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CÁPSIDES VIRALES COMO NANOACARREADORES ENZIMÁ-
TICOS PARA QUIMIOTERAPIA

Resumen

La encapsulación de enzimas dentro de cápsides virales llamadas “virus-like particles” 
(VLPs) o dentro de otro tipo de cajas proteicas es un tema de rápido desarrollo debido 
a sus implicaciones en biocatálisis así como su potencial uso como sistemas para el su-
ministro controlado de enzimas. Aquí se reporta la encapsulación de un citocromo P450 
(CYP) que pertenece a una familia de enzimas de importancia médica.

Palabras clave: bionanotecnología, CYP, VPLs catalíticas, tamoxifen, resveratrol.

VIRUS-LIKE PARTICLES AS NANOCARRIERS FOR CHEMOTHER-
APY

Abstract

The encapsulation of enzymes inside virus-like nanoparticles (VLPs) or other protein cages 
has been a fast growing topic because of its implications in biocatalysis as well as their 
potential as enzymatic delivery systems. We report here the encapsulation of a CYP450 
which belong to a family of enzymes medically important. A variant of CYPBM3 from Ba-
cillus megaterium, that has been evolved for enhanced peroxidase activity, was assayed 
for encapsulation. This CYP variant was effectively encapsulated in VLPs constituted of 
coat protein from cowpea chlorotic mottle virus (CCMV). The catalytic VLPs are able to 
transform the chemotherapeutic pro-drug, tamoxifen, and the emerging pro-drug res-
veratrol. The chemical nature of the products was identified, confirming similar active 
products than those obtained with human CYP. The enzymatic VLPs remain stable after 
the catalytic reaction. The aim and innovation of this work is to make more efficient che-
motherapy drugs activating them mainly in the target tissue avoiding the dramatic side 
effects and reducing the doses. The encapsulation of this CYP450 in viral structures will 
provide a model for the design of biocatalytically nanoparticles with potential medical 
applications. 

Keywords: bionanotechnology, CYP, catalytic VPLs, tamoxifen, resveratrol.
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CÁPSIDES VIRALES COMO NANOACARREADORES ENZIMÁ-
TICOS PARA QUIMIOTERAPIA

Introducción

La bionanotecnología se enfoca en la investigación y en el desarrollo de nuevos ma-
teriales a escala nanométrica, para fines específicos, basados en biomoléculas, tales 
como ácidos nucléicos, proteínas y carbohidratos. Dentro de estos materiales natu-

rales se encuentran las cápisdes virales o VLPs (virus-like particles) que recientemente 
han recibido gran atención debido al alto potencial que presentan dentro de este campo, 
en particular en el área de la ciencia de materiales y la nanomedicina (Manchester y 
Steinmetz, 2009).

Cápsides virales o VLPs 

Las cápsides virales o VLPs (virus-like nanoparticles) se componen únicamente de las pro-
teínas de la cápside viral, y a diferencia de los virus, no contienen el material genético 
natural de éstos, por lo que no son partículas infecciosas. Estas partículas pueden ser 
utilizadas como andamiajes básicos para el diseño y fabricación de materiales nanoes-
tructurados. Dentro de este contexto, algunas de las características que hacen atracti-
vas a las cápisdes virales son las siguientes (LEE et al., 2009; STRABLE y FINN, 2009): i) 
Presentan arquitecturas altamente ordenadas de dimensiones nanométricas que tienen 
la capacidad de autoensamblarse. ii) Se estima que alrededor de 1031 virus habitan la 
Tierra (BAMFORD et al., 2005), dentro de este vasto número existe una gran diversidad 
tanto de tamaños (17 - 1500 nm en cápsides icosaédricas); como de formas distintas, 
predominando las cápsides icosaédricas, filamentosas y helicoidales (Fig. 1). iii) Cuentan 
con estructuras monodispersas en tamaño y composición, bajo condiciones particulares 
de pH y fuerza iónica. iv) Poseen áreas superficiales grandes, con una variedad grupos 
funcionales expuestos en un alto número de copias, que permiten el acoplamiento de 
múltiples ligandos, ya sea de la misma molécula o diferentes moléculas. Esta caracterís-
tica los hace moléculas polivalentes, con la capacidad de participar en interacciones co-
lectivamente más fuertes que sus contrapartes con sitios únicos de interacción, aumen-
tando la afinidad de unión con los sitios blanco. v) Presentan cavidades que pueden ser 
utilizadas para encapsular moléculas con diversos fines. vi) Debido a su carácter proteíco 
son biocompatibles y biodegradables.
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 Las nanopartículas virales cuentan con tres interfaces disponibles para ser mani-
puladas ya sea químicamente o genéticamente: la superficie externa, la interface entre 
las subunidades protéicas y la cara interna (Douglas y Young, 2006). Esta última se ha 
utilizado para encapsular diversos materiales como metales (Hooker et al., 2007), me-
dicamentos (Ren et al., 2007), DNA (Verma y Weitzma, 2005) y proteínas (Lipin et al., 
2008) con el fin de generar nuevos materiales, catalizadores y sistemas de suministro. 
El encapsulamiento de proteínas se ha enfocado principalmente en la introducción de 
proteínas fluorescentes en nanoestructuras protéicas. El modelo más utilizado ha sido la 
proteína verde fluorescente (GFP) debido a su fácil detección (Günther et al., 2001; Ab-
bing et al., 2004; Minten et al., 2010; O’Neil et al., 2012). Sin embargo, hoy en día, existen 
diversos trabajos en los que se han encapsulado enzimas dentro de estos contenedores, 
generando bionanorreactores con propiedades y capacidades catalíticas diferentes a sus 
contrapartes sin encapsular. 
 La encapsulación de proteínas dentro de estos vehículos de origen viral, ofrece 
una serie de ventajas para sobrepasar las limitaciones que presentan las proteínas como 
agentes terapéuticos. En primer lugar, las cápsides son vehículos con una alta capacidad 
de carga aptos para el transporte de cantidades considerables de proteína en su interior. 
Además, la nanoestructura viral es capaz de conferir a la proteína encapsulada protec-
ción frente a la degradación por proteasas (Fiedler et al., 2010; O’Neil et al., 2013), así 
como una barrera contra el reconocimiento por el sistema inmune (Inoue et al., 2008). La 
inmunogenicidad del virus puede ser abatida por distintos métodos entre los que sen en-
cuentran los llamados “self-peptides”, la modificación de los epítopes y el recubrimiento 
de la partícula con polietilenglicol (PEG). De esta manera se modifica químicamente la 
cápside y no el biofármaco en cuestión, evitando repercusiones negativas en la actividad 
biológica de la proteína terapéutica.

Figura 1. Estructuras tridi-
mensionales de virus con 

distintas formas y tamaños. 
CCMV: Virus del moteado 

clorótico del frijol caupí. 
TMV: Virus del mosaico del 
tabaco. Los modelos fueron 
tomados de la base de datos 

VIPERdb
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 Debido a su tamaño, las cápisdes virales no pueden ser filtradas y eliminadas 
por el riñón (umbral de remoción <40 kDa), permaneciendo más tiempo circulando en 
el organismo (aumento del tiempo de residencia dentro del organismo). Finalmente y 
de importancia para la terapia contra el cáncer, se ha observado que las partículas en 
el orden nanométrico (100-500 nm) se acumulan preferentemente dentro de tumores 
sólidos debido a un fenómeno conocido como efecto de permeabilidad y retención au-
mentada (EPR effect) (Fig. 2). Esta acumulación se debe a que los vasos sanguíneos pro-
movidos por el tumor y que rodean a éste, presentan una arquitectura desorganizada 
con una serie de huecos en su estructura (200-800 nm), permitiendo la extravasación de 
nanopartículas hacia el interior del tejido. Aunado a lo anterior, las partículas son reteni-
das en estos sitios debido a un drenaje linfático deficiente característico de los tumores 
(IYER et al., 2006; TORCHILIN, 2011).

Terapia de activación de profármacos vía enzimas

La terapia de activación de profármacos utilizando enzimas exógenas es una estrategia 
que se ha propuesto para aumentar la eficiencia de ciertos procedimientos médicos, 
como la quimioterapia, que aunque es uno de los tratamientos más utilizados hoy en 
día para combatir el cáncer (Al-Lazikani et al., 2012) presenta serios efectos secundarios. 
El objetivo final de esta estrategia es el de aumentar la concentración local de fármaco 
activo en las células tumorales, lo cual incrementaría la eficiencia del medicamento en 
el tumor y reduciría la toxicidad producida por el fármaco en el resto de las células del 
hospedero (Hetch y Waxman, 2000, Sánchez-Sánchez et al., 2014). Esta terapia se lleva 
a cabo en dos pasos, en el primero la enzima exógena debe ser dirigida a las células de 
interés y acumularse en el sitio; para posteriormente en un segundo paso, administrar el 
profármaco (ya sea de manera dirigida o sistémica), activándose selectivamente en las 
células blanco.
 Se han propuesto a grandes rasgos dos métodos para llevar a cabo el suminis-
tro de la enzima, capaz de activar el profármaco, a las células de interés: suministro de 
genes, conocidos por sus siglas en inglés como GDEPT (gene-directed enzyme prodrug 
therapy) y suministro de enzimas activas (Xu y McLeod, 2001).

Figura 2. Efecto EPR. Acu-
mulación de nanopartículas 

en tumores sólidos. Modifica-
da de Peer et al., 2007.

http://www.revista.unam.mx/vol.15/num8/art61/#


“cápsides virales como nanoacarreadores enzimáticos para quimioterapia”, 
Lorena Paulina Sánchez Sánchez y Rafael Vazquez-Duhalt

1 de agosto de 2014 | Vol. 15 | Núm. 8 | ISSN 1607 - 6079 
http://www.revista.unam.mx/vol.15/num8/art61/

Departamento de Acervos Digitales. Dirección General de Cómputo y de Tecnologías de Información y Comunicación – UNAM 
Esta obra está bajo una licencia de Creative Commons 

6

 La terapia génica suicida (GDEPT) involucra la introducción, a células tumora-
les específicas, de uno o varios genes que codifican para enzimas con la capacidad de 
transformar profármacos. Estos genes pueden ser suministrados a las células tumorales 
utilizando distintos vectores, entre los que se encuentran los de tipo viral (Xu y McLeod, 
2001). Hasta la fecha se ha desarrollado una variedad de sistemas enzima-profármaco, 
siendo uno de los más explotados el que está basado en la activación de profármacos 
por CYP450s, que de manera general no se expresan en grandes cantidades en células 
tumorales y que son capaces de transformar medicamentos anticancerígenos usados 
clínicamente (CHEN et al., 2002). 
 Para el caso del suministro de enzimas activas, la terapia basada en anticuerpos, 
conocida como ADEPT (antibody-directed enzyme prodrug therapy) ha sido una de las 
más desarrolladas. La enzima capaz de transformar el profármaco se dirige selectiva-
mente a las células blanco, a través de la conjugación con un anticuerpo, que tiene la 
capacidad de unirse específicamente a antígenos que se expresan en la superficie de las 
células tumorales (NICULESCU-DUVAZ y SPRINGER, 1997).
 Para ambas estrategias, GDEPT y ADEPT, se han desarrollados sistemas enzima-
profármaco que han llegado a ser probados en ensayos clínicos (DACHS et al., 2005; Fran-
cis et al., 2002); sin embargo, no existe aún ningún tratamiento en uso basado en estas 
terapias.

Encapsulación de enzimas dentro de cápisdes virales

La encapsulación de enzimas dentro de cápisdes virales se ha realizado principalmente 
para la producción de bionanorreactores enfocados al estudio de fenómenos de catálisis 
(Comellas-Aragones et al., 2007; Fiedler et al., 2010; Minten, 2011; Patterson et al., 2012; 
2012b, 2014 O’Neil et al., 2013), aunque también se ha propuesto su utilización como 
posibles agentes terapéuticos (Inoue et al., 2008).
 El primer artículo reportado sobre la encapsulación de enzimas en cápisdes vi-
rales fue en el 2007, en donde Comellas-Aragonès y colaboradores diseñaron un sistema 
para estudiar el comportamiento cinético de enzimas a nivel individual, basado en la en-
capsulación de una peroxidasa de rábano blanco en cápisdes virales derivadas del virus 
CCMV. Por un lado, encontraron que un parámetro que afecta de manera importante la 
catálisis es el tiempo de difusión del sustrato hacia el interior de la nanoestructura, el cual 
puede ser manipulado al cambiar el pH en el que se encuentran las cápsides (apertura de 
poros a pH > 7). Por otro lado, fueron capaces de detectar una serie de fluctuaciones en 
la transformación de sustrato a producto a través del tiempo; este comportamiento de 
prendido-apagado que se observa al trabajar con moléculas de enzima individuales, está 
relacionado con el hecho de que las enzimas presentan una serie de cambios conforma-
cionales a través del tiempo en donde sólo algunas de ellas presentan una alta actividad 
catalítica (Engelkamp et al., 2006).
 Posterior a este primer trabajo, se ha llevado a cabo la encapsulación de múlti-
ples enzimas (varias de un solo tipo) en distintas cápisdes virales utilizando estrategias 
diferentes para la encapsulación (Tabla 1).
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 Las altas concentraciones de enzima alcanzadas dentro de las cápsides virales, 
en el orden milimolar, permiten estudiar fenómenos de catálisis en ambientes hacinados 
simulando los encontrados a nivel celular, lo que permitiría entender de mejor manera el 
funcionamiento de estos biocatalizadores dentro de las células.
 A pesar de encontrar para la mayoría de las enzimas encapsuladas un decremen-
to en la actividad, se generan para algunos de estos sistemas nuevas propiedades en el 
bionanorreactor, como un aumento en la termoestabilidad (Fiedler et al., 2010; O’Neil et 
al., 2013), resistencia a proteólisis (Fiedler, 2010; O’Neil, 2013), protección ante el proce-
so de liofilización (O’Neil, 2013), reversión de la inhibición por sustrato (Patterson, 2012a) 
y la disminución a la desnaturalización bajo ciertas condiciones operativas (Comellas-
Aragonès et al., 2007). Para el caso particular de la citosina desaminasa, que convierte 
el profármaco 5-fluorocitosina al fármaco activo 5-fluorouracil, la cápside del SV40 fue 
utilizada como vehículo para el suministro de actividad enzimática a células CV-1 (línea 
celular procedente de riñón de mono), con el fin de sensibilizarlas al tratamiento por el 
profármaco e inducir la muerte celular (INOUE et al., 2008).

Mconf: Molaridad de confi-
namiento (concentración de 
enzima al interior de la cáp-
side). ND: No determinado. 

VNR: Valor no reportado
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 Recientemente, fue publicado el primer artículo en el que múltiples copias de 
enzimas distintas fueron encapsuladas en una partícula pseudoviral (bacteriófago P22). 
Las tres enzimas encapsuladas, CelB glucosidasa, ATP-galactosidasa y ADP-glucocinasa, 
tienen la particularidad de llevar a cabo una serie de reacciones en cascada en el meta-
bolismo de azúcares de Pyrococcus furiosus (PATTERSON et al., 2014). Contrario a lo que 
se esperaba, no se encontró un aumento en la eficiencia de la cascada de reacción; es 
fundamental poner especial atención en el balance adecuado de los parámetros cinéti-
cos de cada una de las enzimas involucradas, para diseñar un sistema catalítico eficiente. 
La construcción de metabolomas sintéticos a base de la encapsulación de enzimas en 
partículas pseudovirales, podría generar sistemas catalíticos complejos con diversas apli-
caciones prácticas.
 En la naturaleza, la encapsulación de enzimas dentro de compartimientos, ya 
sea en organelos u otros contenedores de origen proteico (Fig. 3), es un mecanismo al-
tamente utilizado a nivel celular, tanto en eucariontes como en procariontes, en donde 

las enzimas encargadas de llevar a 
cabo una serie de reacciones con-
secutivas en una vía metabólica, se 
encuentran espacialmente sepa-
radas de otros componentes en la 
célula (KANG Y DOUGLAS, 2010). Se 
sugiere que esta compartamentali-
zación puede aumentar la eficien-
cia para llevar a cabo la cascada de 
reacción ya que las enzimas se en-
cuentran co-localizadas en un am-
biente de alta concentración local 
de sustrato, se previene la pérdida 
de intermediarios poco estables o 
tóxicos (TANAKA et al., 2010), y da 
lugar a que procesos metabólicos 
incompatibles pueden proceder 
simultáneamente dentro de la cé-
lula (WÖRSDÖRFER et al., 2011).   

Citocromo P450 de Bacillus megaterium (CYPBM3 “21B3”)

El citocromo P450 de Bacillus megaterium (CIRINO et al. 2003) fue encapsulado dentro 
de cápisdes virales con el fin de aprovechar las características de estas nanopartículas 
como un modelo para el diseño de nanovehículos para el transporte de enzimas con 
aplicaciones médicas (SÁNCHEZ-SÁNCHEZ et al., 2014).
 Previamente se evaluó la capacidad del CYP para transformar una serie de pro-
fármacos anticancerígenos, con el fin de proponer un uso práctico a las partículas pseu-
dovirales con CYP en su interior bajo el contexto de la terapia de activación de profárma-
cos por medio de enzimas. Seis profármacos fueron seleccionados con base en reportes 
previos de CYP humanos con la capacidad de transformar estos medicamentos (HUTTU-

Figura 3. Modelos de micro-
compartimientos protéicos 

encontrados en bacterias. Las 
estructuras son semejantes a 
cápsides virales icosaédricas. 
A) Microcompartimiento de 

utilización de etanolamina en 
E. coli. B) Carboxisoma. C) 

Encapsulina T. marítima. D) 
Lumazina sintasa B. subtilis. 

Modificado de Kang et al., 
2010.
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NEN et al., 2008; MCFADYEN et al., 2004): tamoxifen, ifosfamida, ciclofosfamida, tegafur, 
dacarbazina y resveratrol. De estos profármacos ensayados, únicamente el tamoxifen 
y el resveratrol fueron transformados por el CYPBM3 “21B3” (Sánchez-Sánchez et al., 
2014).
 El tamoxifen es el medicamento más utilizado para el tratamiento de cáncer de 
mama dependiente de hormonas (Hoskins, et al., 2009). Actúa como un modulador se-
lectivo del receptor de estrógeno, inhibiendo la proliferación de las células tumorales 
(Osborne, 1998). Este anticancerígeno es metabolizado por distintos CYP450 en el orga-
nismo (Fig. 16), principalmente CYP2D6 y CYP3A4, para dar lugar a los fármacos activos 
4-hidroxitamoxifen y endoxifen, así como a una serie de metabolitos clínicamente no 
activos (Rochat, 2005 y Brauch et al., 2009). 
 Se llevó a cabo la determinación de los parámetros cinéticos para la transforma-
ción de este profármaco con el CYPBM3 “21B3” encontrando una kcat = 41.9 ±4.2 min-1 
y una KM = 106.9 ±23 µM (Sánchez-Sánchez et al., 2014). El CYP bacteriano fue capaz de 
transformar al medicamento en cuatro productos (Fig. 4), los cuales fueron detectados 
por una nanocromatografía de líquidos acoplada a espectrometría de masas en tándem 
(nanoLC/MSMS). Los compuestos identificados corresponden al 4-hidroxitamoxifen, 
4-hidroxi-N-demitiltamoxifen (endoxifen), N-demetiltamoxifen y dihidroxitamoxifen. Es 
importante mencionar que el control de tamoxifen con peróxido de hidrógeno (sin enzi-
ma) no genera ningún perfil de productos.

Figura 4. Productos de 
transformación identificados 

para la reacción del CYPBM3 
“21B3” con el profármaco 

tamoxifen.
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La mutante del CYP que se usó como modelo fue capaz de generar los dos fármacos 
clínicamente activos: 4-hidroxitamoxifen y endoxifen (Johnson et al., 2004). El N-deme-
tiltamoxifen es un precursor para formar el endoxifen. Finalmente, el compuesto dihi-
droxilado pudiera tratarse del 3,4-dihidroxitamoxifen, una especie reactiva que puede 
generar epóxidos y/o quinonas que tienen la capacidad de unirse covalentemente a DNA 
o proteínas causando un efecto tóxico en las células (Notley et al., 2002). Este efecto 
tóxico ayudaría a incrementar la muerte de las células tumorales.
 La terapia de activación de profármacos utilizando cápisdes virales con CYP en su 
interior podría ser especialmente útil para hacer más eficiente el tratamiento de cáncer 
de mama basado en el tamoxifen debido principalmente a dos razones. La primera está 
relacionada a que el gen que codifica para el CYP2D6 es altamente polimórfico, por lo 
que existe una fracción de la población que no puede ser beneficiada con la terapia ba-
sada en tamoxifen debido a que son deficientes en la expresión de CYP2D6, el principal 
responsable en la generación de endoxifen (Ingelman-Sundberg, 2005); por lo que llevar 
actividad CYP a los tumores de estos pacientes sería de gran beneficio. 
 La segunda razón es que se ha encontrado que el uso a largo plazo de la terapia 
con tamoxifen genera daños severos en ciertos tejidos, por lo que su uso se ha limitado 
a no más de 5 años (Perez, 2007). La activación selectiva del profármaco en el tumor 
vía CYP-VLPs podría disminuir significativamente las dosis y el tiempo requerido para 
alcanzar el efecto terapéutico deseado reduciendo así los severos efectos secundarios 
asociados a otros tejidos.
 Por otro lado, el resveratrol es un compuesto polifenólico producido natural-
mente en plantas. Además de su rol como fitoalexina (actividades antimicrobianas y anti-
oxidativas), se le han atribuido una serie de propiedades antiinflamatorias, cardioprotec-
toras y anticancerígenas, tanto para prevenir el desarrollo del tumor como para tratarlo 
(Pirola y Fröjdö, 2008). Se ha encontrado que un derivado hidroxilado del resveratrol, 
el picetanol, tiene entre otras muchas actividades biológicas, la capacidad de funcionar 
como un agente quimioterapéutico más potente que el resveratrol (Lin et al., 2007). Este 
compuesto es capaz de suprimir la proliferación de células cancerosas e inducir apopto-
sis. Estas propiedades hacen al picetanol un fármaco potencial interesante en el trata-
miento del cáncer. 
 El CYPBM3 “21B3” fue capaz de transformar el resveratrol en un producto te-
trahidroxilado, probablemente el picetanol (Fig. 5), con una kcat = 69.8 ±11.4 min-1 y 
una KM = 119 ±39.8 µM (Sánchez-Sánchez et al., 2014). El producto fue identificado por 
nanoLC/MSMS. No se encontró transformación del resveratrol con solo peróxido de hi-
drógeno. 
Comparado con otras mutantes derivadas del CYPBM3, en donde el picetanol es el único 
producto de la reacción, este CYP presenta una eficiencia catalítica ligeramente mayor 
a las encontradas por Kim et al. (2009); debido al incremento de un orden de magnitud 
en la velocidad de transformación de sustrato, aunque la constante de afinidad también 
es significativamente mayor; lo que da como resultado un eficiencia catalítica de 0.59 
min-1µM-1.
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Encapsulación del CYP en cápsides virales del CCMV

La ventaja fundamental al utilizar el CCMV para la encapsulación del CYP, se debe a que 
el interior de esta cápside se encuentra cargado fuertemente de manera positiva debido 
a la composición de aminoácidos básicos del N-terminal (Douglas et al., 2002), por lo que 
por complementariedad de cargas, el CYP deberá interactuar con la superficie interna de 
la cápside viral ya que la enzima está cargada negativamente a pH neutro. El N-terminal 
de la proteína de capa del CCMV utilizado para este trabajo contiene un cola de 6 histidi-
nas, que fue utilizado para la purificación de la proteína. Es importante mencionar que la 
superficie externa del virus posee carga negativa a pH neutro, por lo que la interacción 
de la superficie externa del CCMV con el CYP es muy poco probable (Liepold et al., 2005).
 Las cápsides virales del CCMV fueron desensambladas y re-ensambladas en 
presencia de CYP. Se llevó a cabo una serie de ensayos de encapsulación probando di-
ferentes relaciones CYP:Proetína viral (Sánchez-Sánchez et al., 2014). Se corroboró por 
microscopía electrónica de transmisión la formación de nanoestructuras para todas las 
relaciones molares ensayadas. A diferencia de las cápsides vacías, donde el interior se 
tiñó por la entrada de acetato de uranilo (Fig. 6), las cápsides en presencia de biocata-
lizador se encuentran libres de tinción; lo cual puede ser resultado de una obstrucción 
en los poros de la estructura o de que el interior no está vacío, sugiriendo una posible 
encapsulación del CYP. 
 Además de encontrar cápsides esféricas para los encapsulados provenientes de 
las tres relaciones molares examinadas, se observa también para los encapsulados 12:1 
y 20:1 la presencia de nanoestructuras tubulares, con una mayor proporción y tamaño 
cuando se utiliza una concentración inicial de 45 µM de proteína viral. La formación de 

Figura 5. Productos de 
transformación identificados 

para la reacción del CYPBM3 
“21B3” con el profármaco 

resveratrol.
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nanotubos ha sido previamente reportada para cápisdes virales vacías del CCMV bajo 
condiciones de pH neutro y baja fuerza iónica (Adolph et al., 1974; Lavalle et al., 2009), 
condiciones de ensamblaje similares a las usadas para estos experimentos. Sin embargo, 
de acuerdo con los diagramas de fase reportados para el ensamblaje del CCMV (Lavalle 
et al., 2009) y las condiciones de pH y fuerza iónica utilizados en este trabajo (pH 7.2, 
0.05M NaCl), no se reportan estructuras esféricas. El haber encontrado cápsides a pH 
neutro en las relaciones molares ensayadas PV a CYP, nos sugiere una estabilización de la 
cápside por la asociación del CYP con la capa interna del CCMV.

 Se llevó a cabo la caracterización de los ensamblados correspondientes a la re-
lación molar 12:1, ya que se observa una mayoría de cápsides bien definidas y una baja 
población de nanotubos (Fig. 6). Las cápisdes virales esféricas tienen un diámetro prome-
dio de 27 ± 2.4 nm; un diámetro muy cercano al del CCMV nativo con número de triangu-
lación igual a 3. Por otro lado, se encontró para los nanotubos un diámetro promedio de 
20.8 ± 1.7 nm con un largo que está dentro del rango de los 40 a los 170 nm. La mayoría 
de los nanotubos encontrados se encuentran cerrados en los extremos.

Figura 6. Ensamblados 
CCMV-CYP. Imágenes de 

TEM del CCMV vacío (pH 
5) y las 3 encapsulaciones 

CCMV:CYP (pH 7). Tinción 
negativa con acetato de ura-

nilo. Barra de escala = 50 nm
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 Una evidencia más de la encapsulación de CYP en cápisdes virales del CCMV fue 
el haber detectado, en un gel SDS-PAGE, dos bandas correspondientes a los pesos mo-
leculares de ambas proteínas involucradas. Por medio de un análisis por densitometría 
se determinó el número de enzimas empaquetadas por cápside, dando como resultado 
un promedio de 14 CYPBM3 por cápside, correspondiente a una concentración efecti-
va (molaridad de confinamiento) de 4.9 mM (considerando un volumen interno para el 
CCMV de 4.7x10-21 L).
 Finalmente, se evaluó la capacidad catalítica de la partícula CCMV-CYP para 
transformar el sustrato tamoxifen (Fig. 7). Las cápisdes virales fueron biocatalíticamente 
activas, encontrando una actividad específica de 3.58 min-1 para la transformación del 
profármaco. La actividad específica encontrada es un orden de magnitud más pequeña 
comparada con la encontrada para el CYP libre (kcat = 41.9 min-1). A pesar de la diminu-
ción en la velocidad de transformación del tamoxifen obtenida con las cápsides CCMV-
CYP, esta actividad catalítica es similar a la reportado para citocromos P450 humanos. El 
CYP2D6, uno de los citocromos que participa más activamente en metabolizar el tamoxi-
fen, fue capaz de transformar el profármaco en 4-hidroxitamoxifen y N-desmetiltamoxi-
fen a una velocidad de 1.17 nmoles nmoles-1 CYP min-1 y 2.6 nmoles nmoles-1 CYP min-1 
respectivamente, la actividad fue medida utilizando al NADPH como donador de electro-
nes (Crewe et al., 2002). Asimismo, el CYP3A4 mostró una velocidad de transformación 
del tamoxifen a N-desmetiltamoxifen de 1.2 nmoles nmoles-1 CYP min-1 (Boocock et al., 
2002). Los reportes de actividad por CYP humanos para la transformación del tamoxifen 
son limitados y en muchos casos díficiles de extrapolar a las unidades de actividad utiliza-
das en este trabajo (min-1) (Coller et al., 2002; Desta et al., 2004) debido a que la mayoría 
de las mediciones se reportan en miligramos de proteína total provenientes de microso-
mas de hígado humano, en donde se encuentran otras proteínas presentes además del 
CYP.

Figura 7. Diagrama de la 
transformación de pro-

fármacos por medio de las 
nanopartículas biocataliticas 
conteniendo actividad cito-

cromo P450.
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Conclusiones

Se llevó a cabo con éxito la encapsulación del CYPBM3 “21B3” en cápisdes virales de 
CCMV. La estrategia involucró una fuerza motriz que dirige la incorporación de la enzi-
ma al interior de las cápsides de manera selectiva. Por un lado, cargas electrostáticas 
complementarias permitieron dirigir la encapsulación del CYP selectivamente hacia el 
interior de la cápside del CCMV para generar partículas con actividad catalítica. La venta-
ja fundamental de esta estrategia radicó en que no fue necesaria ninguna modificación 
química ni genética a ninguna de las proteínas involucradas. 
 El CYPBM3 “21B3” fue una excelente enzima modelo para probar el principio de 
encapsulación de actividad CYP dentro de cápisdes virales, debido a su fácil producción, 
solubilidad, capacidad de utilizar peróxido de hidrógeno como ventaja operacional, y 
capacidad de transformar una variedad de sustratos, entre ellos medicamentos antican-
cerígenos en sus metabolitos activos. 
 La construcción de nanoreactores, a base de cápsides virales con CYP en su in-
terior, presentan el primer paso en la generación de sistemas para el transporte y sumi-
nistro de actividad enzimática CYP, que tienen potencial para ser utilizados para hacer 
más eficientes las terapias actuales contra el cáncer. Sin embargo, aún quedan varios 
desafios antes de poder desarrollar una terapia para la activación de profármacos in situ. 
Es necesario suministrar junto con esta mutante del CYP una enzima que genere canti-
dades importantes de peróxido, o bien, encapsular el CYPBM3 con el dominio reductasa 
incluido, con la finalidad de contar con un sistema autosuficiente dentro de la célula que 
pueda generar el medicamento activo dentro del tumor. Además, en una etapa pos-
terior, la cápside deberá ser funcionalizada para dirigir la nanopartícula a los sitios de 
interés, acoplando ligandos afines a receptores que se encuentren presentes en células 
tumorales; así como para contender con su inmunogenicidad, recubriendo la partícula 
con polímeros biocompatibles.      
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