

Las plantas han sido una plataforma econdémica y segura para el desarrollo de VLPs
principalmente en el disefio de vacunas virales, mostrando que una gran variedad
de VLPs pueden ser producidas de manera rutinaria. Debido a su maquinaria de
modificacién postraduccional, no tan alejada de los animales, les ha permitido
producir VLPs que muestran una respuesta inmune protectora en modelos de

animales [90].

Aunado a estas ventajas, el poder producir virus heterélogos en un ambiente
totalmente diferente al nativo, pudiera ayudar a entender sus mecanismos de accion
y estudiar diversos elementos de su ciclo de vida hasta ahora no entendidos o poco

estudiados.

Respecto a la produccion del VHC en plantas, hasta la fecha solo se tiene registro
de la produccion de la proteina core en plantas [85] utilizando una variedad de N.
tabacum Irani como sistema de expresién en un modelo transitorio en hojas. Sin
embargo, aunque este grupo reporta geles de SDS-PAGE y pruebas inmunoldgicas
especificas (western blot) contra la proteina core producida, no se reportan

imagenes sobre la formacién de nucleocapsides a partir de esta proteina estructural.
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Justificacién.

Este trabajo se justifica por la necesidad de implementar mejores y nuevos sistemas
de administracion dirigida de farmacos, los cuales se vean favorecidos por su
estructura, tamano, tropismo y biocompatibilidad, los cuales permitan la proteccién
de las drogas durante su traslado al sitio anatémico de accién y una dosificacion

modular.

También por la necesidad de generar nuevos sistemas de expresion para el Virus
de la Hepatitis C, los cuales puedan ayudar a mejorar el conocimiento de su
biogénesis y ciclo de vida, y, funcionar como plataforma econémica y segura para
la produccidn y uso en la generacion de nuevas terapias anti-virales y el desarrollo

de una vacuna profilactica.

Objetivos.
Objetivo general
Expresar, purificar, caracterizar y funcionalizar particulas similares a virus (VLPs)

del virus de la Hepatitis C genotipo 1a producidas de manera transitoria en N.
benthamiana, para su uso como sistema de administracion dirigida de farmacos a

hepatocitos.

Objetivos particulares
1. Expresar de manera transitoria las proteinas estructurales core, E1 y E2 del Virus

de la Hepatitis C en hojas de N. benthamiana a través de la utilizacion de un vector
de expresion optimizado con codones para plantas y utilizando ubiquitinas como

linker del casete de expresidn policistrénico.
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2. Optimizar el proceso de purificacion de VLPs de VHC a través de purificacidén por

columna de afinidad y gradientes isopicnicos de sacarosa.

3. Caracterizar el sistema VLP-VHC producidos en planta a través de analisis
proteicos, inmuno-ensayos, determinacion de su densidad de flotacion vy

microscopia de transmision electrénica.

4. Funcionalizar VLP-VHC a través del marcaje fluorimétrico de las particulas y
fusionar con liposomas fluorescentes como prueba de concepto para su utilizacion

como sistema de administracién dirigida a hepatocitos.
Hipotesis.

Es posible purificar, caracterizar y funcionalizar particulas similares a virus del virus
de la Hepatitis C genotipo 1a, a partir de la expresion transitoria de las proteinas
estructurales core, E1 y E2 en hojas de Nicotiana benthamiana y su fusién con

liposomas para la administracion dirigida de farmacos.
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Metodologia.

Sistema de expresion transitoria para la expresion de VHC en hojas de N.
benthamiana

Anteriormente se diseié un vector de expresion con codones optimizados para
plantas, el cual ha demostrado ser Gtil para la produccidén de particulas similares a

virus del VHC.

Dicho vector fue denominado 68660 (Figura 7), y esta compuesto de un enhancer
del virus del Jaspeado del tabaco, un péptido estabilizador y las tres proteinas
estructurales (core, E1 y E2, genotipo 1a) del virus de la Hepatitis C fusionadas
utilizando mondémeros de ubiquitina. La secuencia fue sintetizada a través de Gene
Script Co. (EUA) y contiene los sitios de reconocimiento y corte de las enzimas de

restriccidon EcoRl'y Hindlll flanqueando todo el casete.

PIAEOAN Ubiquitina Core Ubliquitina 31 Ubiquitina E2

@ Cinvestav

End (3187)

HVR1 Péptido estabilizador

68660
3187 bp

Figura 7. Secuencia sintética para la expresion de VHC en plantas.

El vector 68660 fue clonado dentro del vector de expresion 11599, utilizando los
sitios de union y corte de las enzimas EcoRI y Hindlll. El vector 11599, permite la
seleccion de transformantes debido a diversos genes de resistencia, asi como sitios
de auto-recombinacién para incorporarse a sistemas vegetales, utilizando la
maquinaria y co-transfeccion de otros vectores de expresién como el vector de

incorporacion a citoplasma (pICH15879) y la recombinasa de bacteriéfago PhiC31
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de Streptomyces (pICH14011) [91]. En la Figura 8 se muestran los vectores
utilizados en la expresion en hojas de N. benthamiana, dicho sistema de vectores

se denomina virus des-ensamblado.

ﬂ:&#g;g:sm L L Hpt il HosP At Hsp 81.1 PhiC 31 NLS NoaT J
pICH15879 L ] VeV L]
(CITOPLASMA) Nos T Nptll Nos P Arab. Act Polimerasa PM Imt AttB |_l/ Mos T

Figura 8. Vectores de co-transformacidén para el sistema de virus des-ensamblado.
Nos T: Promotor del gen de la nopalina sintasa, Nptll: gen de la neomicina
fosfotransferasa Il; Nos P: Promotor del gen de la nopalina sintasa, At Hsp 81.1:
Promotor de la proteina de choque térmico Hsp81.1, PhiC31: gen de la recombinasa del
bacteriéfago PhiC31 de Streptomyces, NLS: Sefal de localizaciéon nuclear, Arab.Act:
Promotor del gen de la actina 2 de Arabidoposis, TVCV Polimerasa: gen de la
polimerasa del pararetrovirus de la aclaracion de las venas del tabaco, PM: proteina de
movimiento, Int: Intron, AttB: Sitio de unién a la recombinasa del bacteridfago PhiC31
de Streptomyces.

Agroinfiltracion de hojas de N. benthamiana.
Se realizaron pre-indculos de las cepas de A. tumefaciens 3101 con los vectores de

expresiéon: pICH14011 (Integrasa), pICH15879 (Citoplasma), 11599/68660 y como
vector control (pICH7410 (GFP), utilizando medio de cultivo selectivo liquido (5mL)
YEB/CB/Rf (extracto de levadura 10g/L; peptona 10g/L, cloruro de sodio 5¢/L; pH
7.0; Carbenicilina 100 mg/L; Rifampicina 50 mg/L). Se realizé la incubacion de los

pre-inéculos durante 48h en agitacion a 28°C.

Pasadas las 48h, los pre-inéculos previamente preparados fueron escalados a
matraces de 250mL, utilizando el mismo medio de cultivo selectivo YEB/CB

(230mL), /100mg/mL Cb) con una incubacion de 24h a 28°C con agitacion.
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Se midié la densidad éptica (D.O) de los cultivos en matraz a una longitud de onda

de 600nm en espectrofotdmetro ajustando la D.O entre 0.15y 0.3.

Se mezclaron volumenes iguales de las suspensiones de las cepas 11599/68660,
plCH14011 y pICH15879 para la mezcla de infiltracion del gen, y de las cepas
plCH7410, pICH14011 y pICH15879 para la mezcla de infiltracion de GFP. En todos
los casos, se centrifugaron las mezclas a 4000 rpm durante 5 minutos y fueron
resuspendidas en un amortiguador 10 mM MES (&cido morfolino etanosulfénico) pH
5.5 suplementado con 10 mM de MgSO4. Se agreg6 acetosiringona al buffer, para

alcanzar una concentracion final 200 pM.

Se realiz6 la agroinfiltracion de plantas de N. benthamiana crecidas en laboratorio
de 5 a 6 semanas, a través de la infiltracion en la parte abaxial de las hojas con

mayor tamano utilizando una jeringa sin aguja de 5mL.

Se incubaron todas las plantas en camara de crecimiento con un fotoperiodo de 16h
luz y 8h oscuridad a 25°C manteniendo la humedad, de 5 a 7 dias, cuidando que el

tejido no se marchitara o deshidratara.

Se observé la expresidn de la planta control agroinfiltrada con GFP utilizando una

lampara ultra violeta en cuarto oscuro.

Finalmente, las hojas fueron cosechadas, congeladas con nitrogeno liquido y

guardadas a -70°C para su posterior extraccion.
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Proceso de bioseparacion de VLPs (VHC) de N. benthamiana.
Preparacion de buffer de acetatos a pH 5.

Se prepararon las soluciones A (0.2M &cido acético (11.55ml en 1L)) y B (0.2M

acetato de sodio (16.4g de C2H302Na en 100mL)) a pH 5.

Para preparar un volumen de 200mL totales de buffer de acetatos, se utilizaron

29.6mL de la solucion A + 70.4mL de solucién B, aforado a 200mL.

Para un lote (30 plantas~300g hojas peso seco) se utilizé alrededor de 1.5L de buffer

de acetatos a pH=5.

Para preparar 1.5L de Buffer de acetatos a pH=>5, se agregaron 222mL solucién A

+ 528mL solucion B, aforado a 1.5L de agua-milli-Q estéril.

Lisis enzimatica de N. benthamiana.

509 de hoja congelada de N. benthamiana anteriormente agroinfiltrada con el vector
11599/68660, fueron pulverizadas utilizando nitrégeno liquido, mortero y pistilo. El
polvo de tejido fue transferido a un frasco Erlenmeyer de 250mL y se anadié 200mL
de buffer de acetatos pH=5, 80U de viscozym (alrededor de 690uL por cada 509 de
hojas) y 200 uL de leupectina (1-2 pg/mL) o 200 pL del coctel inhibidor de proteasas

y se incubd la solucion en agitacién a 37°C por 2 h.

Es importante realizar la lisis enzimatica utilizando como maximo 50g en 200mL de

buffer de acetatos pH=5.0 para evitar la saturaciéon de enzima en el medio.

Centrifugacion:
Una vez terminada la reaccion de la enzima hidrolitica, se realiz6 la centrifugacion

para obtener la fraccion de las proteinas solubles, a 9,000rpm por 20min a 4°C.
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Remocion de debris (Cheesecloth o tapa-bocas).
Después de la centrifugacion, se utilizaron tapabocas (sin resorte) y embudo para

filtrar todo el volumen del sobrenadante recuperado después de la centrifugacion a
baja velocidad. Después de la filtracién, se obtuvo alrededor de 160mL-180mL por

cada 200mL de sobrenadante, sin debris.

Microfiltracion.
Después de la remocion de debris celular, fue necesario filtrar el sobrenadante, por

lo que este fue filtrado por 3 diferentes filtros: 0.8pum, 0.45um and 0.22pm utilizando
bomba al vacio y unidad de filtrado Milli-Pore, iniciando por el filtro de 0.8um para
evitar saturacion, continuando con el filtro de 0.45um y finalmente el de 0.22um.

Finalizando la microfiltracion, se obtuvo alrededor de 140mL-170mL de

sobrenadante por cada 200mL de sobrenadante inicial.

Dialisis.

Se utilizé 1L del buffer Tris 100mM, pH=7, para realizar la didlisis a través de una
membrana de corte de 3.5KDa. Se utiliz6 150mL de sobrenadante previamente
microfiltrado, dentro de alrededor de 40-45cm (longitud) de membrana, en 1Lt de
Tris 50mM, pH=7.0 toda la noche (al menos 16h), utilizando agitacién con agitador
magnético (utilizando clamps y de ser necesario hilo para asegurar el sobrenadante
al momento de la agitacién), sin exceder el limite de 150mL de sobrenadante en 1L

de Tris 50mM, pH=7.0. Se guardaron todos los dializados a 4°C previo a su

posterior purificacion.
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Purificacion por columna de afinidad.
Una vez realizada la dialisis del sobrenadante la cual contenia la fraccién soluble y

a las particulas del VHC, se realiz6 la purificacion por afinidad utilizando una
columna de heparina (HiTrap Heparin HP, 5mL, GE) la cual ha sido reportada en la
purificacion de particulas virales del virus de la Hepatitis C producidos en células de
hepatocitos y otros virus [92]. El proceso de purificacion se llevé a cabo de 10 a 11
veces (para utilizar todo el volumen de un lote de plantas completo) utilizando un

FPLC, Akta Purifier 100 de GE, realizando el siguiente ciclo de purificacién:

1er Lavado: Lavado de la columna con 10 a 15CV (1CV (volumen de columna)

=5mL) de Agua Mili-Q estéril y filtrada.

Equilibrio: Equilibrio de la columna utilizando de 10 a 15 CV con el Buffer A = 50mM

Tris, pH=7.0.

Paso de columna: Se utilizaron 45mL of de sobrenadante anteriormente dializado
con el buffer a través de su disposicion utilizando el administrador de muestra

(superloop, 50mL)

2ndo lavado: Se lavé la columna con 1 volumen de columna de buffer A, para eluir

toda aquella proteina que no se absorba en la columna.

Gradiente Linear: Se realiz6 un gradiente lineal aumentando de 0 to 50% en la
concentracion de Buffer B (50mM Tris, 1M NaCl pH=7.0) durante 30 volimenes de
columna. Cada volumen eluido fue recolectado a través de un colector de muestras

automatico para su posterior procesamiento.

Concentracion de elusiones: Se recuperaron todas las fracciones pertenecientes

a la elusiéon A6, correspondiente en porcentaje de buffer B a 8.2% y 9.9% y en
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concentracion en NaCl de 82mM a 99mM y 50mMm Tris, pH=7. Posteriormente
cada elusion fue concentrada utilizando centricones de 30KDa de corte con
capacidad de 5mL a través de la centrifugaciéon (4 a 5 veces a 6,000RPM durante 5
min a 4°C). Las muestras concentradas fueron guardas a 4°C hasta su posterior
purificacion.

Purificacion por gradientes de sacarosa.

Se generaron gradientes de sacarosa no continuos (escalonados), de 20% a 40%,
con un aumento entre cada concentracion de 2.5%, y de 20% a 60% con aumento
de 5%, a partir de una solucion stock de sacarosa 80% en Buffer Tris, 50mM,

pH=7.0, como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 6. Gradientes de sacarosa discontinuos.

Gradiente de sacaorsa 20%-60% (Aumento 5%)

Volumen final de fracciones(mL)|%Sacarosa (v/v) % del Stock de Sacarosa | Volumen del Stock (mL) Volumen de Buffer Tris 50mM (mL)
3.75 11.25
4.69 10.31
5.63 9.38
6.56 8.44
7.50 7.50
8.44 6.56
9.38 5.63
1031 453

11.25 3.75

Gradiente de sacaorsa 20%-40% (Aumento 2.5%)

Volumen final de fracciones(mL)|%Sacarosa (v/v)] % del Stock de Sacarosa Volumen del Stock (mL) Volumen de Buffer Tris 50mM (mL)
3.75 11.25
4.22 10.78
4.69 10.31
5.16 9.84
5.63 9.38
6.09 8.91
6.56 8.44
7.03 7.97
7.50 7.50

Se utilizaron tubos, Beckman, Thinwall, Ultra-Clear, 13.2mL, 14x89mm, con un

volumen maximo de operacion de 10mL (incluyendo la muestra).
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Cada fraccion de arriba hacia abajo, se formuldé con un volumen maximo de 1mL.
La preparacion de los gradientes se realiz6 utilizando la siguiente técnica: Se
sobreponen soluciones mas densas debajo de las menos densas (de 20% a 60%)
iniciando por la solucién de 20% de sacarosa, utilizando una jeringa quirurgica de
largo alance (Figura 9). Entre cada super-posicion es importante realizar lavados
de la jeringa con el Buffer de Tris, para evitar problemas de mezcla con las

concentraciones anteriores.

J

Total operational volume= 11mL @

L A

Figura 9. Método de preparacion de gradientes de sacarosa. Técnica de super
posicion de gradientes de sacarosa. Del paso A al D, se ejemplifica como super-
poner fracciones mas densas, debajo una de otra hasta obtener un volumen final
de operacion desaseado

——

Al finalizar, es importante sefialar con marcador mientras sea visible los limites de
cada fraccién de sacarosa para poder identificar que seccion extraer. Finalmente,
después se super-ponen todas las fracciones de sacarosa, la muestra

anteriormente concentrada se pone con cuidado en la cima del tubo.
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Se centrifug6 a 15,000xg (34,800RPM para el rotor SW41Ti, Beckman-Coulter) por
22h a 4°C cada tubo en gradiente y cada fraccién fue colectada utilizando una aguja

de calibre suficiente para poder perforar los tubos.

Analisis e identificacion de proteinas.
Gel SDS-PAGE desnaturalizante.

Se realiz6 el corrido de geles de poli-acrilamida y tefiido con azul de Coomasie en
geles de 12% (Separador) y concentrador de 5% a velocidad constante de 90V
durante 2h. Los geles fueron fijados, tefidos y destefiidos con las soluciones

reveladoras correspondientes.

Cuantificacion de proteina total soluble, por el método de Bradford.
Se realiz6 una curva de calibracién utilizando BSA para encontrar los valores

correspondientes a las absorbancias de las diferentes concentraciones de una

- o x—0.4538,
muestra stock. Se obtuvo la siguiente regresion lineal: o1cas donde X es la

absorbancia y el resultado se obtiene en pg/uL.

La medicién de la concentracién de muestras utilizando el método de Bradford se
realiz6 utilizando 5uL de muestra diluidos en 250uL del reactivo de Bradford. Las
muestras a analizar se dejaron reaccionar durante 10min en camara de 96 pozos
evitando su interaccién con la luz. Finalmente se midi6 la absorbancia en

espectrofotometro de luz a 595 nm.

Western blot-quimioluminiscente y fosfatasa alcalina.
Para la técnica de western blot, se utilizaron los anticuerpos primarios monoclonales

a las proteinas estructurales del Virus de la Hepatitis C Anti-core (Thermo scientific,

Hepatitis C Virus core Antigen Antibody C8-50, catalog number: MA1-080) y Anti-
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E1(US Biological) y E2(US Biological). Los anti-cuerpos secundarios utilizados son
anti-Mouse y fueron utilizados con el kit de revelado quimioluminiscente de Sigma
Aldrich (WB7104 Anti-Mouse) y Anti-Goat con la fosfatasa alcalina de Sigma Aldrich

como método de revelado.
SDS-PAGE y transferencia a membrana PVDF:

Se corrieron 2 geles SDS-PAGE de 15% iguales con las fracciones proteicas que
se quieran analizar, cargando 20ug de cada fraccién (37min 90V y después 50min
a 120V). Uno de los geles fue fijado, tenido y destenido como cualquier gel SDS-
PAGE y fue guardado como el gemelo del gel a transferir para realizar el western

blot.

Se corté una membrana de PVDF de 9.5cmx7.2cm y 6 filtros para blotting del mismo

tamano por gel a transferir.

Se activé la membrana de PVDF durante 2 min utilizando metanol absoluto pre-
enfriado en recipientes de plastico y después se pasé a buffer de transferencia

(25mM tris, 190mM glicina, 20% metanol) pre-enfriado en hielo por 5 min.

Se realizé la impregnacion del gel a transferir durante 20min en buffer de

transferencia

Se realizé la impregnacion de los 6 filtros para blotting en buffer de transferencia

durante 5 minutos.

Se realiz6 el acomodo (de arriba hacia abajo) de los elementos para realizar la
transferencia, en camara de transferencia semi-seca (Bio-Rad): 3 filtros para

blotting, membrana PVDF, gel para transferencia, 3 filtros para blotting), evitando
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dejar aire entre cada uno de los elementos, aplanando con un tubo el sandwich
completo. Se realiz6 la transferencia de proteinas del gel a la membrana, corriendo

40min a 25V.
Quimioluminiscencia.

Para los anti-cuerpos E1 y core, se utilizo el kit WB de quimioluminiscencia Sigma
Aldrich (WB7104 Anti-Mouse). Una vez terminada la transferencia de las proteinas
a la membrana de PVDF, se bloqueé la membrana utilizando 10mL de solucién de
bloqueo, con reactivos del kit (5mL H20 ultra-filtrada, 2mL Blocker/Diluent A, 3mL
Blocker/Diluent B.), utilizando cajas de plastico para revelado del western blot. Se
incubé durante 30min a 60rpm en agitador a temperatura ambiente. Se enjuagé la
membrana de la solucién de bloqueo 2 veces, utilizando 20mL de agua estéril

durante 5min a 60rpm temperatura ambiente.

Se Incubd la membrana con la solucién de anticuerpo primario (2mL, relacion
1:1000) durante 1.5h (1.4mL de Hz0 ultra filtrada + 0.4mL solucién A + 0.2 solucion

B + 2uL de anti-cuerpo primario), utilizando cajas de plastico para western blot.

Se lavd la membrana por 5min con 20mL de la solucién de lavado de anti-cuerpo
(150mL de agua ultrapura + 10mL antibody wash solution) y repitiendo o el proceso

3 veces.

Se Incub6 con 10mL de la solucion con anticuerpo secundario por 1h vy

posteriormente fue lavada con antibody wash solution, 20mL por 5 min.

Se lavé con 20mL de agua estéril por 2 min 2 veces. Se traspas6 la membrana a

caja de plastico y se enjuag6é utilizando 2.5mL de solucién de sustrato
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quimioluminiscente, sin tocar la superficie. Se dejé en incubacion a temperatura
ambiente durante 5min se mantuvo fuera de contacto con la luz. Se removié el
exceso de sustrato, utilizando papel filtro con el kit sin dejar que la membrana se

secara. Se realiz6 el revelado en cdmara de foto-iluminacion (Bio-Rad).

Microscopia de transmision electrénica.
Las fracciones del gradiente identificadas como positivas por western blot, fueron

observadas en microscopio electronico de transmisién (TEM), utilizando tincion
negativa en rejillas de niquel (200 mesh) cubiertas con formvar y sombreadas con
carbono, tratadas previamente con plasma de baja frecuencia para su limpieza. El
proceso de tincidn se realiz6 en cajas Petri, utilizando 15uL de concentrado después
de los gradientes de sacarosa sobre la parte opaca de la rejilla, incubando por 2
minutos a temperatura ambiente. La rejilla fue secada sin tocar la cara de la rejilla
utilizando papel filtro en forma triangular, posteriormente cada rejilla fue tefiida con
acetato de uranilo al 2% utilizando 10uL durante 3min y se observé en el

microscopio JEOL 2000 a 80 KV.

Formulacién de liposomas.
Se generaron a partir de los fosfolipidos, 400mM fosfatidil colina (PC) extraido de

soya (Avanti Polar lipids, 840054C), 400mM fosfatidil etanolamina (PE) extraido de
soya (Avanti Polar lipids, 840024C) y 200mM colesterol. Los fosfolipidos fueron
mezclados en relacién 2:1:1, en un volumen de 1mL (2uL PC, 1uL PE, 1uL
colesterol) de cloroformo. Se trasvasé la solucion a matraz kitasato de fondo
redondo con exhausto para vacio. Se mantuvo el vacio por lo menos 40min para

formar un pastel de lipidos. Se re-hidratd el pastel de lipidos agregando 1mL de
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buffer Tris 50mM, 100mM NaCl, pH=7 y se re suspendi6 (agitacion manual suave)
durante 30min. Se realiz la sonicacién durante 6 min de la mezcla para generar

lipidos uni-laminares pequenos.

Marcaje fluorescente de liposomas y VLPs.
Marcaje fluorescente de liposomas.

Se utilizé el marcador fluorescente lipofilico, DiO, Vybrant Multicolor Cell-Labeling
Kit (invitrogen, V22889), a través de la mezcla de 60pL de los liposomas

anteriormente generados y 1L de la prueba fluorescente DiO a 10mM.
Marcaje fluorescente de VLPs.

Se utilizé el marcador fluorescente lipofilico, DiD, Vybrant Multicolor Cell-Labeling
Kit (invitrogen, V22889), a través de la mezcla de 60puL a través de las fracciones

de VLPs anteriormente purificada y 1pL de la prueba fluorescente DiD a 10mM.

Fusién de liposomas y VLPs fluorescentes.
Se mezclaron 50pL de liposomas fluorescentes + 2uL de VLPs fluorescentes, se

agreg6 1uL de HCL concentrado y posteriormente se sonificd la soluciéon durante

30s.

Microscopia confocal de una sola particula
Para la visualizacion de particulas fusionadas se utilizé la microscopia confocal de

una sola particula, a través de un sistema de microscopia, Revolution XD disefiado
por Andor Technology (South Windsor, Ct) el cual consiste de un microscopio
invertido Nikon Ti y una unidad de escaneo confocal Yokogawa el cual utiliza un

disco Nipkow para el procesamiento de las muestras. Las muestras fueron
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excitadas a través de un objetivo inmerso en aceite con una apertura numérica de
100x (CFI APO TIRF, NA 1.49, Nikon) con un laser de 488nm de emision (25mW) y
un laser de 640nm (40mW) respectivamente. La fluorescencia resultante fue
colectada a través del objetivo y filtrada a través de un filtro de emision (525/30 o
685/40) para eliminar la luz residual del laser y grabado con una camara CCD iXon
Du-897-B (Andor technology). Las imagenes fueron procesadas y analizadas
utilizando los softwares Andor iQ e Image J (National Institutes of Health, Bethesda,

MD).

Resultados.
Comprobacién de expresidn de sistema recombinante transitorio en N. benthamiana
Con el fin de comprobar la expresion y correcto funcionamiento de la expresién

transitoria del sistema recombinante en N. benthamiana (pICH15879, pICH14011
11599/68660), se utilizé la expresidon de la proteina verde fluorescente (GFP) en el
vector pICH7410. Pasados los 5 dias, se comprobd la expresién de la proteina verde

fluorescente utilizando luz ultravioleta (Figura 10).

Figura 10. Expresion de GFP en N. benthamiana utilizando el sistema de
virus desensamblado. Visualizacion de la proteina GFP en plantas
agroinfiltradas con el vector pICH7410, como control positivo de la expresion
transitoria de proteinas en N. benthamiana utilizando el vector del virus des-
ensamblado.
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Analisis proteico.
Inicialmente se contaba con un método de extraccion de proteinas totales utilizando

como buffer de extraccién metabisulfito 1% en relacién 1:1.5 (p/v) de hoja seca y el
buffer de extraccién de fosfato de sodio (50 mM de amortiguador fosfato de sodio
pH 7.4, 100 mM NaCl, 10mM EDTA, 1% Triton X-100, 25 mM &cido ascorbico, 0.1%
coctel inhibidor de proteasas) en una proporcion 1:1 (p/v), sin embargo los
rendimientos e inclusive la identificacion de los tamanos de proteinas al momento
de realizar la electroforesis en gel de SDS-PAGE no coincidieron con los tamaros
reportados para las proteinas estructurales core, E1 o E2. Debido a esto se realizé
la optimizacion de la extraccion utilizando ademas de la pulverizacién del tejido en
nitrégeno liquido, la reaccién enzimatica de Viscozym (Invitrogen), la cual es una
enzima hidrolitica que permite solubilizar la proteina no soluble del tejido foliar de
N. benthamiana. Aunado a esto, se utilizé la separacién de las proteinas virales a
través de la separacién por columna de afinidad (heparina). Se realizé la
identificacion de las proteinas a través electroforesis en gel SDS-PAGE (15%)
(Figura 11) de las fracciones obtenidas después de la purificacién de las columnas
de heparina, especialmente en la elusion correspondiente a la concentracion de

100mM de NaCl.
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—— 30-37 KDa
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Figura 11. SDS-PAGE de fracciones proteicas después de la purificacion por
cromatografia de afinidad. MP=Marcador de peso molecular, (-) Control negativo,
fraccion soluble de hoja de N. benthamiana sin expresar el vector 11599/68660, (+)
fraccion purificada a través de la columna de heparina de hojas expresando el vector
11599/68660, elusion correspondiente a 100mM de NaCl.

Se pudo observar de manera clara en la fraccién extraida después de la columna
de heparina, bandas correspondientes a los pesos de proteinas reportados para las
proteinas estructurales del VHC, (Core=20-25KDa, E1=30-32KDa, E2=60-70KDa)
por lo que se procedioé a realizar pruebas de inmunoidentificacién de las proteinas
core, E1 y E2. Ademas de los pesos relativos a las proteinas de VHC, se pudieron
observar diferentes bandas correspondientes a diversas proteinas vegetales,
probablemente debido a la realizacion manual (jeringa de inyeccién manual, 5mL)
de dicho proceso, por lo que fue necesario realizar una purificacion posterior para
obtener solo VLPs de VHC. Se realizd la separacién en columna de heparina,
utilizando un Akta FPLC GE para identificar las fracciones intermedias a de elusion

a través de un gradiente de pasos reducidos de NaCl y la ultra centrifugacién en
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gradientes de sacarosa, aprovechando la densidad de flotacion peculiar de las
VLPS del VHC.

Cuantificacién proteica.

Se realizd la cuantificacion de proteina total soluble, utilizando el método de
Bradford, en la purificacibn manual con columna de heparina. Se obtuvo una

absorbancia de 0.548 para el paso de columna y en la fraccion de 100mM de NaCl

x—0.4538

de 0.522. Utilizando la regresién lineal:
0.1622

, donde x corresponde a la

absorbancia y se obtiene la concentracién de proteina en mg/mL. Para la fraccién
soluble se obtuvo una concentracion de .58mg/mL y para la fraccién de 100mM
NaCl, correspondiente a las proteinas estructurales de VHC, una concentracion de
0.42mg/mL, obteniendo un porcentaje de recuperacidén de 72.4% después de la

purificacion en columna de afinidad.
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Analisis por western blot.
Se utilizé el gel gemelo de la corrida en gel de electroforesis utilizado para la

identificacion de proteinas por SDS-PAGE antes de la purificacién automatizada por
columna de afinidad y se realizd la interaccion entre los anticuerpos E1 y E2
utilizando un kit de quimioluminiscencia (Invitrogen Sigma Aldrich (WB7104 Anti-
Mouse), generando una senal positiva en las fracciones extraidas en 100mM de
elusion en la columna de heparina para E1 (30-37KDa) y core (20-25KDa), Figura

12.

mpP ) +)

70 KDa
80 KDa
60 KDa

50 KDa
40 KDa

30 Kba ————= ’ —— .30-37 KDa

25 KDa

20 KDa
20:25 KDa.

15 KDa

Figura 12. Quimioluminisencia Anti-Core y Anti-E1 de fracciones purificada
por columna de heparina. En el carril (+) se observan bandas correspondientes a
las proteinas Core y E1 del VHC, en fracciones purificadas por columna de afinidad
(heparina). MP=Marcador de peso molecular, (-) Control negativo, fraccién soluble
de hoja de N. benthamiana sin expresar el vector 11599/68660, (+) fraccion
purificada a través de la columna de heparina de hojas expresando el vector
11599/68660, elusion correspondiente a 100mM de NaCl.
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Purificacion por columna de afinidad en AKTA FPLC de proteina soluble.
Se gener6 un gradiente lineal de 0 a 1M de NaCl en un total de 20CV en buffer con

50mM Tris, pH=7.0 y se monitored la intensidad relativa de las longitudes de onda
a 280nm y 260nm, asi como la rampa del incremento de la concentracién de manera
lineal, guardando cada elusién en tubos independientes (5mL/ elusién), y se obtuvo

el siguiente cromatograma:

HepCVILPs002:10 UV1 280nm HepCVLPs002:10 UV3 260nm
HepCVLPs002:10 Fractions HepCVI.PsO02:10 Inject HepCVI.Ps002:10 I.ogbook

X4 Xs X6B3|B2|B1|C1|C2|C3|C4|C5[CEEFHESICO 11 D12 D19 hx Waste
o 50 100 150 ml

Figura 13. Cromatograma purificacion por columna de afinidad heparina
(Gradiente lineal 0-1mM NaCl, 20CV). Cromatograma de elusion correspondiente
a la purificacion por columna de afinidad. Los 2 picos mas representativos
corresponden a las concentraciones de NaCl de 100-150mM y 150-200mM. Linea
Azul=Absorbancia a 280nm, Linea Rosa=Absorbancia a 260nm, Linea verde=
concentracion de NaCL. X4 y X5= paso de columna de proteinas total soluble
después de ser dializada en buffer A=50mM Tris, pH=7.0. X6=Segundo lavado en
columna utilizando Buffer A. B3-D8, gradiente lineal de 0 a 1M de NaCL.
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Las elusiones correspondientes a las concentraciones de NaCl de 100-150mM
(Elusion B1, Carril 6) y 150-200mM (Elusién C1, Carril 7) (Figura 14) presentan
menos contaminacion por proteinas vegetales respecto a la purificacion de manera
manual (Figura 11) coinciden con los pesos moleculares correspondientes a las
proteinas estructurales (Core=20-25KDa, E1=30-32KDa, E2=60-70KDa). Sin
embargo, el cromatograma (Figura 13) muestra muy juntos a 2 picos importantes
en tanto para la absorbancia en 260nm y 280nm, por lo que se decidi6 realizar un
nuevo gradiente lineal para la separacién en columna de afinidad de heparina,
utilizando ahora un gradiente de 30CV, de 0-500mM de NaCl. El cromatograma de
este nuevo gradiente (Figura 15) muestra de manera mas limpia la separacién de
los 2 picos referentes a las elusiones correspondientes a las concentraciones de
NaCl de 33-48mM (Elusién A3, Carril 6 y 7) y 82-99mM (Elusion A6, Carril 1-5)

(Figura 16).
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Figura 14. Electroforesis en gel de fracciones de la purificacién por afinidad (0-1M NaCl,
20CV). Electroforesis en gel de las fracciones colectadas tras la elusion en columna de
afinidad (heparina) en el protocolo de purificacion utilizando un gradiente de NaCl de 0-1M en
20CV. Se cargaron 20ng de proteina por carril. En las fracciones presentes en el carril 6 y 7,
se pueden observar bandas pertenecientes a las 3 proteinas estructurales del VHC.
MP=Marcador de peso molecular, 1=Sobrenadante (Proteina soluble) dializado en Buffer A
(Tris 50mM, pH=7), 2=Paso de columna (45mL Sobrenadante), 3= Segundo lavado en
columna utilizando Buffer A, 4=Elusién B3 (0-50mM NacCl)), 5=Elusién B2 (50mM-100mM), 6=
Elusion B1 (100mM-150mM NaCl), 7= Elusién C1 (150mM-200mM NaCl), 8= Elusiéon C2
(200mM-250mM NaCl), 9= Elusion C3 (250mM-250mM NacCl).
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Figura 15. Cromatograma de la purificacion por columna de afinidad heparina (Gradiente lineal
0-500mM NaCl, 30CV). Cromatograma de la elusién correspondiente a la purificacion por columna
de afinidad. Los 2 picos mas representativos corresponden a las concentraciones de NaCl de 33-
48mM y 82-99mM. Linea Azul=Absorbancia a 280nm, Linea Rosa=Absorbancia a 260nm, Linea
verde= concentracién de NaCl. X1 y X2= paso de columna de proteinas total soluble después de
ser dializada en buffer A=50mM Tris, pH=7.0. X3=Segundo lavado en columna utilizando Buffer A.
B2-C6, gradiente lineal de 0 a 500mM de NaCl.
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Figura 16. Electroforesis en gel de fracciones de la purificacion por afinidad
(0-500mM NaCl, 30 CV). Electroforesis en gel de las fracciones colectadas tras la
elusion en columna de afinidad (heparina) en el protocolo de purificacion utilizando
un gradiente de NaCl de 0-500 mM en 30 CV. Se cargaron 20ng de proteina por
carril. Las fracciones presentes en los carriles 1-7 se pueden observar bandas
pertenecientes a las 3 proteinas estructurales del VHC. MP=Marcador de peso
molecular, Carriles 1-5= Elusion A6 (82-99mM NacCl)), y 6-7= Elusiéon A3 (33-48mM
NacCl)).

Microscopia de transmisidén electrénica de fracciones recuperadas a partir de la
purificacién por columna de afinidad (0-500mM NaCl ,30CV).

Una vez que las fracciones correspondientes a A6 (82-99mM NaCl) y A3 (33-48mM
NaCl), fueron concentradas elegidas como las fracciones con mas probabilidad de
contener particulas del VHC, se realizé la microscopia de transmision electrdnica
una vez que se concentraron mas de 6 veces (centricones de 5mL, corte de 30KDa).
Las muestras fueron fijadas y tefidas en rejillas de niquel y se observé que solo las
fracciones A6 (82-99mM NaCl), la cual contiene las 3 proteinas estructurales,

presenta particulas similares a virus (Figura 17), mientras que la fraccién A3 (33-
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48mM NaCl), carente de la proteina core, no presenta formas regulares al

microscopio (Figura 18)

Figura 17. Micrografia de transmision electronica fraccion A6 (82mM-99mM NacCl).
Micrografia de transmisién electrénica de fracciones A6 (82mM-99mM NaCl) en el protocolo de
purificacion utilizando un gradiente de NaCl de 0-500 mM en 30 CV. Barra=200nm.
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Figura 18. Micrografia de transmision electrénica de fracciones A3 (33mM-
48mM NacCl). Micrografia de transmisién electronica de fracciones A3 (33mM-
48mM NacCl) en el protocolo de purificacion utilizando un gradiente de NaCl de 0-
500 mM en 30 CV. Barra=1pm.

Purificacion de fracciones A6 (82-99mM NaCl) utilizando gradientes de sacarosa.
Una vez que la fraccion A6 (82-99mM NaCl) ha sido semi-purificada utilizando una

columna de afinidad, se realiz6 un gradiente de sacarosa de 20% a 60% con
aumento de 5% y otro mas de 20% a 40%, con un aumento entre cada
concentracion de 2.5%, a partir de una solucién stock de sacarosa 80% en buffer

Tris, 50mM, pH=7.0.

Se colectaron las fracciones una vez ultracentrifugadas y se corrié un gel SDS-
PAGE para observar en qué fraccibn o fracciones se observan las bandas
correspondientes a las proteinas estructurales del VHC. Las bandas
correspondientes a core, E1 y E2 purificadas (Figura 19) se encuentran en las
fracciones de 25% (1.1036 g/mL) y 30%(1.1270 g/mL) de sacarosa. Las fracciones

restantes (35-60%) no mostraron presencia de las bandas correspondientes.
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Figura 19. Electroforesis en gel SDS-PAGE de fracciones recuperadas de
ultracentrifugacion en gradientes de sacarosa (20%-60%, Incremento 5%). Gel
de electroforesis de las A6, en gradiente de sacarosa recuperados. MP=Marcador
de peso molecular, 1= Elusion A6 (82-99mM NaCl)), 2=25% sacarosa, 3=30%

sacarosa, 4=35% sacarosa, 5=40% sacarosa, 6=45% sacarosa, 7=50% sacarosa,
8=55% sacarosa, 9=60% sacarosa.
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Microscopia de transmision electrénica de fracciones purificadas en 25% de
gradiente de sacarosa.

Una vez identificadas las fracciones que presentaban las bandas de interés, se
procedio a realizar microscopia de transmision en la fraccién de 25% (Figura 20),
la cual corresponde con la densidad de flotacién reportada para el virus de la

hepatitis C de 1.1036 g/mL.

Figura 20. Microscopia de transmision electrénica de fraccion 25% de sacarosa
(1.1036g/mL), en gradiente 20-60%, aumento 5%. Micrografia de fracciones
colectadas en la fraccion 25% de sacarosa correspondiente a la fraccion 1.1036g/mL.
(A) Barra=150nm, (B) Barra=50nm, (C) Barra=150nm.

El tamafo promedio de estas particulas fue de 96.22nm, con una desviacion
estandar de 17.57nm, con particulas de tamafio minimo de 52.73nm y maxima de

123.45nm. Debido a que el tamafo reportado de las fracciones infecciosas del VHC
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reportadas en otros sistemas se encuentra entre 50-70nm se realiz6 un nuevo
gradiente de sacarosa para saber si se podian recuperar fracciones intermedias
(22%) que contuvieran particulas virales mas pequenas. Se realiz6 un gradiente de
sacarosa de 20% a 40%, con un aumento entre cada concentracion de 2.5%, a partir
de una solucion stock de sacarosa 80% en Buffer Tris, 50mM, pH=7.0, cada fraccion
tuvo un volumen total de 700uL. Una vez recuperada la fraccién de 25%,
correspondiente a 1.1036g/mL, se observé al microscopio de transmision
electrénica y se encontraron particulas con un tamano promedio de 50.89 con una
desviacion estandar de 11.25nm, con particulas de tamafio minimo de 29nm y
maximo de 88nm, (Figura 21), demostrando que la reduccion en el tamano de los
pasos entre cada fracciébn de sacarosa, permite la separacion de particulas mas

pequenas de VHC.
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Figura 21. Micrografia de transmision electrénica de fracciéon 25% de
sacarosa (1.1036g/mL), en gradiente 20-40%, aumento 2.5%. Micrografia
de fracciones colectadas en la fraccion 25% de sacarosa correspondiente a
la fraccidén 1.1036g/mL, en gradiente 20-40 y aumento de 2.5% de sacarosa.
(A) Barra=200nm, (B) Barra=20nm, (C) Barra=100nm.

Formulacién de liposomas.
Se formularon liposomas (ver seccién métodos) y tras realizar la re-hidratacion y

sonicacion fueron fijados sobre rejillas de niquel en para su visualizacién en el
microscopio de transmision electronica. Se obtuvieron liposomas de membrana
sencilla y de un diametro promedio de 100nm, desviacion estandar de 20nm (Figura

22).
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Figura 22. Formulacion de liposomas de membrana sencilla. Liposomas de
membrana sencilla formulados a partir de fosfolipidos extraido de soya.
Barra=50nm

Funcionalizacion (fluoréforo) y fusién de VLPs con liposomas.
Una vez se concentraron las fracciones de VLPs encontradas en las fracciones de

25% de sacarosa y los liposomas fueron formulados, se procedié a marcar de
manera fluorescente las VLPs virales de VHC (Marcador fluorescente DiO,
mencionado en métodos) y los liposomas (Marcador fluorescente DiD, mencionado
en métodos), para posteriormente hacer la fusién de ambas particulas explotando

la capacidad de fusién de las particulas virales susceptibles a la disminucién de pH
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7 a pH 5y de la susceptibilidad de los liposomas a fusionarse con lipoproteinas a

partir de la sonicacién de ambos elementos (Figura 23).

Marcador fluorescente DiO Marcador fluorescente DID
Abs=484 Abs=644
Em=501 Em=665
%

5 4

Acidificacion pH=5.

Co-localizaciéon
Figura 23. Representacion del marcaje fluorescente y fusion de VLPs de
VHC vy liposomas. Representacion de la fusibn a partir de condiciones

acidificantes y sonificacién de VLPs de VHC y liposomas previamente marcados
fluorescentemente.

Microscopia confocal de una sola particula.
Aprovechando la fluorescencia emitida por los liposomas (501nm, espectro visible

verde) y VLPs VHC (665, espectro visible rojo), se identifico a través del filtrado de
2 canales diferentes correspondientes a las frecuencias de onda emitida por cada
elemento, la co-localizacién de VLPs y liposomas posteriores a la sonicacién

durante 30s a nivel 4 y la disminucién del pH del medio de 7 a 5. Dicha observacién
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se logrd a través de la microscopia confocal de una sola particula, la cual permite
observar elementos de tamafo nano, en solucion hasta en intervalos de maximo 30
min. Con el fin de representar el fendémeno de fusion, se representan los fotogramas

mas representativos de la fusion producida in vitro. (Figura 24).

Figura 24. Microscopia confocal de una sola particula en la fusion de liposomas
y VLPs de VHC fluorescentes. Microscopia confocal de una sola particula de la fusion
entre VLPs y liposomas marcados fluorescentemente. A=VLPs de VHC marcado
fluorescentemente con DiD, B=Liposoma marcado fluorescentemente con DiO,
C=Fusién de VLP de VHC + liposomas.

Discusion.
La heparina como sistema para la purificacion de VLPs del VHC producidas en
plantas.

Una de las caracteristicas mas importantes para la optimizacién en la extraccién de
particulas virales fue utilizar un método que explotara la afinidad de las particulas

hacia un elemento en particular y favoreciera su recuperacion.

Diversos grupos han reportado la utilizacién de columnas de heparina para la

capturay purificacion de particulas del virus de la hepatitis C producidas en sistemas
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de cultivo celular o extraidos de pacientes infectados en fases agudas de hepatitis

[92 - 94].

La heparina, es un glicosaminoglicano (GAG) encontrado en las glandulas
secretorias de células de mastocitos [95]. Los GAG son moléculas cargadas
negativamente que interactian con los aminoacidos cargados positivamente a

través de fuerzas electrostaticas.

Diversos patégenos como el HIV-1, virus del herpes y el virus de adenovirus tipo 2,
utilizan GAGs expresadas en las células blanco como receptores o factores de

anclaje para iniciar su proceso de introduccioén a la célula [96 - 98].

La heparina es parte de los heparan sulfato proteoglicanos (HSPGS) los cuales son
un tipo de GAGs abundantes en la matriz del espacio de Disse (higado) y en la
superficie de hepatocitos [93]. Los HSPGS estan compuestos a partir de una
proteina central y ramificaciones de heparan sulfato. El heparan sulfato es un
polisacérido linear el cual consiste en una unidad de disacarido repetida de acido

urénico y un derivado de la glucosamina con varios patrones de sulfatacién [100].

Se ha demostrado que la proteina de envoltura E2 del VHC se une a la heparina a
través de su regién hipervarible cuando esta no este conjugada con algun elemento

inmunogeénico (Ej. 19G) [99].

En el presente proyecto, se utilizé una columna de heparina de 5mL y un gradiente
lineal de NaCl en el buffer de elusion, encontrando 2 picos de elusion

correspondientes a 82-99mM y 33-48mM de 82-99mM de NaCl (Figura 15).
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La electroforesis en gel SDS-PAGE mostr6 un patrén de bandeo similar para ambas
elusiones (Figura 16). En la elusién correspondiente a 82-99mM de NaCl se
observaron bandas en los tamanos reportados para proteinas estructurales del virus
de la Hepatitis C; core (20-25KDa), E1 (30-35), E2 (65-70KDa)) [56 - 59], con un

porcentaje de recuperacion de 72.4% de la proteina total soluble.

Sin embargo, en la elusion 33-49mM de NaCl solo se observaron bandas

correspondientes a las proteinas E1y E2, pero no para la proteina core. (Figura 16)

Para comprobar la identidad de las proteinas core y E1 presentes en la elusién 82-
99mM de NaCl, se realiz6 un western blot, utilizando anti cuerpos monoclonales
para las proteinas core y E1. A través del revelado de anti-cuerpos secundarios con
un kit de quimioluminiscencia se identificaron las proteinas pertenecientes a core y

E1 en los pesos anteriormente reportados C=core (20-25KDa), E1 (30-35).

Aunque desafortunadamente las pruebas inmunolégicas para la identificacion de la
proteina E2 no fueron concluyentes (datos no mostrados), el tamarno de las bandas
reportados para E2 (65KDa-70KDa) [56 - 59], encontradas posteriormente a la
purificacion por columna de heparina y gradientes (Figura 19) correspondiente a las
fracciones de 25% de sacarosa (1.1036 g/mL.), es un gran indicio de que el
mecanismo de interaccidn en el proceso de purificacion es principalmente a partir
de la interaccién entre la heparina y la regidn hipervariable de la proteina E2 en las

VLPS. [99], [101] y [102].

Caracterizacion estructural de VLPs del VHC producidas en planta.
Una vez determinada la presencia de las proteinas estructurales del VHC a través

de pruebas inmunoldgicas, se realiz6 la microscopia de transmision electronica
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tanto en las fracciones correspondientes a 82-99mM (Figura 17) y 33-48mM
(Figura 18) de NaCl. La elusion 82-99mM NacCl fue la Unica que presenté particulas
similares en morfologia y tamafo a las reportadas por otros grupos de investigacién

para el VHC [56 - 59].

Para determinar el tamafno promedio de las particulas se realiz6 un andlisis de
distribucién de tamanos utilizando el software de manipulacién de imagen, ImagedJ
(National Institute of Health, USA), midiendo el diametro de manera manual de por
lo menos por muestra 120 particulas por muestra . El andlisis de distribucion reveld
un tamano promedio de particulas de 99.32 nm+ 19.04nm con un minimo de 43 nm

y maximo de 138nm (Figura 11).
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Figura 25. Analisis de distribucion de tamano de particulas de VLPs de VHC,
elusion 82-99mM NaCl. Distribucion de tamarnos de 120 particulas encontradas en la
elusion 82-99mM NaCl en la purificacion de particulas del VHC producidas en N.
benthamiana.

El tamano de particulas infeccionas de VHC varia dependiendo del sistema,
genotipo y método de separacion. Se ha estimado a través de filtracion in vivo que
varia desde 40nm a 100nm [58, 103], y a través de centrifugacion se ha podido
calcular que en promedio se encuentra un tamano de 54nm [104]. Especificamente

en particulas de VHC (JFH-1) producidas en cultivo celular (Huh7.2) el tamano

promedio se encuentra entre 65nm y 70nm.

Estudios ultra-estructurales realizados con muestras de pacientes infectados

reportan diametros heterogéneos que varian entre 35 nm y 100 nm [105 - 108],
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mientras que las particulas producidas en sistemas de cultivo celular suelen estar

en un rango de didametro entre los 50 nm y 60 nm [109], [110].

Dentro de las ventajas que representa el sistema VHC como administrador de
farmacos hacia los hepatocitos, se encuentra su tamafo, ya que seria ideal que este
sistema no sobrepasara los 150nm diametro y asi evitar ser atrapado por las células
de Kupffer, pudiera atravesar los sinusoides y llegara al espacio pre-sinusoidal para

y finalmente alcanzara la zona de hepatocitos.

La fraccion 82-99mM de NaCl de la purificacion en un paso en columna de heparina
utilizando un gradiente lineal de (Buffer B: 0-500mM de NaCl y Buffer A: 50mM Tris
pH=7.0, en un volumen total de 30CV), permitié la purificacién parcial de VLPs del
VHC con un tamario en promedio de 99.32nm. Sin embargo, el patrén de bandeo
(Figura 16) indic6 que existian aun bandas pertenecientes a proteina de planta, por
lo que se realizé la centrifugacidén isopicnica en gradientes de sacarosa, la cual
permiti® una mejor recuperacibn a través de la igualacion del medio de

centrifugacion y la densidad de flotacién conocida para VLPs y viriones de VHC.

Se realiz6 la microscopia electréonica de transmisién de la fraccibn una vez
recuperada la fraccion de 25% de sacarosa la cual presenta una densidad de
flotacion de .1036 g/mL, la cual ha sido reportada como la densidad de flotacién del
VHC [56 - 59], [64]. El andlisis de distribucién de tamaros utilizando incrementos
de 5% en el gradiente de sacarosa (Figura 26) permite obtener particulas puras
(Figura 19 y 11) con un tamano promedio de particulas de 99.14nm+20.5nm,

minimo de 37.5nm y maximo de 140nm, muy similar a la distribucion obtenida
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después de la purificacion con heparina, (Figura 25), confirmando que las particulas

anteriormente observadas corresponden a particulas VLPs del VHC.

En un intento por obtener particulas mas pequenas (en el rango de 50-60nm) se
realiz6 de nuevo un gradiente de sacarosa, recuperando también la fraccion
correspondiente de 25% (1.1036 g/mL), pero utilizando un aumento entre cada
concentracion discontinua de 2.5%. El anadlisis de distribucién de tamanos (137
particulas) indica que con la disminucion de aumento en la concentracién (Figura
27), se pueden obtener particulas puras, con una un tamafno promedio de particulas

de 50.89nm+11.25nm, minimo de 29nm y maximo de 88 nm.
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Figura 26. Distribucion de tamanos de VLPs de VHC en gradiente de sacarosa 20%-
60%, aumento de 5%. Distribuciéon de tamafos de 176 particulas encontradas tras la
realizacion de un gradiente de sacarosa (20%-60%, aumento 5%) en la purificacion de
particulas del VHC producidas en N. benthamiana.
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Figura 27. Distribucion de tamainos de VLPs de VHC en gradiente de sacarosa
20%-60%, aumento de 2.5%. Distribucién de tamafnos de particulas encontradas
tras la realizacion de un gradiente de sacarosa (20%-60%, aumento 2.5%) en la
purificacion de particulas del VHC producidas en N. benthamiana.



Cinvestav
Biotecnologia de Plantas rapuat

Debido a las dos poblaciones de tamarios de VLPs del VHC presentes en la misma
densidad, se realiz6 una comparacién en el analisis de distribucion, sumando los
diametros del total de particulas analizadas encontradas en los dos tipos de

aumento de concentracion realizados en los gradientes de sacarosa (Figura 28).
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Figura 28. Comparacion en los tamainos de particulas de VLPs de VHC producidos
en cultivo celular. Distribucion de tamarfios de los picos mas representativos
encontrados en la produccién de VHC en N. benthamiana. A=Poblaciones de tamanos
de didmetro encontradas en la produccion de VLPs de VHC genotipo 1a en expresion
transitoria en N. benthamiana. B=Poblaciones de tamafios de diametro encontradas en
la produccién de VLPs de VHC genotipo 1a en expresion transitoria en cultivo celular en
hepatocitos. (Adaptado de [58]).
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Se determind que existen 2 poblaciones especificas de particulas (99nm+20nm vy
50.89+11.25nm), los cuales coinciden con las poblaciones encontradas en cultivo

celular con el VHC genotipo 1a, presentado por Piver et al. [58]

Con el analisis de distribucién de tamarnos se puede concluye que la purificacién por
gradiente de sacarosa es el ideal para obtener VLPs del VHC puras, y que el sistema
en planta puede ser utilizado para producir nanopatrticulas virales, las cuales son
muy similares a las reportadas por otros grupos de investigacién tanto en apariencia

como en tamano y biofisica estructural (Densidad de flotacién) (Figuras 28 y 19).
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Figura 29. Comparativa entre VLPs de VHC producidas en N. benthamiana y
VLPs infecciosas producidas en hepatocitos. A=VLPs de VHC producidas en N.
benthamiana, purificada en gradiente de sacarosa (20%-60%, aumento de 5%) A1
Barra=150nm, A2 Barra=50nm, A3 Barra=150nm; B=VLPs de VHC producidas en
hepatocitos, purificada en columna de heparina y gradiente de lodixanol (20%-60%,
aumento de 5%) B1=100nm, B2=20nm (Adaptado de [57]); C=VLPs de VHC
producidas en N. benthamiana, purificada en gradiente de sacarosa (20%-60%,
aumento de 2.5%) C1 Barra=200nm, C2 Barra=20nm, C3 Barra=100nm; D=VLPs
de VHC producidas en hepatocitos, purificada en gradiente de sacarosa (20%-60%,
aumento de 5%) D1=500nm, D2=50nm (Adaptado de [59]).
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Como se puede observar (Figura 29), las particulas de VHC producidas en cultivo
celular tanto en hepatocitos como en este nuevo sistema en planta, presentan un
centro denso de electrones, sin ninguna proyeccidén aparente en su superficie y de
forma pleiomérfica (no regular y sin apariencia icosaédrica). Las particulas
presentan una envoltura, la cual probablemente es producto de la incorporacién de
VLDL (lipoproteinas de muy baja densidad) con las VLPs de VHC, presentes tanto
en la via de maduracion de las VLPs (reticulo endoplasmico y aparato de Golgi)
como en su transito en sangre (quimiolicrones). Este tipo de particulas son

denominadas particulas lipovirales (LVPs) [65], [111].

En la Figura 30 [Adaptado de 111] se puede encontrar una comparacién funcional
y estructural entre cLD (Lipid Droplets de citosol), VLDL (Lipoproteinas de muy baja
densidad) y LVP (Particulas Lipovirales). Los cLD estan compuestos por una
monocapa de fosfolipidos, la cual limita el contenido de la particula y contiene en su
interior colesterol. Los cLD estan rodeadas por TIP47 y ADRP, los cuales son de la
misma familia que las apolipoproteinas las cuales presuntamente se encuentran en

VLDL y LVP.

Las VLDL, estan presentes en el lumen de reticulo endoplasmico y en el flujo
sanguineo y estan constituidas también de una monocapa de fosfolipidos muy
similar a las de los cLD y contiene en su interior colesterol y colesterol éster. Las

VLDLs estan estabilizadas por apolipoproteinas intercambiables (ApoE y ApoB).

Las LVPs, encontradas en sistemas de cultivo celular y en pacientes con infeccion
aguda de VHC, contienen las particulas de VHC, la cual consiste de una

nucleocapside formada de la proteina core y una membrana doble de fosfolipidos



/] ‘\ Cinvestav
Q Biotecnologia de Plantas Unidad Irapuato

Posgrado

la cual se adquiere a partir de la membrana del reticulo endoplasmico y finalmente

glicoproteinas de superficie. La particula de VHC estd embebida en LVP

anteriormente mencionada.

TIP47

ADRP

ApoE

ApoB

? Fosfolipido
Colesterol
Ester de colesterol
Triglicérido

LVP
Figura 30. Comparacion funcional y estructural entre cLD, VLDL y LVPs de VHC.
Comparacion funcional y estructural entre cLD (Lipid Droplets de citosol), VLDL
(Lipoproteinas de muy baja densidad) y LVP (Particulas Lipovirales). (Adaptado de [111])
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Diseno de sistema LVPs + liposomas.
El sistema LVP de VHC producida, cumple (en teoria a partir del disefio) con 4 de

las 10 las caracteristicas que debe de cumplir un sistema de administracion dirigida
de farmacos hacia el higado [43]. 1. Debido a su tamafo nominal (99nm-55nm)
puede de ser capaz de atravesar todas las barreras anatémicas (i.e. estbmago,
intestino y espacio de Disse). 2. La presencia de glicoproteinas de envoltura, le
permite reconocer un receptor o cimulo de sefales receptoras a raiz de la cascada
de senfalizacion un receptor inicial (E2-CD81, OCDN, CDN, SSRB1) y 5. tener una

distribucién uniforme en el capilar sinusoide.

Sin embargo, debido a la naturaleza de las particulas, las demas caracteristicas
hasta ese estado de desarrollo no habian sido cubiertas. Las caracteristicas
restantes que deberian de cumplirse son: 3. Que el ligando externo compita con los
ligandos enddgenos producidos naturalmente en la zona anatémica de accion; 4.
Que el sistema de entrega no sea téxico, pero si biocompatible, biodegradable y
fisico-quimicamente estable en las células del higado ya sea en pruebas in vivo o
in vitro; 6. Que presente tazas controlables y predecibles de la liberacion del farmaco
tal que solo una cantidad especifica sea liberada a las células del higado; 7. Que
la liberacion de la droga no afecte a la distribucién de la misma; 8. Que presente
una fuga minima durante su paso a través del estémago, intestino y/o otras partes
del cuerpo; 9. Que el acarreador utilizado para administrar el farmaco sea eliminado
del cuerpo sin mostrar algun tipo de toxicidad y o algun dano patolégico y finalmente
10. Que la preparacién del sistema de administracién al higado sea facil o

razonablemente sencilla, reproducible y costo-efectiva.
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Los liposomas son sistemas que han mostrado tener un futuro prometedor en
sistemas de administracion de farmacos y moléculas solubles (hidrofilicas e
hidrofébicas). La mayoria de las drogas son moléculas pequefias de menos de
500Da, sin embargo, debido a su rapida asimilacién y biodistribuciéon no éptima,
pueden genera efectos secundarios toxicos [112]. La encapsulacion de farmacos
en sistemas de administracion coloidales, en especial los liposomas, representa una
alternativa eficaz para mejorar la farmacocinética de moléculas hidrofilicas e
hidrofébicas. Los liposomas son vesiculas compuestas de una bi-capa de
fosfolipidos los cuales se forman alrededor de un ambiente polar (hidrofilico), lo que
permite la encapsulacion de farmacos lipofilicos e hidrofilicas, inclusive en la misma
formulacién [113]. De todos los métodos que existen para la formulacion de
liposomas, el que mas comunmente se emplea es la hidratacién de capas de
fosfolipidos (pastel de fosfolipidos) o TLH, propuesto en un inicio por Banghmam et
al. [114]. Este método permite encapsular moléculas de interés terapéutico en la
parte hidrofilica (core) del liposoma y/o atrapar moléculas de caracter lipofilico en
las intersecciones de los fosfolipidos. Diversos productos medicamentosos han sido

formulados utilizando la técnica TLH con liposomas.

A través de la decoracién de moléculas sefial se ha logrado dirigir a los liposomas
a zonas anatémicas especificas para su administracién, sin embargo; la falta de
tropismo nativo y los bajos rendimientos de decoracion de moléculas sefal, los
hacen un buen candidato para la administracion dirigida de farmacos, pero no

perfecto.
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En el presente proyecto se propuso la utilizacion de un sistema LVP de VHC,
fusionado a liposomas disefiados en proporcion al contenido presente en RE en
plantas. Esto se planted para poder utilizar el tropismo presente en la parte LVP y
las ventajas para la formulacion y bio-compatibilidad de un sistema liposomal. Esta
estrategia cubriria (en teoria) los demas requerimientos sefialados para un sistema
de administracion dirigida a higado (Requisitos 3, 4, 6, 7, 8, 9 y 10). Ademas,
aumentaria la capacidad del sistema para no ser inmunogénico ("Stealth liposome"),
ya que estaria embebido en un liposoma y presentaria un aumento en las tazas de
control y prediccidn gracias a la distribucién del farmaco en el liposoma. Asi mismo
el sistema presenta la posibilidad de ser formulado con alguna molécula reportera
(fluorescente) para medir la farmacocinética y biodistribucidén del farmaco. Ademas,
la metodologia mencionada en este proyecto es hasta cierto grado sencilla (método

TLH+ fusién por factores fisico-quimicos)

El disefio de los liposomas, se realizd a partir de la utilizacion de fosfolipidos
producidos en soya, en proporcion 40% fosfatidil etanolamina, 40% fosfatidil colina,
20% y colesterol extraido de huevo. Esta composicion es la mas general reportada
para sistemas vegetales para los fosfolipidos de la membrana del reticulo
endoplasmico [115], la cual se cree es la composicion similar que presentas las
LVPs de VHC en su membrana exterior (Figura 20). En un principio se plante6 en
la formulacién de los liposomas la incorporacion el farmaco antifibrético IFC-305, el
cual ha mostrado tener resultados prometedores en el tratamiento de la cirrosis
hepatica en modelos con ratones [116], sin embargo su incorporacion en el sistema

LVP-liposoma no pudo ser comprobado debido a que no se contaba con alguna
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molécula reportera, la cual pudiera estar unida covalentemente a este agente
terapéutico y asi para poder medir su biodistribucidén y/o farmacocinética in vitro y/o

in vivo.

Con el fin de realizar la prueba de concepto de fusidén entre liposomas y LVPs de
VHC, se decidié formular los liposomas en las concentraciones anteriormente
mencionadas utilizando el método TLH. Se utiliz6 como medio utilizando como
hidratador el buffer en el cual se encuentran las LVPs del VHC (Tris 50mM, NaCl

100mM).

Posteriormente se procedié a marcar fluorescentemente a las LVPs anteriormente
purificadas (55nm) y a los liposomas producidos (Figura 22), utilizando un marcador
que tiene afinidad por membranas lipidicas y ha sido utilizado para el marcaje de
membranas celulares (Vybrant Multicolor Cell-Labeling Kit). Los liposomas fueron
marcados con el marcador lipofilico fluorescente DiO (Excitacion=484nm,
emision=501nm), mientras que los LVPs fueron marcados con DiD
(Excitacion=644nm, emision=665nm), debido a sus rangos alejados de excitacion y

emision fluorescente (Figura 31)
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Figura 31. Espectros de excitacion y emision de los marcadores fluorescentes
DiD y DiO. Campos de excitacion (lineas punteadas) y emision (lineas sélidas) para
los marcadores fluorescentes DiO y DiD.

Para la fusion entre los liposomas y las LVPs se aproveché la estructura,
composicion y funcionamiento nativo de las particulas, utilizando la sonicacién de
las mismas durante 30s [117] y la acidificacién del medio a pH=5. 0[118]. Estas
condiciones han sido reportadas como las necesarias para generar la fusion entre
VLDLs en sangre y las condiciones acidificantes para que LVPs se incorporen a
liposomas in vitro. La fusibn de ambas particulas se comprobé a través de la
microscopia confocal fluorescente adaptada a sistemas nanométricos, obteniendo
en mas de una ocasién (de 6 a 8 cuadros en video, (Figura 24), la co-localizacién
de LVPs y liposomas, comprobando que tanto la composicion de los liposomas
como la biofisica predicha para las LVPs producidas en N. benthamiana permiten
formar el sistema LVP + liposoma para una potencial administracion dirigida de

farmacos hacia hepatocitos.
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Perspectivas en el uso del sistema VLP-liposoma (Cargado de farmacos
hidrofébicos e hidrofilicos)

El presente sistema LVP + liposoma (al menos in vitro), provee de todos los
elementos necesarios para un sistema de administracion controlada de farmacos
hacia el higado (hepatocitos). Es necesario realizar pruebas de marcaje
inmunolégico in vitro para poder identificar la localizacion especifica de las
glicoproteinas del VHC (E1 y E2), asi como incorporar en futuras formulaciones,
moléculas reporteras para observar la distribucion de los farmacos y poder medir
parametros farmacocinéticos, rendimientos de encapsulacion, asi como la

localizacion anatoémica y compartimentalizacidén de las moléculas terapéuticas.

Asi mismo, es necesario realizar pruebas en cultivo celular de hepatocitos y
posteriormente en sistemas modelo como ratas para observar la biodistribucién y
conocer si el tropismo natural de las LVPs es el factor de mayor éxito en la

formulacién del nuevo sistema.

Conclusiones.

El presente proyecto reporta por primera vez la expresion de particulas similares a
virus (VLPs) del Virus de la Hepatitis C (VHC), genotipo 1a, producidas
transitoriamente en N. benthamiana. La optimizacion en el proceso de purificacion
y la caracterizacion final de las particulas virales, permitié identificar particulas en
forma y tamafo a las reportadas en otros sistemas de cultivo celular.
Especificamente, en este sistema vegetal (N. benthamiana) se pueden obtener 2

poblaciones de particulas con tamarfos de 99nm y 50.89nm, las cuales carecen de
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proyecciones aparentes en la superficie, pero presentan un centro denso en
electrones una membrana la cual indica la incorporacion de las VLPs en
lipoproteinas de baja densidad (VLDL), contribuyendo a la teoria de una sola

particula planteada para la biofisica de VHC en cultivo celulares.

Este sistema puede ser incorporado a liposomas los cuales pueden ser formulados
con agentes terapéuticos. Utilizando la capacidad de tropismo de las particulas
virales y la capacidad de carga y fusion de los liposomas, este sistema se postula
como un excelente candidato para la administracion dirigida de farmacos hacia los

hepatocitos.
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