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ABREVIATURA SIGNIFICADO
aa Aminoacidos
Absy10 Absorbancia a 410 nm
ACN Acetonitrilo
AFM Microscopia de fuerza atomica
AFU Unidad de plegamiento autonomo
AAV-2 Virus adeno-asociado 2
BCA Acido bicinconinico
BplA Lipasa A de B. pumilus GMA1
BSA Albumina sérica bovina
BslA Lipasa A de B. subtilis
cCMv Virus del moteado clorético del caupi
CcP Proteina de la capside
DHFR Dihidrofolato reductasa
DLS Dispersion dinamica de luz
GndHCI Cloruro de guanidinio
HSV-1 Virus del herpes simple humano tipo |
IPTG Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
LB amp Medio LB con ampicilina
M En los ensayos, hace referencia a la muestras compuesta
por las proteinas VP2 y VP2-307BplA en proporcion 4:1
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Vi Velocidad inicial
VLP Particula tipo virus
VNP Nano particula viral
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RESUMEN

Las particulas tipo virus (VLPs) son estudiadas como bloques de construccién y
herramientas para la nanotecnologia. Sus aplicaciones abarcan desde la
electronica y la construccion de materiales, hasta la medicina. Dentro de estas
aplicaciones se encuentran los llamados nano-acarreadores de enzimas (ENCs),
que son plataformas virales (andamios o templetes) donde las enzimas son
dispuestas dentro o fuera de una particula viral confiriéndole un posicionamiento
mas eficiente si se compara con la enzima libre. En el presente trabajo, se
construyé una molécula “quimérica” a partir de la proteina estructural VP2, del
Parvovirus B19, y la lipasa de Bacillus pumilus. Resultados previos en nuestro
grupo demuestran que es posible obtener VLPs in vitro a partir de sélo una de las
dos proteinas estructurales de la capside del Parvovirus B19 (VP2). Otros
resultados han demostrado que algunas asas superficiales de VP2 pueden ser
elongadas sin eliminar la competencia de esta proteina para plegarse
correctamente y formar VLPs. Una de las asas mas notables de VP2 es la
formada por los residuos 300 a 314. Esta asa no muestra densidad electrénica en
la estructura cristalina, permitiendo concluir que no es participe en contactos
vitales para la estructura de la capside, por lo que podria ser modificada con
insertos mas grandes, inclusive con una enzima completa. En este trabajo se
construy6 el gen para la proteina quimérica VP2-307BplA a través de la insercion
de la secuencia que codifica para BplA, entre los nucleétidos que codifican para

los residuos 307 y 308 en el gen vp2.

Nuestros resultados demostraron que la proteina quimérica se ensambla en
particulas de menor tamafio que las VLPs y que, cuando la proteina quimérica se

mezcla con VP2 silvestre, si se puede incorporar en VLPs.

La insercion de BplA en VP2 no eliminé la capacidad de esta ultima para
organizarse y estructurarse; BplA retuvo actividad catalitica aunque fue menor a la
qgue posee en su forma libre. La estabilidad de la actividad enzimatica frente a la
temperatura aumentd considerablemente cuando la quimera se encuentra

dispuesta en las estructuras formadas con VP2 o sola.
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1. INTRODUCCION

1.1. Virus y nanotecnologia viral

“Virus” es un término que generalmente tiene una connotacién negativa, y es
porque a lo largo del tiempo se han estudiado como patégenos con el proposito de
entender los procesos de infeccion y enfermedad. Sin embargo, de modo
relativamente reciente, se ha cambiado el enfoque y, en la actualidad, son
estudiados como bloques de construccion y herramientas para la nanotecnologia;
es asi que los virus son empleados como plataformas, en otras palabras, son
utilizados como templetes o andamios para el disefio de modernos
nanomateriales. Una amplia variedad de plataformas virales han sido estudiadas y
empleadas para aplicaciones que abarcan desde la electrénica y la construccion

de materiales, hasta la medicina (Steinmetz et al., 2011).

La denominada “nanotecnologia viral” es una disciplina emergente y altamente
interdisciplinaria ya que se encuentra en la interface entre la virologia, la quimica y

la ciencia de materiales (Donath et al., 2007; Steinmetz et al., 2011).

Los virus se pueden definir como agentes infecciosos carentes de metabolismo
propio que solamente se replican en células vivas. Después de entrar en la célula
hospedera son capaces de controlar la maquinaria transcripcional/traduccional de
ésta para la produccion de sus constituyentes: proteinas y material genético. Los
biopolimeros virales se autoensambla en viriones funcionales (particulas virales
maduras) listas para infectar otras células. El genoma del virus puede estar hecho
de diferentes tipos de acidos nucleicos (ADN, de cadena doble o cadena sencilla;
ARN, de cadena doble y cadena sencilla en sentido +/-). Este contiene las
secuencias genéticas que codifican las proteinas estructurales del virus y también
las secuencias cuya funcion es controlar el metabolismo celular, redirigiéndolo

hacia una eficiente replicacion del virus (Donath et al., 2007).
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A continuacion se exponen las razones por las que éstos agentes infecciosos se

han convertido en herramientas biotecnoldgicas (Donath et al., 2007; Sang-Yup et
al., 2011; Steinmetz et al., 2011):

Vi.

Vii.

viii.

El tamafo que poseen, el cual varia desde algunas decenas hasta varias
centenas de nandmetros, lo que los situa en la escala nanométrica.

Son sistemas monodispersos con un alto grado de simetria y polivalencia,
situacion que les confiere dimensiones y estructuras precisas en la escala
nanomeétrica; la uniformidad de su capside asi como el numero de grupos
funcionales los hace ideales para su uso como andamios.

Son estructuras excepcionalmente estables y resistentes.

Se pueden producir en grandes cantidades con relativa facilidad.

La informacion genética de las secuencias de proteinas que conforman la
capside ha estado disponible por afios, por lo tanto las propiedades de los
virus pueden ser disefiadas a través de ingenieria genética.

El hecho de que su genoma esté organizado en modulos (estructural y de
replicacion) combinado con la habilidad de que los elementos sintetizados
pueden autoensamblarse brinda enormes posibilidades para hacer
ingenieria basada en biologia molecular.

Mediante la introduccion de fragmentos de acidos nucleicos en el genoma
viral, la cantidad de virus con superficies modificadas que se puede producir
es incalculable.

Son biocompatibles y biodegradables, lo que los hace candidatos muy

prometedores para uso in vivo.

Los virus se han utilizado ampliamente en el tratamiento contra plagas (de

insectos y patdgenos bacterianos) y en tratamientos alternativos a los antibidticos

(Karp, 2009); también para reparar genes defectuosos o transferir genes

terapéuticos (terapia génica), para generar vacunas modernas, o en el desarrollo

de terapias contra el cancer. Estas aplicaciones dependen de la entrega, eficiente

y especifica, a las células o tejidos objetivo, ya que en esto recae su eficacia y

seguridad (Kaufmann et al., 2012).
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1.2. Las nanoparticulas virales (VNPs) como herramientas biotecnolégicas

Los virus han evolucionado a lo largo del tiempo para infectar células con gran
eficiencia, y entregar su “carga” (material genético). Es esta naturaleza la que los
hace ideales para el desarrollo de vehiculos especificos para entrega de farmacos

o reactivos especificos para imagen (Figura 1).

Virus icosaédricos de plantas

BMY CCMmv CPMV HCRSY RCNMV

Bacteridfagos icosaédricos y fago filamentoso

Ms2 QB M13

Virus filamentosos de plantas

Figura 1. Muestra representativa de VNPs desarrolladas actualmente para su aplicacién en medicina. Virus
icosaédricos: Virus del mosaico del bromo (Brome mosaic virus,BMV), virus del moteado clorético del caupi
(Cowpea chlorotic mottle virus, CCMV), virus del mosaico del caupi (cowpea mosaic virus, CPMV), virus de la
mancha anular clorética del hibiscus (hibiscus chlorotic ringspot virus, HCRSV), Virus del moteado necrético
del trébol rojo (Red clover necrotic mottle virus, RCNMV). Bacteriofagos icosaédricos: MS2 y QR y el fago
filamentoso M13. Virus filamentosos de plantas: Virus X de la papa (Potatoe X virus, PVX), Virus del mosaico
del tabacao, (fobacco mosaic virus,TMV). (Modificada de Steinmetz, 2010).

Las VNPs conforman la base de una amplia gama de aplicaciones biomédicas que
incluye prevencién de enfermedades, diagndéstico y tratamiento. Se pueden usar
modificaciones quimicas y genéticas para generar numerosas funcionalidades, por
ejemplo, afiadiendo medicamentos, toxinas, reactivos para imagen, epitopos y
péptidos de reconocimiento y/o direccionamiento especifico en la superficie,

interna o externa, de la particula (Figura 2). El encapsulamiento y autoensamble
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puede ser usado para llenar las cavidades de éstas particulas con diversas cargas
utiles. Estas posibilidades les confieren muchas ventajas sobre las particulas

sintéticas.

\ne\d®

Figura 2. Esquema de las tres interfaces disponibles para la manipulacién quimica y genética en la
arquitectura de capsides virales. La superficie exterior, la interior y la interfase entre subunidades han sido
utilizadas par la construccion de materiales multivalentes y multifuncionales (Tomada de Douglas et al., 2006).

1.3. Particulas tipo virus (VLPs)

De particular interés entre las VNPs se encuentran las llamadas particulas tipo
virus (virus like particles, VLPs) (Donath et al., 2007; Steinmetz, 2010). Las VLPs
se pueden definir como agregados moleculares que guardan una gran similitud
estructural con los virus de los que proceden al estar conformadas por alguna o
todas las proteinas de la capside viral; no poseen material genético por lo que no
tienen la capacidad de infectar. Sin embargo, al estar compuestas por las
proteinas de la capside viral, se conservan las propiedades de reconocimiento
especifico de dichas proteinas. Estas particulas se producen cuando las
secuencias genéticas de las proteinas que conforman la capside se insertan en

plasmidos y se expresan en un hospedero adecuado.
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Las propiedades de los virus pueden ser modificadas cambiando las secuencias
del genoma viral, por ejemplo para presentar péptidos ajenos en sus proteinas
estructurales. Mediante estas modificaciones se puede lograr que las VNPs
tengan un espectro mas reducido o mas especifico de hospederos para funcionar
como acarreadores de farmacos y genes. Sin embargo aun es dificil identificar las
regiones de la capside que pueden acomodar péptidos ajenos sin afectar el
ensamble de las VLPs (Takahashi et al., 2008).

Los llamados “virus quiméricos” o “quimeras” son virus que contienen
componentes genéticos y/o estructurales de diferentes serotipos, especies o
familias de virus. Las quimeras pueden ser generadas ya sea por el intercambio
de secuencias génicas de regulacion, secuencias de proteinas completas o partes
de las mismas, o insertando el genoma completo de virus pequefos en virus mas
grandes. Los virus quiméricos han sido utilizados en investigacion basica para
contribuir al entendimiento de los ciclos de vida de los virus, factores de virulencia

y mecanismos de transformacién (Kaufmann et al., 2012).

Los virus y sus componentes funcionales brindan una enorme variedad de

posibles plataformas para desarrollo de la nanotecnologia (Koudelka et al., 2010).

1.4. Ejemplos de VPNs como herramientas biotecnolégicas

Los virus pueden ser vistos como un material novedoso renovable y ademas
poseen caracteristicas unicas como el tamafio nanométrico, alto grado de simetria
y polivalencia, baja polispersidad, produccién eficiente y de bajo costo, y
biocompatibilidad (Koudelka et al., 2010).

Una de las aplicaciones mas importantes de las VNPs es como andamios o
templetes, ya que finalmente son moléculas organicas que poseen propiedades
quimicas. En consecuencia se han empleado una gran variedad de reacciones
quimicas de bioconjugacion para la union de diversas moléculas a los virus. Los

grupos reactivos que se aprovechan para la construccion de sistemas utilizando



estas particulas son lisinas, tirosinas, grupos carboxilo y cisteinas expuestas, ya
sea que se encuentren naturalmente en los virus o que se introduzcan mediante

ingenieria genética (Koudelka et al., 2010).

En un estudio llevado a cabo por Szuchmacher y colaboradores (2004) emplearon
como andamio al Virus del mosaico del caupi (Cowpea Mosaic Virus, CMV) para
generar tres patrones tridimensionales distintos de particulas de oro de 5y 2 nm.
La capside del CMV tiene un diametro promedio de 28.4 nm y estd compuesta por
60 copias idénticas de la subunidad asimétrica. De las cualidades mencionadas
anteriormente para las VNPs, en este trabajo se ilustra la factibilidad y flexibilidad
de estos sistemas proteinicos; la subunidad no presenta cisteinas que al plegarse
se encuentren expuestas en la superficie (se necesita el grupo funcional tiol para
llevar a cabo la adicién de las particulas de oro), por lo que mediante ingenieria
genética se hicieron varias mutaciones puntuales para generar la polivalencia
necesaria para cada disefio (Figura 3). Vale la pena resaltar que debido a la
simetria y repetitividad de la estructura, una sola adicién a la proteina producira 60
grupos tiol reactivos. Debido a que cada capside viral es tanto geométrica como
guimicamente idéntica, las nano particulas de oro se unen en sitios especificos
sobre los virus para producir patrones bien definidos. Desde 1999 se encuentran
disponibles los datos cristalograficos a una resolucion de 2.8 A (Lin et al., 1999),

con los que fueron posibles los disefios de los modelos y capsides a construir.

() (b) ()

Figura 3. Modelos de las mutaciones CMV generados usando los datos cristalograficos. La localizacién
de las cisteinas que se colocaron tras la mutacion sobre la capside del CMV esta resaltada en color claro.
(Tomada de Szuchmacher et al., 2004).



Con la posibilidad de alterar la ubicacion de las cisteinas a insertar se puede
controlar la distancia de éstas en la superficie de la particula lo que permite el
disefio de nano-dispositivos como circuitos electréonicos o sensores mediante la
generacion de puntos reactivos en sitios apropiados para acomodar moléculas de
diferentes tamafos o receptores. Estos sistemas demuestran que es posible
disefar andamios modificando tanto el numero, como la posicion o distancia de los
grupos reactivos (Figura 4). Lo anterior es ejemplo de lo que al principio de esta

seccién se sefalé como “precisidon en la escala nanométrica”.

Figura 4. Las barras claras representan 5
nm de longitud. (a) Imagen de microscopia
electronica (TEM) de una muestra de la
mutante del panel “(a)’ de la figura 3 sin
tincion. Se observan 8 nanoparticulas de oro
unidas a una capside de la mutante referida
que se encuentra aislada. (b) Modelo de la
mutante referida, la cual posé una particula
de oro por cada eje de orden 5. (c) Imagen
de TEM de una capside mutante
correspondiente al panel “(b)” de la figura 3
sin tincién. Se observan 13 nanoparticulas
de oro unidas a una mutante aislada. (d)
Modelo de la mutante anterior con particulas
de oro unidas en todos los sitios reactivos.
(e) Imagen TEM de una mutante aislada sin
tefiir correspondiente al modelo “(c)’ de la
figura 3. Se observan 42 particulas de oro de
2 nm de didametro unidas a la particula. La
clara forma esférica de la VNP se denota
gracias al gran numero de particulas de oro
unida a ella. (f) Modelo de la mutante
anterior que exhibe particulas de oro unidas
en todos los sitos disefiados para tal
proposito. (Modificada de Szuchmacher et
al., 2004).

Siguiendo esta linea, el uso de VNPs para la fabricacion de nanomateriales
hibridos (virus-Inorganicos/organicos) ha sido principalmente el fungir como
templetes. Las primeras investigaciones en este campo fueron reportadas a finales
de los noventas y consistieron en el uso de VNPs del virus del moteado clorotico
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del caupi (chlorotic cowpea motle virus, CCMV), utilizando la capside icosaédrica
para crear un microambiente para que iones de paratugstanato y decavanadiato
cristalizaran para formar nanoparticulas metalicas. Por otra parte, el virus del
mosaico del tabaco (tobacco mosaic virus, TMN) fue utilizado para fabricar
nanotubos metalicos (CdS y PbS) que expusieran particulas metalicas en su
superficie. Otra aplicacién de los virus como templetes fue para oxidos metalicos
funcionales (semiconductores), con lo que se pueden fabricar semiconductores
uniformes o nanomateriales fotoelectronicos (Lee et al., 2011). Una revision
completa de estos dispositivos, asi como de sus aplicaciones fue hecha por Lee y

colaboradores (2011).

Otra aplicacion tan atractiva como prometedora de las VNPs es en el campo de la
imagen para investigacion basica, diagnostico y tratamiento (Bronstein, 2011). Las
VNPs ofrecen la posibilidad de entregar reactivos de imagen y farmacos a sitios
precisos, generando imagenes con alto contraste y permitiendo el tratamiento con
dosis mas concentradas de farmacos minimizando al mismo tiempo los efectos
adversos. Las VNPs pueden ser modificadas con fluor6foros organicos para
imagenes opticas, con complejos de gadolinio (Gd) para imagenes de resonancia
magneética nuclear, y con puntos cuanticos (quantum dots, QDs) o nanoparticulas
metalicas para la deteccidon mediante métodos espectroscépicos (Steinmetz,
2010).

El campo de la medicina es en donde quiza se han desarrollado mas aplicaciones
de las VNPs. El desarrollo de vacunas es una de las areas en donde se esta
trabajando; prueba de ello es que en la actualidad se tienen ya comercialmente
disponibles las vacunas contra la hepatitis B y el virus del papiloma humano.
Ademas en estos sistemas existe la posibilidad de presentar mas de un epitopo al
sistema inmunologico situacion que ayudaria a la creacion y desarrollo de vacunas

mas eficientes (Ludwing et al., 2007).

10
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1.5. Virus como andamios para enzimas

Dada la eficiencia con la que la célula lleva a cabo las reacciones metabdlicas
mediadas por enzimas, se infiere que la clave es la organizacién y se ha
encontrado en los virus una herramienta para imitarla. Virus de plantas,
bacteriofagos y VLPs han sido empleados para el confinamiento de enzimas,
terapia basada en fagos (fagoterapia), procesamiento de materia prima, y estudios

cinéticos de una sola molécula (Cardinale et al., 2012).

Las aplicaciones mas avanzadas requieren un control posicional de las enzimas
en micro y nanoarreglos a resolucion atomica. Los llamados nano-acarreadores de
enzimas (enzyme nano-carriers, ENCs) son andamios o templetes donde las
enzimas son dispuestas dentro o fuera de un objeto nanométrico confiriéndole un
posicionamiento mas eficiente sobre un soporte si se compara con la enzima libre.
Acoplar enzimas a estructuras protéicas altamente ordenadas, como lo son los
virus, es una forma atractiva de alcanzar este posicionamiento y control (Cardinale
et al., 2012).

Como ya se menciono, entre las VNPs que se utilizan como ENCs se encuentran
bacteriéfagos, virus de mamiferos, virus de plantas y VLPs. Aqui solo se
mencionaran los ejemplos correspondientes a las VLPs de acuerdo a la revision

hecha por Cardinale y colaboradores (2012).

i. Laenzima, luciferasa y/o la peptidasa E, se encapsul6 en VLPs del virus Q3
en un proceso dirigido por el RNA dentro de la bacteria infectada. Se
construy6 un plasmido en el cual se introdujeron dos dominios de unién en
el mMRNA de la proteina de la capside (CP). Uno de los dominios interactua
con los residuos de la cara interna de la particula y el otro (disefiado in
vitro) es un segmento de RNA de unién especifico para un péptido rico en
arginina (Rev). Un segundo plasmido fue utilizado, para expresar la enzima
a encapsular a la cual se le afadio en el extremo amino la secuencia Rev.

Después de transformar con ambos plasmidos y expresar en células de E.
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coli, se obtuvieron VLPs con la enzima marcada con la secuencia Rev
encapsulada (Figura 5, panel i) (Fiedler et al., 2010).

Acoplamiento con la estrategia “coiled-coil” entre VLPs y enzimas. Se
emplean dos dominios de enrrollamiento peptidico complementarios, uno
cargado positivamente (K-coil) y el otro negativamente (E-coil), fueron
fusionados respectivamente a la proteina de la capside (CP) del CCMV y a
la EGFP. Ambas quimeras fueron expresadas en bacterias y ensambladas
in vitro en VLPs que contenian la enzima (Figura 5, panel ii) (Minten et al.,
2009; 2010; 2011).

El encapsulamiento de la EGFP se realiz6 mediante el ensamble in vivo de
VLPs del bacteriéfago P22 de Salmonella typhimuriam en dos pasos. En el
primer paso se forma una protocapside con la participacion de las proteinas
de andamio (SP) y la proteina de la capside (CP). En el segundo paso
ocurre un rearreglo estructural perdiéndose las SP y dando lugar a una
capside madura e icosaédrica. Para el encapsulamiento se hizo una
construccion genética en la cual se incluyd la secuencia de la proteina a
encapsular (en este caso EGFP, en la imagen “P”) en un extremo de la
secuencia para la proteina SP y entre ambas la secuencia para el corte
especifico con trombina. Se conservo la secuencia para la CP. Se permitio
el ensamble in vivo de la protocapside, estructura con la EGFP
encapsulada y fija a la SP. Con tratamiento térmico se indujo el rearreglo
conformacional y el empleo de trombina permitié la liberacion de SP,
resultando en una VLP madura con EGFP encapsuladas (Figura 5, panel iii)
(O'Neil et al., 2011).

Quiza la idea mas ambiciosa es lograr el uso combinado de autoensamblaje y
la reproduccion para la construccion de un sistema catalitico. En 2007, Carette
y colaboradores reportaron un soporte enzimatico con estas caracteristicas
basado en el virus X de la papa (Potato Virus X, PVX). Bajo el argumento de
gue en la naturaleza las enzimas involucradas en una ruta metabdlica estan
agrupadas espacialmente con el fin de establecer un proceso de cascada

eficiente, se propone que el disefio de soportes que contengan a todas las
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enzimas de una via metabdlica pueden mejorar el flujo de metabolitos a través
de la ruta en cuestion. Hasta ahora en los soportes disefiados por el hombre se
ha logrado un control insipiente sobre la distribucién de los sitos cataliticos,
punto de vital importancia en el disefio de procesos cataliticos de muchos
pasos. Por las caracteristicas ya mencionadas los virus representan una
posibilidad. Si la capside y la enzima no inhiben mutuamente la funcion de la
otra, un sistema catalitico basado en una VNP puede ser desarrollado. Otro
punto a resaltar es que el soporte, al estar compuesto de multiples copias de la
CP, tendria la cualidad intrinseca de tener multiples sitios cataliticos. Ademas,
debido al “poder” replicativo de los virus, se podrian tener multiples copias de
particulas activas en poco tiempo. Lo anterior ofrece la idea atractiva de
producir en un solo paso ambos, el biocatalizador y el soporte (Carette et al.,
2007).

5
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Figura 5. Estrategias de acoplamiento de enzimas a VLPs. Cada panel esta descrito en el texto (Modificada
de Cardinale et al., 2012).

El modelo empleado en este estudio fue el PXV (potato X virus) que tiene una
morfologia tipo baston de aproximadamente 500 nm de largo y 13 nm de diametro.
La capside de este virus esta compuesta por 1,270 copias de la CP, cada una con
un peso de 25 kDa. Para la construccion no solo se acoplaron los genes de la CP

(25 kDa) y la lipasa (CALB, 33 kDa), sino que se introdujo la secuencia especifica
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2A (proveniente del virus de la enfermedad de boca y pezufia “foot-and-mouth”)
para separar ambos genes, esto con el proposito de interrumpir, algunas veces, la
traduccion de la enzima. Asi se generan proteinas que incluyen a CALB y la CP
sin la enzima adicionada (Figura 6) (Carette et al., 2007). Como resultado

obtuvieron una estructura viral con algunas lipasas inmovilizadas en la superficie.

] (b]

1,018

517

Figura 6. Particulas virales decoradas. (a) Representacion esquematica de una particula viral PXV (amarillo)
decorada con moléculas de la enzima CALB (rojo) (b) Andlisis de los productos de RT-PCR obtenidos de
plantas inoculadas; los numeros indican el nimero de nucleobases. De izquierda a derecha: linea 1, marcador
de peso, 2 y 3, hojas inoculadas y sistémicas, respectivamente, con el virus PVX nativo; lineas 4 y 5, hojas
inoculadas y sistémicas, respectivamente, con el virus PVX-2A-CALB (Tomada Carette et al., 2007).

A la hora de construir quimeras, la principal consideracion al emplear las
inserciones permisivas tiene que ver con el tamano del péptido (Donath et al.,
2007). Se han obtenido VLPs quiméricas con insertos de diversas longitudes y
naturalezas expuestos en la superficie, principalmente neurotransmisores (5
aminoacidos, aa), epitopos (entre 8 y 15 aa) y proteinas completas (GFP, 27 kDa,
239 aa) (Johnson et al., 1999). Cabe sefalar que los reportes de inserciones de
proteinas completas se han dado solo en los extremos (C y N terminales) y los
virus son relativamente grandes, por ejemplo el TMV es de 300 nm de largo, el
PXV cuenta con 500 nm de largo (donde se inserto GFP), el TBSV tiene 32 nm de
diametro (Kumar S., et al., 2009) y el CPMV cuenta con 50 nm de diametro.
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Existe un reporte de insercion de una proteina completa en la VLP hecha con la
proteina VP1 del virus del polioma. Con el objetivo de analizar la posibilidad de
insertar dominios funcionales en la superficie de VLPs formadas por la proteina
VP1 del virus del polioma, se construyé una proteina de fusion (quimera) con la
CP VP1 y la dihidrofolato reductasa (DHFR) como un sistema modelo de actividad
enzimatica. En este trabajo, la DHFR fue insertada en un asa superficial debido a
que los extremos C y N terminales de VP1 son funcionalmente importantes para
la formacion de la particula y se encuentran en el interior de la misma. Por otro
lado, el asa elegida sobresale notoriamente de la superficie del virus. Se disefié un
‘linker” o péptido de unién de Ser-Gly con una longitud de entre ocho y nueve
aminoacidos por lado para conectar VP1 con DHFR, de este modo se permiti6 el
disefio flexible de cinco DHFR en la superficie del pentamero de VP1. Las
conclusiones obtenidas de los experimentos apuntan que es posible insertar una
enzima funcional en la superficie de VP1-VLPs del virus del polioma. La insercion
de la DHFR no eliminé la capacidad de VP1 para formar VLPs, ya que DHFR-VP1
es capaz de formarlas aunque la poblacion predominante consté de particulas con
una distribucion de tamafno entre 20 nm y 40 nm; ademas de que se observaron
particulas con tamafio de 50 nm (tamafio reportado para las VLPs formadas por la
proteina silvestre, wt-VP1) aunque se recalca que tendio a favorecer el ensamble
de particulas mas pequefas. Por ultimo, la estabilidad térmica de la proteina

quimérica es menor cuando se compara con la wt-DHFR (Gleiter et al., 1999).

Ejemplos de desarrollo y aplicaciones hay muchos, y en palabras de Cardinale y
colaboradores: “Nuestra creatividad bien podria ser la unica limitacion del

potencial uso de las capsides virales” (Cardinale et al, 2012).
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1.6. Parvovirus B19. Estructura

Dentro de la inmensa variedad que compone a los virus encontramos a los
Parvovirus que se distinguen por ser pequefios (entre los virus), densos y

resistentes.

Como grupo, los parvovirus tienen un diametro que oscila entre los 18 y 28 nm,
son de forma esférica y su material genético consta de una sola cadena de DNA;
son virus que no cuentan con envoltura lipidica y su capside esta compuesta por

entre dos y cuatro especies de proteinas (Gilbert et al., 2005).

Las capsides del Parvovirus B19 estan formadas por 60 subunidades de proteina
y, ademas de proteger y contener al DNA, cumple con funciones de
reconocimiento y entrada a la célula, de transporte intracelular y debe liberar el
DNA para el proceso infeccioso. Estas particulas se distinguen por ser estables a
la presencia de solventes organicos, resistir en un intervalo de pH de 3 a 9, y
tolerar una temperatura de 56°C por 60 min (Kerr et al., 2002). Entre los parvovirus
existe similitud estructural en la superficie interna de la capside mientras que en la
superficie externa se tienen diferencias importantes. En este sentido el Parvovirus
B19 es estructuralmente mas similar al virus adeno-asociado-2 (AAV-2). Un
aspecto comun entre las capsides icosaédricas de los parvovirus es que son
altamente resistentes a muchos agentes fisicoquimicos, haciéndolas muy
resistentes a la inactivacion. Ha sido demostrado que las capsides del Virus
dimunuto del raton (MVM) y del AAV solamente se desensamblan a temperaturas
por encima de los 70-75°C (Ros et al., 2005).

El Parvovirus B19 fue por mucho tiempo el unico miembro de la familia
Parvoviridae reconocido como patogeno para el hombre. Es el responsable del
llamado eritema infeccioso o quinta enfermedad aunque en algunos casos, se le
ha relacionado con otros sintomas como artropatias, fallas criticas en la
produccion de células rojas, hidropesia fetal, aborto, miocarditis o hepatitis
(Kaufmann et al., 2004).
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El Parvovirus B19 tienen un diametro aproximado de 26 nm, no es envuelto y su
DNA gendmico puede estar tanto en sentido positivo como en sentido negativo
formado por 5,600 bases. El peso molecular del virion y de las particulas vacias
(sin material genético) es de 5.5 a 6.2 x 10°y 4.2 x 10° g/mol respectivamente, y
tiene una densidad de 1.30 a 1.32 g/mL (en CsCl). La capside de los virus nativos
posee forma icosaédrica, con numero T=1, y ejes de simetria de orden 2, 3 y 5;
esta formada de dos proteinas, VP1y VP2, con pesos moleculares de 83,000 Da y
58,000 Da, respectivamente. Ambas proteinas son muy similares, VP2 se
encuentra formando el 95% de la capside y difiere de VP1 en que ésta posee una
llamada region unica de 227 aminoacidos en el extremo amino terminal. Esta
region se localiza principalmente fuera del virion y por lo tanto accesible a la unién

de anticuerpos.

Las proteinas de la capside del Parvovirus B19 han sido expresadas en células de
ovario de hamster Chino o en células de insecto usando Baculovirus como vector.
En ambos casos, las proteinas virales se auto ensamblan espontaneamente en
capsides vacias (Figura 7). Estas capsides, que contienen VP1 y VP2 o solamente

VP2, son morfolégica e inmunolégicamente similares a las particulas infecciosas.

Figura 7. Micrografia mostrando particulas virales
del PB19 en una magnificacion de 250, 000 X. La
barra corresponde a 100 nm. (Heegard et al,
2002)

En el 2004 se logro resolver la estructura del Parvovirus B19 a una resolucion de

3.5 A a partir de VLPs formadas exclusivamente con VP2 (Kaufmann et al., 2004).
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El plegamiento de VP2, como el de la mayoria de las subunidades que forman las
capsides de los virus de procariontes y eucariontes, consiste en un barril § con
topologia “jelly roll”, es decir, un grupo de nueve hebras 3 antiparalelas, dispuestas
en dos conjuntos en el estandar BIDGA y CHEF. Estos forman las dos hojas
sandwich que es la base principal del barril 3, que presenta las secuencias mas
conservadas entre los parvovirus. Cinco asas, BC, DE, EF, GH, y HI, se extienden
hacia fuera del el corazén de VP2 y constituyen la parte mayoritaria de la

superficie exterior de la capside (Figura 8) (Kaufmann et al., 2004).

En ésta capside se distinguen como subunidades estructurales: doce pentameros,
veinte trimeros y sesenta monomeros. La unidad fundamental para el estado de
asociacién son los trimeros. En vivo, el ensamblado de algunos parvovirus puede

proceder a través de un intermediario trimérico (Carreira et al., 2004).

Como antecedentes del uso de VLPs de Parvovirus B19, destaca la produccion en
células de insectos de VLPs quiméricas modificadas en el extremo amino terminal
de la proteina VP2 y en una de sus asas superficiales (residuo 293; segmento
GH). Los epitopos que se incorporaron a la VP2 provinieron del virus del herpes
simple humano (HSV-1), y del virus de la hepatitis murina (MHV). Tanto las VLPs
modificadas en extremo amino como en el asa, produjeron una respuesta y
proteccion contra el reto viral. También ha sido posible obtener VLPs quiméricas
recombinantes que transportan epitopos especificos del virus del dengue 2
(Proteina E, Dominio lll: 352-368 y 386-397), en el extremo amino terminal de la
proteina VP2. Y en otro estudio se obtuvieron VLPs que portaban epitopos del
virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV), en este caso se reportd que estas
particulas, administradas por via intranasal, inducen una respuesta de células T
citotoxicas y anticuerpos IgG e IgA (Amexis et al., 2006; Brown et al., 1994; Sedlik
et al., 1999).
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Figura 8. Estructura secundaria del parvovirus B19. (a) VP2 representada en diagrama de arcoiris. Las
hebras que componen el barril B (gris) estdn marcadas secuencialmente de la A a la I. Las asas
superficiales que conectan las hebras del barril estdn marcadas por color: azul obscuro, asa BC; verde
obscuro, asa DE; azul claro, asa EF; rojo, asa GH; verde claro, asa HI; amarillo, los amino&cidos del
extremo carbonilo. El asa desordenada (aminoacidos 301-313) (linea punteada) fue modelada basandose
en la correspondiente asa del AAV-2. (b) Topologia de la superficie del B19. Las asas superficiales estan
coloreadas de acuerdo al diagrama de arcoiris. El asa desordenada fue omitida (Modificada de Kaufmann
etal., 2004).

Leona Gilbert y colaboradores reportaron la construccion de VLPs quiméricas del
Parvovirus B19, colocando en el extremo amino terminal de VP2 una proteina
relativamente grande, la proteina verde fluorescente mejorada (EGFP). Obtuvieron
particulas muy similares en tamafo a las VLPs nativas del Parvovirus B19 (Figura
9) y con un promedio de nueve dominios de EGFP dispuestos en la superficie de

estas particulas. Estas VLPs representan una novedosa herramienta para el
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estudio de las propiedades biolégicas del B19; al mismo tiempo proponen a este
sistema como agente terapéutico y lo proyecta como plataforma para el desarrollo
de un método de diagndstico simple y rapido basado en fluorescencia (Gilbert et
al., 2005).

Figura 9. Comparacién de micrografias electronicas de VLPs sometidas a tincién negativa formadas a
partir de exclusivamente VP2 (C), VP1/VP2 (wild-type) (D) y EGFP-VP2 (E).Las particulas obtenidas a
partir de las diferentes proteinas son similares morfolégicamente. (Modificada de Gilbert et al., 2005).

El Parvovirus B19 es un modelo interesante para estudios de nanotecnologia y
biomedicina debido a sus propiedades: 1) Se pueden formar VLPs con una sola
proteina (VP2, PDB 1S58; 2) Esta proteina puede ser modificada en su extremo
N-terminal sin perder su potencial para formar capsides; 3) Gran potencial de
aplicacion ya que es un virus que infecta a humanos; 4) Dada su relativa sencillez
estructural, es un sistema ideal para desarrollar modelos de asociacion de

capsomeros. (Sanchez-Rodriguez et al., 2012).
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1.7. Lipasa BplA

Los biocatalizadores han adquirido un creciente interés no solo debido a su
caracter eficiente y ecolégicamente amigable en sintesis organica, sino también
por la selectividad y las condiciones suaves que implican su utilizacidon. La
biocatalisis involucra el uso de catalizadores naturales como son las enzimas, para
llevar a cabo transformaciones de compuestos organicos. Las lipasas (hidrolasas
de triacilgliceroles, EC 3.1.1.3) son ampliamente utilizadas en la industria quimica,
alimentaria, de cuero y de detergentes (Bustos-Jaimes et al., 2010). Siendo las
enzimas comerciales mas importantes, su produccion es de bajo costo y se
dispone de ellas con relativa facilidad; ademas proveen alta enantioselectividad
para un amplio rango de sustratos y son estables en solventes organicos (Kaur et
al., 2012).

Oftra caracteristica que hace a las lipasas altamente empleadas es que, pese a
que son enzimas que catalizan la hidrdlisis de enlaces éster carboxilicos de
triacilgliceroles produciendo acidos grasos y glicerol, en condiciones de baja
actividad acuosa poseen la habilidad para llevar a cabo la reaccion inversa,
permitiendo la sintesis de ésteres (esterificacion), a partir de alcoholes y acidos
grasos libres, también pueden realizar reacciones de alcohdlisis o
transesterificacion, a partir de alcoholes y ésteres (Gupta et al., 2004; Jaeger et
al., 1997).

La lipasa producida por la cepa de Bacillus pumilus GMA1 tiene preferencias por
acidos grasos de cadena corta como sustratos. La actividad de esta enzima ha
sido caracterizada frente a distintas condiciones fisicoquimicas, encontrandose
valores de temperatura y pH Optimos interesantes para usos industriales (en
extractos parcialmente purificados se reportaron valores de temperatura y pH

optimos de 50°C y 10 respectivamente) (Bustos, 1995).

La lipasa de B. pumilus GMA1 (BplA) es homodloga a la lipasa A de B. subtilis
(BslA) (Bustos, 1998). Ambas lipasas tienen 181 residuos de amino acidos en sus

formas maduras y un peso molecular de 19.5 kDa. A partir de los datos
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cristalograficos de BslA (Van Pouderoyen, et al., 2001) se ha modelado la
estructura de la lipasa BplA tomando en cuenta la enorme identidad de secuencia
que hay entre ambas proteinas (Figura 10). Se trata de una molécula globular con
un plegamiento clasico a/f hidrolasa con 6 hebras B paralelas flaqueadas por 6
hélices a. La triada catalitica corresponde a los residuos de Ser77, Asp133 e
His156 y los grupos amida de los residuos lle12 y Met78 forman la cavidad
oxianiénica y estan en posiciones muy similares a las encontradas en otras lipasas

de estructura conocida (Mora, 2008).

Figura 10. (a) Micrografia de la cepa de Bacillus pumilus GMA1 visto a 10,000x. La linea de escala representa
5 um (Autor: Q.A. Patricia Wong, Tomada de Likhatcheva, 2009). (b) Modelo estructural de la lipasa de B.
pumilus GMA1. Se resaltan los residuos cataliticos Ser77, Asp133 e His156. (Tomada de Mora, 2008).

22



N

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el panorama de la nanobiotecnologia viral la comprensién de las estructuras
virales esta lejos de ser completa. Las posibilidades son infinitas y la necesidad de

modelos para el estudio y creacion de herramientas biotecnoldgicas es primordial.

En el empleo de VLPs como andamios para la presentacién de péptidos, el
tamano de los insertos es la principal consideraciéon para la creacidén de quimeras;
la pregunta que surge es la posibilidad de insertar péptidos completos en la
superficie de una superestructura, como lo es una VLP, para que éstos

desemperien funciones especificas.

En este sentido el Parvovirus B19 es un modelo interesante porque se pueden
formar VLPs con una sola proteina la cual puede ser modificada en su extremo N-
terminal sin perder su potencial para formar capsides; tiene gran potencial de
aplicacidén ya que es un virus que infecta a humanos y dada su relativa sencillez
estructural, es un sistema ideal para desarrollar modelos de asociacion de
capsomeros. Por otro lado, se han logrado ensamblar VLPs de éste virus con
inserciones en asas superficiales, situacion que confiere, por ejemplo, la ventaja

de la polivalencia y la posibilidad de emplearlo como andamio.

En este proyecto nos proponemos estudiar la competencia de la VLP del
Parvovirus B19 para incorporar proteinas completas y presentarlas en su

superficie para desempenar una funcion catalitica especifica.
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3. HIPOTESIS

Es posible incorporar proteinas en una asa superficial de una superestructura
proteica, como lo es una capside viral o una VLP, y que la proteina insertada
conserve su funcién, siempre que el plegamiento de dicha proteina no requiera
asistencia. Asumiendo que la lipasa de B. pumilus no requiere asistencia en su
plegamiento, su incorporacion en la asa 300-314 de la proteina VP2 del Parvovirus
B19 permitira obtener una quimera capaz de ensamblarse in vitro en VLPs con
actividad de lipasa o esterasa, demostrando asi que estas VLPs tienen potencial

como nano-acarreadores de enzimas.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Estudiar el potencial de las VLPs derivadas de la proteina VP2 del Parvovirus B19

como nano-acarreador de la BplA.

4.2. Objetivos particulares

a) Determinar si la lipasa de B. pumilus se pliega in vitro sin asistencia.

b) Disefar una proteina quimérica que contenga la lipasa de B. pumilus en
una asa superficial de la proteina VP2 del Parvovirus B19.

c) Expresar a la proteina quimérica en E. coli y purificarla.

d) Determinar el efecto de la insercion en VP2 sobre la actividad
enzimatica de BplA, después del replegamiento.

e) Determinar si la proteina quimérica replegada tiene competencia para
formar VLPs.

f) Evaluar la estabilidad térmica a 40°C de la proteina quimérica con

respecto a la proteina silvestre BplA.
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5. METODOLOGIA

Esquema general

A continuacion se muestra un diagrama de bloques que representa la estrategia

general seguida durante el trabajo experimental.

Expresion de la lipasa de Bacillus
pumilus en E. coli BL21 y
purificacion de la misma.

\
Determinar si la lipasa de B.

pumilus es una unidad de
plegamiento auténomo.

!

Disefio y expresién de la proteina
quimérica VP2-307BplA.

Dispersién Dinamica
—>
de Luz (DLS)
Purificacion de la proteina
quimérica VP2-307BplA — Actividad enzimatica
—  Gradientes de CsCl
Replegamiento in vitro de la
proteina purificada.
\L —2>|  Estabilidad térmica
Estudio de las estructuras > _
formadas. Microscopia de Fuerza

Atdmica

Figura 11. Esquema general del procedimiento experimental
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5.1. Expresion y purificacion de la lipasa de B. pumilus (BplA)

La lipasa de B. pumilus se expreso y purifico como se ha descrito previamente
(Bustos-Jaimes et al., 2010). En resumen, esta lipasa se expresa en células de E.
coli BL21(DE3) y se purifica por cromatografia de afinidad por una etiqueta de
histidinas. La proteina se concentra y se conserva a -20°C en glicerol al 50% en
amortiguador de fosfatos 10 mM a pH 6.3. La pureza de la proteina se analizé

mediante geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).

5.2. Cambios estructurales seguidos por espectroscopia de fluorescencia

Para seguir el desplegamiento de la BplA se siguieron los cambios en la
fluorescencia producidos por un agente caotropico. Se incubaron muestras de la
lipasa de B. pumilus a diferentes concentraciones del agente desnaturalizante
cloruro de guanidinio (GndHCI) (0, 1, 2, 3,4, 5y 6 M GndHCI) a 25°C y pH 6.3
durante 12 h. Para el ensayo, se ajusto la concentracion de proteina a 0.3 mg/mL.
La excitacion se hizo a 290 nm y se colecto el espectro de emision entre 300 y 420
nm. El centro de masa espectral (spectral center of mass, SCM) se calcul6 con la

formula:

sem = 2l iy
XIF;_;

5.3. Determinacion de la capacidad de plegamiento autonomo de BplA

Del experimento anterior se tomé la muestra que habia estado incubada en 6 M
GndHCI y se dializ6 en una membrana de celulosa con un tamafo de corte de
14,000 Da, en amortiguador PBS (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na;HPO4 10 mM,
NaH,PO4 10 mM, pH 7.4) durante 36 h con dos cambios de amortiguador (uno

cada 12 h aproximadamente). Se prepar6é una celda de 1 mL de capacidad con
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100 pL de la proteina recuperada de la dialisis y 850 yL de PBS; la reaccién se
dispara con la adicion de 50 pyL de una solucion previamente preparada de 4-
Nitrofenilacetato (4-NFA) 10 mM disuelto en acetonitrilo (ACN). Se midi6é el cambio
en la absorbancia a 410 nm (Abss10) cada 10 s durante 3 min en un
espectofotdometro (CARY 400, Varian) a 25°C. Se repitid el ensayo con BplA que
no fue desnaturalizada. El blanco fue PBS con ACN al 5 % (v/v) y como control se

midio la hidrélisis espontanea del 4-NFA.

5.4. Diseio de la proteina VP2-307BplA

Se disend el gen que codifica para esta proteina a través de un analisis
estructural, energético y evolutivo para la seleccion del sitio de insercion de la
secuencia nucleotidica que codifica para la proteina BplA (Aguilar-Morales, 2014).
La secuencia de la BplA (GenBank EU552794) se flanqued con un codon de Gly
en cada extremo y se insert6 entre los residuos 307 y 308 de la proteina VP2. A la
proteina quimérica resultante se le incluyé una etiqueta de seis histidinas en el
carboxilo terminal. La secuencia de proteina se tradujo a DNA considerando el uso
de codones de E. coli. El gen fue sintetizado quimicamente y clonado en el vector
de expresion pET22b(+) bajo la regulacién del promotor T7. El plasmido
resultante, pET22b-VP2-BPL307, se usé para transformar células competentes de
E. coli BL21(DE3).

5.5. Escalamiento de la expresion de la proteina VP2-307BplA

La cepa de E. coli BL21(DE3) transformada con el plasmido pET22b-VP2-BPL307
fue inoculada en un tubo con 10 mL de medio LB amp y se dejo incubando toda la
noche a 37°C y 250 rpm. Con este tubo se inoculé un matraz de 250 mL de
capacidad con 100 mL de medio LB amp que se dejo incubando durante 4 h a las
mismas condiciones. Posteriormente con este matraz se inoculé un matraz de 2 L
de capacidad con 0.5 L de medio LB amp que se indujo con una concentracion

final de 0.25 mM de IPTG una vez que alcanzé una densidad optica de 0.6
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(medida a 600 nm). El matraz se incubd durante 24 h a una temperatura entre 22-

25°C y con agitacion orbital de 125 rpm.

5.6. Purificacién de la proteina VP2-307BplA

La purificacion de la proteina VP2-307BplA se llevo a cabo como se ha descrito
previamente para VP2 (Sanchez Rodriguez, 2012) con algunas adaptaciones.
Después de la induccidn las células se centrifugaron a 8000 rpm durante 20 min y
el pellet se resuspendio en 40 mL de amortiguador de lisis (NaH2PO4 50 mM, NaCl
0.3 M, pH 6.3). Las células se lisaron empleando lisozima a 37°C por 15 min,
posteriormente se sonicaron (Ultrasonic Processor, 500 watt) utilizando pulsos de
9 s con pausas de 9 s durante 15 min en un bafo de hielo. Después de la lisis, la
muestra se centrifugd a 8000 rpm durante 20 min a 4°C. El pellet con los cuerpos
de inclusién se dispers6é en 40 mL de amortiguador de lisis. La purificacion se
dividio en tres etapas: 1) Limpieza de cuerpos de inclusion, 2) Solubilizacion de los
cuerpos de inclusion y 3) Purificacion de la proteina VP2-307BplA por

cromatografia de afinidad en condiciones desnaturalizantes.
1) Limpieza de cuerpos de inclusion

Se realizaron varios lavados de los cuerpos de inclusion con el fin de incrementar
la pureza de la proteina. El pellet dispersado en amortiguador de lisis fue sonicado
en pulsos de 9 s y pausas de 9 s por aproximadamente un minuto y
posteriormente centrifugado a 8000 rpm durante 10 min. El pellet se dispersé en
40 mL de amortiguador de lavado (NaH,PO4 50 mM, NaCl 0.3 M, urea 3 M, Triton
X-100 al 2%; pH 6.3), se volvio a sonicar con el mismo esquema y a centrifugar a
8000 rpm durante 10 min. Este lavado se repiti6 2 veces y posteriormente se
realizo otro con el mismo amortiguador, pero adicionado con 3 mM de DTT. Para
el ultimo lavado se utiliz6 amortiguador de lisis, con el objetivo de eliminar el
exceso de urea, detergente y de agente reductor en la muestra. El pellet se

recupero por centrifugacién a 8000 rpm durante 10 min.
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2) Solubilizacién de cuerpos de inclusion

El pellet recuperado después de los lavados fue solubilizado con 80 mL de
amortiguador de solubilizacion (NaH2PO4 50 mM, NaCl 0.3 M, DTT 2 mM, GndHCI
5 M, pH 6.3). La muestra se sonico por 3 min y posteriormente se dejé en
agitaciéon a 180 rpm durante 24 h a 37°C. Los agregados de proteina que no se
alcanzaron a solubilizar fueron eliminados por centrifugaciéon a 13000 rpm durante
30 min.

3) Purificacion final mediante cromatografia de afinidad

La purificacion de la proteina VP2-307BplA se realiz6 mediante cromatografia de
afinidad en condiciones desnaturalizantes. Se utilizé una columna empacada con
20 mL de resina protino Ni-TED (Macherey Nagel), pre-equilibrada con el
amortiguador de solubilizacion, pero sin la presencia de DTT. Se corrieron
muestras de 15 mL a un flujo de 2 mL/min. Después de pasar la muestra, la
columna fue lavada con 30 mL de amortiguador de solubilizacion sin DTT y con 30
mL del mismo amortiguador, pero adicionado con imidazol 20 mM. La proteina se
eluyéo con 30 mL de amortiguador de elucion (NaH,PO4 50 mM, 0.3 M NaCl,
GndHCI 5 M, Imidazol 300 mM; pH 6.3). Se colectaron fracciones de 5 mL y
alicuotas de 100 yL de cada fraccion fueron dializadas y analizadas por SDS-
PAGE. Las fracciones que contenian a la proteina pura fueron colectadas y
concentradas con cartuchos de ultrafiltracion con tamafo de corte de 50 kDa

(Millipore).

Posteriormente se cambi6 el amortiguador de solubilizacion por amortiguador de
replegamiento (Tris-HCI 20 mM, NaCl 0.15 M, EDTA 1 mM, 1 mM de DTT,
GndHCI 5 M, pH 8). La concentracién final de proteina, se determiné midiendo la
absorbancia a 280 nm. Se utilizé una curva patron de albumina solubilizada en el
amortiguador de replegamiento. La concentracion de proteina se ajusté entre 0.7-

1.15 mg/mL y se almaceno a temperatura ambiente, hasta su posterior uso.
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5.7. Analisis por Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

Para determinar el tamafo de particula se hicieron analisis de DLS en un equipo
Zetasizer yV. Para el analisis se ultrafiltraron 500 pyL de proteina recién salida de
la dialisis en PBS con cartuchos de 0.22 uym. El indice de refraccion y viscosidad
se fijaron como 1.33 y 1.003 cP respectivamente a 25°C (los del agua). A cada
muestra analizada se le realizaron 10 corridas con 10 medidas de 10 segundos
cada una. Para definir el tamafo se realizd un promedio de las 10 corridas

realizadas para cada muestra.

5.8. Microscopia de fuerza atémica (AFM)

Para el analisis de las particulas, se utilizaron 20 yL de muestra dializada y filtrada
(filtro de 45 pm) esparcida sobre una mica Highest Grade V1 Mica 12 mm (Ted
Pella Inc.); la muestra se seco al vacio (Savant SpeedVac SC110) por 15 min a
temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron dos lavados: primero con 20
pL de PBS (filtrado 0.22 um) y el segundo con 20 yL de agua desionizada filtrada
(0.22 ym). Una vez lavada, la muestra se seco de la misma forma mencionada. La
mica fue montada sobre un disco magnético, el cual se coloco sobre la base para
la observacion de la muestra.

La muestra se visualizd en modo tapping-aire y se utilizaron sondas Hi'Res-
C19/Cr-Au (MikroMasch) con un diametro de 1 nm, frecuencia de resonancia de
aproximadamente 65 kHz y una fuerza 0.5 N/m. Los barridos se hicieron con una

calidad de imagen de 512 pixeles a una velocidad de 0.3 Hz.

5.9. Pruebas de actividad enzimatica

Se tomaron 2.5 mL de proteina a 1.13 mg/mL y se dializaron contra 50 mL de PBS

durante 36 horas con dos cambios de amortiguador (uno cada 12 h). Una vez
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dializada se ajusto el volumen a 3 mL con PBS. La prueba de actividad se realiz6
como se describié para BplA en el numeral 5.3 de esta misma seccion con la
diferencia de que el tiempo de colecta de datos fue de 5 min; adicionalmente se
ensayo de esta manera a VP2. Cada determinacion se hizo por duplicado. Debido
a que las proteinas VP2 y VP2-307BplA son insolubles a pH 7.4 en ausencia de
GndHCI, existe turbidez en las muestras de estas proteinas. Para evaluar el efecto
que este hecho tiene en el ensayo, también se determin6é el cambio de Abss1o
contra tiempo para ambas proteinas en ausencia de sustrato. Con el objeto de
relacionar la Abs410 con la concentracion del producto de la hidrdlisis, se elabord
una curva patron de éste, el 4-Nitrofenol (4-NF), en PBS y 5% de ACN, en un

intervalo de concentracion de 0 a 200 uM. La medicién se realizé a 25°C.

5.10. Determinacion de la concentraciéon de proteina

De la proteina dializada para los ensayos se determiné su concentracion por el
meétodo del acido bicinconinico (BCA) (Smit et al., 1985). Se utilizé una curva
patrén de albumina sérica bovina (BSA) en un intervalo de 0 a 0.8 mg/mL. Como
ya se ha mencionado, en ausencia de GndHCI la proteina VP2-307BplA forma
particulas y agregados que no se mantienen en solucién, al igual que VP2, por lo
que existe turbidez. Por esta razon también se analiz6 la turbidez a 600 nm tanto

para BSA como para las muestras.

5.11. Centrifugacién isopicnica mediante gradientes continuos de cloruro de
cesio (CsCl)

Se preparé un amortiguador a pH 7.4, con la siguiente composicién: 50 mM de
fosfatos, 10 mM de EDTA, 0.5% Triton X-100. Posteriormente se mezclaron
exactamente 79.2 mL de este amortiguador con 40.8 g de CsCl para tener una
solucion de 1.33 g/mL (solucion de CsCl). Se colocaron 3.5 mL de la solucion de

CsCl en un tubo de centrifuga de 5 mL (Ultra-Clear, Beckman 11 x 60 mm) y sobre
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ésta, procurando no mezclar, se adicionaron 0.5 mL de proteina dializada a una
concentracion entre 0.5 y 0.7 mg/mL. La ultracentrifugacién se realizé con un rotor
SW 60Ti (Beckman) a 60,000 rpm durante 9 h, a 20°C y sin ningun perfil de

frenado por parte del equipo.

5.12. Velocidades especificas de las fracciones recuperadas después de la
centrifugacion isopicnica mediante los gradientes de CsCl

Las fracciones observadas se recuperaron y dializaron con PBS durante 48 h con
tres cambios de amortiguador. Se les determind la actividad especifica en los
términos descritos en esta misma seccién y se verifico la composicién de las

mismas mediante electroforesis SDS-PAGE.

5.13. Estabilidad térmica

Se determiné la estabilidad térmica de las proteinas BplA y VP2-307BplA. En el
caso de BplA se incubd por 12 h en GndHCI 6 M a temperatura ambiente, para
después ser dializada con PBS durante 36 h con dos cambios de amortiguador.
De la misma forma se dializé VP2-307BplA tanto para generar muestra formada
exclusivamente por VP2-307BplA como para obtener muestra en proporcion 4:1
de VP2/VP2-307BplA. Para el ensayo se ajusto la concentracion de proteina a 1
mg/mL en el caso de estas dos ultimas muestras y a 0.005 mg/mL para BplA. Se
tomaron 600 pyL de cada muestra y se incubaron a 40°C y 500 rpm (Termomixer
Confort, Eppendorf). Se tomaron 50 yL de cada muestra a los 0, 10, 20, 30, 45,
60, 75 y 90 minutos de incubacién. Inmediatamente se lleva a cabo el ensayo
descrito para determinar actividad enzimatica de BplA utilizando 50 pL de 4—NFA
15 mM en ACN y 650 pL de PBS, a 25°C por 4 minutos. El blanco consistio en
PBS con ACN al 6.7%. Todas las mediciones se corrigieron por el efecto de

hidrolisis espontanea del sustrato.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Cambios estructurales seguidos por espectroscopia de fluorescencia

El objetivo de este proyecto es insertar una proteina en VP2 y evaluar como este
hecho afecta a ambas partes: VP2 y la proteina insertada. Asi lo que se pretende
probar es si VP2 conserva su capacidad para ensamblarse in vitro en VLPs
presentando o sirviendo como andamio a otra proteina, y si esta otra proteina
conserva y/o cumple una funcién determinada. En este sentido, el modelo elegido
para esta insercion fue BplA porque es relativamente pequena, 181 residuos de
aminoacidos (Figura 12), y ésta enzima tiene un arreglo espacial conveniente, ya
que ambos extremos, el amino y el carbonilo, se ubican en un mismo lado, el cual
es opuesto al sitio catalitico. Asumiendo que se logra presentar en una VLP, los
extremos de la secuencia de BplA estarian de cara a la superficie de la particula y
la triada catalitica expuesta al medio (Figura 12). Otra ventaja es que su actividad
enzimatica se puede ensayar en las condiciones en que VP2 se ensambla y se
mantiene como VLP, y la deteccion de ésta se puede evaluar por un método
simple, como es la deteccion de la aparicion del compuesto colorido 4-NF

proveniente de la hidrdlisis del 4-NFA.

En el entendido de que la funcion de una proteina es inherente a su correcto
plegamiento, es decir a su estructura terciaria, la proteina elegida para ser
insertada debe ser capaz de adquirirla sin asistencia, es decir, se debe comportar
como una unidad de plegamiento autonomo (AFU, por sus siglas en inglés); BplA
al ser una enzima presenta actividad sélo si se encuentra plegada correctamente,
por ello el primer ensayo de este trabajo fue determinar si BplA se comporta como
una AFU.

Como se ha descrito antes (Sanchez Rodriguez, 2012) VP2 se recupera en los
cuerpos de inclusién por lo que la purificacion se lleva a cabo en condiciones
desnaturalizantes (5 M de GndHCI). Es por eso que se evaluaron los cambios

estructurales en la lipasa de B. pumilus provocados por GndHCI.
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1 AEHNPVVMVH GIGGASYNFF SIKSYLVGQG IDRNQLYAID
41 FIDKTGNNRN NGPRLSRFVK DVLDKTGAKK VDIVAHSMGG
81 ANTLYYIKNL DGGDKIENVV TIGGANGLVS SRALPGTDPN
121 OQKILYTSVYS SADLIVVNSL SRLIGARNVL IHGVGHIGLL
161 TSSQVKGYIK EGLNGGGONT N

(b) (c)

Figura 12. Lipasa de Bacilus pumilus (BplA). (a) Secuencia de los 181 aminoacidos que conforman a BplA
(EUS52794, GenBank), se resalta el Unico triptéfano en la posicion 31). (b) Modelo en tres dimensiones; los
extremos (representados en radios de Van der Waals) se encuentran del mismo lado de la proteina, el cual es
opuesto a los residuos que forman el sitio catalitico: Ser77, Asp133 e His156 (en negro). (c) Rotacion de 90° del
panel b.

En la secuencia se puede ver que BplA solamente cuenta con un triptéfano en la
posicion 31 (Trp31) (Figura 12: panel a). Adicionalmente este Trp31 se encuentra
en una bolsa hidrofébica, no expuesto al medio, sino enterrado en la estructura de
la proteina, como se muestra en su homologa BslA en la que este residuo esta
conservado (Figura 13).
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Figura 13. Representacion tridimensional de la lipasa A de B. subtilis (BslA). En la imagen se aprecia la
estructura secundaria delimitada por la superficie de la proteina; en color anaranjado se destaca la ubicacién y
orientacion del Trp31 que se encuentra hacia el nucleo de la proteina y dentro de una bolsa hidrofébica.

Utilizando como reportero de los cambios estructurales de la proteina a este
aminoacido se excitd cada muestra a 290 nm después de la incubacion en
diferentes concentraciones de GndHCI y se recolect6 el espectro de emision de
300 a 420 nm. De esta forma se monitoredé el cambio en el centro de masa
espectral (SCM) (Figura 14).
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Figura 14. Corrimiento del centro de masa espectral cuando BplA es sometida a 12 h de incubacion en
diferentes concentraciones de GndHCI.
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Como puede verse en la grafica, al aumentar la concentracion del agente
desnaturalizante es mayor el desplazamiento del SCM. Este desplazamiento se
produce hacia mayores longitudes de onda, a la zona del rojo (efecto
batocromico), lo que esta asociado a la exposicion de Trp a un medio mas polar,
como lo es el solvente. De acuerdo a la grafica, a altas concentraciones de
GndHCI el desplazamiento del SCM es considerable (10 nm) por lo que la
exposicion del Trp31 al medio acuoso demuestra que la proteina BplA ha perdido,

al menos parcialmente, su estructura terciaria.

6.2. Determinacion de la capacidad de plegamiento auténomo de BplA

Una vez lograda la desnaturalizacion, la proteina se dializd6 exhaustivamente con
el proposito de eliminar al agente desnaturalizante y verificar si ésta recupera
actividad enzimatica, sefial inequivoca de que BplA es capaz de plegarse

adquiriendo su conformacion espacial nativa.

N* N*
o) o —— So o+ )L
)L Hic” OH
0 HO

4-nitrofenil acetato 4-nitrofenol acido acético

Figura 15. Reaccion de hidrélisis del 4-NFA por lipasas (Modificada de Santillan, 2012).

En la Figura 16 se presenta la comparacion entre la Abss19 asociada a la aparicion
del 4-nitrofenol, compuesto colorido que se desprende una vez que se hidroliza el
enlace éter del sustrato 4-NFA (Figura 15). Al comparar la curva correspondiente a
la hidrédlisis espontanea del 4-NFA y la curva del desempeio de la proteina BplA

control, se demuestra que el sustrato se hidroliza por accién enzimatica. En la
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grafica se demuestra que hay actividad enzimatica por parte de BplA (5.34x10'4
Absy10/s) que fue desnaturalizada y posteriormente replegada (dializada), y que
esta actividad es practicamente idéntica a la exhibida por la BplA que no fue
desnaturalizada (5.51x10™“Abs410/s).

0.15=
g 0.10+ —— BplA control
e —— BplAreplegada
n
@ —— 4-NFA
< 0.054

0.00 T T T 1

0 50 100 150 200

Tiempo (s)

Figura 16. Comparacion de la hidrolisis del 4-NFA por BplA que no fue desnaturalizada (control), BplA incubada en
6 M de GndHCl y replegada por dialisis, e hidrolisis espontanea del 4-NFA.

De este experimento se concluye que BplA se pliega eficientemente in vitro
comportandose como una AFU, situacion que la convierte en un modelo idéneo

para la insercion en VP2.

6.3. Disefo de la proteina quimérica VP2-307BplA

El empleo de VLPs de Parvovirus B19 como herramienta biotecnolégica no es
nuevo (Gilbert et al., 2005), el comun denominador de estos trabajos es que las
inserciones se han hecho en el extremo N-terminal de la proteina VP2 y se han
obtenido particulas morfologicamente similares a las VLPs formadas

exclusivamente de VP2.
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Una de las metas del grupo de trabajo al emplear al Parvovirus B19 como modelo
experimental, es encontrar sitios susceptibles de ser modificados sin comprometer
la estabilidad estructural de las VLPs para presentar péptidos en su superficie. En
un trabajo previo se estudio el efecto de la modificacion de asas superficiales de la
proteina VP2 en la formacion de VLPs del Parvovirus B19 (Aguilar Morales, 2014);
Como criterios de seleccion de las asas a modificar se consideraron las siguientes
caracteristicas: exposicion superficial, movilidad térmica (factores B altos), que las
secuencias no presenten aminoacidos que participen en contactos en las
intercaras de subunidades, y que preferentemente exista una evidencia evolutiva
de modificaciones en las secuencias y longitudes de esas asas (alineamiento con
secuencias de virus relacionados). Los aspectos anteriores pueden englobarse en

tres criterios: uno estructural, uno energético y el tercero evolutivo.

De los resultados obtenidos, destaca el asa definida por los residuos 300 a 314, la
cual no es posible analizar bajo los dos primeros criterios debido a que no
presenta estructura cristalografica. Cuando se determind la estructura del
Parvovirus B19, Kaufmann vy colaboradores (2004) encontraron densidad
electronica en la mayoria de los 554 residuos de la proteina VP2, excepto por
dieciocho aminoacidos localizados en el extremo N terminal y los trece residuos
comprendidos entre las posiciones 301 a 313 (Figura 17). Lo anterior sucede
porque al patrén generado durante la difraccién de rayos X no es posible asignarle
una posicidn a estos atomos debido a que durante la cristalizacion este fragmento

de la proteina cristalizé en diferentes posiciones en las diferentes moléculas de
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Figura 17. Gréafica del area superficial accesible (ASA) en la capside (linea inferior) y el promedio del factor de
temperatura, factor B, (linea superior) para cada residuo ubicado en la posicion 240-345 de la VP2 del B19. En los
recuadros se sefiala la ausencia de valores en los residuos 301 a 313 que corresponden a la punta de un asa
superficial adyacente al eje de orden tres de la capside icosaédrica (Modificada de Kaufmann et al., 2004).
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VP2. Este comportamiento habla de la ausencia de interacciones entre los
aminoacidos de este fragmento de la proteina y el resto de la capside y con ello de

la alta movilidad de esta asa superficial.

El ser un asa tan movil implica que los aminoacidos que la conforman no deben
tener contactos con elementos de otros mondmeros del capsémero y tampoco
deben establecer contactos con elementos de otros capsomeros. Asi, se puede

suponer que no son contactos vitales para la formacién y estabilidad de la capside.

El criterio evolutivo se basoé en los alineamientos con secuencias de las proteinas
de capside de virus relacionados, tomando como referencia el analisis realizado
por Kaufmann y colaboradores en 2004. Sobre el supuesto de que los
alineamientos con pocas variaciones reflejan regiones conservadas, que
posiblemente cumplen una funcién o estabilizan, se considerdé que las asas que
son codificadas por estas regiones no serian adecuadas para modificar. Bajo este
analisis, el asa 300-314 mostr6 ser mas corta 0 mas larga respecto a sus
homologas en otros virus. Aguilar Morales (2014) reportd la construccion vy
expresion de una quimera de la proteina VP2 que en entre los residuos 305-306
contiene un fragmento de 57 aminoacidos de la proteina F del virus sincicial
respiratorio (VSR). Este fragmento incluye a la regién antigénica IV de este virus,
que ha sido descrita como un epitopo lineal. En ese trabajo se lograron obtener

VLPs a partir de esa proteina quimeérica.

En nuestro caso, el gen que codifica para la proteina quimérica que incluye a la
lipasa de B. pumilus en el asa 300-314, vp2-307bpla, se disefid incluyendo un
coddén de Gly después del coddn que codifica para el residuo 307 de la proteina
VP2. A continuacion se incluyé la secuencia de desoxirribonucleotidos que codifica
para la lipasa de B. pumilus, nuevamente se incluyé un codén que codifica para
Gly, y finalmente se insertd la secuencia nucleotidica que codifica para el
fragmento 308-561 del gen vp2, incluyendo la etiqueta de seis histidinas (Figura
18). Los residuos de Gly que flanquean la secuencia de la lipasa tienen como
objetivo facilitar su acoplamiento con la VP2 mediante la reduccién de

impedimentos estéricos en la zona de la insercion. Se optimizo el uso de codones
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para su expresion en E. coli y se adicionaron secuencias de restriccion para las
enzimas Ndel y EcoRI en los extremos 5'y 3' del gen, respectivamente. El gen fue

sintetizado quimicamente (Epoch Life Science Inc.) y clonado en el vector de

(a)
(b) (c)
PspX|
Blp! )Aq‘foll
Notl
Eagl
Hindlll
Sall
Eco53kl
Sacl
EcoRI
10,000 Kb
Bsal b
Anhdl SexAl 5,000 K|
VP2-BPL307 3,000 Kb
GS53205:1 pET22b-VP2-BPL307 Bsm! 2244 pbp ——> 2,000 kb

2000 _
7636 bps

5000
Pcil
Sapl

Tth1111

Figura 18. (a) Esquema de la secuencia de aminoacidos de la proteina VP2-307BplA, la etiqueta de
histidinas se encuentra en el extremo carboxilo terminal. (b) Plasmido pET22b-VP2-BPL307. En rojo esta
sefialado el gen vp2-307bpla que codifica para la proteina quimérica VP2-307BplA. Este plasmido incluye
las secuencias de restriccion para las enzimas Ndel y EcoRl en los extremos 5' y 3' respectivamente del
gen. (c) Digestién del plasmido pET22b-VP2-BPL307 con las enzimas Ndel y EcoRI. Carril izquierdo,
sefialado el gen vp2-307bpla de 2244 pb. Carril de la derecha marcador de peso molecular. La banda
adicional que se observa corresponde al resto del plasmido pET22b-VP2-BpL307 después de la digestion.

expresion pET22b(+) bajo la regulacién del promotor T7. El plasmido resultante,
pET22b-VP2-BLP307, se usd para transformar células competentes de E. coli
BL21(DE3) (Figura 18, panel b).
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Después de la expresion, la separacion de los cuerpos de inclusién, los lavados y
solubilizacion de los mismos, fue posible purificar la proteina VP2-307BplA por
medio de cromatografia de afinidad, de la misma forma como se ha reportado

anteriormente para VP2 (Sanchez-Rodriguez et al., 2012).

La pureza de la proteina se evalué mediante SDS-PAGE (Figura 19). Como puede
notarse, tanto la expresion, el lavado de los cuerpos de inclusion y la purificacion

son mas eficientes cuando se produce VP2 que cuando se expresa VP2-307BplA.

(a) VP2 (b) VP2-307BplA

[ -. ‘-’u..' "' [
o e

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 89 10

Figura 19. Comparacion del proceso de purificacion de las proteinas VP2 y VP2-307BplA. Panel (a) VP2: Carril 1
cuerpos de inclusion lavados y solubilizados; 2-3 frente; 4-8 lavados; 9-12 elucién. Panel (b) VP2-307BplA: carril 1,
cuerpos de inclusion lavados y solubilizados; 2 frente; 3-6 lavados; 7-9 elucion; 10 concentrado de las fracciones de
elucion.

6.4. Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

Una vez que se elimina el agente desnaturalizante, VP2 tiene la capacidad de
ensamblarse por si sola in vitro en particulas tipo virus. Después del ensamble la
muestra se analiza por DLS para estimar el tamano de las particulas en
suspension. El tamafo esperado para VLPs formadas in vitro a partir de VP2 es
de 18 a 23 nm (Sanchez Rodriguez, 2012). Se analiz6 por DLS la proteina VP2-
307BplA, a la que en lo sucesivo llamaremos Q, por “Quimera”, para acortar su

nombre.
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Dado que VP2 es una muestra conocida y confiable en el grupo de trabajo, en
todos los casos se ensayo como control del ensamble. El tamafio de particula que

se tiene para VP2 por DLS es de 22.14 + 5.57 nm medido por intensidad con un
indice de polidispersidad (Pdl) promedio de 0.3.

El analisis por DLS de Q mostr6é una poblacién muy heterogénea, ya que reporta

un indice de polidispersidad (Pdl) de 0.5, y tamafios menores a los esperados
teniéndose un promedio de 15 nm (Figura 20).

Size Distribution by Volume

T IEEEREEEERRERES R R R R EREREEEREERR :

P U ORI 0 | T AR U :

‘olume (Percent)
om

0.01 0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Figura 20. Andlisis por DLS de la proteina VP2-307BplA (Q) después de someterla a las condiciones de

replegamiento y ensamble usados para VP2. De acuerdo a la grafica se tiene un tamafio de particula de 15 + 2.4 nm
y un Pdl de 0.5.

Estos datos sugieren que Q no tiene la capacidad de formar VLPs como VP2, pero
dada la forma de la grafica la muestra se pliega en unidades con cierta
organizacion. Si bien las modificaciones en el sitio de insercion permitieron
previamente la formacion de VLPs (Aguilar Morales, 2004), para el caso que
ocupa este trabajo, la insercion es de 181 aminoacidos, que es el triple de lo
reportado previamente. Este inserto heterélogo, en contraste con lo previamente
reportado, debe adquirir estructura terciaria. De acuerdo a la estructura de las
VLPs de Parvovirus B19, tres de estas inserciones deben estar muy cercanas en

la estructura de cada capsomero, posiblemente generando un impedimento
estérico (Figura 21).
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Otra posibilidad es que el hecho de tener a BplA cause cierta deformacion en el
capsémero de VP2, alterando sitios criticos para la correcta asociacion de los

capsomeros y esto evitar la asociacion entre los mismos.

Figura 21. Modelo del acomodo de un capsémero de VP2-307BplA (Q). (a) Vista de perfil, en la parte superior tres
proteinas BplA con los extremos amino y carboxilo marcados como esferas de Van der Waals en anaranjado y azul,
la Ser77 del sitio catalitico estd sefialada en magenta. En la parte inferior del mismo panel se encuentra un
capsémero formado por tres cadenas de VP2, los colores de los extremos en BplA corresponden a los sitios de
insercion. (b) Rotacion de 90° del panel (a), se aprecian los sitios cataliticos expuestos a la superficie. (c) y (d) Panel
a 'y b respectivamente en representacion de superficie.

Con el resultado anterior no se puede afirmar que Q no tiene la capacidad de
formar VLPs, o que la insercion de BplA anula la competencia de VP2 para
ensamblarse en VLPs y por tanto que es imposible que BplA sea presentada en
una VLP. Por la forma de la gréafica, se observa una muestra polidispersa pero con
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una poblacién dominante, lo que indica que VP2 se organiza y adquiere cierta

estructura, cuyos tamafios son mayores a los esperados para monémeros.

Dado lo anterior se decidio intentar formar particulas eliminando el componente
del impedimento estérico haciendo una mezcla de VP2 y Q en proporcion 4:1
respectivamente, a esta mezcla le llamaremos M en lo sucesivo. Con esta
proporcion, teoricamente se tendrian 12 cadenas de Q por cada VLP (60
subunidades en total). Si consideramos que el capsdémero de estas capsides es un
trimero, tener 12 moléculas de Q y 48 moléculas de VP2 para formar 20
capsémeros de 3 subunidades, implica que estadisticamente tendremos menos de
una Q por capsémero. Esto en principio evitaria parte del impedimento estérico
que creemos que induce estrés estructural en los capsdmeros y que evita su

asociacién con otros capsémeros.

Se analizaron los ensambles y se encontré que para M el tamafio es de 25.49 +
8.33 nm y el Pdl de 0.3; la muestra formada exclusivamente por Q muestra
tamaros de 18.44 £ 3.56 nm con un Pd| 0.6. La Tabla 1y la figura 22 sintetizan los
datos aqui mencionados asi como el resultado de la medicion por volumen;
adicionalmente se incluyen los mismos parametros para el estandar de 20 nm que

incluye el equipo.

Muestra Intensidad Volumen Pdl
VP2 22.14 £ 5.57 | 18.65 + 4.86 0.3
M 25.49 £ 8.33 | 18.89 + 5.91 0.3
Q 18.44 + 3.56 | 16.83 + 3.88 0.6
Estandar 20.96 £ 6.13 | 17.43 £4.49 0.2

Tabla 1. Tamafio de particula promedio por muestra en nanémetros. El valor reportado por intensidad es la
medicion méas exacta del equipo. Se incluyen las mediciones por volumen porque el grafico analizado por volumen
es mas ilustrativo.
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Figura 22. Comparacién de los tamafios de las muestras VP2 (rojo), M (azul) y Q (verde) analizadas por DLS y
vistas por volumen. Se tiene un tamafio de 18 nm, 21 nm y 14 nm respectivamente.

El tamafio de particula que presenta M es ligeramente mayor, como se esperaba,
a la particula formada por VP2, por lo que es valido suponer que en la muestra M
se encuentran VLPs ensambladas y con Q incorporada en éstas. Por otro lado, el
tamafo de Q sola es menor, y aunque podria estar dentro del rango de tamafo
para una VLP ensamblada, se encuentra en el limite inferior situacién que sugiere

que Q no esta ensamblando VLPs, sino alguna estructura menor.

La polidispersidad de las muestras, es decir, la homogeneidad en el tamafio de la
o las especies presentes en una muestra, para VP2 y M es muy aceptable si se
compara con el estandar de latex y el ideal que estaria por debajo de 0.1 (Malvern,
Zetasizer yV user manual). Ademas no se debe dejar de lado la variabilidad
asociada al sistema teniendo en cuenta el dinamismo de éste y la complejidad del
proceso de ensamble. Q reporta un Pdl de 0.6 lo que corresponde a una muestra
muy polidispersa donde se tienen poblaciones de especies en un amplio rango de
tamafos y donde un analisis acumulativo no es del todo certero, por lo que no

seria valido acotar el tamafio en un promedio.

La suposicion que si se puede formular de la Tabla 1 al comprar los tamarfios de
VP2 y M es que Q (VP2-307BplA) en conjunto con VP2, en proporcién 4:1
(VP2:VP2-307BplA), permite el adecuado plegamiento y arreglo necesario para

formar estas super estructuras incorporando a BlpA en una VLP.
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Muy probablemente Q no esta ensamblando en VLPs como las que se esperarian,
pero tiene un orden. Ya sea el impedimento estérico de la insercion de BIpA en
VP2, la deformacion de zonas vitales para el ensamblado/asociacion de
capsomeros, o la combinacion de ambas, es suficiente para impedir que VP2
adopte su conformacién “natural”, que le permite formar una estructura icosaédrica
con tamanos entre los 18 y los 24 nm. Sin embargo, la tendencia a asociarse de
forma ordenada no se pierde de manera que se observan poblaciones dominantes

dentro de la muestra.

Cabe destacar que el numero reportado aqui es el promedio del analisis de 14, 11
y 17 muestras que se trataron independientemente y como se indica en la

metodologia de VP2, M y Q respectivamente.

6.5. Analisis por AFM

La microscopia de fuerza atomica (AFM) mostré que en las tres muestras existen
estructuras de proteina organizada (Figura 23 a 25). Para el caso de VP2 (Figura
23) la forma y el tamafio de la particula coincide con los datos de DLS vy los
esperados. Para el caso de la muestra M, las particulas observadas mostraron un
mayor tamafo, como se esperaba, aunque la morfologia no fue tan regular (Figura
24). En el caso de la muestra formada solo por la proteina Q (VP2-307BplA) se
observd una mayor heterogenidad, en la que predominan estructuras mas
pequeinas que lo esperado para una VLP, en el orden de 9 a 15 nm. No se
observd una morfologia regular, puesto que las particulas encontradas tenian una

forma mas bien alargada (Figura 25).
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Figura 23. Micrografia obtenida
por AFM de wuna particula
formada por VP2. (A) Campo
donde se observa una particula
aislada de VP2, la base del panel
corresponde a 83.7 nm (B)
Acercamiento de (A); la base del
panel corresponde a 46.7 nm.
(C)Reconstruccion  tridimensional;
se tiene de diametro 22.08 nm y
una altura de 25.40 nm. (Cortesia
_ S&nm Med. Cir. José Sebastian Santillan
Uribe, 2014).

16.6 nm
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Figura 24. Micrografia obtenida por AFM de una particula en la muestra M. (A) Campo donde se
observan dos particulas aisladas; la base del panel corresponde a 258.9 nm (B) Acercamiento a una de
las particulas de (A); la base del panel corresponde a 61.5 nm. (C) Reconstruccién tridimensional; se
tiene un largo y ancho de 26.02 nm y 27.04 nm respectivamente, y una altura de 16.60 nm. (Cortesia

Med. Cir. José Sebastian Santillan Uribe, 2014).
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Figura 25. Micrografia obtenida por AFM de la muestra Q. (A) Reconstruccion tridimensional; se
tiene tamafio para cada particula como diametro y altura respectivamente: (1) 9.43 nmy 27.1 nm,;
(2) 8.85 nmy 24.8 nm; (3) 12.24 nm y 31.1 nm; (4) 11.20 nm y 26.80 nm. (B) Campo representativo
de la muestra; la base del panel corresponde a 200.0 nm (C) Acercamiento a cuatro particulas
observadas en (B); la base del panel corresponde a 70.3 nm. (Cortesia Med. Cir. José Sebastian
Santillan Uribe, 2014).

6.6. Analisis de la actividad especifica de las estructuras formadas soélo
por la proteina Q (VP2-307BplA) y aquellas formadas por la combinacion de
VP2 y Q en proporcion 4:1 (M)

Con el propésito de evaluar cdmo afecta la actividad hidrolasa de BplA el hecho de
estar insertada en VP2 se disefio el ensayo descrito en la seccion de metodologia
en el que se determina la velocidad inicial (vi) del proceso de formacion del 4-NF
por accion de la enzima y se relaciona con la cantidad de proteina (Actividad

especifica).

A continuacion se presenta el tratamiento de los datos ejemplificado para uno de
los ensayos realizados, como se especificé en la metodologia, cada muestra se
trabaja independientemente y por duplicado; vi corresponde a la pendiente del

ajuste lineal hecho a la grafica de Abss1o contra tiempo (min).
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Muestra Abs410
Vi R?
(Absa10/min)
4 NFA 0.0017 0.9664
VP2 0.0027 0.9728
0.0020 0.9863
Ml 0.0243 0.9993
0.0235 0.9982
Ml 0.0311 0.9973
0.0316 0.9996
Ql 0.0797 0.9994
0.0719 0.9986
Qll 0.1203 0.9996
0.1109 0.9996

Tabla 2. Velocidades iniciales de las proteinas ensayadas y coeficiente de correlacion lineal. Cada
ensayo fue hecho por duplicado con una repeticion.

Las v; de cada muestra se promedian y se corrigen con el promedio de las v; del

sustrato y del control VP2 (Tabla 2). El efecto de la turbidez se considerd

despreciable ya que representa una v; de -0.0002.

Para determinar la Abso/pmol 4-NF se elabor6 una curva patron del producto de

la hidrdlisis del sustrato empleado en los ensayos para obtener las velocidades

iniciales y responsable de la absorcién a 410nm (Figura 26).

La pendiente de esta curva tiene unidades de Abss1p*L/umolsne y al dividir por el

volumen del ensayo (0.001 L) se tiene (mp):

mCP ES 11.8
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Este valor permite relacionar las v; determinadas para cada proteina en el
experimento con el 4-NF y calcular las unidades U definidas como la cantidad de

pmol de 4-NF liberado por la muestra en un minuto (Tabla 3).

4-NF Abs 410nm Curva Patrén 4-NF
a) [(nM] [ ii Promedio b) 3
0 0.000 | 0.000 |  0.000 :,
29 | 0318 | 0.334 | 0326 g
58 | 0582 | 0.731 |  0.657 £
86 | 1.003 | 1.015 1.009
115 | 1372 | 1.394 | 1383 oo om0
144 | 1700 | 1722 | 1711
173 | 2.056 | 2.054 |  2.055 ) = 0.0118x
201 | 2.360 | 2.370 |  2.365

R? =0.9988

Figura 26. Curva Patron 4-NF. (a) Datos crudos. (b) Representacion grafica de (a). Los circulos
negros representan cada punto y la linea continua el ajuste lineal. Debajo se anotan los pardmetros
obtenidos de éste andlisis.

vi Mmcp y=_1 u

Muestra | (AbSy0 Abs,qg Mcp (Correccidén

( min ) (ymol4_NF> (M) por 4-NFA)

min

4-NFA 0.002 11.8 1.81x107 0.00
MI 0.024 11.8 2.03x10°% | 1.84x10°
M 0.031 11.8 2.66x10% | 2.48x10°
Ql 0.076 11.8 6.42x10% | 6.24x10°
all 0.116 11.8 9.80x10° | 9.62x10°
BplA 0.055 14.1 3.90x10% | 3.76x10°

Tabla 3. Calculo de las unidades U. En la primera columna se encuentran las vicalculadas para cada
muestra en el ensayo. La U se calcula dividiendo la vi entre la mCP. La correccion se hace por la
hidrélisis del sustrato debida al medio de reaccion. El valor reportado en la Ultima columna es el
empleado para calcular la actividad especifica de cada muestra.
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Por otro lado se mide la concentracion de proteina en cada muestra por la técnica
del BCA utilizando como patron BSA. La Figura 27 recopila los datos de éste

procedimiento.

a) b)
Curva Patrén BSA

10 BSA Abs 562 nm

: [mg/mL] 1 2 3 Promedio

0.8 0 0 0 0 0.000
E 0.2 0222 | 0219 | 0.224 0.221
o 067 0.4 0418 | 0417 | 0418 0417
2 0.4 0.6 0621 | 0624 | 0.630 0.625
< 0.8 0768 | 0768 | 0.763 0.766

0.2

00 — y = 1.047x R? = 0.9993

00 02 04 06 08 10

mg BSA/mL

Figura 27. Determinacion de la concentracion de proteina. (a) Curva Patrén de BSA y ajuste lineal
para la determinacién de la concentracién de proteina por el método del BCA. (b) Datos crudos.
Debajo se anotan los parametros obtenidos para la interpolacién de las absorbancias de las muestras.

Con éstos datos, se calcula la actividad especifica expresada en U (umol 4.ne/min)
por miligramo de enzima y por umol de sitio catalitico (Tabla 4). La actividad
especifica expresada en U/mg de proteina puede resultar util al evaluar dos
enzimas de masas molares similares o bien donde el enfoque o aplicacion se
facilite al expresar una comparacion en unidades de masa. Dado que uno de los
sistemas evaluados es la combinacion de VP2 y Q (VP2-307BplA) y las masas
molares de BplA y VP2-307BplA son tan dispares (21498.1 g/mol y 81204.2 g/mol
respectivamente) la actividad especifica expresada en U/mg de proteina no ofrece
informacion relevante ya que lo que se pretende es evaluar la eficiencia de BplA
dispuesta en VP2 como indicador de qué tanto afecta su plegamiento este hecho.
Es por ello que el analisis se enfoca en la actividad especifica por mol de sitio

catalitico. Como referente se ensayd BplA recombinante libre.
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Muestra u Proteina U/mg U/umol sitio
(umolj}_NF) (mg de enzima catalitico
e enzima) (U/umol)
MI 1.84 x107 0.014 0.131 11.0
Ml 2.48 x10° 0.017 0.145 12.0
Ql 6.24 x107 0.060 0.104 8.5
Qll 9.62 x107 0.069 0.139 11.3
BplA 3.76 x10° 0.0004 9.400 202.0

Tabla 4. Actividades especificas. Comparacion entre actividades especificas para las dos muestras
ensayadas, M y Q, con su duplicado (I y II). BplA es la lipasa silvestre ensayado como referente de
activad. Para M se consider6 que de la proteina total, sélo el 20% corresponde a la enzima VP2-
307BplA.

El resultado expresado en la ultima columna de la Tabla 4 es el empleado para

hacer la comparacion y el analisis de la eficiencia de la proteina.

La Tabla 5 sintetiza el resultado de los ensayos realizados para Q (VP2-307BplA)
sola y como mezcla con VP2. Se tiene que la actividad especifica para la muestra
formada exclusivamente por la proteina Q es de 15.80 £ 6.45 U/umol y para la
muestra conformada por VP2:VP2-307BplA en proporcion 4:1 respectivamente es
de 20.87 + 9.53 U/umol.

U/umol Q

Ensayo M Q
1 11.0 8.5
2 12.0 11.3
3 18.3 14.8
4 19.3 13.2
5 30.47 25.46
6 34.17 21.56

Tabla 5. Actividades especificas. Actividades especificas determinadas para la proteina VP2-
307BplA en dos sistemas: sola (Q) y en mezcla con VP2 (M). Cada renglon representa una
determinacién diferente e independiente.
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De acuerdo al analisis por DLS, en la muestra M probablemente hay formacién de
VLPs, mientras que en la muestra Q no. Los resultados de actividad especifica
aqui reportados sugieren que la proteina VP2-307BplA, en cuanto a catalisis, se
desempefia de forma muy similar independientemente de si se encuentra

dispuesta una VLP o en intermediarios de formacion.

Hasta este punto del trabajo, esa es una hipétesis que no se puede comprobar,
porque los datos de DLS mostraron poblaciones en un amplio rango de tamafios
que corresponden a un amplio rango de especies en las que se puede encontrar
intermediarios de formacion, VLPs y agregados. Es por ello que para poder
asignar la responsabilidad de la actividad enzimatica es necesario separar esta

mezcla de especies y determinar actividad especifica a las fracciones.

En un analisis global, se tiene que para Q (VP2-307BplA) la actividad especifica
es de 18.33 £ 3.7 U/umol cifra que es 11 veces menor a la actividad reportada por
la lipasa de B. pumilus en su estado nativo (202 U/umol). La repercusion en la
catalisis se debe a que al estar insertada en VP2 se le esta restringiendo la
movilidad a la proteina, evitando o entorpeciendo cambios conformacionales
importantes para el proceso; ademas de que este hecho la hace insoluble lo que
podria repercutir en la difusion del sustrato al sitio catalitico. Tampoco se debe
dejar de lado que VP2 tiene la capacidad de organizarse en estructuras complejas.
Si bien, con una insercion de la magnitud de BplA, no es posible obtener capsides
virales completas (al menos en el caso de Q), esto no implica la ausencia de
intermediarios u otras estructuras en el intento por organizarse y formar una
particula tipo virus. Asi, esta organizacion acerca a las proteinas lo suficiente para

que surja impedimento estérico entre ellas y que éste repercuta en la catalisis.

Si bien la actividad especifica es incipiente para la proteina disefiada y construida
en este proyecto, no es asi el hecho de que tiene actividad y que en combinacion
con proteina silvestre ofrece la posibilidad de construir una estructura tan compleja

como interesante.
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6.7. Centrifugacion isopicnica en gradiente de CsCl

Como lo sugiere el analisis por DLS, al someter a dialisis tanto a la proteina Q
(VP2-307BplA) como a la mezcla compuesta de VP2 y VP2-307BplA (M) para que
ensamble en VLPs se obtiene una mezcla polidispersa cuyos elementos difieren
en tamano. Los tamafos de éstos varian desde los observados previamente para

trimeros (capsomeros), VLPs y agregados.

Al realizar los ensayos de actividad esterasa a estas dos muestras, M y Q, surge
la incognita sobre cual o cuales especies, de esta mezcla, son responsables de la
actividad enzimatica. También es valido preguntarse si en la muestra M, cuya
relacion VP2:VP2-307BplA es 4:1, en la poblacibn que exhibe los tamarfios
asociados a capsides verdaderamente se encuentra incorporada VP2-307BplA y

por tanto qué especies le confieren la actividad que reporta la muestra M.

Con el objeto de separar ésta mezcla se realizé una centrifugacién isopicnica en
gradiente de CsCl. Como resultado se observé para VP2 (control) la formacion de
una banda definida que corresponde a las capsides ensambladas; en la parte
superior a ésta se observa una banda difusa en donde se encuentran los
intermediarios de formacion, es decir, aquellas estructuras que no llegaron a
ensamblarse en VLPs (Figura 28). En esta banda se encuentran principalmente

capsomeros u oligocapsdémeros (Sanchez Rodriguez, 2012).

Se observd que la muestra M presenta ambas bandas, tanto la de intermediarios
como la correspondiente a VLPs. En cambio en la muestra Q solo se aprecia una
banda definida cuya ubicacion, con respecto a VP2, se encuentra por debajo de la
banda difusa (intermediarios) y por arriba de la banda de las particulas
ensambladas. Este hecho confirma lo interpretado por DLS: M muy probablemente
esta formando VLPs de tamafo similar a las formadas exclusivamente por VP2,
mientras que Q no esta formando VLPs pero las estructuras en las que se

organiza son mas densas que los capsémeros de VP2.
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Figura 28. Gradientes de CsCl. De izquierda a derecha: VP2 (control), VP2:VP2-307BplA en relacion
4:1 (M) y VP2-307BplA (Q). En VP2 la banda inferior corresponde a las capsides ensambladas y la
superior, difusa, a los intermediarios (recuadro). En M se observan estas dos bandas y en Q sélo se
observa una banda definida de menor densidad con respecto a las bandas definidas de VP2 y Q.

Se recuperaron éstas bandas y se dializaron durante 48 h contra PBS con
cambios cada 12 h con el propédsito de retirar el CsCl. El analisis por SDS-PAGE
permite concluir que para la muestra M, tanto en la fraccion mas densa como en la
banda difusa se encuentran ambas proteinas (Figura 29), es decir, la proteina
VP2-307BplA es capaz de incorporarse en una VLP cuando se encuentra en una
proporcion 4:1 (VP2:VP2-307BplA).

Figura 29. SDS-PAGE de las bandas recuperadas
s una vez separadas las muestras por Gradientes de
CsCl. Carril 1 y 3, bandas superiores observadas para
la muestra M en el gradiente, correspondientes a los
intermediarios. Carril 2, banda inferior observada para
la muestra M, correspondiente a las particulas
ensambladas. Carril 5 Unica banda observada para la
muestra Q. Carril 4, marcador de peso molecular (en
orden descendente): 170, 130, 100, 70, 55, 40, 30, 25,
; 15y 10 kDa.
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6.8. Actividades especificas de las especies separadas en la centrifugacién
isopicnica

Durante la formacion del gradiente se separan, en funcion de su densidad, los
diferentes componentes de la muestra (VLPs, agregados, intermediarios). Se
distinguen dos bandas y se sabe que la inferior corresponde a las capsides y la
superior a los intermediarios de formacién (Sanchez Rodriguez, 2012). Con el
objetivo de discernir si los intermediarios de formacion o las capsides
ensambladas son las o la entidad con actividad enzimatica se procedié a evaluar

la actividad especifica de cada banda recuperada del gradiente de CsCl.

En este punto no se lograron obtener resultados que fueran utiles para el analisis
cuantitativo ya que una vez que se recupera la banda de proteina del gradiente de
CsCl, pese a que se dializa exhaustivamente para reducir al minimo la cantidad de
CsCl presente en la muestra, y se pone a la proteina en las condiciones en las que
se han venido realizando los ensayos, el comportamiento de esta proteina es
agregativo y se vuelve dificil manejar y trabajar con ella. Por ello y de forma
cualitativa se reporta en ésta seccidon que ambas fracciones (banda superior e
inferior de la muestra M en el gradiente de CsCl) presentan actividad enzimatica,
al igual que la banda que se recupera de Q. Lo anterior podria permitir afirmar que
en cualquier estructura —hablando de capsides, capsdémeros o monémeros— donde

se incorpora la proteina VP2-307BplA, ésta presenta actividad enzimatica.

Esta situacion, la agregacion posterior a la centrifugacion isopicnica, es uno de los
obstaculos que tratamos de superar porque dentro de los objetivos del proyecto
esta el de responder qué estructuras son las responsables de la actividad
enzimatica. Lo anterior es importante porque la actividad enzimatica es un
reportero de plegamiento y en el disefio de VLPs quiméricas el plegamiento de los
insertos determina la funcionalidad y con ello la aplicacién de la herramienta

disenada.

En la muestra compuesta exclusivamente por Q (VP2-307BplA), solo se observa

una banda al someter la muestra a gradientes continuos de CsCl, esto es contrario
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a los analisis por DLS que mostraron un amplio rango de poblaciones presentes.
El hecho de que no se resuelvan mas bandas no quiere decir que no estén ahi,
sino que su densidad es similar y en consecuencia una separacioén por densidad

no puede resolverlas.

6.9. Estabilidad térmica

Una de las hipoétesis planteadas al hacer esta quimera fue que estando BplA
dispuesta en el andamio que representa VP2, ésta incrementaria su resistencia a
la desnaturalizacién térmica. El Parvovirus B19 puede permanecer hasta 60 min a
una temperatura de 56°C sin perder la estructura (Gilbert et al., 2005). En el
experimento disefiado en este trabajo se compard la actividad enzimatica de la
lipasa de B. pumilus en su forma silvestre y cuando se encuentra incorporada en
VP2, ya sea en las estructuras formadas exclusivamente por Q (VP2-307BplA) o
por la mezcla en relacion 4:1, VP2:VP2-307BplA, (M). La pérdida de actividad esta

asociada con la pérdida de estructura de la proteina a causa de la temperatura.

Para calcular la constante de velocidad de inactivacion se considerd que la enzima
solo tiene dos estados, el nativo N (enzima con actividad) y el desnaturalizado D
(enzima sin actividad). El paso de N a D esta gobernado por la constante de

velocidad k;:
N—%—D

La velocidad de este proceso depende tanto de la constante de velocidad de
inactivacion como de la concentracién de la enzima nativa (reaccion de primer

orden):
v = ki [N]

La velocidad también puede expresarse en términos de la aparicion de la enzima

desnaturalizada en el tiempo:
d[D)/dt = ki[N]
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Esto también puede expresarse en funcién de la desaparicion de la enzima nativa:
-d[N]/dt = k[N]

El signo menos hace referencia a que la concentracion de la enzima nativa va
disminuyendo a medida que ésta se va desnaturalizando. Despejando obtenemos

la ecuacion anterior obtenemos:

-d[NJ/[N] = k; dt
Al integrar esta ecuacion diferencial tenemos que:

[ (-dINJVIN]) = ki | dt

Resolviendo esta ecuacion entre los limites O y &

-Ln (N¢/No) = ki t
Pasamos el signo negativo para el otro lado de la ecuacion:

Ln(N¢/No) =- ki t

En este caso consideramos que la concentracién de la enzima inicial esta dada
por la actividad enzimatica en el t = 0 ya que la enzima nativa es la que tiene
actividad y la concentracién de la enzima nativa en cualquier tiempo t esta dada

por la actividad residual medida a ese tiempo. Por lo tanto tenemos que:
Ln(Acti/Actg) = - ki t

Para obtener el valor de ki se grafico el valor de Ln(Acti/Acty) contra el tiempo, y la

pendiente de esa grafica tiene el valor de -k;.

De acuerdo a lo observado (Figura 30) la proteina Q (VP2-307BplA) tiene la
misma estabilidad térmica si esta en las estructuras organizadas solo por ella o en

combinacion con VP2. La k; calculada fue de 0.012 y 0.011 min” para My Q
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respectivamente. Donde si se observa diferencia significativa es con respecto a
BplA libre, para la que se calculd una k de 0.080 min™", casi 7 veces mas rapida

que la de esta enzima dispuesta en VP2.

—e— VP2:VP2-307BplA (4:1)
—=— \VP2-307BplA

2 ~— BplA
<
;i
< - .
£

-3

*
-4 L) LJ LJ ) J
0 20 40 60 80 100

Tiempo (min)

Figura 30. Comparacion de la estabilidad térmica a 40°C. Las lineas continuas corresponden al ajuste lineal. La
pendiente de estas rectas equivale a -ki.

Lo anterior quiere decir que BplA pasa al estado desnaturalizado mas rapido de lo
qgue lo hace la misma enzima una vez que esta insertada en VP2. Este hecho

demuestra que el estar en VP2 le confiere estabilidad térmica.

De acuerdo al analisis hecho durante la seleccidn del sitio para hacer la insercion,
los aminoacidos de éste no mostraban sostener interacciones importantes con el
resto de la proteina VP2; la insercion de BplA implica 181 residuos de aminoacido
gue bien podrian establecer interacciones con aminoacidos vecinos o cercanos de
la propia cadena VP2 o de otro mondmero en las estructuras que se estén

organizando.

Visto de esta forma, estas interacciones pueden estar restringiendo la movilidad
de BplA, hecho que repercutiria negativamente, como se observd, en la catalisis
ya que se estarian impidiendo o entorpeciendo ciertos arreglos y cambios

conformacionales en la estructura terciaria de BplA. Sin embargo, el
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establecimiento de estas interacciones representa energia adicional que se debe
brindar al sistema durante el proceso de desplegamiento de la proteina por accion
de la temperatura, situacion que retrasaria el desplegamiento, la desnaturalizacion

y con ello la pérdida de actividad.

Se tiene un aumento significativo en la estabilidad, cualidad importante para las
enzimas. La repercusion en la catalisis se explica porque se le esta restringiendo
la movilidad a la proteina, y como lo demuestra el aumento en la estabilidad,
también se le esta restringiendo la flexibilidad. Es asi que se puede suponer que
las estructuras formadas por Q (VP2-307BplA), sola o en combinacién con VP2,
son rigidas y quiza sea ésta la razdn que entorpece o no permite la formacion de

estructuras superiores como lo son las VLPs.

6.10 Analisis global

Los analisis por DLS, centrifugacion isopicnica en CsCl y AFM indican que la
proteina Q (VP2-307BplA) no es capaz de formar VLPs. La principal razén es que
quiza debido a la insercién de BplA se perturbe la conformacion de regiones o

dominios primordiales para la asociacién de capsdmeros.

Sin embargo, pese a la magnitud de la alteracién en la constitucion de VP2 (la
insercion de un péptido completo en medio de la secuencia de VP2) podemos
afirmar que ésta insercién no fue capaz de abolir la capacidad de VP2 para
organizarse y estructurarse; prueba de ello es que se observaron particulas con
tamafo y morfologia similar a la esperada para una VLP en la muestra constituida
por la combinacién de VP2 y Q; también, la ubicacion de la unica banda
presentada en el gradiente de CsCl, indica que las estructuras formadas por Q son
menos densas que las VLPs de VP2, pero son mas densas que los intermediarios,
por lo que es valido suponer que la proteina efectivamente se organiza y adquiere
estructura. Otro argumento en este punto lo proporciona el analisis de las bandas
observadas en el gradiente de CsCl para la muestra M ya que éste demostroé que

tanto en intermediarios como en capsides se encuentra la proteina Q incorporada.
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En cuanto a el efecto en BplA, pese a la restriccion de movilidad que se le esta
imponiendo, el sitio es lo suficientemente movil y flexible para permitir el adecuado
plegamiento de BplA y con ello la funcidn para la que esta siendo insertada. La
repercusion en la eficiencia de la catalisis puede atribuirse principalmente a la
restriccion de la movilidad y flexibilidad de la enzima. Otros factores que pudieran
contribuir son el impedimento estérico, que ciertos dominios de BplA interaccionen
con otros residuos de VP2 provocando cambios conformacionales en la lipasa o
bien que contribuyan al aumento de la rigidez, y por ultimo, que al estar insertada
en VP2, BplA adquiere un caracter insoluble generando fendmenos en la interfase

que entorpezcan la catalisis, dificultando la interaccion con el sustrato por ejemplo.

La baja en la actividad enzimatica se compensa por el aumento en la estabilidad
térmica, consecuencia también atribuible a las interacciones establecidas entre
BplA y VP2, principalmente en el aumento de la rigidez, que esta asociado al

aumento en la estabilidad estructural.

No deja de ser sorprendente lo interesante del sitio de insercion en VP2, que
permite adiciones considerables y al mismo tiempo el plegamiento del fragmento
insertado. El trabajo aqui presentado confirma y proyecta a la capside del B19
formada a partir de VP2 como un nano-acarreador con potenciales usos

biotecnologicos y biomédicos.
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7. CONCLUSIONES

La proteina BplA se comporta como una unidad de plegamiento autbnomo por lo
gue es un modelo adecuado para el estudio del potencial de VLPs del Parvovirus

B19 como nanoacarreador de enzimas.

La proteina VP2-307BplA no tiene competencia para formar VLPs en sistemas
formados exclusivamente por ésta proteina. Sin embargo, la insercion de BplA en
VP2 no impide la incorporacion de VP2-307BplA en VLPs y con ello la

presentacion de BplA en la superficie de una particula.

La combinacion VP2:VP2-307BplA en relacion 4:1 permite obtener VLPs con BplA

dispuesta en la superficie y con actividad contra el 4-NFA.

La incorporacion de BplA en VP2 repercute en la eficiencia en la catalisis
disminuyéndola, posiblemente debido a la restriccién en la movilidad y flexibilidad

de la proteina.

La incorporacion de BplA en la superficie de VP2 también repercute en la

estabilidad térmica, la cual aumenta significativamente.

La proteina VP2 del Parvovirus B19 es competente para la creacion de nano-
acarreadores ya que permite inserciones interesantes en la asa superficial

formada por los aminoacidos 300 a 314.
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8. PERSPECTIVAS

Optimizar el proceso de purificacion para obtener un mayor grado de pureza.

Estudiar las condiciones de ensamblado de VLPs. Experimentar en otras
condiciones, que tal vez no sean las ideales para VP2 pero si mejoren la eficiencia
del ensamble para VP2-307BplA.

Estudio del mecanismo de ensamblado. Relacionar etapas de este proceso con
condiciones fisicoquimicas para tener un mayor control e incrementar su

eficiencia.

Disefio de ‘“linkers” o secuencias bisagra, bajo la premisa de que aumentan
movilidad y flexibilidad, en este caso a BplA, para incrementar la actividad
enzimatica. En este punto, trabajar con mutaciones en BplA o evolucion dirigida de

la regidén de unién entre VP2-BplA.

Mejorar la eficiencia de la actividad catalitica trabajando sobre el dominio de BplA,

con mutaciones y/o evolucion dirigida.

Estudiar el efecto sobre la catélisis y el ensamble de VLPs al ensayar mas
proporciones para la combinacion VP2:VP2-307BplA con el proposito de aumentar

simultaneamente la eficiencia en ambos puntos.

Se ha propuesto ensayar los gradientes con sacarosa o histodenz que podrian
resolver mejor las muestras y ademas, por no ser idnicos, no alterar la proteina de
modo tal que se pueda ensayar una vez separada por el gradiente para hacer

estudios posteriores a la centrifugacion isopicnica.
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