Investigacion Quimica

Nanotecnologia sobre virus:
Una plataforma supramolecular, natural y accesible para la Quimica Organica

Resumen: Los virus, situados entre lo vivo y lo inerte, se engloban dentro de la gran variedad de sistemas moleculares fun-
cionales, de distintos tamafios y con capacidad de autoorganizacion que la naturaleza nos ofrece. Muchos pueden obtenerse en
grandes cantidades y manipularse a nivel genético gracias al conocimiento de su estructura por rayos X; ofreciendo a los quimi-
cos una oportunidad Unica de expandir el repertorio de materiales de partida para aplicaciones sintéticas y cataliticas.
Topologicamente analogos a los dendrimeros pero de mucho mayor tamafio y facil acceso, los virus se presentan como una

nueva plataforma nanométrica y accesible para la quimica orgénica. Palabras Clave: Virus, nanotecnologia, quimica.

Introduccion

El concepto de nanotecnologia engloba
aquellos campos de la ciencia y la técnica
en los que se estudian, se fabrican y/o
manipulan de manera controlada materia-
les, sustancias y dispositivos con dimen- =
siones comprendidas entre 1 y 100 nand- .
metros.[1] Su desarrollo esta dirigido, al
menos en parte, por la existencia de bloques
de construccion moleculares de distintos
tamafios que tienen la capacidad de autoorganizarse fomando
superestructuras sumamente delicadas. El conocimiento estruc-
tural a nivel atdmico de dichos bloques de construccion permite
un control preciso de sus reactividades.[?]

Los virus son uno de estos sistemas nanométricos que la
naturaleza generosamente nos ofrece. Se trata de agentes
infecciosos formados por un acido nucleico rodeado de una
envoltura proteica autoensamblada, que se reproducen uti-
lizando el material y la maquinaria de una célula hiesped
provocando cambios genéticos en la misma. No poseen
metabolismo ni organizacion celular, por lo que se les situa en
el limite entre lo vivo y lo inerte, siendo objeto de importantes
investigaciones en la biologia, la bioquimica, la evolucion y
la medicina. Los virus constituyen uno de los ejemplos mas
impresionantes de reconocimiento molecular dirigido por
multiples interacciones no covalentes. Gracias a las técnicas
de cristalografia de rayos X y microscopia electronica se ha
podido examinar, con resolucion practicamente atdmica, uno
de los mas fascinantes procesos que la naturaleza ha desarro-
llado para llevar a cabo numerosas funciones bioldgicas: el
autoensamblaje de bloques estructurales para formar una
superestructura funcional.

Debido a que ciertos tipos de virus pueden obtenerse en
grandes cantidades y ser manipulados genéticamente, éstos
ofrecen una excelente oportunidad para los quimicos de
expandir el repertorio de materiales de partida naturales para
aplicaciones sintéticas y cataliticas. El Prof. Finn y su grupo
de investigacion han sido pioneros en los estudios sobre el uso
de sistemas polivalentes en aplicaciones terapetticas y de
diagndstico empleando como prototipo de plataforma quimi-
ca el virus del mosaico de la Vigna sinensis, una planta
trepadora tropical del género Dolichos que se cultiva para
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enriquecer el terreno y para alimentar al
ganado con su semilla (guisante ojinegro)
(Figura 1). CPMYV, del inglés CowPea
Mosaic Virus, es la abreviacion que uti-
lizaremos por comodidad para referirnos a
este virus.

- Obtencion, estructura y caracteri-

WG Finn2‘q " zacion del CPMV

CPMV es un virus de origen vegetal que
posee una soélida estructura icosaédrica de aproximadamente
30 nm de didmetro y una masa molecular de 5,6 x 10¢ Da
(Figura 2).31 Este virus, inocuo hacia el resto de los organis-
mos vivos, puede considerarse topologicamente analogo a un
dendrimero pero de mucho mayor tamafo y facil acceso, ya
que puede aislarse mediante un simple protocolo con
rendimientos de 1-2 g por cada kilogramo de hojas de Vigna
sinensis infectada (1 mg virus ~ 1014 particulas). CPMV pre-
senta una marcada estabibilidad bajo una gran variedad de
condiciones; por ejemplo, son estables durante varios dias a
valores de pH entre 3 y 9,5; también mantiene su integridad a
temperaturas incluso superiores a 60 °C, y en presencia de di-
solventes organicos tales como DMSO o DMF. De esta ma-
nera, y como veremos a continuacion, pueden llevarse a cabo
alteraciones quimicas del virus tanto en una disolucién tam-
pon como en una mezcla DMSO-disolucion tampon (>2:1),
lo que hace que el uso de reactivos organicos, normalmente
muy hidrofébicos, no sea un inconveniente.

La estructura del CPMYV, determinada a una resolucion de
2,8 A,[4 esta compuesta de 60 copias idénticas de dos sub-
unidades proteicas asimétricas que se encuentran ensam-
bladas alrededor de un RNA genomico monocatenariol5]
(Figura 2). La subunidad de 23 kDa se denomina "subunidad
menor" y esta constituida por el dominio A y, la otra sub-
unidad de 41 kDa, denominada "subunidad mayor", esta for-
mada por los dominios B + C. Una de las grandes ventajas
que presenta esta particula es que a través de la manipulacion
genética pueden insertarse secuencias especificas de aminoa-
cidos en diversos lugares de ambas subunidades, generando
quimeras de la particula nativa.[6]

Figura 1. a) Guisante ojinegro de la Vigna sinensis (www.google.es).
b) Vigna sinensis sana. c) Vigna sinensis infectada por CPMV. b) y ¢)
son fotografias tomadas por M.G. Finn.
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Figura 2.[91 Estructura del CPMV vy sus cristales. a) Representacion
del CPMV mostrando la distribucion de las dos subunidades que
componen la "unidad asimétrica". Los trapezoides en rojo y en verde
representan los dos dominios de la unidad mayor distribuida alrede-
dor de un eje de simetria de orden 3. Los trapezoides azules repre-
sentan la subunidad menor alrededor de los ejes de simetria de orden
5. b) Organizacion de 5 unidades asimétricas en un pentdmero cen-
trado alrededor de un pequeno orificio en cada eje de simetria de
orden 5. ¢) Esquema de la estructura del virus CPMV obtenida a par-
tir de difraccion de rayos X. d) Izquierda: un cristal hexagonal del
CPMV. Fotografias de microscopia electronica de los cristales sec-
cionados perpendicularmente al eje ¢ (centro) y al eje a (derecha). Un
cristal tipico contine 1013 particulas.

La determinacion de la concentracion del virus en disolu-
cion se calcula a partir de una curva de calibrado fabricada
midiendo la absorcién a 260 nm de varias disoluciones a dis-
tintas concentraciones conocidas; asi por ejemplo, para una
concentracion de CPMV de 0,1 mg/ml se obtiene un valor de
absorbancia de 0,8. Por ultimo, la caracterizacion de las
particulas virales se lleva a cabo mediante la combinacion de
una serie de técnicas experimentales entre las que cabe
destacar: la cromatografia liquida de exclusion rapida
(FPLC), la ultracentrifugacion de gradiente de sacarosa y la
microscopia electronica de transmision.

Reactividad general del CPMV

Desde el punto de vista de la utilidad y aplicacion de estas
plataformas naturales, la reactividad quimica de los residuos
de cisteina y lisina determina los aspectos mas interesantes
del CPMV.

Reactividad de los residuos de lisina

Tal y como se observa en la Figura 3, tanto N-ésteres succi-
nimidicos 1 como isotiocianatos derivados de fluoresceina 2
reaccionan selectivamente con los residuos de lisina
expuestos al medio.l’] La fluoresceina absorbe a 494 nm
mientras que la proteina lo hace a 260 nm, observandose ban-
das sin solapamiento y con unas absorciones molares bien
establecidas. Asi, comparando las intensidades de estas ban-
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das y midiendo los valores de absorcion a distintas concen-
traciones de una disolucion de las particulas quimicamente
modificadas es posible calcular el nimero de residuos modi-
ficados en el virus. El proceso exige un protocolo concreto
para eliminar aquellas interacciones no especificas del co-
lorante con el virus que de otro modo afectarian a los valores
de absorcion medidos.

(SH)y@(NM,
{ +

CPMV

O (1) 20% DMSO en
0,1M fosfato potasico
pH7,0; 4°C, 24 h
(2) FPLC

o 0
1 x= a/*ofnb ‘ 2 x= NCS
o

Figura 3. Reacciones de ligacion sobre particulas de CPMV.

De esta forma, se ha llegado a incorporar entre 60 y 70
moléculas de 1 sobre el CPMV a pH neutro y empleando una
proporcion colorante:proteina = 200:1 (Figura 4). Este resul-
tado sugiere que tan solo un residuo de lisina en cada unidad
asimétrica es reactivo bajo dichas condiciones. Una reactivi-
dad algo mayor se observa a pH 8,3, siendo posible introducir
cerca de 90 moléculas de colorante por particula viral. Sin
embargo, utilizando una proporcion colorante:proteina =
4000 se puede obtener una carga maxima de 240 moléculas de
colorantes por particula viral a ambos valores de pH, lo que
demuestra que cuatro residuos de lisina por cada unidad
asimétrica son accesibles bajo condiciones extremas. Por otro
lado, el isocianato 2 presenta una menor reactividad, y como
consecuencia una mayor selectividad, requiriendo el uso de
aproximadamente 1000 equivalentes para poder incorporar 60
moléculas de colorantes por particula viral, siendo muy difi-
cil incrementar dicho niimero. La electroforesis bajo condi-
ciones desnaturalizantes de las particulas conjugadas de
CPMV muestra que en el caso de la reaccion con isotio-
cianatos, las lisinas reactivas estan asociadas a la subunidad
menor (Figura 5). Sin embargo, con N-ésteres sucinimidicos
se observa también incorporacion en algunos residuos de la
subunidad mayor.[7]

Como ya se ha mencionado, las particulas decoradas con
moléculas de colorante son caracterizadas mediante sedi-
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Figura 4. a) Numero de moléculas de colorante unidas covalente-
mente al (a) CPMV nativo y (b) CPMV-mutante con cisteinas adi-
cionales insertadas genéticamente (ver debajo), en funcion de la
relacion creciente de reactivo 1 a virus (x = equivalentes colorante-
maleimida por unidad asimétrica; y = colorantes unidos por particu-
la). b) Analisis de electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE): (VN) CPMYV nativo; a) conjugado CPM V-1 con 17 molécu-
las de colorantes ancladas a la capside; b) mutante CPMV-1 con 60
colorantes ancladas a la capside. A la izquierda (fondo negro), gel
visualizado bajo luz UV mostrando la fluorescencia de emision local-
izada en la subunidad menor del virus nativo y en la mayor del
mutante. A la derecha, el gel visualizado bajo tincion con azul de
Coumassie, mostrando ambas subunidades.
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mentacion de gradiente de sacarosa, microscopia electronica
y cromatografia liquida rapida de intercambio ionico (Figura
5). Las dos primeras son usadas para verificar que las particu-
las conjugadas permanecen intactas, exhibiendo las mismas
velocidades de sedimentacion que las particulas virales ini-
ciales. La tltima pone en evidencia que una unica sustitucion
por cada unidad asimétrica afecta draméticamente a las
propiedades de la particula, en este caso su interaccion con
una columna de intercambio idnico. Esto se deduce clara-
mente de la excelente separacion de los picos asociados a las
particulas conjugadas y a las de partida, y de la aparicion de
la absorbancia de la fluoresceina vinculada solamente al
segundo pico (particulas conjugadas).’]
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Figura 5. Anélisis de las particulas CPMV decoradas con colorante.
Ultracentrifugacion a través de gradientes de sacarosa del a) CPMV
nativo y b) CPMV-(N-fluoresceina)g, preparado con 1. Las dos ban-
das en cada muestra contienen particulas virales que encapsulan dos
componentes del RNA gendémico de distinto tamafio, lo que hace que
las particulas tengan distintas densidades. ¢) FPLC de intercambio
ionico de una mezcla de CPMV nativo y CPMV-(N-fluoresceina)g,.

Mediante esta estrategia se han conseguido preparar conju-
gados CPMV-(biotina)n que han mostrado una gran afinidad
por particulas de poliestireno modificadas con avidina dando
lugar a la formacion especifica de agregados cuando se mez-
clan ambos sistemas.[7]

Reactividad de los residuos de cisteina

Para aumentar la versatilidad del virus como plataforma
quimica, seria de gran utilidad tener residuos de cisteina
expuestos al medio que pudieran ser modificados quimica-
mente. Sin embargo, la estructura resuelta de rayos X mues-
tra que CPMV no posee dichos residuos accesibles en la
superficie de su capside. No obstante, gracias a las técnicas de
mutagénesis dirigida, es posible preparar mutantes del CPMV
con cisteinas expuestas en una de las dos posiciones exterio-
res de la unidad asimétrica. De esta manera, ha sido posible
insertar 5 residuos de cisteina entre las posiciones 98 y 99 de
la subunidad mayor.[8] Un aspecto destacable de esta estrate-
gia es que ha permitido la formacion de agregados a través de
enlaces disulfuros en ausencia de agentes reductores.
Ademas, estos residuos de cisteina son mas reactivos, re-
accionando mas rapidamente con los reactivos especificos
para estos grupos tales como maleimidas y bromoacetamidas.
Esta caracteristica ha permitido introducir unas 60 moléculas
de colorante en la subunidad menor. Por otro lado, algunos
lugares de la subunidad mayor pueden, también, modificarse
bajo condiciones experimentales determinadas (Figura 6).[8-9]
Es muy importante resaltar que no sélo los residuos de lisina
y cisteina son modificados independientemente sino que el
residuo interno de cisteina permanece activo en la particula
mutada, de modo que las dos posiciones quedan quimica-
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mente diferenciadas bajo condiciones de reaccion especificas.
Por ejemplo, la reaccion con 50 equivalentes de 4, seguido de
purificacion y posterior reaccion con 1000 equivalentes de 5-
maleimida tetrametilrodamina 5, dio como resultado particu-
las de CPMYV decoradas con 55 fluoresceinas y 49 rodaminas
por particula viral, segiin confirmaron los analisis mediante
espectroscopia UV/vis.[8]
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Figura 6. a) Rutas sintéticas. b) Espectro de absorbancia UV/visible

de los conjugados virus-colorantes indicados. ¢) Gel de proteinas

desnaturalizante mostrando el marcaje especifico de las subunidades

menor y mayor, visualizado directamente bajo luz UV: carril 1, 3-(S-

F)gp; carril 2, 3-(S-F)o-(N-F)g.

Por ultimo, la union de particulas de oro a los residuos de
cisteina se ha llevado también a cabo exitosamente, con la
formacion de viriones de absorbancia caracteristica a 420 nm
(Figura 7).

Figura 7.191 Analisis por microscopia crio-electronica del mutante de
cisteina del CPMV. a) Reconstruccion en 3D y resolucion de 29 A de
las particulas marcadas con grupos de nano-oro de 1,4 nm de
diametro. b) Mapa de densidad mostrando el acido nucleico (en
verde) y las particulas de oro (en amarillo). ¢) Seccion pentamérica
alrededor del eje de simetria de orden 5 exponiendo el oro anclado al
sitio de la mutacion de cisteina.
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Esta reactividad proporciona un claro
ejemplo de instalacion de estructuras quimi-
cas en posiciones especificas de un sistema
proteico, generando asi un hibrido funcional 6
altamente versatil para diversas aplicaciones.

Cicloadicion [3+2] de alquinos y azidas sobre CPMV

La reaccion de cicloadicion de Hiiisgen entre azidas y
alquinosl!0] para generar 1,2,3-triazoles, es un proceso irre-
versible y termodinamicamente favorable (30-35 kcal/mol)
que ha adquirido un gran interés en los ultimos afos.
Sharpless y colaboradores(!1] descubrieron recientemente que
la adicion de sales de Cu(l) a esta reaccion, no sdlo aumenta
la velocidad de la reaccion sino que ademas hace que trans-
curra de manera regioselectiva generando exclusivamente el
isémero de triazol 1,4-disustituido. La naturaleza poco reacti-
va tanto de las azidas como de los alquinos, su facil introduc-
cién en compuestos organicos, su pequeiio tamafo y su com-
patibilidad con los grupos funcionales presentes en bio-
moléculas, es lo que ha hecho de la cicloadicion entre azidas
y alquinos catalizada por Cu(I) (CuAAC) un proceso quimico
que ha encontrado un gran numero de aplicaciones en sintesis
orgénica, ciencia de los materiales y biologia molecular.[12]

Esta versatil reaccion ha sido también aplicada con éxito
sobre el virus CPMV estableciéndose como una estrategia util
y novedosa para modificar biomoléculas complejas (Figura
8). Asi, aprovechando la reactividad quimica discutida en el
apartado anterior se pueden instalar de manera modular las
unidades estructurales de azidas y alquinos para formar las
particulas conjugadas del tipo 6, 7 y 8.[13]

Tabla 1. Cicloadicion [3+2] entre CPM V-azidas/alquinos 6—8 con co-
lorante-alquino 9 y colorante-azida 10.[3]

'N\_\ o N 11
HNJ{Q 9 (R=C=CH)
n 10 (R = CH,CH,N;)
O = colorante

CuSOy 11 TCEP cargal®

entrada reactivos ™ (mM) (mM) (mM) Cu (rend %)
1 6+9 2,0 2,0 - <1(94)
2 6+9 1,0 2,0 - <1(80)
3 6+9 1,0 + 23 (87)
4 6+9 1,0 2,0 + 60 (94)
5 6+9 1,0 2,0 2,0 - 60 (96)
6 6+9 1,0 2,0 + 17 (95)
7 6+9 1,0 2,0 - 10 (94)
8 6+9 1,0 2,0 2,0 + 60 (86)
9 6+9 1,0 2,0 + 22 (87)
10 6+9 - 2(100)
11 7410 1,0 2,0 + 10 (96)
12 7+10 2,0 2,0 2,0 - 48 (80)
13 7+10 2,0 2,0 2,0 + 43 (75)

[a] Condiciones: 2.0 mg/mL de 6—8, 117 equivalentes de 9, 234 equi-
valentes de 10; pH = 8,0 (disolucion tampodn de fosfato potasico con-
teniendo 5% de terc-butanol), 4 °C, 16 horas, [b] El uso del virus 8
dio los mismos resultados que el 6 dentro del error experimental,
[c¢] Nimero de moléculas ancladas por virion.
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Figura 8. CPMV decorado con grupos azidas y acetilenos.

La eficacia de la CuAAC sobre los conjugados virus-N5; 6

y 8, y virus-acetileno 7 queda reflejada en la reaccion con
derivados de fluoresceina conteniendo grupos complementa-
rios. Como se observa en la Tabla 1, la reaccion de
acoplamiento no tiene lugar en ausencia de Cu(I) (entrada 1)
o agente reductor (entrada 2), demostrando la necesidad de
dicho metal en su estado de oxidacion 1.013]

Las especies de Cu(I) se generan facilmente mediante
reduccion in situ de CuSO,4 con cobre metalico (entrada 3).
Por otro lado, para que la CuAAC sea efectiva a temperaturas
suaves y en condiciones diluidas se requiere la presencia de
un ligando capaz de estabilizar el estado de oxidacion 1 del
metal. De esta manera, la adicion de ligandos como el tris
(triazol)amina 11 aumenta la velocidad de la reaccion consi-
derablemente estabilizando el estado de oxidacion del Cu(I)
en agua, y permitiendo asi la transformacion de todos los gru-
pos azidas sobre el virus a los correspondientes triazoles
(entrada 4). Tris(carboxietil)fosfina (TCEP), un agente re-
ductor soluble en agua utilizado para proteger los residuos de
cisteina en proteinas de acoplamientos oxidativos, también
permite la reaccion en presencia de 11 (entrada 5) pero no en
su ausencia (entradas 6 y 7). En general, una concentracion
minima de 0,5 mM de CuSO, es necesaria para mantener una

alta eficiencia del proceso. Aunque CPMYV es estable a una
concentracion de 20 mM en Cu(Il) y 10 mM en Cu(l), en
presencia de cualquier combinacion de TCEP, alquino, y
azida; la formacion de los triazoles enlazados a la capside en
presencia de Cu(Il) produce la descomposicion del virus, a
menos que el ligando 11 esté presente. Dicho ligando inhibe
el acoplamiento oxidativo de acetilenos terminales catalizado
por Cu(Il) para generar dienos.

a) Rh - b)
NN NX':N

12

Figura 9. Ligandos a) 11 y b) 12 para CuAAC solubles en disolventes
organicos y en agua respectivamente.

TCEP reacciona s6lo muy lentamente con azidas alifaticas,
sin embargo, si se enlaza fuertemente a centros de cobre con
lo que una alta proporcion TCEP/Cu puede llegar a ser
inhibidora del proceso. Aunque el ligando 11 acelera mucho
la reaccion cuando ésta es homogénea, la falta de solubilidad
del ligando en agua hace que la reaccion en medios acuosos
sea demasiado lenta y obliga al uso de grandes excesos de
reactivo. Recientemente se publico una mejora de la reaccion
en fase acuosall3] que utiliza el ligando, sulfonato de
batofenantrolina 12 que es soluble en agua (Figura 9). Con
esta alternativa se pudo realizar la reaccion de CuAAC sobre
la superficie viral con una efectividad y rendimientos muy
superiores a los obtenidos con el ligando 11.[14]

Esta nueva estrategia ha supuesto una revolucion en lo que
respecta a la funcionalizacion efectiva y quimioselectiva del
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virus con bloques estructurales de importancia bioldgica tales
como oligosacaridos, péptidos, polimeros, ADN/RNA e
incluso proteinas (Figura 10).[14]
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Figura 10. Reaccion CuAAC entre distintos sustratos conteniendo grupos
alquinos o azidas y CPMV funcionalizados con grupos azidas o alquinos
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Figura 11. Ruta sintética para la construccion de derivados CPMV-PEG. a)
Analisis SDS-PAGE de la reaccion: gel visualizado bajo luz UV (fondo negro)
y gel tefiido con azul de Coumassie (fondo claro). Carril 1: CPMV-N-fluo-
resceina con el colorante enlazado a la subunidad mayor; carril 2: 14b, con 29
+ 3 unidades de PEG-fluoresceina por capside; carril 3: CPMV nativo; carril
4: marcador de proteinas por tamafio. b) Ultracentrifugacion de gradiente de
sacarosa del CPMV nativo y 14a (n = 29 + 3), mostrando el caracteristico
color verde de los PEG conteniendo fluoresceina. ¢) Cromatogramas FPLC
solapados de CPMV nativo y 14¢ (n =29 + 3), mostrando el menor tiempo de
retencion del Gltimo. En el recuadro interior: FPLC de una mezcla de CPMV
nativo y 14b (n =29 + 3). Absorbancia a 260 nm (negro), 280 nm (azul) y 495
nm (verde).
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Polimeros y carbohidratos sobre CPMV
Conjugados CPMV-polimeros

En el afio 2003 se describio la sintesis de los primeros
hibridos virus-polimeros[!5] mediante bioconjugacion
de polietilenglicoles (PEGs), utilizando como reac-
tivos fluoresceina-PEG N-succinimida 13a-b (PM
2000 y 5000) y metoxi-PEG N-succinimida 13¢ (PM
2000 y 5000) a pH = 8,4 como se muestra en la Figura
11. El nimero de cadenas de polietilenglicol intro-
ducidas en el virus, asi como la caracterizacion de los
nuevos conjugados virales se llevo a cabo mediante
las técnicas ya mencionadas. Alrededor de 60 cadenas
de PEG-2000 y 29 de PEG-5000 por particula viral se
unieron covalentemente bajo condiciones extremas.
Estos conjugados CPMV-PEGs poseen la habilidad de
provocar una respuesta inmune, lo que constituye un
aspecto muy importante de este apartado ya que la
modulacion de dicha respuesta en mamiferos es esen-
cial para la aplicacion de los virus como vectores en
la liberacion de farmacos incluyendo la terapia génica.

Por ultimo, la combinacién de la reaccion de
polimerizacion radicalaria con transferencia de atomo
(ATRP)[16] y la reaccion de cicloadicion entre azidas
y alquinos, ambas catalizadas por Cu (I), ha permiti-
do el anclaje de restos glicopoliméricos sobre el virus
de una manera altamente eficiente (Figura 12).[17]

Tal y como se muestra en la Figura 13, la elucion
mas rapida de 16 en FPLC es indicativa de un aumen-
to sustancial del tamafio de la particula. Por otro lado,
la absorbancia del colorante a 495 nm sélo aparece
para 16 lo que confirma el éxito de la reaccion de bio-
conjugacion. La naturaleza ancha de las bandas
obtenidas por electroforesis (Figura 13b) proviene de
la polidispersidad de los polimeros.

Conjugados CPMV-carbohidratos

La multivalencia es la propiedad de la que la natu-
raleza ha hecho uso para aumentar la eficiencia en los
procesos biologicos dirigidos por interacciones no
covalentes débiles. Los sistemas polivalentes de car-
bohidratos basados en polimeros lineales y den-
drimeros son unas excelentes herramientas para el
estudio de procesos celulares basados en receptores
de azucares. Por otro lado, y debido a que estos sis-
temas multivalentes proporcionan una mayor respues-
ta bioquimica cuando se comparan con azucares
monoméricos en disolucion,[!8] proporcionan una
interesante estrategia en el desarrollo de nuevos
agentes terapéuticos.

En esta linea, se ha llevado a cabo la union cova-
lente de azucares al CPMV mediante la reaccion con
o-D-manopiranosilfenil-isotiocianato 17, tal y como
se muestra en la Figura 13, obteniéndose 42 + 5 azu-
cares por virion.[1%]

Si se utiliza una quimera de CPMV con residuos de
cisteina insertados genéticamente, es posible llevar a
cabo la reaccion primero con fluoresceina bromo-
acetamida 19 sobre dichos residuos y utilizar las



Anales

D. Diaz Diaz, M. G. Finn

[0}
Nz~ g~ )KK
O O B Nz~ Oy
1 equiv
CuBrebipy (cat.)
+ _
OH MeOH/H,0 (3:2)
MO, Be
OH O/\/Oﬁfg >95%
30 equiv
S o~ 0. Z Soo
exceso WN\AO/\,O\AO
HN"0
fluoresceina HN™"0
CuSO0y, ascorbato sédico O
H,O/THF/t-BuOH COOH
WS,

NHQ]
n
. H H
1) 20% DMSO-tampén
oH 7,04 °C. 24 h NmN\/\/NJ
e -
2) gradiente de sacarosa 6

CPMV nativo m
. 3) centrifugacion-resuspension
O o o
EEN,OWHMNJ
o
ﬂuoresceuQS\
ﬁo(ww%
15 (20 equiv.) H H = :
CuOTH, ligando 12 Ny NN N
_— (o} [e] n
H 8; 0,1M tampon Tri
P RT,16h,rl:l1:0n " 16 (n=125+12)

Figura 12. Sintesis de glicopolimeros y conjugados virus-polimero.
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Figura 13. a) FPLC en una columna (con-A)-sefarosa del CPMV
nativo y del conjugado 16 con un tampon the composicion: 20 mM

Tris-HCI, pH 7,4; 0.15mM NaCl, 0.1 mM Ca2* y 0.1 mM Mn2*
(solucion A) y 1M glucosa (solucion B). b) Electroforesis (SDS-
PAGE) de 16 (carril 1) y CPMV nativo (carril 2). Izq.: Gel bajo luz
UV, dcha.: gel tefiido con azul de Coumassie. c¢) Fotografia mediante
microscopia de transmision electronica (MET) de 16 y ampliacion
captando una particula CPMV-nativa rodeada de 16.

particulas modificadas posteriormente para decorarlas con car-
bohidratos utilizando ahora los residuos de lisina (Figura 14).[19]

El efecto multivalente cooperativo que existe en el virus
puede utilizarse de forma beneficiosa para inhibir la agluti-
nacion de eritrocitos. Este es un proceso de gran importancia
que se lleva a cabo mediante el uso de la concavalina-A (con-
A). Esta lectina vegetal existe en disolucion tampon de fosfa-
to como un tetrdmero capaz de asociarse en presencia de iones
Ca2* y Mn2* a cuatro unidades de a-D-manopiranosidos o o
D-glucopiranosidos dando lugar a geles formados por agrega-
dos dendriticos de glicosidos. De esta forma, este fendmeno
de aglutinacion se puede observar también cuando se incuba
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la con-A con una disolucion del conjugado CPMV-18a en
presencia de Ca2* y Mn2* (0,1 M) (Figura 15). Los resulta-
dos de estos ensayos de aglutinacion demostraron que las
unidades de manosa presentes en el virus fueron entre 690 y
890 veces mas efectivas que la manosa monomérica en el pro-
ceso de inhibicion de aglutinacion de eritrocitos. Dichos datos
son comparables con aquellos publicados para dendrimeros
como el PAMAM conteniendo entre 95 y 172 azlcares(20] y
glicopolimeros de alto peso molecular.[21]

F’%ﬂ ) a« ﬂm uti? g
Figura 15.119] Imégenes MET (barra de escala = 200 nm) a) Virus
18a; b) Aglutinacion entre 18a y con-A en presencia de Ca2* y Mn2"

después de 30 minutos a temperatura ambiente; ¢) muestra d después
de 12 horas a 4 °C; d) adicion de glucosa a la muestra c.

Organizacion supramolecular del CPMYV median-
te interacciones covalentes y no covalentes

Conjugados CPMV-oligonucleotidos

Las particulas virales pueden también ser inducidas a autoen-
samblarse en virtud del reconocimiento de bases complemen-
tarias de acidos desoxirribonucleétidos anclados a su superfi-
cie.[22] Asi lo ha demostrado un estudio reciente donde se
anclaron al CPMV aproximadamente 30 oligononucleoétidos
complementarios —por su extremo 5'— compuestos de sequen-
cias de tres pares de base ricas en GC. Para ello se utilizaron
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tanto los residuos de lisina como de cisteina introducidos
genéticamente (Figura 16). Experimentos de dispersion de luz
dindmica a multiples 4ngulos demostraron que las estructuras
conjugadas poseen un radio hidrodindmico sustancialmente
mayor que el virus nativo. Cuando se incuban particulas en
las que se han incorporado oligonucledtidos complementarios
ocurre un fenomeno de agregacion dirigido por el
reconocimiento molecular entre bases nucleicas complemen-
tarias (Figura 15).[22]

Dicho proceso es termoreversible, siendo posible destruir
los agregados al aumentar la temperatura a 45 °C o bien al
afiadir oligonucledtidos competitivos como se muestra en la
Figura 17. El emparejamiento de bases complementarias es
esencial para dicha agregacion, ya que €sta no se observa al
incubar virus no modificados con virus que posean una
secuencia oligonucle6tida. Este reconocimiento supramolecu-
lar de los virus conjugados con oligonucledtidos complemen-
tarios posee una gran importancia en campos como el estudio
de transferencias energéticas en contextos bioldgicos. Asi por
ejemplo, el reconocimiento entre A (particulas decoradas con
un colorante dador (fluoresceina)) y B (otras decoradas con
uno aceptor (carboxirodamina)) permite su acercamiento
reciproco a una distancia suficientemente proxima (radio de
Forster, Ry = 55 A) como para permitir una transferencia de
energia detectable.[22]

Oxidacion de los residuos de tirosina

Otra estrategia para generar agregados de particulas virales
consiste en la oxidacion y posterior acoplamiento de los resi-
duos de tirosina. De este modo, cuando CPMYV es incubado en

(o]

H
SoNL( iadorNyolig
o

n=upto30+3

-

m=30+£3

/iiN*(espaci dorS)oligonucleétido
S

presencia del tripéptido NH2Gly-Gly-His-COOH (GGH),
acetato de niquel y un peroxido oxidante (magnesio monoper-
oxiftalato -MMPP-), se produce una unioén covalente a través
de los limites de cada subunidad pentamérica.[?3] La cadena
peptidica proporciona un ambiente de coordinacion favorable
para el centro metalico Ni, y un intermedio de Ni(Ill) cuya
existencia se ha propuesto actia abstrayendo un electron del
anillo aromatico de un residuo accesible de tirosina, dejando
un radical tirosil después de la pérdida de un proton. Este
intermedio radicalario, altamente reactivo, induce el
acoplamiento de tirosinas adyacentes generando aductos
interconectados con propiedades quimicas y bioldgicas
destacables (Figuras 18—19). Dicho proceso puede inducirse
también de manera altamente efectiva en condiciones foto-
quimicas si se lleva a cabo en presencia de determinados com-
plejos de rutenio.

Conclusiones y perspectivas

Analizando los resultados expuestos en este manuscrito,
resulta evidente que los virus forman un verdadero matrimo-
nio entre Biologia y Quimica. Estan ubicados en los limites de
separacion entre la materia viva y la inerte, y su estructura de
rayos X es conocida en numerosos casos. Estas caracteristicas
han hecho de ellos una novedosa nanoplataforma sobre la que
llevar a cabo reacciones quimicas de una manera controlada y
altamente efectiva. Dichas reacciones pueden realizarse tanto
en la superficie como en el interior del virus de manera dife-
renciada, haciendo uso de los residuos expuestos de lisina,
cisteina o bien a través de grupos carboxilatos.[24] En com-
plemento a las modificaciones quimicas realizadas en el

™~ CPMV hasta la fecha, hay que considerar tam-
bién a los conjugados porfirinicos, andlogos de
los dendrimeros, que han sido fabricados para
mimetizar la catalisis y transporte electrénico
de diversas proteinas. Igualmente importantes
son los complejos de gadolinio elaborados para

m

3'-R-TGTGGTGGTGGTGGTGGTGT—espaciador
21, R =H; 21FI, R = fluoresceina

22 R=H; 22FI, R = fluoresceina espaciadorS = (CH2)e-NH

H o
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el desarrollo de nuevos agentes de contraste
para resonancia magnética.[25] La posibilidad
de controlar la reactividad del virus mediante

5 s enceso
% oy — OO0 ——

22Fl.

C Toomm -
4 . S

Figura 17.122] Dependencia de la agregacién de los conjugados CPMV-oligonucleoti-
dos complementarios con la temperatura. a) 4 °C, 16 h, b) temperatura ambiente, 16

h ¢) 40 °C, 16 h, d) 45 °C, 12 h.
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Figura 16. Agregacion reversible de los conjugados CPMV-oligonucle6tidos. Virus
marcados 21 y 21FI contienen la secuencia oligonucledtida complementaria a 22 y

manipulacion genética, el hecho de localizar
una gran concentracién de moléculas en su
vecindad, asi como unir covalentemente dos
estructuras moleculares diferentes y a distan-
cias especificas sobre un mismo virus, ofrece
lineas de actuacion muy interesantes, no s6lo en
sintesis organica y en ciencias de los materiales
sino también en el disefio y desarrollo de
nuevas vacunas y antivirales terapéuticos. En la
actualidad ya se estan llevando a cabo estudios
para investigar el destino de las particulas
CPMYV en vivo tras su administracion oral en
animales,[26] donde los resultados preliminares
estan mostrando, por ejemplo, que el virus es
capaz de mantenerse estable en el tracto gas-
trointestinal (37 °C y valores bajos de pH) y di-
seminarse sistematicamente a tejidos muy
diversos. Por otro lado, dentro del campo de los
biosensores, el disefio de sistemas modelos para
el estudio de las interacciones receptor-ligando
en la interfase célula-sustrato se ha convertido

o
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Figura 18. (a) Mecanismo propuesto para la interconeccion e inhibi-
cion por cisteina. (b) Inhibicion de la reaccion de interconnecion por
23 y reaccion de los sitios modificados mediante CuAAC para poder
ser detectados mediante electroforesis en gel.

Figura 19.123] Estructura cristalina: a) Superficie exterior de la unidad
asimétrica alrededor del eje de simetria de orden 5, con los residuos
de tirosina en blanco y el esqueleto carbonado de la unidad en dife-
rentes colores. b) Las tirosinas se muestran en blanco, las unidades
asimétricas se muestran en representacion CPK para mostrar los
residuos expuestos en la superficie. ¢) Imagen expandida del espacio
entre las subunidades pequenas en azul y rojo, mostrando el esquele-
to proteico. d) Imagen expandida mostrando la cercania de las tirosi-
nas Y52 (verde) y la Y103 (blanca) de las subunidades adyacentes.
3.81 A se-paran el carbono ipso (para al OH) de Y52 de los carbonos
orto al OH de Y103.

en un area de gran interés, ya que la habilidad de generar
colecciones de biomoléculas con caracteristicas nanométricas
bien definidas sin alterar su bioactividad es de suma impor-
tancia en el campo de la nanobiotecnologia. En este sentido,
la inmobilizaciéon quimioselectiva de quimeras del CPMV ha
sido también posible mediante técnicas de nanolitografia.[27]

Resulta obvio que la combinacion de una informacion
estructural detallada, un control genético de la secuencia pro-
teica, y las técnicas de sintesis organica permitird en esta
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nueva era la creacion de un niimero considerable de intere-
santes estructuras funcionales a partir de particulas virales, las
cuales han estado confinadas, practicamente desde su des-
cubrimiento, a los limites de la biologia molecular. Su facil
aislamiento y estabilidad adentra ahora a los virus en los con-
fines de la quimica; y sin duda, las aplicaciones mas destaca-
bles surgiran de aprovechar las caracteristicas de polivalencia
y autoensamblado de estas fascinantes particulas naturales.
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