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RESUMEN

Las particulas tipo virus (VLPs) son nanoparticulas formadas a partir de la
proteina estructural de la capside viral y, a diferencia de los virus, no contienen
material genético. Las VLPs se pueden obtener a través de organismos unicelulares
como bacterias, levaduras y lineas celulares de mamiferos e insectos. También se
obtienen de manera nativa, a partir de virus que infectan plantas, de los cuales se
extraen y posteriormente se elimina su material genético sin comprometer la
integridad de las proteinas de céapside, para obtener las nanoparticulas vacias o
VLPs. Sin embargo, el uso de sistemas bacterianos representa también una
excelente alternativa para la produccién de VLPs debido a caracteristicas como
rapida produccion, bajo costo y facil escalamiento. Ademas, presentan la posibilidad
de sobreexpresar proteinas con modificaciones genéticas para desarrollar VLPs con

aplicaciones mas especificas.

En este trabajo, se obtuvieron VLPs mediante la expresion heterdloga en E.
coli de la proteina de capside (CP) del Virus del Mosaico del Bromo (BMV). Debido
a que el unico método reportado para la produccion de estas VLPs es a partir de
plantas infectadas, se evalué la produccién de CP en la cepa de E. coli BL21pGro7,
la cual sobreexpresa un complejo de chaperonas, GroEL-GroES, que permitieron la
sobreexpresion de CP. La proteina se obtuvo en forma soluble y fue purificada
exitosamente mediante cromatografias de intercambio anidnico y exclusién
molecular. Las VLPs ensambladas presentaron un diametro hidrodindmico de
aproximadamente 30 nm en una poblacién monodispersa, resultado coincidente con
el andlisis mediante microscopias de fuerza atémica y de transmision electronica,

encontrando estructuras esféricas con un didmetro entre 27 y 29 nm.

Las VLPs recombinantes también presentaron alta estabilidad frente a
cambios de pH (4.8-8.4), fuerza idnica (0.1-1 M), y en presencia 0 ausencia de iones
Mg?*. Dicha estabilidad se explicé por la presencia de acidos nucleicos de E. coli en
la cavidad de las VLPs. Dado lo anterior, es posible que el ensamble de CP en

estructuras icosaédricas se lleve a cabo in vivo en E. coli.



1. INTRODUCCION

La nanotecnologia es representada como un camino para el estudio, disefio,
desarrollo, caracterizacién, manipulacion y aplicacion de cualquier material a escala
nanomeétrica (1-100 nm) que, ademas, posee diversas propiedades potencialmente
Gtiles para mejorar las condiciones de vida. Las propiedades de estos nuevos
nanomateriales tienen potencial en muchos campos, especialmente en energia,

electronica, alimentacion, agricultura, cosmética y salud.

En la medicina, el desarrollo de la nanotecnologia ha proporcionado
estructuras disefiadas a partir de biomoléculas como proteinas, acidos nucleicos,
lipidos y carbohidratos, denominadas "nanovehiculos" o "nanoacarreadores". Tal es
el caso de los liposomas, micelas, nanoparticulas poliméricas y particulas tipo virus,
por mencionar algunos. Estos nanovehiculos se han propuesto como herramientas
en la prevencion, diagndstico y tratamiento de diversas enfermedades, presentando
mejoras en los sistemas de administracion de medicamentos, reduciendo efectos
secundarios y dosis. También se han aumentado las posibilidades de diagnéstico
con el uso de nanoparticulas para imagenes médicas, mejorando la eficiencia con
tratamientos sitio-especificos. Sin embargo, estas plataformas para la mayoria de
sus aplicaciones se encuentran en investigacion, optimizando su especificidad,

biocompatibilidad, farmacocinética, toxicidad e inmunogenicidad.

Debido a la alta funcionalidad que pueden proporcionar los
nanoacarreadores en diferentes campos de la medicina, en este proyecto nos
propusimos estudiar la produccién de particulas tipo virus (VLPs) formadas a partir
de la proteina de cépside (CP) del virus de planta llamado virus de mosaico del
bromo (BMV). Este virus presenta caracteristicas Utiles para su aplicacion en
humanos, como su biodegradabilidad, biocompatibilidad y capacidad de
internalizacion celular. Propusimos obtener la CP a partir de su expresion heterologa
en E. coli, método que proporcionara en un futuro utilidades para la ingenieria de

esta particula proteica.



2. ANTECEDENTES

2.1 Nanomedicina

Dentro de los avances en la nanotecnologia se han logrado desarrollar una
amplia gama de areas multidisciplinarias, entre ellas la nanomedicina, que es
considerada como una de las principales innovaciones en salud y medicina. Esta
area principalmente aplica conocimientos tanto de la ciencia, como de la tecnologia,
incluyendo fisica, quimica, ingenieria, biologia y medicina (Nasrollahzadeh et al.,
2019) con el fin de crear sistemas a escala nanométrica (1-100 nm) a base de
biomoléculas como: proteinas, acidos nucleicos, lipidos, carbohidratos, o0 materiales
inorganicos (Nikalje, 2015). Estos nuevos materiales pueden servir de
"nanovehiculos" o "nanoacarreadores”, ya que, de manera general, son una
plataforma diseflada para cargar, proteger y transportar farmacos, proteinas,
polipéptidos, genes o 4cidos nucleicos, dentro del cuerpo humano para entregarlos

en células especificas (Zhang et al., 2020).

Cada uno de estos nanovehiculos es clasificado en funcion del principal
material utilizado en su formulacion, como es el caso de moléculas anfipaticas,
proteinas y materiales inorganicos (Figura 1) (Zhang et al., 2020). Uno de los
nanoacarreadores mas estudiados son los liposomas, descritos por primera vez por
Bangham et al., en 1965 como un sistema coloidal formado por el autoensamble de
lipidos anfifilicos formando vesiculas esféricas con una bicapa lipidica y con un
nucleo vacio e hidrofilico. De manera similar, se encuentran las micelas, estructuras
esféricas formadas por una sola capa lipidica, que contienen un nucleo hidrofébico
con una superficie hidrofilica. Ambos nanocompartimentos son capaces de
transportar y entregar tanto agentes terapéuticos hidrofilicos como hidrofébicos
(Simonazzi, 2018).

Las nanoparticulas basadas en proteinas son consideradas como sistemas
biocompatibles, biodegradables, con baja toxicidad e inmunogenicidad. Estas

plataformas pueden estar formadas por una variedad de proteinas, incluyendo
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albumina, colageno, ferritina y algunas proteinas estructurales de virus, como es el
caso de las particulas tipo virus (VLPs, Virus-Like Particles) (MaHam et al., 2009).
Otro tipo de nanoparticulas son los fulerenos, hechos a partir de carbono, formando
estructuras esféricas, elipsoides y tubulares, con un centro vacio. Los dendrimeros
son macromoléculas poliméricas y ramificadas, que adoptan su morfologia esférica
cuando se extienden (Szefler, 2018). Finalmente, las nanoparticulas formadas de
materiales inorgénicos, incluyendo semiconductores, metales, 6xidos de metal, que
poseen variedad en tamafio, forma y su composicibn quimica es ajustable,
presentando su mayor aplicaciéon biomédica en imagenes y terapéutica (Kunjachan
et al., 2015).

Agua Glucosa Anticuerpo Virus Bacteria Célula de céncer

» ve8& O
0 10? 10° 10* 10°

10! 1 1

Nandémetros

Liposoma Dendrimero Nanoparticula de oro Quantum dot Fullereno

Figura 1. Escala nanométrica. llustracién de algunos ejemplos de materiales disefiados en
nanotecnologia como liposoma, dendrimero, nanoparticula de oro, quantum dot, fullereno
(Nikalje, 2015).

Los nanoacarreadores anteriormente mencionados son de gran importancia
en la nanomedicina, ya que presentan ventajas en comparacion con los vehiculos
de entrega tradicionales. Entre sus caracteristicas se encuentra la amplia relacién
entre superficie y volumen de las nanoparticulas, dado que les permite aumentar la
capacidad de carga de agentes terapéuticos o reactivos de imagen que, ademas, al
mantenerse encapsulados en la mayoria de las nanoparticulas, son protegidos de

la eliminacién prematura, la degradacion enzimatica o la exposicién a condiciones
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fisioldgicas nocivas para las moléculas cargo (Saxena et al., 2020). Ademas, la
superficie de las nanoparticulas puede ser decorada con ligandos especificos o
anticuerpos, proporcionando control para el direccionamiento y la liberacion de su
carga en células particulares. Esta Ultima caracteristica, representa un gran avance
en la focalizacion, ya que se espera aumentar la eficiencia del agente terapéutico y,
ademas, reducir los efectos secundarios que son causados por la inespecificidad en
la entrega, especialmente cuando son tratamientos para atacar células cancerosas,
los cuales también son capaces de dafiar células sanas (Bar-Zeev et al., 2017). Otra
ventaja importante de los nanovehiculos es su tamafio a nanoescala, que les
proporciona un mayor efecto de permeabilidad y retencion, permitiendo la entrada
en areas inaccesibles, como tejidos inflamados, células cancerosas y en algunos
casos, las nanoparticulas son capaces de atravesar la barrera hematoencefalica
(Wu et al., 2019).

Dadas las importantes caracteristicas que presentan estas nanoparticulas en
la medicina, su aplicacion se ha enfocado principalmente en la administracion de
farmacos dirigidos y quimioterapia para el tratamiento de cancer y otras
enfermedades (Simonazzi, 2018), ejemplos de ellos es el farmaco doxorrubicina
liposomal PEGilada (Doxil/caelyx) y el paclitaxel unido a albumina (Abrax-ane),
ambos sistemas para tratamiento de cancer y aprobados por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA, Food and Drug Administration) (Wagner et al.,
2006). También se han utilizado para la entrega de agentes de contraste para
obtener imagenes Opticas por resonancia magnética o tomografias; ya que las
imagenes permiten proporcionar diagndsticos tempranos. Ademas, al usarse en la
localizacion y progresién de enfermedades, se espera que puedan mejorar los
tratamientos o la prevencion tumores (Kunjachan et al., 2015), como es el caso del
ferucarbotran (Resovist), el cual es un agente de contraste que consiste en
microparticulas de 6xido de hierro recubiertas con carboxidextrano, principalmente
utilizado para imagenes de resonancia magnética de tumores hepaticos (Wagner et
al., 2006).
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Entre otras aplicaciones se encuentra la ingenieria tisular, la cual se encarga
de dirigir el crecimiento, alineacion y diferenciacion celular para regular las células
en la reparacion o el reemplazo de tejido dafiado. También se encuentra la terapia
génica: en la entrega de DNA, pequefios RNA y maquinaria para la edicién del
genoma (Keles et al., 2016); terapia fototérmica y terapia fotodinamica (Zhang et al.,
2003).

2.1.1 Particulas tipo virus (VLPS)

Entre las nanoparticulas o nanovehiculos anteriormente mencionados como
sistemas de entrega en la nanomedicina, se encuentran las VLPs. Estas
plataformas son derivadas de virus, por lo que su componente principal es una o
mas proteinas estructurales o de capside, formando una estructura definida a partir
del autoensamble de estas proteinas en una conformacion icosaédrica o helicoidal,
mayoritariamente reproduciendo tanto la forma como el tamafio (de 20 hasta mas
de 200 nm) de la capside del tipo de virus procedente (Steele et al., 2017). Las VLPs
pueden ser obtenidas a partir de virus que infectan células de plantas como el Virus
del moteado clorético del caupi (CCMV), de animales como los adenovirus, 0
bacterias, como es el caso del bacteri6fago icosaédrico HK79 y el helicoidal M13
(Figura 2) (Yildiz & Steinmetz, 2011).

La diferencia principal entre un virus y las VLPs, radica en la carencia de
material genético en las VLPs, por lo que no tienen capacidad de infectar células
huésped ni de replicarse al no contener material genético. Ademas, les permite tener
un espacio vacio en la parte interna de la capside, presentando una caracteristica
significativa que coloca a las VLPs como una opcion de entrega de agentes
terapéuticos en la nanomedicina (Venkataraman, 2020).

11



Virusicosaédricos o . .
Virusicosaédrico de mamifero

Plantas Animales

668 08 ©
_

BMV CCMV CPMV HCRSV RCNMV TYMV FHV

Bacterias AD

Virus helicoidales

HK79 P22 T7 Ms2 QB PVX T™V M13
Figura 2. Representaciones estructurales de virus estudiados como plataformas para la nanotecnologia. Virus del mosaico
del bromo (BMV), Virus del moteado clorético del caupi (CCMV), Virus del mosaico del caupi (CPMV), Virus de la mancha
anular clorética del hibisco (HCRSV), Virus del mosaico necrotico del trébol rojo (RCNMV), Virus del mosaico
amarillo de nabo (TYMV), Adenovirus (AD), Bacteriéfagos icosaédricos HK79, MS2, QB, cabeza de los bacteridfagos P22 y
T7, Virus X de la papa (PVX), Virus del mosaico del tabaco (TMV), Bacteriéfago helicoidal M13 (Yildiz & Steinmetz, 2011).

Estas nanoparticulas poseen caracteristicas importantes, como la amplia
variedad en cuanto a tamafo, forma y célula hospedera. Esto dltimo las hace
estructural y funcionalmente atractivas, ademas de su innata capacidad para
proteger, transportar y entregar eficientemente su material genético a células
huésped especificas (Van Kan-Davelaar et al., 2014). Aunado a esto, la
biocompatibilidad y biodegradabilidad de las VLPs las hace aptas para su uso o
aplicaciéon en células humanas y de otros animales. También, las VLPs son
estructuras altamente monodispersas en tamafio; estables a diferentes condiciones
de pH, temperatura y fuerza idnica; su cavidad vacia puede ser ocupada para
encapsular moléculas para diversas aplicaciones, desde entrega de farmacos,
vacunas, terapia génica y obtencion de imagenes Opticas (Vazquez-Duhalt, 2020).
Algunas VLPs presentan la capacidad de internalizacion celular sin causar
toxicidad. Tal es el caso de las VLPs que muestran su tropismo natural hacia un
tejido particular, caracteristica dada por el virus del cual se originaron. Por ejemplo,
debido a que el virus de la hepatitis B (VHB) infecta naturalmente al higado, las
VLPs derivada del VHB pueden internalizarse en células hepaticas (Shlomai et al.,

2009).
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Una de las funcionalidades que se espera obtener de los nanovehiculos, es
la capacidad de entrega dirigida para mejorar la focalizacion en células dafiadas y
no en células sanas (Figura 3). Para ello, las VLPs presentan en su capside,
interfases disponibles para ser genética o quimicamente manipuladas, como la
superficie externa que se localiza expuesta al disolvente, la superficie interna y la
interfase entre las proteinas (Vazquez-Duhalt, 2020). La superficie externa tiene una
gran cantidad y diversidad de aminoacidos con estructuras reactivas, como los
residuos de lisina, cisteinas, tirosina, acido glutamico y acido aspértico, que

permiten la interaccion con una amplia gama de ligandos (Wen & Steinmetz, 2016).

Receptors N
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of 2
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o® : [
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Drugs  Nanomaterials  Ligands

[Artiﬁcial synthesis

e o?

Endothelial cells ®

Figura 3. Representacion de un sistema de entrega dirigida. Nanoparticula con mdaltiples
ligandos para pasar a través de las células endoteliales y entregar el farmaco solo en
células cancerosas (Wang et al., 2020).

Se ha encontrado que la mayoria de las VLPs poseen las propiedades
necesarias para la conjugacién quimica, como es el caso del CCMV, en el cual
Barwa et al. en el 2016, realizaron conjugaciones quimicas con multiples ligandos:
colorantes  fluorescentes para visualizacion (éster de  succinimidil-
carboxifluoresceina y Alexa fluor 610), una molécula para mejorar la focalizacion
(acido félico) y un farmaco contra el cancer (doxorrubicina), utilizando como células

objetivo la linea celular MCF7 (carcinoma mamario humano). Ademas, la cavidad
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de las VLPs de CCMV se ocuparon con nanoparticulas de oro conjugadas con
doxorrubicina para mejorar la estabilidad y la carga farmaco. Otros virus como el
CPMV, y bacteriéfagos como QB y AP205, han sido validados para la conjugacion
con diferentes antigenos, moléculas de bajo peso molecular y proteinas enteras
(Wen & Steinmetz, 2016).

Los usos de las VLPs se han desarrollado ampliamente, tanto por su
capacidad de exhibir en la superficie péptidos, proteinas y otros materiales
biolégicos, como de encapsular &cidos nucleicos, proteinas, polimeros, y pequefias
moléculas orgénicas e inorganicas (Yildiz & Steinmetz, 2011). Entre los usos mas
destacables se encuentran su uso como vacunas, en la administracion de
medicamentos o agentes de contraste. Esto Ultimo, permite la inmovilizacion de los
agentes fluorescentes en las VLPs permitiendo una carga elevada y especifica,
evitando agregacion o desactivacion de los compuestos fluorescentes, lo que
proporciona un beneficio para la obtencion de imagenes médicas (in vivo) para el

diagnéstico y evaluacién de tratamientos terapéuticos (Wu et al., 2013).

Otro uso importante de las VLPs es la terapia génica, debido a su natural
capacidad de unién a acidos nucleicos, como la administracion sistémica del miR-
146a a través de VLPs del bacteri6fago MS2, que presentdé como resultado un
tratamiento eficaz en la reduccién de la expresion de anticuerpos y los niveles de
citoquinas inflamatorias en ratones propensos a lupus eritematoso sistémico (Pan
et al., 2012)

2.1.2 Sistemas de produccion de VLPs

El proceso de produccibn de VLPs de manera genérica consta
principalmente de tres secciones: produccion, purificacion y formulacién. En el
paso de produccion, se clonan los genes estructurales virales de interés, con el
objetivo de sobreexpresar estas proteinas necesarias para la formacion de la

capside viral a través de sistemas de expresién conformados por un organismo

14



hospedero procariota (bacterias) o eucariota (levaduras, células de insectos,
mamiferos y plantas), y un vector de expresion que posee los elementos génicos
necesarios para realizar los procesos de transcripcion y traduccion
(Venkataraman, 2020). Al obtener la expresion de la proteina, las células
hospederas se cosechan, lisan y clarifican, para asegurar la eliminacién de
residuos de células contaminantes. Posteriormente, la elaboracion de las VLPs
purificadas, esta acompafiada por pasos de cromatografia, como afinidad,
intercambio anionico, exclusibn molecular o pasos de ultracentrifugacion.
Finalmente, las proteinas de capside obtenidas se ensamblan o desensamblan
para eliminar los acidos residuales de la célula huésped, esto dependiendo del

estado en el que se encuentre el producto purificado (Vicente et al., 2011).

Una de las etapas importantes de la produccion de las proteinas
estructurales, es la eleccion del organismo hospedero, ya que se realiza de
acuerdo con las propiedades quimicas y biolégicas de la proteina recombinante.
Se pueden utilizar sistemas de expresion procariota o eucariota para proteinas
gue requieran modificaciones postraduccionales (Zeltins, 2013). Los sistemas

mas utilizados son:

e Baculovirus/células de insecto: es un sistema de expresion para la
produccion de VLPs formadas por repeticiones de una subunidad de proteina
de céapside (virus no envueltos) y para aquellas formadas por diferentes
proteinas (virus envueltos). Presentan caracteristicas como un alto
rendimiento de proteinas recombinantes en comparacién con las obtenidas
en bacterias y levadura. También, son capaces de llevar a cabo vias
complejas de modificaciones postraduccionales. Las lineas celulares de
insecto ampliamente utilizadas derivan de Spodoptera frugiperda (Sf9/Sf21)
y Trichoplusia ni (Tn5) (Vicente et al., 2011).

e Células de mamifero y aves: son sistemas de expresion para la produccion
de multiples proteinas estructurales, por lo tanto, pueden ser utilizadas para

la obtencion de VLPs envueltos y no envueltos. De igual manera que las
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células de insecto, estos sistemas son altamente eficientes en
modificaciones postraduccionales, mejorando el plegamiento de proteinas.
Existe una amplia gama de lineas celulares, algunos ejemplos son las células
de ovario de hamster chino (CHO), células de riidn de hamster (BHK-21) y
células embrionarias de riidbn humano 293 (HEK293). Sin embargo,
presentan ciertas desventajas, como bajos rendimientos de produccion y la

posibilidad de transmision de patégenos (Fuenmayor et al. 2017).

e Levaduras: utilizadas especialmente para la expresion de proteinas
recombinantes aplicando sistemas de Saccharomyces cerevisiae y Pichia
pastoris. Esto sistemas presentan ventajas como crecimiento celular rapido,
alto rendimiento de expresion de proteinas heterdlogas, facil escalamiento y
las proteinas pueden presentar algunas modificaciones postraduccionales
(Dai et al., 2018).

e Bacterias: es uno de los sistemas mas utilizados para la expresion de una
amplia gama de proteinas recombinantes, al igual que muchos tipos de VLPs,
especialmente para VLPs de virus no envueltos. La expresion se lleva a cabo
principalmente en Escherichia coli (E. coli), que representa una opcién de
sistema eficiente debido a caracteristicas como crecimiento rapido, cultivos
de bajo costo con altas densidades celulares, facil escalamiento, amplia
variedad de vectores de expresion y cepas mutantes para aumentar la
produccion de proteinas. Aunque, al igual que otros sistemas de expresion,
presenta desventajas como la ineficiente secrecion de proteinas al medio de
cultivo, la formacion de cuerpos de inclusion insolubles en el citoplasma
celular y pocas modificaciones postraduccionales (Rosano & Ceccarelli,
2014).

Las VLPs también se logran obtener a partir de los viriones nativos, los cuales
pueden ser producidos en niveles altos en huéspedes naturales, tal es el caso de
los virus de plantas, como el virus del mosaico del bromo (BMV), el CCMV, el virus

del mosaico del tabaco (TMV), que se pueden obtener en cantidades de gramos en
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plantas infectadas por dichos virus. Estos viriones obtenidos se desensamblan bajo
condiciones fisicoquimicas especificas, seguido de un proceso de hidrolisis alcalina
de los &cidos nucleicos liberados. Finalmente, las proteinas de capside libre de
acidos nucleicos son reensamblados en VLPs con morfologia y tamafo
caracteristico (Ochoa et al.,, 2006). Sin embargo, las VLPs quiméricas, con
mutaciones para diversas aplicaciones de entrega dirigida, a menudo son

producidas en sistemas de expresion heterdloga como E. coli o en levaduras.

La variedad de cepas de E. coli para la expresion de proteinas es amplia,
muchas de ellas son especializadas. Comunmente, las cepas utilizadas son
BL21(DE3) y algunas derivadas del linaje de K-12 (Daegelen et al., 2009). Entre las
peculiaridades de la cepa BL21 se encuentra la deficiencia de las proteasas Lon y
OmpT, que reducen considerablemente la degradacion de la proteina recombinante
dentro de la bacteria (Grodberg & Dunn, 1988). Ademas de la insercion del profago
ADE3 en su cromosoma, donde se adiciono el gen de la RNA polimerasa T7 bajo el
control transcripcional del promotor lacUV5, que puede ser inducido por lactosa o
su andlogo no hidrolizable isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) (Studier &
Moffatt,1986). La expresion basal puede ser controlada con la expresion de la
lisozima T7 que es proporcionada a la bacteria por un plasmido compatible dando
como resultado una cepa llamada BL21(DE3)pLysS (Dubendorf & Studier 1991).

Otro tipo de sistema utilizado para la expresion heteréloga de proteinas es la
cepa BL21 transformada con plasmidos que contienen sistemas de chaperonas. Tal
es el caso del plasmido pGro7 con las chaperonas GroEL-GroES, el cual contiene
un promotor araB, por lo que la expresion de las chaperonas es inducida por L-
arabinosa a una concentracion final de 0.5 - 4 mg/mL, ademas cuenta con un
marcador de resistencia a cloranfenicol. Este sistema de chaperonas, GroEL y su
co-chaperona GroES, son una de las proteinas mas estudiadas y abundantes en
bacterias. Su funcion principal radica en ayudar y acelerar el plegamiento de las
proteinas presentes en la célula al interactuar con ellas transitoriamente o no-
covalentemente, ademas de requerir ATP para desempefiar su funcién (Deuerling
& Bukau, 2004).
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La estructura tridimensional (PDB 1AON) del complejo GroEL-GroES
proporcionada por Xu et al. en 1997, indica que GroEL estd compuesta por 14
subunidades idénticas, cada una ellas con una masa molecular de 57 kDa. Sus
subunidades interaccionan y se ensamblan como dos anillos heptaméricos
apilados, dejando una cavidad interna para la union de las proteinas no nativas, con
un diametro de aproximadamente 45 A. Mientras que GroES esta formada por 7
subunidades idénticas con una masa molecular de 10 kDa, que de igual manera
que GroEL, se ensamblan en anillos heptaméricos (Figura 4). La interaccion entre
los dominios de GroEL y GroEs, se lleva a cabo con la presencia de Mg2*-ATP o
Mg?*-ADP, formando compartimentos con paredes hidrofilicas que aumentan el

correcto plegamiento de proteinas con un tamafio de hasta 70 kDa y posteriormente

su liberacién. En este trabajo empleamos la cepa de E. coli BL21(DE3)pGro?7.

Figura 4. Estructura del complejo de GroEL-GroES con sus respectivas dimensiones. A) Vista superior y hacia
debajo de la unién de GroES (naranja) con uno de los heptdmeros de GroEL (verde). B) Vista lateral del
complejo de chaperonas representando en rojo un heptadmero de GroEL (Xu et al., 1997)
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2.1.3 Ensamble de VLPs

Un proceso importante para la obtencion y uso de VLPs, adicional a su
produccion en sistemas de expresion, es el mecanismo de ensamble y desensamble
de las capsides, ya que es considerado como una alternativa para el
encapsulamiento y liberacién de agentes terapéuticos. Principalmente, la capacidad
de organizacion de las proteinas de capside en presencia de proteinas, enzimas,
lipidos, &cidos nucleicos y moléculas organicas, formando estructuras definidas y
caracteristicas de los virus (Chaudhary & Yadav, 2019). Ademas, el entendimiento
del proceso de ensamble de los virus, de igual manera, es empleada para la
modificacion de VLPs mediante ingeniera de proteinas para el desarrollo de
nanovehiculos mas especializados en aplicaciones en la entrega sito-dirigidas
(Dedeo et al., 2011)

Este proceso de ensamble de capsides virales se puede definir como una
oligomerizacion compleja, regulada por interacciones ordenadas entre las
subunidades de proteinas y una serie de intermediarios, que generalmente son
estructuras transitorias. Universalmente se reconocen tres mecanismos para el
ensamble de las capsides (Figura 5): aquella en la cual solo se requiere la
participacion de la proteina formadora de la capside en condiciones establecidas; el
mecanismo en el que requiere ademas de la proteina de capside, otra u otras
proteinas andamio y finalmente, el ensamble que se lleva a cabo a través de la
interaccion entre acidos nucleicos y las subunidades de las proteinas de capside
(Mateu, 2013).

En conjunto, este proceso incluye una amplia complejidad estructural, aun en
las capsides icosaédricas mas sencillas, las cuales se encuentran formadas por una
solo proteina de capside. En este caso, las capsides estan constituidas por decenas
0 cientos de copias de la misma proteina, que son capaces de adoptar diversas
conformaciones ligeramente diferentes en la capside, pero siempre manteniendo su

integridad. Algunas de estas conformaciones se encuentran formando pentameros
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y otras de ellas forman hexameros, sin mantenerse necesariamente en oligémeros

aislados ni estables (Perimutter & Hagan, 2015).
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Figura 5. Mecanismo de ensamble de capsides. A) Ensamble a partir de las subunidades
proteicas B) Ensamble asistido por proteinas andamio C) Ensamble formado por la interaccién
entre las subunidades proteicas y los acidos nucleicos del virus (Mateu, 2013).

Ademas de la conformacion de las subunidades de proteinas, la composicion
en cuanto a proporcion de aminoacidos polares, aromaticos e hidrofébicos,
representan un papel de gran importancia, ya que dan lugar a la formacién de
secciones importantes para el ensamble. Tal es el caso de los segmentos cortos del
N-terminal y C-terminal de la proteina que, en la mayoria de las capsides,
representan secciones ordenadas y desordenadas que pueden contener dominios
ricos en arginina y lisina, que proporcionan cargas positivas, aumentando su
interaccion con acidos nucleicos y permitiendo el ensamble o la estabilidad de la
capside (Beren et al., 2020; Speir et al.,1995). Asimismo, los aminoacidos
formadores de capside también son capaces de proporcionar regiones que den

lugar al contacto entre las subunidades de la proteina de cépside a través de
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interacciones hidrofobicas, electrostaticas, de van der Waals, y enlaces de
hidrogeno, asegurando la formacion de particulas cerradas (Chaudhary & Yadav,
2019).

De manera general, el ensamble de virus icosaédricos se desarrolla en tres
etapas generales: una fase inicial lenta, durante la cual se crean intermediarios
estables de la capside como dimeros de subunidades de proteinas. Posteriormente
se lleva a cabo el proceso llamado nucleacion, donde se forman pentameros por la
union de dimeros, y finalmente una etapa de crecimiento, determinada por la adicion
de subunidades libres hasta la construccion de VLPs uniformes (Figura 6)
(Perlmutter & Hagan, 2015). ElI mecanismo de nucleacion y crecimiento es
favorecido por interacciones fuertes proteina-proteina, tipicamente a pH bajo y a
una concentracién especifica de proteina. Esta propiedad fisicoquimica es
importante en el control y direccion del proceso de ensamble, ya que, en algunos
casos, es el cambio de pH el que proporciona interacciones electrostaticas entre las

cargas de las proteinas, dando lugar a un ensamble completo (Habibi et al., 2016).

Las condiciones de ensamble y desensamble pueden variar de un tipo de
virus a otro. Generalmente se utilizan sistemas de amortiguadores para llevar a cabo
este proceso in vitro. En algunos casos, los sistemas estan conformados por fuerza
i6nica alta o baja, agentes reductores, iones divalentes, agentes quelantes, aditivos
como glicerol o L-arginina y otros agentes quimicos a pH acido o bésico y cierta
temperatura. (Perimutter & Hagan, 2015). Tal es el caso del CCMV, el cual es capaz
de ensamblarse in vitro a partir de un sistema compuesto por un pH acido, alrededor
de 4-5, en presencia de iones Mg*? y fuerza idnica alta y baja. Estas capsides
también se pueden desensamblar hasta sus subunidades proteicas, en condiciones
de pH neutro (Lavelle et al., 2007). El Poliomavirus, se puede ensamblar en un
ambiente con baja fuerza idnica, en presencia de glicerol como aditivo en un pH
neutro, 7.4 (Gleiter & Lilie, 2001).
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Figura 6. Esquema del mecanismo de ensamble para el Virus del moteado clorético del caupi (CCMV)
(Perlmutter & Hagan, 2015).

2.2 Virus del mosaico del bromo

2.2.1 Caracteristicas Generales

Recientemente ha crecido el interés por el desarrollo de VLPs a partir de virus
de plantas para su uso en areas como nanomedicina. Especialmente por
caracteristicas como la simplicidad de la estructura, en las cuales, la cipside esta
formada por una o dos proteinas, sin una capa lipidica 0 membranas. Ademas, es
facil de, la plasticidad de la capside le permite expandir su tamafio (hinchamiento),
su capacidad de ensamble y desensamble, y no son un peligro biolégico, ya que no
son infecciosos para células de animales y humanos. Finalmente, los virus de
plantas son estructuras altamente estables en diversas condiciones de temperatura,
pH, fuerza ibnica, presencia de proteasas y en diferentes mezclas organicas (Zhang
et al., 2018; Alemzadeha et al., 2018).

Entre los virus icosaédricos con mayor area de investigacion y aplicacion
como plataformas de nanovehiculos se encuentran algunos virus de plantas, como
es el caso del virus moteado clorético del caupi (CCMV), el virus del mosaico del
caupi (CPMV), el virus del mosaico del bromo (BMV) y entre los virus helicoidales
es el virus del mosaico del tabaco (TMV) (Hema et al., 2019).
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El BMV (Brome mosaic virus) pertenece a la familia Bromoviridae y género
Bromovirus. Este virus Infecta plantas de cereales como Nicotiana benthamiana y
Hordeum vulgare (He et al., 2020). El BMV es, al igual que muchos virus que
infectan plantas, un virus icosaédrico no envuelto. Por lo que, la capside se
encuentra formada por una sola proteina de capside (CP) repetida 180 veces,
formando pentdmeros y hexameros ordenados en una estructura T=3. Esta
organizacion es la encargada de proteger su material genético, el cual se encuentra
compuesto por cuatro moléculas de RNA de una sola hebra positiva: RNA1 (3.2 kb),
RNA2 (2.9 kb) RNA3 (2.1 kb) y un subgendmico RNA4 (1 kb) (Figura 7). EI RNAly
RNA2 se encuentran empaguetados en capsides separadas y ambos son
necesarios para la replicacion y transcripcion del virus, ya que el RNA1 codifica para
una proteina con propiedades similares a una helicasa y el RNA2 para una RNA
polimerasa. El RNA3 y el subgendmico RNA4, son empaquetados en la misma
capside. RNA3 codifica para una proteina de movimiento requerida para la
propagacion, y el subgendémico RNA4 codifica para la CP (Ahlquist, 1992).
Cada virion de BMV tiene un peso molecular de alrededor de 4.6 MDa y una capside

viral con diametros exterior e interior de 28 y 18 nm, respectivamente (Bockstahler
& Kaesberg,1962; Strugata, 2017).

1a ORF
5’ 2
RNA 1 . [ h CCA3

‘i

2a ORF
5

CCA3’
RNA2 o 1 lg?)

MP ORF CP ORF

“ CCA3’
RNA3 O }-{ | =)

RNA 4

Figura 7. Composicién estructural del Virus del mosaico del bromo (BMV). A) La cépside icosaédrica compuesta por
180 subunidades proteicas ordenadas en una configuracion T=3. B) Organizacion del material gendmico del BMV
representado en las tres particulas de BMV que empaquetan cada RNA (RNA1, RNA2, RNA3 y el subgendmico RNA4)
junto con el diagrama esquematico de la region codificadora de las proteinas (Kao et al., 2011).
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2.2.2 Estructura de la capside y su estabilidad

El BMV cuenta con una capside icosaédrica que se encuentra arreglada en
una configuracién T=3, de modo que participan 180 subunidades de CP, cada una
de ellas compuesta por 189 residuos de aminoécidos con un peso molecular de 20.3
kDa (Kao et al., 2011). La organizacion de la capside implica tres subunidades de
CP, subunidad A, By C, las cuales forman 12 pentameros a partir de la subunidad
Ay 20 capsdémeros hexaméricos con las subunidades B y C (Figura 8). Estos
pentdmeros y hexameros estan caracterizados por la presencia de un poro en su
centro, cada uno con un diametro de alrededor de 5y 6 A, respectivamente (Lucas
et al., 2002).

Entre las funciones importantes de la CP en el BMV, se encuentra su
integracion como un coordinador en el proceso de la infeccion viral. Esto incluye
desde la participacion en el complejo de la replicacion hasta suprimir la respuesta
inmunitaria innata de las células de plantas hospederas (Kao et al., 2011). Ademas,
las regiones amino- y carboxilo-terminal (N-terminal y C-terminal) de las
subunidades de CP también actuan sobre la estabilidad de la capside del BMV.
Principalmente, esta integridad se mantiene por interacciones electrostaticas entre
el RNA y el N-terminal de las subunidades proteicas (Pfeiffer et al., 1976). Esto
debido a que el N-terminal, compuesto de 26 aminoacidos, contiene un motivo rico
en argininas y otros aminoacidos con cargas positivas como la lisina, que se
extiende hacia el interior de la capside, proporcionando una cavidad altamente
positiva que interacciona con la carga negativa de los grupos fosfato del material

genético (Lucas et al., 2002).

En capsides vacias, como es el caso de las VLPs, las principales
interacciones en el ensamble se forman por la integracién de las subunidades
proteicas a través del dominio globular de la CP y su region C-terminal (Kao et al.,
2011) y aungue son mas débiles que las interacciones entre proteina y RNA, son
suficientes para mantener la estabilidad de la capside, que puede, ademas,

aumentar con ayuda de cationes divalentes (Pfeiffer et al., 1976). Un catién
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importante es el Mg?*, el cual es coordinado por los residuos de glutamato, treonina
y aspartato de la CP, para mejorar la construccion in vitro del BMV y mejorar su
estabilidad (Lucas et al., 2002).

El ensamble de las capsides de BMV en funcion del pH y la fuerza iénica se
ha estudiado desde 1974 por Pfeiffer & Hirth, encontrando diferentes estados de
agregacion dependiendo de las condiciones evaluadas y llegando a la conclusién
de que los dimeros es la principal unidad constructora de la capside. Asi como las
condiciones ideales para la existencia de estos dimeros, las cuales son pH neutro y
fuerza idnica > 0.5 M (Pfeiffer & Hirth, 1974; Berthet-Colominas, 1987). Al cambiar
las condiciones a un pH menor a 5, las unidades constructoras comienzan a

polimerizar en estructuras similares a los virus (Pfeiffer & Hirth, 1974).
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Figura 8 Estructura de la proteina de cépside (CP). A) Trimero con las subunidades proteicas A, By C,
ilustrando la localizacién de las regiones N- y C-terminal que forman la cédpside (N- y C- terminal
representado con las letras N y C, respectivamente). B) Pentamero formado por las subunidades A que
se observan en amarillo. C) Capsémero hexamérico formado por las subunidades B (azul) y C (verde), en
su centro se observa un poro de alrededor de 6 A de didmetro (Lucas et al., 2002).
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De acuerdo con la cinética del crecimiento del ensamble de las capsides, este
proceso es sigmoideo y dependiente del tiempo. Aunque existe una concentracion
critica por debajo de la cual no se produce un ensamble notable, el incremento en
la concentracion de CP acelera la tasa de reaccién, que adicionalmente puede ser
mejorada en condiciones de temperatura baja, obteniendo reacciones de ensamble

gue toman al menos 24 horas (Chen et al., 2008).

El reensamble de las unidades de CP es beneficiado cuando el cambio de
condiciones en el proceso de dialisis va desde pH 7.4y 1 Mde NaClapH5y 0.1 M
de NaCl, resultando moléculas estables (Pfeiffer & Hirth, 1974). Al tener 70 % de
identidad y ser altamente homologos BMV y CCMV (Lucas, et al., 2002), se estima
gue las condiciones de ensamble de CCMV son reproducibles para BMV, las cuales
requieren que el reensamble sea de preferencia preferible a pH 4.8 con alta fuerza
ionica, y de igual manera que en BMV, es mas eficiente en presencia de cationes

divalentes, como Mg?* (Lavelle et al., 2007).

Adicionalmente, BMV muestra comportamientos interesantes relacionados
con la estructura de la capside y con diversas condiciones fisicoquimicas. Esta
conducta se observa cuando BMV se encuentra disociado en dimeros y ocurren
mutacion o eliminacion de cierto numero de aminoécidos en la region N-terminal de
CP, la estructura T=3 puede presentar un rearreglo en su configuracion, dando
como resultado cépsides con una conformacion T=1. Sin embargo, también puede
existir el caso donde la estructura icosaédrica directamente se condense de T=3 a
T=1 por desprendimiento de los capsOmeros hexaméricos, como consecuencia de
la exposicion a altas concentraciones de CaCl: a alta fuerza idnica, estas particulas
tienen un didmetro de alrededor de 17-18 nm, similar a la de una particula

icosaédrica T=1 (Lucas et al., 2001).

Otro comportamiento interesante, y utilizable para la encapsulacién de
materiales, es la expansion radial reversible (hinchamiento) del BMV que esta
correlacionada con el aumento del pH. Strugata en el 2017, analizé dicho proceso
observando que con NaF 0.1 M a pH 5.6, el tamafio de los viriones es de 29.06 nm,

y observé que a pH 8.4, alcanz6 un diametro de 31.08 nm. Por lo que sugirié que
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su punto isoeléctrico es pH 6.4, ya que dicha expansion podria ser consecuencia de
cambiar la carga neta neutra de CP en pH 6.4 a negativa en pH 7.4, aumentando
asi las fuerzas repulsivas entre las unidades de CP y el ARN gendmico cargado
negativamente. La plasticidad caracteristica de las capsides vacias de los
bromovirus también se logra explicar con las interacciones del C-terminal,
particularmente con Ca?* y Mg*?, debido a las repulsiones de los grupos carboxilo

que promueven la separacion de las subunidades entre pH 6 y 7 (Lucas et al., 2002).

2.2.3 Usos del BMV

Entre las principales aplicaciones del BMV se encuentran los estudios
enfocados a la biologia celular. BMV se ha utilizado como modelo para estudiar
la expresion génica, la replicacion y recombinacion del ARN, las interacciones
virus-huésped, el ensamble y la encapsulacion del ARN de cadena positiva.
Estos principios se extienden a una gran variedad de virus. Dentro de los
estudios del BMV, se analiz6 la capacidad de disefiar la expresion de
transcripciones y se encontré un medio para manipular el genoma viral del ARN
(He et al., 2020).

Uno de los primeros usos de esto nuevos enfoques, se realizé en la
expresion de otros genes insertos en el genoma viral, los cuales fueron capaces
de conservar su capacidad de replicacién y expresion, como en el caso de la
insercibn de un gen reportero bacteriano, de la enzima cloranfenicol
acetiltransferasa (CAT), dentro del RNA3 de BMV que, al ser replicado, adquirié
la actividad del CAT. Este ultimo y diversos estudios mas, demostraron las
funciones del genoma de una manera flexible y tolerable a cambios como la
insercidbn de genes, representando un avance para la evolucion de virus,
biotecnologia y aplicaciones para vectores de expresion génica (Ahlquist et al.,
1987; He et al., 2020).
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Entre las investigaciones recientes del BMV, también se encuentra el uso
de la capside del virus para la formacion de VLPs. La obtencion de estos
nanovehiculos a partir de BMV se he realizado principalmente mediante la
replicacion de viriones en plantas infectadas como Nicotiana benthamiana o
Hordeum vulgare. Los virus obtenidos son purificados por gradientes de
sacarosa o de cloruro de cesio. Posteriormente, mediante su capacidad de
ensamble y desensamble, el virus se disocia hasta sus subunidades proteicas
para separar el material genético o ARN vy finalmente, se recolectan solo las
proteinas de capside (CP) y se utilizan para la formacion de VLPs (Dragnea et
al., 2003; Lucas et al., 2002).

Diversos materiales se han utilizado para los estudios de

encapsulamiento dentro de la cavidad vacia de estas VLPs de BMV como:

e Nanoparticulas de oro de entre 2.5 - 4.5 nm de diametro, las cuales fueron
tratadas con citrato para formar una capa intermedia, quedando entre la
superficie de oro y la proteina (Dragnea et al., 2003).

e Nanoparticulas de oro funcionalizadas con polietilenglicol (PEG) con
carboxilo terminal, donde la eficiencia de encapsulamiento mejoré, ya que
pretendieron simular el comportamiento electrostatico del RNA del BMV
nativo (Chen et al., 2006). En ambos ensayos de encapsulamiento de
nanoparticulas de oro, presentaron posibles aplicaciones para imagenes

meédicas y en la deteccion bioanalitica.

e Puntos cuéanticos de CdSe/ZnS (ndcleo de seleniuro de cadmio y envoltura
de sulfuro de zinc) con una capa de HS-PEG-COOH entre los puntos
cuanticos y las proteinas de capside, proporcionando estructuras estables y
uniformes con caracteristicas similares a los viriones y aplicaciones en el

desarrollo de sondas luminiscentes de alto rendimiento (Dixit et al., 2006).
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Oxido de hierro funcionalizadas con PEG-fosfolipidos, fueron encapsuladas
eficientemente a pesar de presentar un tamafo mayor al de la cavidad del
BMV, resultando en estructuras superparamagnéticas con aplicaciones en
imagenes de resonancia magnética y materiales biomagnéticos (Huang et
al., 2011).

Indocianina verde (ICG), fue encapsulada mediante interacciones
electroestaticas entre la ICG y CP. Esta molécula es un cromoéforo de
infrarrojo cercano aprobado por la FDA y, al encontrarse dentro de la cavidad
de BMV, present6 alta estabilidad Optica a temperatura fisioldgica (37°C).
Ademas, mediante células epiteliales bronquiales humanas, obtuvieron
imagenes Opticas intracelulares in vitro, sin presentar toxicidad. Por lo que,
pueden presentar aplicacion en la obtencion de imagenes 6pticas de tejidos
profundos y la entrega en sitios especificos (Jung et al., 2011; Gupta et al.,
2013).

Pequefios RNAs de interferencia encapsulados mediante interacciones
electroestéticas. Las VLPs fueron cargadas con siRNA contra la proteina
verde fluorescente (siGFP) y de manera paralela, con siRNA contra Aktl
(siAktl), una cinasa involucrada en los procesos de proliferacion, migraciéon
y transformacion celular. En cada caso se observé la inhibicion de GFP y con
Aktl, el crecimiento tumoral en ratones. Ademas, encapsulando un
fluoréforo, NanoOrange, en la capside de BMV y CCMV, en ambas VLPs se
evalu6 la capacidad de internalizacion celular en células tumorales
mamarias, en las cuales no se observaron efectos citotoxicos después de la
internalizacion. Sin embargo, solo el BMV no activé macréfagos in vitro,
sugiriendo que estas VLPs son menos inmunogénicos en comparacion con
el CCMV (Nufez et al., 2020).
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Ademas de los ensayos de encapsulamiento en la cavidad de las VLPs de BMV,
también se ha evaluado la modificacion quimica y genética de la superficie de la
capside para mejorar el disefio para posibles aplicaciones de imagen y terapéutica
(Figura 9). Mediante bioconjugacion maleimida-tiol y ligacion de hidrazona a
mutantes de cisteinas del BMV, se unieron eficientemente colorantes fluorescentes
como OregonGreen 488, cadenas de PEG, proteinas localizadoras tumorales como
holotransferrina humana, quimioterapéuticos como doxorrubicina y péptidos de
penetracion celular como péptidos R5. En todos los casos sin presentar alteraciones

en la estructura de la capside (Yildiz et al., 2012).
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Figura 9. Conjugacién de diferentes ligandos a la cdpside de BMV. A) Colorantes fluorescentes
OregonGreen 488 o cadenas de PEG. B) Proteinas localizadoras tumorales, holotransferrina humana. C)
Quimioterapéuticos, doxorrubicina. D) Péptidos de penetracion celular, péptidos R5 (Yildiz et al., 2012).
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Dado el enorme potencial de aplicacion de las VLPs del BMV, en este trabajo
nos propusimos estudiar la expresion heterdloga de la CP de este virus. Existen
muy pocos reportes de la expresion de la CP del BMV en E. coli, por lo que
decidimos explorar el uso de este sistema de expresion, dado el amplio

conocimiento que se tiene sobre su uso en la expresion de proteinas heterélogas.
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3. HIPOTESIS

Es posible producir la proteina de capside del virus del mosaico del bromo
mediante la sobreexpresion heter6loga en un sistema bacteriano de E. coli
modificando las condiciones de induccién, como concentracion de inductor, tiempo,
temperatura y cepa usada. Esta proteina recombinante sera competente para el

ensamble de particulas tipo virus.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Explorar el potencial de la expresion heter6loga en E. coli de la
proteina de capside del virus del mosaico del bromo para la formacion de

particulas tipo virus.

4.2 Objetivos particulares

e Sobre-expresar la CP del BMV en E. coli.

e Purificar la CP en condiciones nativas.

e Probar la competencia de formacion de VLPs.

e Evaluar la estabilidad de las VLPs frente a cambios de pH y fuerza i6nica en
presencia y ausencia de iones Mg?*.

e Analizar la interaccion entre CP de BMV y acidos nucleicos de E. coli.

e Determinar las condiciones de desensamble de las VLPs.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Metodologia general

[ Trasformacion de células E.coli BL21pGro7

Sobreexpresion de CP de BMV en E.coli

=

—r[ Purificacion de CP

Analisis por DLS de las

nanoparticulas de BMV ] *

Ensayos de estabilidad de las VPLs

Estudio de la interaccion entre acidos nucleicos y CP

Caractenzacion de las VLPs mediante DLS,
SEC, TEM y AFM

Determinacion de las condiciones de
desensamble

Figura 10. Representacion esquematica de la metodologia general a desarrollar en el proyecto
“Expresion de la proteina de cdpside del virus del mosaico del bromo en E. coli y su ensamble
en particulas tipo virus”
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5.2 Materiales

Reactivos quimicos

1,4-Ditiotreitol (DTT)
Acetato de uranilo
Acido citrico

Acido etilendiamino tetracético
(EDTA)

Agar LB (Luria-Bertani)
Ampicilina
Benzonasa

Cloranfenicol
Cloruro de Calcio (CaClz)
Cloruro de Sodio (NacCl)

Etanol

Fosfato de Sodio dibasico (Na2HPOa4)

Isopropil-1-tio-B-D-galactopirandsido
(IPTG)

L-Arginina
Membrana para dialisis
Tris-HCI

Urea

Acetato de sodio (AcONa)
Acido acético glacial (AcOH)
Acido clorhidrico (HCI)

Adenosina 5 -trifosfato (ATP)

Agarosa UltraPureTM
Azul Brillante R-250
Bromuro de Etidio
Clorhidrato de Guanidina (GndHCI)
Cloruro de magnesio (MgClz)
Dodecilsulfato de Sodio (SDS)

Fosfato de potasio monobasico
(KH2PO4)

Fosfato de sodio monobasico
(NaH2PO4)

L-arabinosa

Medio LB (Luria-Bertani)
SYPRO Ruby

Tritébn X-100
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Equipo

Marca

Balanza analitica BP 221S
Balanza de dos platos
Bafio refrigerante
Centrifuga Refrigerada 5702 R
Centrifuga Refrigerante RC 6+

Cromatografia liquida de proteinas a
alta velocidad (FPLC)

Espectrofotdmetro biochrome
Incubadora MaxQ400
Micro Centrifuga 5418

Micropipetas (2.5, 5, 20, 100, 200,
1000 mL)

Microscopio de fuerza atomica

Microscopio de transmision
electronica

pHmetro 700
Sonicador CPX 750
Speed Vac SC110
Termobloque
Termomixer confort
Trans-iluminador UV T1203
Vortex

Zetasizer uVv

Sartorius

Hoefer Scientific Instruments
Eppendorf
Thermo Scientific Sorvall

Akta

Libra
Thermo Scientific
Eppendorf

Eppendorf/Gilson

Innova Vecco Instruments Inc

JEOL JEM-ARM200F

Oakton
Cole Parmer
Savant
Labnet
Eppendorf
Sigma
Gilson

Malvern Instruments
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5.3 Metodologia

5.3.1 Transformacién bacteriana.

La transformacion bacteriana se realiz6 mediante el método de choque
térmico. Se utilizaron células competentes de E. coli BL21(DE3) y E. coli
BL21pGro7, ademas del vector pET-CP. Este plasmido fue adquirido
comercialmente (Bio Basic, Canada) y posee la secuencia del gen optimizada que
codifica a la proteina de capside del BMV clonada entre los sitios Ndel y EcoRlI del
sitio de clonacién multiple del vector comercial pET22b(+), por lo que no posee His-
tag. El plasmido fue hidratado con 100 pL de agua destilada estéril. Posteriormente
se agregd 1 pL de la solucion del plasmido a la alicuota con 50 pL de células
competentes, sin contacto con la superficie inferior de la alicuota para evitar una
transferencia de calor. Estas células con el plasmido se incubaron directamente en

hielo por 30 min.

Al finalizar el tiempo de la primera incubacion, la alicuota fue transferida a un
termoblogue que previamente se mantuvo a una temperatura de 42°C. Se dejé
incubando por 50 s a dicha temperatura para inducir el choque térmico y de esta
manera lograr la entrada del plasmido a las células bacterianas. Después, se volvio
a conservar por 2 min en hielo y en seguida se adicionaron y mezclaron 500 pL de
medio Luria-Bertani (LB) para llevarlas a una etapa de recuperacién donde fueron
incubadas durante 40 min a 37°C con agitacion de 220 rpm.

Finalmente, 50 pL de células transformadas fueron inoculadas con ayuda de
perlas de vidrio para aumentar la distribucién en cajas de Petri que contenian agar
LB preparadas con 100 pg/mL de ampicilina'y 20 pg/mL de cloranfenicol. Las cajas
inoculadas se mantuvieron en incubaciéon durante toda la noche a 37°C. Al siguiente
dia, se corrobor¢ la existencia de placas con colonias aisladas, las cuales serian

utilizadas para la obtencion de proteina.
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5.3.2 Sobre-expresion de la proteina de capside.

La sobre-expreson de CP se realiz6 por medio de una colonia aislada de E.
coli BL21pGro7 transformada con el plasmido pET-CP. Esta colonia se inoculd en
10 mL de medio LB con 100 pg/mL de ampicilina y 20 pg/mL de cloranfenicol, se
dej6é incubando durante toda la noche (ON) a 37°C con agitacién de 220 rpm. Del
cultivo anterior se inocularon los tubos necesarios para los ensayos de induccion,
cada uno de ellos con 100 pL del cultivo ON en 10 mL de medio LB que contenian
100 pg/mL de ampicilina, 20 pg/mL de cloranfenicol y 0.5 mg/mL de L-arabinosa. El
cultivo se mantuvo a 37°C con agitaciéon de 220 rpm alrededor de 4-5 h, hasta
alcanzar una DOsoo (densidad 6ptica, DO, a una longitud de onda de 600 nm) de
aproximadamente 0.6-0.8. Antes de la induccién de CP se tom6 una muestra de 1
mL del medio de cultivo y en seguida se realizd la induccion con IPTG. La sobre-
expresion de CP fue evaluada a diferentes concentraciones de IPTG (0.2,0.6y 1.0
mM) a temperaturas de 25, 30 y 37°C y con tiempos de induccion de 2, 4, 6, 16 y
24 h, tomando muestras del medio de cultivo para posteriores andlisis. De manera
que, para comparar los resultados de la induccion, todas las muestras antes y
después de la induccién se llevaron a una DOesoo de 0.6., de estas muestras se
tomaron 100 pL y se centrifugaron a 5,000 rpm por 15 min, el sobrenadante fue
desechado y el pellet celular se resuspendié en 20 pL de agua destilada. Las
muestras antes y después de la induccién fueron analizadas por SDS-PAGE en un
gel de proliacrilamida al 12.5% para determinar las condiciones de sobre-expresion.

5.3.3 Escalamiento del cultivo celular.

Al obtener sobre-expresion de CP en 10 mL de medio, se intento escalar el
volumen de produccion. Por lo tanto, se inocul6 una colonia aislada en un tubo con

10 mL de LB con 100 pg/mL de ampicilina y 20 ug/mL de cloranfenicol. Se dejé
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creciendo durante toda la noche a 37°C con agitacion de 220 rpm. Al siguiente dia,
se inocularon los siguientes volumenes de medio, cada uno ocupando el 20% de la

capacidad del matraz (Tabla 1):

Tabla 1. Escalamiento de cultivos celulares. Volumen de produccién en 50, 100 y 250 mL

Matraz Erlenmeyer Medio LB In6culo ON
(mL) (mL) (mL)
250 50 0.5
500 100 1
1000 250 2.5
2000 500 5

Cada matraz con antibidticos a una concentracion final 100 pug/mL de
ampicilina, 20 pg/mL de cloranfenicol y 0.5 mg/mL de L-arabinosa. Los cultivos se
mantuvieron a 37°C con agitacion de 220 rpm hasta alcanzar una DOsoo =0.6-0.8.
Posteriormente, se llevd a cabo la induccién con IPTG a una concentracion final de
0.6 mM durante toda la noche. La expresion de CP fue analizada por SDS-PAGE

en un gel de proliacrilamida al 12.5 %.

5.3.4 Purificacién de CP

5.3.4.1 Lisis celular

El medio obtenido mediante escalamiento (500 mL) se centrifugd a 6,000 rpm
por 15 min a 4°C, el sobrenadante se desechd y el pellet celular se resuspendio en
100 mL de solucion de NaCl 0.9%. Después se volvio a centrifugar a 6,000 rpm por
15 min a 4°C, de esta manera se realizaron dos lavados al pellet, siempre

manteniendo los tubos en hielo. Al finalizar la centrifugacién del ultimo lavado, el
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sobrenadante de solucion salina se deseché y el pellet se resuspendidé en un
volumen de amortiguador de lisis correspondiente al 10% del volumen inicial del
medio de cultivo, en este caso con 50 mL de amortiguador de lisis previamente frio
(Tabla 2)

Tabla 2. Amortiguador de lisis.

Reactivo Concentracion pH
Tris-HCI 50 mM 7.5
NaCl 150 mM

Tritdbn X100 0.2 %

DTT 1mM

El pellet con amortiguador de lisis se transfiri6 a un vaso de precipitados y
éste se colocé en hielo para llevar a cabo el proceso de lisis celular por sonicacion,
el cual se realiz6 durante 1 min con pulsos de 10 sy pausas de 10 s con 2 min de
descanso; el ciclo se repiti6 7 veces con una amplitud de 35%. Al finalizar, la
muestra se centrifugd a 14,000 rpm por 15 min a 4°C. El pellet y sobrenadante se
separaron y analizaron por SDS-PAGE en un gel de proliacrilamida al 12.5%, para

determinar el estado de la CP (soluble o insoluble en cuerpos de inclusion).

5.3.4.2 Degradacion de acidos nucleicos de E. coli

Las proteinas solubles en amortiguador de lisis se dializaron durante 4-5 h a
4 °C contra 50 volumenes de amortiguador 20 mM Tris-HCI pH 8 para quitar el NaCl
y cambiar el pH. Al finalizar la dialisis, se recuperd la muestra y se adicioné el
volumen correspondiente a 25 unidades de la enzima benzonasa, la cual es capaz
de digerir RNA y DNA de cadena simple, doble, lineal y circular a oligonucleétidos,

sin actividad proteolitica. Ademas de las unidades de benzonasa, se adicioné MgCl2
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1.5 mM para su activacion. Posteriormente, la muestra con la enzima adicionada se
colocé en un Thermomixer comfort a 37 °C durante 20 min con agitacion orbital de

300 rpm.

Finalizado el tiempo, la muestra se centrifugé a 14,000 rpm por 10 min.
Después se tomaron 20 pL de muestra para analizar la degradacion de acidos
nucleicos mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, el cual corrié en solucién
amortiguadora TAE (Tabla 3) a un voltaje de 90 V por aproximadamente 1 hora. El
gel se tiid con 10 puL de bromuro de etidio (10 mg/mL) diluido en 50 mL de
amortiguador TAE durante 20 min y se observo en un transiluminador de luz UV.

Tabla 3. Amortiguador TAE

Reactivo Concentracion mM pH

Tris-HCI 35 7.5
Acido acético 20
EDTA 1.2

5.3.4.3 Separacion del sistema de chaperonas GroES-GroEL de CP

La muestra de proteinas solubles obtenidas por sonicacion se dializé 4-5 h a
4 °C contra 100 volumenes de amortiguador 20 mM Tris-HCI pH 8. Al finalizar la
muestra se recupero y adiciond ATP y MgClz hasta una concentracion final de 5 mM
para ambos reactivos, dejandola reaccionar ON a baja temperatura en agitacion

magnética suave.

La muestra que fue tratada con benzonasa, de igual manera se le adiciond
ATP y MgCl2 hasta una concentracion final de 5 mM para ambos reactivos y se

dejaron reaccionar bajo las mismas condiciones.
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5.3.4.4 Cromatografia de intercambio aniénico

La muestra después del cambio de amortiguador y adicion de ATP y MgClz,
fue aplicada a una columna de intercambio aniénico SOURCE 15Q 4.6/100 PE, con
una matriz de poliestireno/divinilbenceno que contiene una amina cuaternaria
cargada positivamente como grupo activo. La columna fue cargada pasando 20 mL
del amortiguador 20mM Tris-HCI pH 8 y 1M NaCl y en seguida equilibrada con 50
mL de amortiguador de 20mM Tris-HCI pH 8, hasta observar que el pH del eluyente
corresponda con el pH del amortiguador en equilibrio. Ambos amortiguadores

previamente filtrados con una membrana de poros de 0.22 um y desgasificados.

Posteriormente se cargaron 10 mL de muestra previamente centrifugada a
14,000 rpm por 10 min y filtrada con una membrana de 0.22 um. Esta muestra fue
pasando por la columna a un flujo de 1 mL/min, recolectada en fracciones de 5 mL
y seguida por medio de UV-Vis ajustado a una longitud de onda de 280 nm. La
elucién de las proteinas que interaccionaron con la matriz de la columna se llevo a
cabo mediante el incremento de la fuerza i6nica en dos pasos, el primero con
amortiguador de 20 mM Tris-HCI pH 8 y 0.5 M NaCl y el segundo con 20 mM Tris-
HCI pH 8 y 1 M NaCl.

De las fracciones recolectadas durante la cromatografia se tomaron 30 pL y
se analizaron por SDS-PAGE en un gel de proliacrilamida al 12.5%. A partir de este
gel, se seleccionaron aquellas fracciones que contenian la proteina de la capside

del virus.

5.3.4.5 Ensamble de las proteinas de capside.

Las fracciones recuperadas por cromatografia de intercambio aniénico con
CP sin chaperonas se dializaron con una membrana de dialisis contra 100
volimenes de amortiguador de desensamble (tabla 3), en condiciones de

temperatura baja durante 16 h.
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Tabla 4. Amortiguador de desensamble

Reactivo  Concentracion pH
Tris-HCI 20 mM 7.5
NaCl 1M
DTT 1 mM

Después de las 16 h, el amortiguador de desensamble se cambié por 100

volimenes de amortiguador de ensamble (tabla 4) y se dializé en condiciones de

temperatura baja durante 24 h. Posteriormente, para eliminar las proteinas

precipitadas por el cambio de pH, la muestra se centrifugd a 14,000 rpm por 10 min

a una temperatura de 4°C.

Tabla 5. Amortiguador de ensamble

Reactivo

Concentracion (mM) pH

AcONa
AcOH
MgCl2

NaCl

DTT

53 4.8

47

10

100
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5.3.4.6 Cromatografia de exclusion molecular (SEC)

El dltimo paso de purificacion se realizd mediante la columna
16/600Superdex 200 compuesta de agarosa y dextrano. Por lo que, el amortiguador
de ensamble previamente filtrado y desgasificado se utiliz6 para equilibrar la
columna y como fase mévil. La muestra para analizar se filtré con membrana de
0.22 um y en seguida se inyecto a la columna. Esta corrida se llevo a cabo con un
flujo de 1 mL/min, recolectando fracciones de 5 mL y el seguimiento de la proteina
mediante UV-Vis a una longitud de onda de 280 nm. Finalmente, las fracciones
recolectadas se analizaron mediante SDS-PAGE en un gel de proliacrilamida al
12.5% y por DLS.

5.3.5 Andlisis por Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

La muestra recolectada en las primeras fracciones de la cromatografia de
exclusion molecular se analiz6 mediante DLS (Dynamic Light Scattering) con el
equipo Zetasizer pV, utilizando como indice de refraccion 1.33, viscosidad del medio
de 1.003 cP y temperatura de 20°C. La muestra se filtré6 con una membrana de 0.22
Mm y después se transfirid a una celda de vidrio con capacidad de 500 uL. El analisis
fue realizado mediante 5 corridas y cada una de ellas con 10 medidas, Por lo que el
grafico presentado en el apartado de resultados es el promedio de los valores

obtenidos en las 5 corridas.

5.3.6 Ensayo de estabilidad de VLPs.

Después de analizar las fracciones obtenidas por SEC mediante SDS-PAGE
y DLS, se seleccionaron aquellas que contenian CP purificada y ensamblada con
un didmetro hidrodinamico alrededor de 30 nm. Posteriormente la concentracion de
la proteina se determiné utilizando un espectrofotometro UV-Vis modelo Nanodrop
2000, con un coeficiente de extincidon molar de la proteina, 0.82 (g/L)*(cm)'y peso

molecular de 20.3 kDa, dando un valor de ¢/;99 = 16.64 M~'cm™" (Huang et al.,
2011; Huang et al., 2011).
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La evaluacion de la estabilidad de las VLPs de BMV frente a cambios de pH
y fuerza iénica en presencia y ausencia de iones Mg?*, se realiz6 con una muestra
diluida con amortiguador de ensamble hasta una concentracion alrededor de 0.3
mg/mL, de la cual se tomaron 600 UL y se colocaron en membranas de dialisis
contra un volumen de 50 mL de diferentes amortiguadores durante 16 h a

temperatura baja y con agitacion magnética.

La didlisis de la muestra se llevo a cabo mediante amortiguadores con valores
de pH que representaran los principales cambios estructurales en las VLPs. Estos
valores de pH correspondientes a 4.8, en el cual se sabe que las nanoparticulas se
encuentran ensamblas y estables; pH 6.4 en el que se observa una expansion radial
reversible de las particulas (hinchamiento), comportamiento caracteristico de los
Bromovirus; y pH 8.4, representante del desensamble de las VLPs y formacion de
dimeros. Ademéas de los diferentes valores de pH, también se evaluaron
concentraciones de 0.1, 0.5y 1.0 M de NaCl, ya que la fuerza iénica representa un
papel importante en la estabilidad del virus, asi como la presencia de Mg?*. Por lo
que, para evaluar la estabilidad de las capsides sin la presencia de Mg?*, se agregd
al amortiguador EDTA 10 mM. El disefio experimental de las 30 condiciones a

evaluar y los amortiguadores utilizados se representan en las siguientes tablas.

Tabla 6. Condiciones para evaluar la estabilidad de las VLPs de BMV.

pH
NaCl 4.8 5.6 6.4 7.5 8.4
M (ensamble) (hinchamiento) (desensamble)

01 Mg EDTA Mg EDTA Mg EDTA Mg EDTA Mg EDTA
05 Mg EDTA Mg EDTA Mg EDTA Mg EDTA Mg EDTA

1 Mg EDTA Mg EDTA Mg EDTA Mg EDTA Mg  EDTA
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Tabla 7. Amortiguador para diferentes valores de pH

pH Reactivo Concentracion (mM)
4.8 AcONa 53
AcOH 47
5.6,6.4 Acido citrico 19.7, 13.6
Fosfato de
sodio 30.3, 36.4
dibasico
7.5,8.4 Tris-HCI 20

Al finalizar el tiempo de dialisis, la muestra se recuperd y analizé mediante
DLS para obtener los didmetros hidrodinamicos de las VLPs en las nuevas

condiciones. De este ensayo se tomaron 6 condiciones:

1) pH 4.8 con concentracién de NaCl 1.0 M con MgCl2 10 mM
2) pH 4.8 con concentracion de NaCl 1.0 M con EDTA 10 mM
3) pH 6.4 con concentracion de NaCl 0.5 M con MgClz2 10 mM
4) pH 6.4 con concentracion de NaCl 0.5 M con EDTA 10 mM
5) pH 8.4 con concentracién de NaCl 0.1 M con MgCl2 10 mM
6) pH 8.4 con concentracién de NaCl 0.1 M con EDTA 10 mM

Y se caracterizaron por cromatografia de exclusion molecular mediante la
columna Superdex 200 GL 10/300. Por lo que, en cada caso, el amortiguador

correspondiente se utilizé para equilibrar la columna y como fase movil.
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5.3.7 Tincion de proteina en gel de agarosa

La muestra de proteina purificada y ensamblada con una concentracion
alrededor de 0.5 mg/mL se analizé en un gel de agarosa con una base de soporte
al 2% vy el resto del gel a una concentracién de 1%. El mismo gel se corrié por
duplicado, en una parte se tifieron los acidos nucleicos con bromuro de etidio y en
la otra parte se tifid la proteina con la tincion fluorescente de SYPRO Ruby. El gel
de agarosa corrié en solucion amortiguadora TAE (Tabla 3) a un voltaje de 90 V por
aproximadamente 1 h. Al finalizar el tiempo, una parte del gel se tifié con 10 pL de
bromuro de etidio diluido en 50 mL de amortiguador TAE durante 20 min y se

observd mediante un transiluminador de luz UV.

En cuanto a la tincion de proteina, primero se fij6 la muestra al gel con 200
mL de una solucion fijadora (tabla 8) durante 30 min para logar que el pH alcalino
en el que fue preparado el gel alcanzara un pH acido y de esta manera mejorar la

eficiencia en la tincion de proteina

Tabla 8. Solucidn fijadora para tincion con SYPRO Ruby

Reactivo Concentracion %

Etanol 50

Acido acético 3

Posteriormente, el gel se transfirid a un recipiente cubierto totalmente con
papel aluminio para evitar el paso de luz durante la tincion y se le afiadié 150 mL de
solucién SYPRO ruby, que de igual manera se agreg6 en condiciones de poca luz,
la tincion se realizé durante 12 h con agitacion baja. Por ultimo, la solucién de tincion
se deshechd y el gel se destifié con una solucion destefiidora (tabla 9) durante 4 h
con agitacion baja y con el recipiente cubierto. Al finalizar, el gel se observo

mediante un transiluminador de luz UV.
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Tabla 9. Soluciéon destefidora

Reactivo Concentracion %
Etanol 10

Acido acético 7

5.3.8 Caracterizacion estructural de las VLPs
5.3.8.1 Microscopia de Fuerza Atémica (AFM)

La muestra con la proteina purificada y ensamblada obtenida por SEC se
diluyé con amortiguador de ensamble hasta una relacion 1:1x10°. Posteriormente
se filtré por una membrana de 0.45 um y después por otra membrana de 0.22 pm.
De esta muestra se tomo6 1 pL y se afadié en la superficie de un disco de mica
grado V1 de 12 mm de diametro a la que previamente se le retird cualquier residuo
que provocara interferencia con la microscopia. La adhesién de la muestra a la mica
se llevo a cabo mediante secado por 15 min en condiciones de vacio a temperatura
ambiente. Al finalizar el tiempo, la mica fue lavada con 3 ciclos con agua desionizada
para eliminar cualquier residuo y sales presentes en la muestra y filtrada por una
membrana de 0.45 y 0.22 um, Después se volvio a llevar a sequedad por 30 min en
condiciones de vacio a temperatura ambiente. Finalmente, el andlisis de la muestra
se llevo a cabo en un microscopio de sonda de barrido Veeco Innova que cuenta

con una sonda de barrido de alta resolucién Hi'Res-C19/Cr-Au.
5.3.8.2 Microscopia de Transmision Electronica (TEM)

La muestra obtenida por SEC se diluyé con amortiguador de ensamble hasta
una relacion 1:100. Posteriormente se filtr6 por una membrana de 0.45 pm vy
después por otra membrana de 0.22 um. De esta muestra se tomaron 20 pL y se
agregaron a una rejilla cubierta con formvar durante 5 min. Al finalizar el tiempo se
retird el exceso de muestra con papel filtro e inmediatamente se agregaron 6 uL de
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acetato de uranilo al 1% como medio de contraste, dejando reaccionar por 2 min y
retirando el exceso con papel filtro por las orillas de la rejilla. La muestra se analizo
en un microscopio de transmision electrénica JEOL JEM-ARM200F con un voltaje
de 200 kV.

5.3.9 Condiciones de desensamble

El desensamble de las VLPS se llevé a cabo mediante el analisis del efecto
del pH y la adicion de agentes caotropicos como urea Yy guanidina. En cuanto al
cambio de pH, la muestras de VLPs a una concentracion de proteina de 0.3-0.4
mg/mL en amortiguador AcONa 53 mM, AcOH 47 mM, MgCl2 10 mM, NaCl 100 mM,
DTT 1 mM a pH 4.8, se dializaron con una membrana de didlisis contra 100

volumenes de los diferentes amortiguadores de manera independiente:

1) Tris-HCI 20 mM, NaCl 1M, DTT 1 mM, EDTA 10 mM a pH 8.4,
2) PBS, NaCl 1M, DTT 1mM, L-arginina 0.2M, EDTA 10 mM a pH 7.4
3) Tris-HCI 50 mM, CaClz2 0.5M, DTT 1mM, EDTA 10mM a pH 8

Para cada caso, en condiciones de temperatura baja con agitacion durante 24 h
para el amortiguador 1) y 16 h para los amortiguadores 2) y 3). Al finalizar el tiempo,
la muestra se filtré con una membrana de 0.22 uym y los cambios en el diametro

hidrodindmico de las VLPs se evaluaron mediante DLS.

El amortiguador Tris-HCI 50 mM, CaCl2 0.5 M, DTT 1 mM, EDTA 10 mM a
pH8, se utilizé para llevar a cabo la adicién de urea y guanidina. Por lo que, al
finalizar la dialisis con dicho amortiguador, cada muestra se recuperoé y se adicion6
la cantidad necesaria para alcanzar las concentraciones de 1, 2, 3,4y 5 M de urea
y 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 para guanidina. En cada caso, la muestra se suspendié hasta
homogenizar y posteriormente se filtré con una membrana de 0.22 ym, los cambios

en el diametro hidrodinamico de las VLPs se evaluaron mediante DLS.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Células bacterianas transformantes y sobreexpresion de
la proteina de capside (CP) del BMV.

Posterior a la transformacion bacteriana, se obtuvieron varias colonias
aisladas de E. coli BL21(DES3), a partir de las cuales se llevé a cabo la evaluaciéon
de las condiciones de induccion para encontrar aquellas que aumentaran la
sobreexpresion de CP, debido a que la produccion de nanoparticulas virales de
BMV se obtiene principalmente en sistemas de plantas infectadas como Nicotiana
benthamiana (Yildiz et al., 2012; Sun et al., 2007) y Hordeum vulgare (Jung et al.,

2011; Huang et al., 2011; Nufiez et al., 2020), y no en sistemas bacterianos.

En los cultivos de E. coli BL21(DE3), la induccion se evalué con
concentracion de IPTG de 0.2, 0.6 y 1 mM,; tiempos de 2, 4, 6, 16 y 24 h, a
temperaturas de 25, 30 y 37°C, con agitacion de 220 rpm, y para la temperatura de
25°C con agitacion de 180 rpm. Los resultados de la expresién de CP fueron
analizados mediante SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 12.5%. La mayor
expresion de CP en E. coli BL21(DE3) se obtuvo con una concentracion de 0.6 mM
de IPTG con 16 h de inducciéon a 25°C y 180 rpm (Figura 11A). Condiciones
similares en las que se obtuvo una alta sobreexpresion de la proteina de capside de
CCMV, virus que anteriormente se menciond que presenta 70% de identidad con
respecto a la CP de BMV (Lucas, et al., 2002). La proteina de CCMV se expresé en
la cepa de E. coli Rosetta 2 (DE3)pLysS con una DOe00=0.6, inducidas con 0.5 mM
de IPTG por 16 h a 20°C (Diaz et al., 2015). Recientemente, Strugala et al. en el
2021, expres6 CP de BMV silvestre y mutante, con la misma cepa Rosetta
2(DE3)pLysS y en las mismas condiciones de induccién que CCMV, tanto para CP
silvestre como mutante, obteniéndolas en forma soluble. La banda que aparece tras
la induccion presenta una masa molecular aparente menor a la tedrica de 20.3 kDa.
Este desplazamiento anomalo en SDS-PAGE ha sido reportado en otras proteinas
y se ha explicado a través de distintos modos de interaccién del SDS con las

proteinas, asi como por la presencia de estructura terciaria residual en las
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condiciones desnaturalizantes empleadas (Rath et al., 2009). Por otra parte, en un
reporte del grupo de Steinmetz, la CP de BMV también presenta un peso molecular
aparente de 17 kDa por SDS-PAGE (Wen et al.,, 2012). Nuestros resultados
posteriores evidenciaron que, en efecto, la banda que aparece en los geles

corresponde a una proteina capaz de formar VLPs.
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Figura 11. SDS-PAGE de la expresion de CP en la cepa de E. coli A) BL21(DE3) B) BL21pGro7.
Se muestran los carriles MW) marcador de peso molecular, (A) antes y (D) después de la
induccién para las concentraciones de 0.2, 0.6 y 1 mM IPTG a A) 25 °C por 16 hy 180 rpm y
B) 37 °C, 16 hy 220 rpm.

Debido a la baja produccién de CP en la cepa BL21(DE3), se transformé la
cepa de E. coli BL21pGro7, la cual contiene un complejo de chaperonas GroEL-

GroES. Al igual que con la cepa BL21(DE3), se realizaron ensayos de
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sobreexpresion variando las condiciones de inducciéon (IPTG de 0.2, 0.6 y 1 mM;
tiempo de 2, 4, 6, 16 y 24 h; temperatura de 25, 30 y 37°C). Encontramos que la
concentracion de 0.6 mM de IPTG con 16 h de induccion a 37°C y 220 rpm (Figura
11B) aumentaba la expresion de CP en comparacion con la expresiéon obtenida con
la cepa. BL21(DE3).

Dado lo anterior, las condiciones de produccion de CP del BMV gque se
establecieron son: medios de cultivo con concentraciones finales de 100 pg/mL de
ampicilina y 20 pg/mL de cloranfenicol como marcadores de resistencia para los
plasmidos de CP y el complejo GroEL-GroES, respectivamente; 0.5 mg/mL de L-
arabinosa como inductor de las chaperonas; crecimiento del cultivo celular
aproximadamente hasta una DOs00=0.6-0.8 para comenzar la induccion de CP con
0.6 MM de IPTG por 16 h a 37°C y 220 rpm.

6.2 Purificacion de CP

6.2.1 Lisis celular

El proceso de purificacion requiere volimenes mas grandes de medio celular,
por lo tanto, se evaluo el escalamiento del volumen inicial de induccion de 10 mL.
En el caso de la proteina expresada en BL21(DE3), el volumen méaximo para
obtener expresién de CP fue en 100 mL con las mismas condiciones de induccién
que el volumen inicial (0.6 mM IPTG, 25°C, 16 h y 180 rpm). Mientras que en la
cepa BL21pGro7, se observlé que las condiciones de induccion para 10 mL se
pueden emplear en volumenes de 50, 100, 250 y 500 mL, sin presentar cambios en

la sobreexpresion de CP (Figura 12).

Utilizando el volumen escalado (500 mL), se llevé a cabo la primera etapa de
purificacion de CP, lisis celular por sonicacion. En esta etapa, se deseaba analizar
si la proteina se encontraba en forma soluble o en cuerpos de inclusion. Para la lisis
celular se ocup6é un amortiguador similar al utilizado para la purificacion de la
proteina de la capside de CCMV (Zhao et al., 1995; Diaz et al., 2015). Este
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amortiguador se modifico solo en la concentracion del detergente Triton X-100, con
un reajuste en su concentracion de 1% hasta 0.2%. Al finalizar la centrifugacion del
lisado celular, se separaron las dos fracciones, sobrenadante y pellet celular, cada
uno se analiz6 por SDS-PAGE, encontrando a la proteina CP como proteina soluble

en la fraccion del sobrenadante (Figura 12).

Figura 12. SDS-PAGE del escalamiento
de la produccion de CP y lisis celular. En
los carriles MW) se muestra el
marcador de peso molecular, A) antesy
D) después de la induccion en
diferentes volimenes de medio (10, 50,
100, 250 y 500 mL). En los carriles de
lisis: S) representa la fraccidn soluble en
el sobrenadante y IS) la fraccidn
insoluble en el pellet celular
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6.2.2 Separacion del sistema de chaperonas GroES-GroEL de CP

Continuando con el proceso de purificacion de CP y con el objetivo de
enriquecer la muestra, se precipitd la proteina con sulfato de amonio, como se
reportd en la purificacion de CCMV (Zhao et al., 1995). Encontramos que la CP
precipité en concentraciones de 5-40%, al igual que el complejo de chaperonas, sin
observar un cambio significativo en la relacibn de concentracion entre ellas.
Consecuentemente, se decidié que, para llevar a cabo la purificacion de CP, las
propiedades de mayor importancia tendrian que ser el alto valor de su punto
isoeléctrico tedrico pl=9.64 (obtenido por la herramienta ProtParam), y la capacidad

de auto-ensamblarse en condiciones de pH é&cido.

Establecidas las propiedades a considerar para la purificacion, se utilizé la
columna de intercambio anidnico, debido a que las chaperonas GroEL y GroEs,

presentan un punto isoeléctrico de 4.7 y 5.08, respectivamente (Schneider, 2000),
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de esta manera se podria separar CP de su principal contaminante. Con sus valores
de pl, las proteinas GroEL y GroEs en un amortiguador de bis-Tris 20 mM pH 8.1
tendrian carga negativa, por lo que podrian interaccionar con la amina cargada de
la matriz de poliestireno/divinilbenceno. CP, por el contrario, tendria carga positiva
y no presentaria interaccion con la matriz. Sin embargo, al purificar el lisado celular
con la columna anidnica, al igual que con la precipitacion con sulfato de amonio, no
se observo separacion entre CP y las chaperonas; ambas proteinas se observaron
tanto en las fracciones de muestras que correspondian a proteinas que

interaccionan y como las que no interaccionan.

Estos datos sugieren que la CP y el complejo de GroEL-GroES seguian
unidos después de la lisis celular, posiblemente por interacciones hidrofébicas en
un dominio de la cavidad de GroEL. Se sabe que la unién de ATP con GroES, causa
una conversion estructural de la superficie interna de GroEL, pasando de una
cavidad hidréfoba a hidréfila, donde la proteina unida a GroEL finaliza su
plegamiento (Gruber & Horovitz, 2016). Esta cavidad, también presenta una carga
neta de -42, donde varios de los aminoacidos con cargas negativas son
conservados (Tang et al., 2006). En ese punto, se podria suponer que CP, mediante
su N-terminal con cargas positivas, podria interaccionar con la cavidad, evitando su
liberaciéon y consecuentemente su plegamiento. Otra alternativa, podria sugerir que
la escasez de ATP en el medio evita la liberacion de CP, ya que, durante el tiempo
de plegamiento, se requieren e hidrolizan 7 moléculas de ATP en el domino de la
union de GroEs y GroEL. Mientras que en el otro dominio de GroEL (sin GroES), se
une mas ATP causando que GroEs se disocie y al mismo tiempo la proteina plegada

emerja de la cavidad de GroEL (Tang et al., 2006).

La separacion de CP del complejo GroEL-GroES, se evalu6 a diferentes
concentraciones de ATP-Mg?*, 2, 5y 10 mM para ambos reactivos, concentraciones
similares que se han utilizado para estudiar la disociacion de proteinas pequefias
(<30 kDa) de la superficie de GroEL (Marchenkov et al., 2020). La adicién de ATP-
Mg?*, se realizé6 al finalizar la didlisis de las proteinas presentes en amortiguador de

lisis contra amortiguador Tris-HCI 20 mM, pH 8. Después de la adiciéon de ATP-Mg?*,
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se observo un aumento de turbidez en las muestras en funcion del aumento de
concentracion, causando la mayor cantidad de proteinas precipitadas en la muestra
tratada con 10 mM de ATP-Mg?*. Los resultados de la adicion de diferentes
concentraciones de ATP-Mg?* a la muestra se analiz6 mediante cromatografia de

intercambio aniénico.

6.2.3 Cromatografia de intercambio anidénico

Las muestras en amortiguador Tris-HCI 20 mM, pH 8, con 2, 5y 10 mM de
ATP-Mg?* se purificaron por la columna anibnica, las fracciones recolectadas se
analizaron por SDS-PAGE. Los resultados obtenidos sugieren que las muestras
tratadas con 2 mM de ATP-Mg?* no permiten la completa separacion del complejo
CP-GroEL-GroES, ya que una gran cantidad de CP se observo en fracciones con
alta concentracion de chaperonas y en las primeras fracciones (proteina que no
interacciona con la columna) se logro obtener CP sin chaperonas, aunque en una
cantidad reducida. En cuanto a las muestras tratadas con 10 mM ATP-Mg?*, como
se menciono anteriormente, causoé la mayor precipitacion de proteinas y entre ellas
CP, por lo que los resultados obtenidos por cromatografia de intercambio iénico

favorecieron solo la purificacion de GroEL y GroES.

Los mejores resultados se obtuvieron con una concentraciéon de 5 mM ATP-
Mg?*, aumentando la separaciéon de CP con GroES y GroEL. Las fracciones
recolectadas (Figura 13C) contenian las proteinas esperadas; en las primeras
fracciones se obtuvo CP, representando que la carga positiva proporcionada por su
pl a pH 8 no permiti6 una interaccion con la amina cargada de la matriz de
poliestireno/divinilbenceno, caso contrario al complejo de chaperonas, las cuales
interaccionaron con la matriz y su elucion se obtuvo con una concentracion de 0.5
M de NaCl (Figura 13B). Ademas de lo esperado, también se observo la presencia
de CP sin el complejo de chaperonas en las fracciones 12 y 13 (Figura 13C). Por lo
que, tanto las primeras fracciones (1,2 y 3) como 12 y 13, se recolectaron y juntaron

para continuar con la purificacion.
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Figura 13. Paso de purificacion por cromatografia de intercambio idnico. A) SDS-PAGE de las muestras
procesadas para la columna anidnica. Carriles: MW) marcador de peso molecular; A, antes y D, después de la
induccion; M, muestra tratada con 5 mM ATP-Mg?; S, proteinas que se mantuvieron solubles; P, proteinas
precipitadas después de la reaccion de ATP-Mg?*. B) Cromatograma de la columna anidnica con la muestra de
las proteinas solubles. C) SDS-PAGE de 30 pl de muestras de las fracciones correspondientes a los principales
picos de absorbancia del cromatograma del panel B).

6.2.4 Ensamble de las proteinas de capside.

A partir de las fracciones 1-3, 12 y 13 obtenidas por la columna anionica,
donde se observa una reduccidn significativa de contaminantes, se pretendio6 aplicar
la capacidad de CP para auto ensamblarse en VLPs. Por esta razén, la muestra se
dializé contra amortiguador de desensamble (Tris-HCI 20 mM pH 7.5, NaCl 1 M,
DTT 1 mM) con el propdsito de asegurar la formacion de dimeros, ya que no se
sabe el estado de asociacion de la CP, es decir, si se encuentra como mondémero o
dimeros hasta este paso de purificacion. Las interacciones entre CP-CP son
importante, debido a que son la principal unidad constructora de la capside y a partir
de estas interacciones se empiezan a formar lo pentdmeros (Perimutter & Hagan,
2015).
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Al finalizar la dialisis de la muestra en amortiguador Tris-HCI 20 mM pH 8
contra amortiguador de desensamble, la muestra se volvio a dializar contra
amortiguador de ensamble (AcONa 53 mM, AcOH 47 mM, MgCl2 10 mM, NaCl 100
mM, DTT 1 mM, pH 4.8). Durante los cambios de amortiguador y disminucion de
pH, la mayoria de las proteinas que estaban solubles en la muestra después de la
cromatografia de intercambio aniénico, precipitaron. La muestra dializada se
centrifugé y analiz6 mediante SDS-PAGE, observando que, efectivamente las
condiciones de ensamble favorecieron mayoritariamente la solubilidad de CP

causando la precipitacion de otras proteinas.

6.2.5 Cromatografia de exclusién molecular

El dltimo paso de purificacion consisti6 en separar los agregados o
ensambles de CP de cualquier proteina presente en la muestra. Por lo que se utilizé
la columna Superdex 200 GL 16/600. Obteniendo en el cromatograma un pico con
mayor absorbancia entre el volumen de retencién igual a 40-60 mL, representando
la elucién de una proteina en un estado de oligomerizacién, ademas de un segundo
pico con menor absorbancia en un volumen mayor a 80 mL (Figura 14A). Todas las
fracciones correspondientes a los dos picos de absorbancia se analizaron mediante
SDS-PAGE, obteniendo principalmente como resultado la presencia de CP en la
fraccion 3 y 4. Mientras que en las fracciones 8-13, se observaron las proteinas que
después de la disminucién de pH se mantuvieron solubles (Figura 14B). Por los
resultados obtenidos por SEC, se puede deducir que CP se purificé formando una
estructura oligomérica, o posiblemente ensamblada por completo en una VLP. Para
corroborar lo anterior, se evaluo6 el tamafio del agregado purificado y recolectado en

las fracciones 3 y 4 en amortiguador de ensamble mediante DLS.
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Figura 14. Purificacion de CP por cromatografia de exclusion molecular. A) Cromatograma de la elucion de
proteinas por tamafios, observando un mayor pico de absorbancia en un volumen de retencién entre 40-60 mL
B) SDS-PAGE de las fracciones obtenidas por SEC. Carriles: MW) marcador de peso molecular, fracciones 3y 4)
correspondientes al pico con mayor absorbancia; fracciones 8-13) proteinas correspondientes al segundo pico de

absorbancia
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6.3 Anéalisis por DLS

La muestra de las fracciones 3 y 4, correspondientes a un posible ensamble
purificado por cromatografia de exclusion molecular se evalué mediante DLS para
obtener su didmetro hidrodinamico. Obteniendo como resultado una sola poblacion
con un diametro de 30.9 nm con una desviacion estandar de £ 8.5 nm, un indice de
polidispersidad de 0.166 y un valor de 0.765 para el intercepto, representando una

muestra ligeramente polidispersa (Figura 15).

El didmetro hidrodinamico que se encontro para los ensambles de CP
se encuentra dentro de los didmetros obtenidos para VLPs de BMV purificados de
manera nativa. Los cuales, a pH 5.6, son de 29.1 (Strugata et al., 2017), y a pH 5.2
de 29.4 nm mediante DLS (Chen et al., 2008). Mientras que el diametro del viriébn
de BMV es de aproximadamente 28 nm (He et al., 2020). Dados los resultados, se
puede sugerir que la CP purificada es capaz de autoensamblarse en estructuras

con un didmetro similar a la capside de BMV.

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm)

Z-Average(d.nm):  29.38 Peak 1: 30.95 100 8.515
Pdl: 0.166 Peak2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.765 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

1000 10000

Size (d.nm)

Figura 15. DLS de las fracciones 3 y 4 obtenidos por SEC en amortiguador de ensamble (AcONa 53
mM, AcOH 47 mM, MgCl, 10 mM, NaCl 100 mM, DTT 1 mM, pH 4.8)
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6.4 Ensayo de estabilidad de VLPs.

Al obtener la proteina de la capside de BMV purificada y ensamblada con un
diametro hidrodindmico correspondiente a VLPs de BMV obtenidos de plantas
infectadas como Nicotiana benthamiana y Hordeum vulgare, se procedi6 a evaluar
la estabilidad de estas VLPs obtenidas por expresion heterdloga en E. coli. Por lo
que, primero se establecié un disefio experimental que fuera capaz de evaluar y
combinar los principales factores estabilizadores de la capside, los cuales
corresponden a pH, fuerza iénica y iones Mg?*.

El disefio experimental incluyé pH 4.8, en el que las nanoparticulas se
encuentran ensamblas y estables; pH 5.6, un pH intermedio entre el ensamble y la
expansion radial reversible de las particulas (hinchamiento), lo cual ocurre a pH 6.4;
pH 7.5 en el que comienza el proceso de desensamble de las capsides virales de
BMV, y pH 8.4, donde se observa solo la presencia de dimeros. Ademas de los
diferentes valores de pH, también se evalud la fuerza iénica, ya que representa un
papel importante en la estabilidad del virus. Desde 1974, cuando Pfeiffer y
colaboradores comenzaron a estudiar el BMV y sus estados de agregacion, se ha
encontrado que entre pH 4 y 6 con una concentracion de NaCl de 0.1-1.0 M se
pueden encontrar capsides completas. Mientras que a valores de pH mayores a6y
concentracion de 0.1-1.0 M de NaCl, mayoritariamente se observan estructuras
incompletas de capsides y/o subunidades de CP en forma de dimeros. Dado lo
anterior se decidié evaluar concentraciones de 0.1, 0.5y 1.0 M de NaCl. Finalmente,
se afiadié al disefio experimental la presencia y ausencia de Mg?*. Debido a que los
iones Mg?* permiten aumentar la estabilidad de la interaccién proteina-proteina
cuando las capsides virales se ensamblan sin la presencia de material genético,
como en el caso de las VLPs (Lucas et al., 2002). Para evaluar la estabilidad de las
VLPs sin la presencia de Mg?*, se utiliz6 EDTA a una concentraciéon de 10 mM.
Quedando como resultado un disefio experimental con 30 condiciones a evaluar,

representados en la tabla 6.
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Tabla 8. Condiciones para evaluar la estabilidad de las VLPs de BMV.

pH
NacCl 4.8 5.6 6.4 7.5 8.4
M (ensamble) (hinchamiento) (desensamble)

0.1 Mg* EDTA Mg?* EDTA Mg% EDTA Mg?* EDTA Mg? EDTA
0.5 Mg>* EDTA Mg? EDTA Mg* EDTA Mg?>* EDTA Mg? EDTA

1.0 Mg?>* EDTA Mg%* EDTA Mg?>* EDTA Mg? EDTA Mg> EDTA

Las muestras con CP ensamblada se dejaron dializando durante 16 h contra
los amortiguadores correspondientes a cada condicion a analizar (Tabla 6). Al
finalizar el tiempo de dialisis, las muestras se recuperaron, filtraron y analizaron
mediante DLS para evaluar los cambios obtenidos en el diametro hidrodinamico
como consecuencia al cambio de amortiguador. Cada resultado de las condiciones
de pH junto con las respectivas concentraciones de NaCl, Mg?* y EDTA se visualiza
en la siguiente figura 16. Los datos se analizaron mediante un andlisis de varianza
(ANOVA) realizando comparaciones entre las medias de las diferentes
concentraciones de NaCl para cada grupo de pH a través una comparacion multiple
mediante el método de Tukey utilizando el programa de estadistica GraphPad
Prism9. A)

Amortiguador HAc-NaAc pH 4.8 [ Mg
50 - - [ JEDTA

< MWW

w
o
1

[EE—
|
f

[
[ER—

Didametro (nm)
= = N N
o [6)] o [6)]
N 1 1 1 1

6]
1

61

o

0.1 0.5 1
NaCl (M)



B) C)
Amortiguador Acido citrico-Na,HPO, pH 5.6 [ | Mg?*

60 [ ]EDTA

1 Amortiguador Acido citrico-Na,HPO, pH 6.4 .
50 4 Mg
T EDTA

50 +

N
o
1
—
i
.
D
S
L 1 L
i
i
T
—
-

Diametro (nm)
w
o
1
_ |
i
T
—
_
Diametro (nm)
w
o
1
—
—_ |
—_ |
|
— |

20 4
20 -
10 - 10
0 . . 0 . .
0.1 05 1 0.1 0.5 1
NaCl (M) NaCl (M)
D) E)
60 - Amortiguador Tris-HCI pH 7.5 Mg?* _ Amortiguador Tris-HCI pH 8.4 Mg?*
EDTA EDTA
50 T T
50

oS
1)

1
e
i

e
N
)

1 .
—
—

—
e

Diametro (nm)
w
o
1
—
|
|
Didmetro (nm)
w
o
L | L
—
—_
}7
}7

N
o
1
N
o
1

10 4 10 4

0.1 0.5 1 0.1 | 0.5 | 1
NaCl (M) NacCl (M)

Figura 16. Graficas de los didametros hidrodinamicos por DLS obtenidos en el ensayo de estabilidad de las VLPs de BMV.

Evaluacién en amortiguador a A) pH 4.8, B) pH 5.6, C) pH 6.4, D) pH 7.5 y E) pH 8.4, cada uno con concentraciones de 0.1,
0.5y 1.0 M de NaCl, con Mg?*y EDTA.
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En la figura 16A se puede observar que en condiciones de pH 4.8 con Mg?*
el diametro hidrodinamico de las VLPs se mantiene alrededor de 30 nm cuando se
encuentran en concentraciones de 0.1 M de NaCl (condiciones consideradas como
control). Este didmetro aumenta alrededor de 35 nm cuando la concentracion de
NaCl se encuentra en 0.5y 1 M, mostrando diferencia significativa contra el control,
con valores P<0.0001 y 0.0172, respectivamente, sin cambios entre ambas
concentraciones de NaCl. De manera similar, se observa que en pH 4.8 con la
presencia de EDTA, el didmetro de las particulas se encuentra alrededor de 35 nm,
en las tres concentraciones de NaCl, por lo que, de manera similar representan
cambios significativos contra el control con valores P=0.0012 para 0.1 M, 0.0008
para 0.5 M y P<0.0001 para 1 M de NacCl.

En cuanto a pH 5.6 (figura 16B) con Mg?* se observa que los didmetros son
mayores a 35 nm con concentraciones de 0.1y 1 M de NacCl, por lo que entre ambas
condiciones no se presentan cambios. Caso contrario a concentraciones de 0.5 M
de NaCl, donde el diametro se mantiene alrededor de 30 nm y muestra diferencias
contra 0.1 M con un valor P=0.0213 y para 1 M un valor P=0.0006. En el caso de
las muestras con EDTA, se observa un efecto de la concentracion de NaCl, ya que
el diametro aumenta de 32, a 34 y finalmente a 36 nm, con el aumento de la
concentracion de NaCl. Sin embargo, no presentan diferencias significativas entre

ellas.

En el pH del hinchamiento de las VLPs, pH 6.4 (figura 16C), se observa un
diametro de 37 nm como el didmetro mas alto en presencia de Mg?* con 0.5 M de
NaCl. En cuanto a las condiciones con EDTA, se alcanzan diametros alrededor de
35 nm para las tres concentraciones de NaCl. Para este pH de 6.4, no se encuentran
diferencias entre los didmetros de las VLPs tanto para las muestras con Mg?* como

para las que contienen EDTA.

Finalmente, en las figuras 16D y 16E, correspondientes a pH 7.5y 8.4. Se
encontré que a pH 7.5 con presencia de Mg?*, los diametros se encuentran entre
35-37 nm, sin variacién dentro de las concentraciones de NaCl. De manera similar

a las condiciones en pH 5.6, se observa que con EDTA, el NaCl presenta un efecto
63



que relaciona el aumento de su concentracidon con el aumento en el valor del
diametro, alcanzando un valor de 38 nm con 1.0 M de NaCl. Este valor de diametro
entre 38-39 nm se mantiene a pH 8.4 con EDTA a 0.1, 0.5y 1.0 M de NaCl. Ademas,
a pH 8.4, se observa una nueva poblacion de particulas con tamafios alrededor de
180 nm (Figura 17).

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm)

Z-Average(d.nm):  45.40 Peak1: 38.49 72.1 11.68
Pdl: 0.397 Peak2: 181.4 27.9 62.81
Intercept: 0.568 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Size Distribution by Intensity

]

Inters ity (Percent)
]

0.1 1 10 1000 10000

Size (d.nmj

Figura 17. Andlisis por DLS de ensambles en pH 8.4, 0.1 M de NaCl y 10 mM EDTA.

A partir de estos datos obtenidos, se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA)
utilizando el programa de estadistica GraphPad Prism 9, para evaluar las diferencias
significativas entre los didmetros obtenidos después de someter las VLPs a
diferentes condiciones de pH, concentracion de NaCl, Mg?* y EDTA. Los resultados
del ANOVA mostraron que las 3 variables contaban con un valor P<0.005, indicando
la presencia de diferencias. Posteriormente, se realizaron comparaciones entre las
medias de cada una de las condiciones contra la media de la condicién control
(amortiguador en pH 4.8 con 0.1 M de NaCl y 10 mM de Mg*?). Para ello se realiz6

una comparacion multiple mediante el método de Dunnett.
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En los resultados obtenidos (Figura 18) se representa la grafica de medias
de los diametros para las 29 condiciones evaluadas, al igual que la media para la
condicion control. En ella se puede observar una variacion de diametros de 33-39
nm, con condiciones en la cuales esta variacién de diametro es mas significativa (*)
con valor P<0.0001, como es el caso del amortiguador a pH 5.6 con 0.1 M de NaCl
y Mg?* o el amortiguador a pH 8.4 con 0.1 M de NaCl y EDTA, donde los diametros
de las VLPs alcanzan valores de 36.5 y 37.0 nm, respectivamente. Encontrando
como maximo valor de diametro y diferencia con respecto al diametro control, la
condicion con pH 8.4, 1 M de NaCly EDTA, con un diametro de la VLP de 39 nm.

Grafica de medias de diametros de las VLPs

45=

404 * x * . _=|l: T* 7 Mg®* EDTA
1 b L et e
EM- J— IEJ.ET ETI {l 64 |@ 6.4
= T B - 1 s |@ 75

30+ 8.4 8.4

J. 4
“ o o :
NaCl (M)

Figura 18. Grafica de las medias de diametros de las VLPs a diferentes condiciones de pH, concentracion
de NaCl con Mg?* y EDTA. Se observan las medias y desviacion estdndar para cada una de las 30 condiciones
analizadas por comparacion multiple mediante el método de Dunnett. Las condiciones con mayor

diferencia significativa (valor P<0.0001) con respecto a la condicidn control se marcan con un * en la parte
superior.
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En la tabla 10, se observan todas las condiciones en las cuales se obtuvo un
valor P<0.005 o diferencia significativa para el anélisis mediante el método de
Dunnett. En dicha tabla se destaca la importancia de la concentracién de NaCl al
igual que la presencia de EDTA, ya que para el caso de la concentracién 0.1 M de
NaCl, se encontraron diferencias solo para el pH de 5.6 y 7.5 con Mg?*. Mientras
que para las muestras con EDTA, presentaron cambios aun en valores de pH de
4.8, ademas de 7.5y 8.4. Esta cantidad de condiciones con diferencias significativas
fue aumentando en relacion con la concentracion de NacCl, ya que en el caso de las
muestras en Mg?* con 0.5 M de NacCl, se encontraron 3 condiciones, y para 1 M de
NacCl, todos los valores de pH presentaron diferencias significativas. En cuanto a las
muestras con EDTA, se observd que la alteracién del didmetro de las VLPs se
obtiene a partir de 0.5 M de NaCl para todos los valores de pH (4.8-8.4).

Estos resultados, representan la importancia tanto del NaCl como de la
presencia del Mg?*, ya que las condiciones que contenian este cation presentaron
menos diferencias en comparacion a las condiciones que contenian EDTA, en las
que a partir de pH 4.8 se presentaron alteraciones en el diametro hidrodinamico de
las VLPs. Encontrando que el tamafio de las particulas obtenidas tiene
determinantes multifactoriales, en este caso el pH, fuerza iénica y la presencia de
iones divalentes, presentando la capacidad de alterar la interaccién entre
capsomeros y como consecuencia el radio hidrodinamico global de la particula,
como se ha visto desde los primeros estudios de la estabilidad de BMV (Pfeiffer et
al., 1976; Lucas et al., 2002). Sin embargo, pesar de los cambios observados entre
condiciones, no se encontré diametros de menor tamafio que podria representar la
presencia de estructuras mas simples como dimeros o capsémeros, como se
esperaba, ya que se ha reportado que en valores mayores a pH 7, se lleva a cabo
el desensamble de las VLPs de BMV, por lo que fue importante evaluar la integridad

de estas particulas.
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Tabla 10. Tabla comparativa de las condiciones con diferencia significativa

Mg?* EDTA
NacCl pH Valor P pH Valor P ajustado
ajustado
5.6* <0.0001 4.8 0.0012
0.1 7.5 0.0041 7.5 0.0076
8.4* <0.0001
0.5 48* <0.0001 4.8 0.0127
6.4 * <0.0001 5.6 0.0332
7.5 0.0055 6.4 0.0034
7.5* <0.0001
8.4* <0.0001
4.8 0.0429 4.8 0.0013
56 * <0.0001 5.6 0.0105
1 6.4 0.0042 6.4 0.0074
7.5* <0.0001 75* <0.0001
8.4* <0.0001 8.4* <0.0001

6.4.1 Cromatografia de exclusion molecular para el ensayo de
estabilidad

Después de analizar los resultados anteriormente obtenidos por DLS y

observar diferencias en los diametros de las VLPs sin grandes cambios en las VLPs,

aun en las condiciones en las que se esperaba desensamble de las particulas, se

decidio corroborar la integridad de estas VLPs. Para ello, se utilizé la columna de

exclusion molecular Superdex 200 GL 10/300 y se eligieron las siguientes 6

condiciones con los parametros mas significativos:

1)
2)
3)
4)
5)
6)

pH 4.8 con concentracién de NaCl 1.0 M con MgCl2 10 mM
pH 4.8 con concentracion de NaCl 1.0 M con EDTA 10 mM
pH 6.4 con concentracion de NaCl 0.5 M con MgCl2 10 mM
pH 6.4 con concentracién de NaCl 0.5 M con EDTA 10 mM
pH 8.4 con concentracién de NaCl 0.1 M con MgCl2 10 mM
pH 8.4 con concentracion de NaCl 0.1 M con EDTA 10 mM
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En la figura 19 se observan los cromatogramas de las 6 condiciones
analizadas, y se encuentra que, para todos los casos, el perfil de elucién de las
particulas se representa con un pico de mayor absorbancia en un volumen de
retencion entre 7-10 mL, correspondiente con el volumen muerto de 8 mL,
representando estructuras de mayor tamafo, sin cambios significativos entre cada
condicion. Con los resultados obtenidos, se puede sugerir que estas nanoparticulas
de BMV obtenidas por expresion heterdloga en E. coli presentan una alta estabilidad
frente a diferentes valores de pH, concentracion de NaCl, y presencia o ausencia
de Mg?*. Sin embargo, esta alta estabilidad no corresponde totalmente a la que
presentarian estructuras como VLPs, ya que al carecer de material genético también
carecen de la interaccion entre su RNA-proteina, por lo que la estabilidad para VLPs
solo estaria dada por interacciones entre proteina- proteina. No obstante, la alta
estabilidad e integridad ya ha sido observada anteriormente en viriones de BMV,
donde en condiciones de pH 7.4 y 8.4, las capsides alcanzan un diametro de 30.99
y 31.08 nm, respectivamente (Strugata et al., 2017).
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Figura 19. Perfiles de elucidon de la cromatografia de exclusion molecular para evaluar
integridad de ensambles. Condiciones de pH 4.8 con concentracion 1.0 M NaCl con A)
MgCl, y B) EDTA; pH 6.4 con concentracién 0.5 M NaCl con C) MgCl, y D) EDTA; pH 8.4 con
concentracién de NaCl 0.1 M con E) MgCl, y F) EDTA
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6.5 Interaccion de acidos nucleicos de E. coli y proteina de
capside

Como consecuencia de los anteriores resultados, se pretendio analizar la
razén de la alta estabilidad de las nanoparticulas. Se planteé la hipotesis de que la
estabilidad estaba dada por interacciones entre la proteina de capside y los acidos
nucleicos de E. coli. Para analizar la presencia de RNA o DNA en los ensambles de
CP, se realizé electroforesis en gel de agarosa al 1% con las fracciones 3 y 4
obtenidas por SEC, las cuales ya se encontraban purificadas y caracterizadas
mediante DLS con un didmetro hidrodinamico alrededor de 30 nm. El gel de agarosa
se tifid con bromuro de etidio para detectar cualquier acido nucleico presente en el

ensamble.

Lo que se observo después de tefiir y visualizar el gel fue que tanto la fraccion
3 como la 4, presentaban cierta cantidad de acidos nucleicos a la misma altura del
gel (Figura 20), con lo que se podria suponer que las proteinas de cdpside habian
interaccionado con los acidos nucleicos de E. coli en algin paso de la purificacién,
y probablemente lo estaban encapsulando, siendo la explicacién a la estabilidad de

las VLPs. oo -
Fraccion 3 | MW | Fraccion 4

Figura 20. Gel de agarosa de VLPs.
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6.5.1 Degradacion de acidos nucleicos de E. coli

Con el objetivo de evitar la interaccion entre los acidos nucleicos y la CP, se

intentdé degradar la mayor cantidad de material genético presente en la muestra

después de la lisis celular (Figura 21, carril lisis). Por lo que, la muestra con

proteinas solubles en amortiguador Tris-HCI 20 mM pH 8, se traté con 25 y 50

unidades (U) de la enzima benzonasa, la cual es una endonucleasa genéticamente

modificada de Serratia marcescens que es capaz de digerir RNA y DNA de cadena

simple, doble, lineal y circular a oligonucledétidos.

mw | Lisis | 25U | 50U

La visualizacion de la cantidad de acidos
nucleicos degradados y presentes en la
muestra para ambas concentraciones de
enzima (25 y 50 U) se analizé mediante un gel
de agarosa al 1% (Figura 21), en el que se
observa que a partir de la adicién de 25 U de
benzonasa en la muestra, se degrada la mayor
cantidad de material genético presente
después de la lisis celular (Figura 21, carril
lisis). Esta cantidad de unidades de enzima y
condiciones de reaccion, adicion de 1.5 mM de
Mg?*, reaccionando por 20 min a 37° C con
agitacion orbital de 300 rpm, fueron utilizadas
para la degradacion de acidos nucleicos en los

siguientes experimentos.

Figura 21. Gel de agarosa para la degradacion de acidos nucleicos.
Carriles: Lisis) muestra de lisis antes de la adicion de benzonasa; 25U)
muestra tratada con 25 unidades de enzima, y 50U) muestra con 50

unidades de enzima.

72



6.5.2 Cromatografia de intercambio aniénico de muestra tratada
con benzonasa

Después de obtener y tratar la muestra con las unidades de benzonasa
necesarias para degradar la mayor cantidad de &cidos nucleicos, se continud con el
protocolo ya establecido para la purificacion de CP. Asi que, al finalizar el tiempo
para la reaccion de la enzima, se realizo la separacion de CP del complejo de
chaperonas GroEL-GroES con la adiciéon de ATP-Mg?*5 mM y su posterior analisis

por la columna de intercambio anidnico.

En la figura 22A se observa el cromatograma obtenido para la muestra
analizada, en el que se obtiene un claro cambio en el perfil de eluciéon de las
proteinas, ya que el pico de absorbancia correspondientes a las proteinas que no
interacciona con la matriz de la columna aniénica (primeras fracciones) aumenta
considerablemente en comparacion con el pico de absorbancia obtenido cuando la
muestra no es tratada con benzonasa (Figura 13B). Caso contrario en el pico
representante de las proteinas que eluyen con 1 M de NaCl (fracciones 12-13), en
el cual disminuyé la absorbancia obtenida con respecto a la muestra que no es
tratada con benzonasa (Figura 13B). Mientras que el pico de absorbancia

correspondiente a la elucion del complejo de chaperonas se mantuvo sin cambios.

Al analizar las fracciones representantes de los picos de absorbancia
mediante SDS-PAGE (Figura 22B), se observa un aumento significativo en las
fracciones 1y 2 de CP y una disminucion de esta proteina en las fracciones 12-13,
fracciones en las que se observaba presencia mayoritaria de CP cuando la muestra
no es tratada con benzonasa (Figura 13C). En consecuencia, se consideré que
posiblemente esta retencion de CP en la columna se estaba dando por la interaccion
entre la carga negativa de los &cidos nucleicos y la carga positiva de la matriz de la
columna anidnica. Por esta razon, en la muestra que presenta degradacion de
material genético, hay una disminucion en la cantidad de CP presente en las

fracciones 12y 13.
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Para analizar si los acidos nucleicos presentaban una relaciéon con la
retencion de CP en la columna anibnica, se realizd un gel de agarosa al 1% para
tefiir la presencia de RNA o DNA en las fracciones que contenian CP (fracciones 3,
12 y 2, 12) tanto en la muestra sin y con benzonasa (Figura 22C). Al tefir el gel,
revela que la fraccién 3y 2 para ambas muestra de proteinas que no interaccionan
con la columna, contienen una ligera presencia de material genético. Mientras que
en la fraccion 12 de la muestra sin benzonasa, esta presencia de acidos nucleicos
es mucho mas alta y menor cuando hay degradacion de estos.

Cromatografia de intercambio aniGnico
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Figura 22. Cromatografia de intercambio anidnico para la muestra tratada con benzonasa.

A) Cromatograma de elucién de proteinas en la columna anidnica. B) SDS-PAGE al 12.5 % de 30 pl de las fracciones
correspondientes a los picos mas altos de absorbancia observados en el cromatograma A). C) Gel de agarosa para las
fracciones con presencia de CP tanto en la muestra con y sin benzonasa,



6.5.3 Cromatografia de exclusion molecular de muestra tratada
con benzonasa

Después de la purificacion de CP por medio de la columna de intercambio
anionico, se recolectaron las fracciones 1y 2 en amortiguador Tris-HCI 20 mM pH
8 y se dializ6é contra amortiguador de desensamble (Tris-HCI 20 mM pH 7.5, NaCl 1
M, DTT 1 mM) durante 12 h. Al finalizar el tiempo, se volvié a dializar contra el
amortiguador de ensamble (AcONa 53 mM, AcOH 47 mM, MgCl2 10 mM, NaCl 100
mM, DTT 1 mM, pH 4.8) durante 24 h.

Después de la didlisis para la formacion de ensambles, la muestra se aplico
a la columna Superdex 200 GL 16/600. Se obtuvo el perfil de eluciébn mostrado en
la figura 23A, con un pico de absorbancia en el volumen 50-65 mL de retencion de
la columna, este pico se encuentra mas definido que el observado en el
cromatograma de los ensambles de la muestra sin tratar con benzonasa. Al analizar
las fracciones recolectadas durante la purificacion mediante SDS-PAGE al 12.5 %
(Figura 23B), se observa que las fracciones 3 y 4 contienen la mayor cantidad de

CP, correspondiente con los resultados anteriormente obtenidos.
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Figura 23. Cromatografia de exclusion molecular para la muestra tratada con benzonasa. A) Perfil de elucién de
proteinas por SEC. B) SDS-PAGE al 12.5% de las fracciones correspondientes a cada pico de absorbancia.
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6.5.4 Andlisis por DLS

Después de obtener a la proteina purificada mayoritariamente en las
fracciones 3y 4, se analizé el diametro hidrodinamico de los ensambles resultantes
al tratamiento con benzonasa. En la figura 24, se observa la presencia de una sola
poblacidon de particulas con diametro alrededor de 31.98 nm con una desviacion
estandar de * 6.6 nm, indice de polidispersidad bajo, 0.06, y un valor para el
intercepto de 0.868. Tales datos, indican que las particulas obtenidas son mas
monodispersas. Sin embargo, el resultado obtenido presenta una amplia similitud
con los valores recolectados anteriormente para la muestra que no es tratada con

benzonasa.

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm)

Z-Average(d.nm):  30.62 Peak 1: 31.98 100 6.659
Pdl: 0.060 Peak 2: 0.000 0.0 0.0
Intercept: 0.868 Peak 3: 0.000 0.0 0.0

Sz e Oistribution by Intensity

Intensity (Fercent)

0 !
0.01 0.1 1 10 100 1000 10000

Figura 24. Andlisis por DLS de los ensambles obtenidos por SEC para la muestra tratada con
benzonasa.

6.5.5 Tincidon de proteina en gel de agarosa

Después de obtener los ensambles de CP con la muestra tratada desde la
lisis celular con benzonasa, se analizaron las mismas fracciones 3y 4 en gel de

agarosa al 1% para verificar el estado de los ensambles en relacion con los acidos
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nucleicos presentes o no. En la figura 25A se observa que a pesar de intentar
degradar la mayor cantidad de RNA y DNA, sigue existiendo una interaccion entre
este material y la proteina de capside que le permite ensamblarse en particulas con
un diametro alrededor de 30 nm. Para corroborar dicha interaccion, se realizd un
gel de agarosa con una muestra de CP purificada y ensamblada, esta muestra se

analizé por duplicado para tefiir tanto los acidos nucleicos como la proteina.

La tincion de proteina en el gel de agarosa se llevo a cabo mediante la tincion
fluorescente de SYPRO Ruby y se observé por medio del transiluminador UV
(Figura 25B). La tincion de &cidos nucleicos se presenta tanto en el pozo (parte
superior) como en la parte media del gel, ademas se observa un ligero hueco que
de manera similar corresponde al espacio tefiido con SPRO Ruby para la proteina,
dando también sefial de proteina en el pozo donde se coloco la muestra. Lo que
podria representar ensambles que no entraron totalmente al gel de agarosa y por
tanto dan sefal tanto de proteina como de acidos nucleicos. Consecuentemente, se
puede sugerir que si existe una interaccidbn/ensamble de &cidos nucleicos con la
proteina de capside, permitiéndole presentar alta estabilidad y formacién de

particulas con un didmetro similar a los viriones nativos de BMV.

A) B
Sin Con ) | ..
Fraccion 3
benzonasa | MW | benzonasa .
Acidos
F3 | F4 ‘ | F3 | F4 MW | nucleicos | Proteina

——
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Figura 25. Gel de agarosa al 1% para los ensambles de BMV. A) Tincién de 4cidos nucleicos para
las fracciones 3 y 4 de las muestras tratadas con y sin benzonasa. B) Tincion de acidos nucleicos
y proteina del ensamble obtenido en el tratamiento con benzonasa



6.6 Estudio del ensamble de CP en E. coli

Después de los resultados obtenidos en el tratamiento de la muestra con
benzonasa, se decidi6 analizar si las particulas de BMV se encontraban
ensambladas antes de la lisis celular. Por lo que, mediante la columna de exclusion
molecular Superdex 200 GL 16/600, se intentd separar las proteinas solubles
después de la lisis celular. Al finalizar la corrida, las fracciones recolectadas se
analizaron por SDS-PAGE al 12.5% (Figura 26A) y se observo que tanto el complejo
de chaperonas GroEL-GroES como CP, se encontraban mayoritariamente dentro
de las primeras fracciones (fraccion 1-4) como se ha obtenido en el protocolo de
purificacion. Sin embargo, en estas primeras fracciones también se observoé la
presencia de muchas otras proteinas contaminantes. A pesar de ello, se intento
analizar la fraccion 3 por DLS (Figura 26B) y se encontraron dos poblaciones con

un diametro hidrodinamico alrededor de 25y 165 nm.

Al no obtener una separacién adecuada de CP para observar su estado de
oligomerizaciéon después de la lisis celular, se planted continuar con el protocolo de
purificacion ya establecido. Por lo que, la muestra obtenida después de la lisis
celular se dializ6 contra amortiguador Tris-HCI 20 mM pH 8, se traté con benzonasa,
después se le afiadi6 5 mM de ATP-Mg?*, al final la muestra se aplicé a la columna
de intercambio aniénico. Las primeras fracciones, 1 y 2, se recolectaron y
concentraron para ser analizadas por SEC en la columna Superdex 200 GL 16/600,
ya que estas primeras fracciones corresponden a las proteinas que no interaccionan
con la matriz de la columna y que, ademas, contiene mayoritariamente CP sin el

complejo de chaperonas.

Las fracciones recolectadas durante el andlisis por SEC se observaron por
SDS-PAGE al 12.5% (Figura 27A). Se obtuvo que, de manera similar a los casos
anteriores, CP se encontré en las fracciones 2, 3 y 4. Estas fracciones se observaron
sin tantas proteinas contaminantes y principalmente la presencia de chaperonas
disminuyo considerablemente. La fraccion 3 se analizo por DLS (Figura 27B),

encontrando 2 poblaciones, una con un didmetro hidrodinamico de 30 nm y otra de
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203 nm. El primer diametro corresponde al tamafio encontrado de los ensambles
purificados anteriormente (Figura 15 y 24). A pesar de que, en este paso de
purificacion, la muestra no se dializ6 contra amortiguador de desensamble ni de
ensamble, la muestra se encuentra solo en un amortiguador Tris-HCI 20 mM pH 8

y sin NaCl y presenta particulas con un diametro de 30 nm.

Con estos resultados y los obtenidos en las muestras tratadas con
benzonasa, se puede suponer que el ensamble de CP se puede llevar a cabo de
manera in vivo en E. coli y que, ademas, es capaz de encapsular material genético
huésped. Resultado que es similar a los datos obtenidos para la sobreexpresion de
la proteina de cépside del CCMV, en un sistema hospedero como Pichia pastoris.
En el cual, se obtuvo la proteina soluble y ensamblada, dentro de la capside se
encontrd la presencia de RNA, principalmente RNA huésped y RNA de CP como
componente menor. En el mismo estudio, realizaron una delecion de 34
aminoéacidos correspondientes al N-terminal; al purificar esta CP, encontraron que
las proteinas eran capaces de expresarse de manera soluble y sin presentar

interaccion con el RNA huésped (Brumfield et al., 2004).

Phelps y colaboradores, en el 2007, utilizaron Pseudomonas fluorescens,
como sistema huésped para la produccion de CP de CCMV, en este sistema
determinaron que las VLPs producidas principalmente encapsulaban diferentes
MRNA del huésped y mRNA de CCMV de CP. El ARN, se empaquetaba de manera
limitada por una distribucion espacial de los ARN en la célula, ya que, el RNA
huésped, correspondia con el tamafio del RNA nativo, encapsulando productos con
un tamafio de 600 y 400 nucledtidos.
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Figura 26. Cromatografia de exclusion molecular para la muestra después de la lisis celular.
A) SDS-PAGE al 12.5 % de las fracciones recolectadas durante la purificacidn. B) Andlisis por
DLS de la fraccion 3 obtenida por SEC
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Z-Average(d.nm): B81.06 Peak 1: 203.7 59.4 64.62
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Intercept: 0.704 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

o.M 0.1 1 10 1000 10000

Size (d.nm}
Figura 27. Cromatografia de exclusion molecular para la muestra después de la columna anidnica.

A) SDS-PAGE al 12.5 % de las fracciones recolectadas durante la purificacién. B) Analisis por DLS de
la fraccion 3 obtenida por SEC.
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6.7 Caracterizacion estructural de las VLPs

6.7.1 Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM)

La caracterizacion estructural de las nanoparticulas formadas a partir de la
proteina de capside de BMV expresada en un sistema heterélogo de E. coli, se
realiz6 mediante microscopia de fuerza atdmica. Las imagenes obtenidas muestran
la presencia de estructuras cuasi-esféricas con un diametro de 28 + 2 nm, valor
correspondiente al obtenido por DLS, 30 nm. Ademas de la forma esférica de los
ensambles de CP, también se observa monodispersidad en estas estructuras
encontradas.

B)

n Ax[nm] Ay[nm] e [grad]
1 0 28 -90,0
2 0 0,0
3 0 -0,0

Figura 28. Imagenes obtenidas por microscopia de fuerza atdmica para las nanoparticulas a partir de CP del
BMV(A-D). En la primera imagen se marcan las distancias obtenidas para 3 VLPS



6.7.2 Microscopia de Transmision Electronica (TEM)

Ademas de la visualizacion estructura de las particulas por AFM, también se
analizaron mediante microscopia de transmision electronica. En las imagenes
obtenidas se observaron estructuras mas esféricas y con didmetros entre 26-28 nm,
similares a los diametros obtenidos por AFM que, de igual manera, se observa una
poblacion monodispersa. Con las imagenes obtenidas por ambas microscopias,
AFMy TEM, se puede confirmar que, mediante la expresion de la CP en E. coli, se
pueden obtener VLPs de BMV con diametros similares a los obtenidos en viriones

0 VLPs de BMV producidos por plantas infectadas.

Figura 29. Imagenes obtenidas por Microscopia de transmision electrénica para las nanoparticulas a

partir de CP del BMV



6.8 Condiciones de desensamble

Después de caracterizar la estructura particular de las VLPs de BMV, se
estudiaron condiciones de desensamble para obtener las unidades formadoras de
capside, CP. Para este ensayo, primero se analizé el efecto del pH sobre la
estructura de la capside, debido a que se ha reportado que el proceso de ensamble
y desensamble, principalmente esta regulado por los cambios de pH acido a basico
y, de acuerdo con los resultados obtenidos en los ensayos de estabilidad, se
establecié6 como fuerza idnica, una concentracion de NaCl 1 M, ya que a esta
concentracion en pH 8, se encontraron alteraciones en el didmetro hidrodinamico
de los ensambles de BMV. Ademas del efecto del pH, también se evalué el efecto
de la adicién de agentes caotrdpicos, como urea y guanidina, al amortiguador en pH
8. Para todos los casos, se trataron muestras con una concentracion de proteina
alrededor de 0.3-0.4 mg/mL y los cambios en el tamafio del diametro hidrodindmico

de los ensambles fueron evaluados mediante DLS.

6.8.1 Efecto del pH

Después de los analisis de estabilidad de las VLPs, en los cuales se observo
gue a pH 8.4, se encuentran dos poblaciones con tamafios de diametro alrededor
de 40 y 180 nm, se decidio evaluar el mismo amortiguador con EDTA (Tris-HCI 20
mM pH 8.4, NaCl 1 M, DTT 1 mM, EDTA 10 mM) en dialisis durante 24 h. Los
resultados muestran la presencia de dos poblaciones, con didmetros de
aproximadamente 56 y 252 nm (Figura 30A), valores ligeramente mas grandes con
respecto a la muestra tratada en dialisis durante 12 h. Por lo que se considerd que
el amortiguador de Tris-HCI, NaCl, EDTA, independiente del tiempo, genera solo

estructuras con tamafos mas grandes.

Posteriormente se evalu6 el amortiguador formado por PBS, NaCl 1 M, DTT

1 mM, L-arginina 0.2 M, EDTA 10 mM a pH 7.4, esperando que la L-arginina evite
la agregacion de las VLPs y el amortiguador de PBS mejore la separacién de las
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subunidades que interaccionan con los acidos nucleicos. Las muestras se dejaron
dializando ON y al analizarlas por DLS, se obtuvieron dos poblaciones con
diametros de 19 y 88 nm (Figura 30B), didmetros mas pequefios en comparacion
con los obtenidos con el amortiguador de Tris-HCl a pH 8.

Finalmente, se evalué el amortiguador de desensamble con la adicion de
CacClz (Tris-HCI 50 mM, CaCl20.5M, DTT 1 mM, EDTA 10 mM, pH 8). Las muestras,
al igual que los casos anteriores se dejaron dializando contra este amortiguador
durante 16 h y al término del tiempo, en las muestras analizadas, se observaron

mayoritariamente dos poblaciones con diametros 21 y 138 nm (Figura 30C).
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Figura 30. Andlisis de DLS para las condiciones de desensamble a diferentes amortiguadores. A) Tris-HCI 20 mM pH 8.4, NaCl 1
M, DTT 1 mM, EDTA 10 mM. B) PBS, NaCl 1 M, DTT 1 mM, L-arginina 0.2 M, EDTA 10 mM a pH 7.4. C) Tris-HCI 50 mM, CaCl, 0.5
M, DTT 1 mM, EDTA 10 mM a pH 8.
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Las poblaciones resultantes con diametros alrededor de 19 y 21 nm,
correspondientes a los amortiguadores de PBS y Tris-CaClz, probablemente podria
corresponder a estructuras icosaédricas en un arreglo T=1, como se observo en un
trabajo realiz6 por Lucas y colaboradores en el 2001, donde observaron que las
capsides del BMV que fueron tratadas con altas concentraciones de CaCl. a alta
fuerza idnica, experimentaron una condensacion de la estructura de T=3 a T=1 por
desprendimiento de los capsémeros hexaméricos, estas cdpsides T=1 presentaron
un didmetro de alrededor de 17-18 nm. Tamafios similares a los obtenidos en este
trabajo (19 y 21 nm).

En cuanto a las poblaciones con diametros hidrodindmicos aproximadamente
de 250 nm y otros tamafios mas grandes, obtenidos principalmente mediante dialisis
contra el amortiguador de Tris-NaCl (Tris-HCI 20 mM pH 8.4, NaCl 1M, DTT 1 mM,
EDTA 10 mM), fueron observadas mediante TEM, encontrado grandes poblaciones

de agregados, probablemente de varias capsides acumuladas formando especies

con diametros mayores a 250 y 300 nm (Figura 31).

Figura 31. Imagenes de TEM para muestra de desensamble en aortiguador Tris-HCl 20 mM pH 8.4,
NaCl 1M, DTT 1 mM, EDTA 10 mM. 86



6.8.2 Efecto de agentes caotropicos

Debido a que, en los diferentes amortiguadores a pH basicos analizados en
la seccion anterior, no se logré obtener poblaciones con diametros mas pequefios,
que corresponderian a subunidades, dimeros o estructuras intermedias como
hexameros o pentameros. Se estudi6 el efecto de la adicién de agentes caotropicos
(urea y guanidina) a la muestra en amortiguador Tris-HCI 50 mM, CaCl2 0.5 M, DTT
1 mM, EDTA 10 mM, a pH 8, ya que en ese amortiguador se observé mayor cambio
en el diametro hidrodinamico de las VLPs. Se esperaba que la adicion de CaCl:

mejoraria la separaciéon de los acidos nucleicos de las subunidades de CP.

Primero se analiz6 el efecto de la urea, para ello se evaluaron
concentraciones de 1, 2, 3, 4y 5 M (Figura 32A). Se obtuvieron principalmente dos
poblaciones para todas las concentraciones de urea. A partir de 2 M, el tamafio del
diametro de las VLPs comenzdé a disminuir, encontrando que, en concentraciones
entre 3y 4 M de urea, se alcanzaban poblaciones con diametros alrededor de 10-
15 nm, mayoritariamente de 12 nm para la poblacion con tamafio menor. Mientras
que, la otra poblacién presentaba diametros de 63 nm para 3 M (Figura 32B) y 148
nm para 4 M. En cuanto a la muestra tratada con 5 M de urea, causoé en las dos
poblaciones un aumento considerable en el diametro de las particulas, con valores

de aproximadamente 81 y 346 nm.
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Figura 32. Efecto de urea en el tamafo de las VLPs. A) Didmetros resultantes de la
adicion de 0, 1, 2, 3,4y 5 M de urea. B) Resultados del DLS para la muestra tratada
con 3 M de urea.

Ademas de la adicion de urea, se evaluo el efecto de la concentracion de
guanidinio en el diametro hidrodinamico de las VLPs. Para ello se probaron
concentraciones de 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 M de cloruro de guanidinio (Figura 33A).
A partir de 0.5 M de guanidinio, los diametros comenzaron a modificarse, y se
encontré una sola poblacién con tamafios mayores a 150 nm. Mientras que, para
concentraciones de 1.0 y 1.5 se observaron dos poblaciones, una con tamafio entre
11 y 15 nm (Figura 33B), similares a los observados con el tratamiento con urea.
Sin embargo, para el caso de guanidinio, los resultados obtenidos entre
experimentos no eran tan variables como en el caso de la urea. Ademas, con 1.0y
1.5 M de guanidinio, también se observé un aumento en el tamafio de los
agregados, los cuales presentaban valores entre 100 y 160 nm. En el caso de las
concentraciones de 2 y 2.5, el diametro tendi6 a aumentar, encontrando

mayoritariamente agregados de VLPs, con valores mayores a 150 nm.

La poblacion con un tamafio de diametro alrededor de 11 nm, resultado del

tratamiento con 1.0 M de guanidina, podria sugerir la presencia de oligdmeros mas
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simples o intermediarios de ensamble, ya que se ha registrado que el tamafio de los
dimeros de CP del BMV es de aproximadamente 7.22 nm (Chen et al., 2008) y 6.4
nm (Strugata et al.,2021).
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Figura 33. Efecto de guanidina en el tamafio de las VLPs. A) Diametros
resultantes de la adicién de 0.5, 1, 1.5, 2 y 2.5 M de urea. B) Resultados del
DLS para la muestra tratada con 1 M de guanidina.

Al obtener la poblacién con el menor valor del diametro (11 nm) de las VLPs
con el tratamiento de 1 M de guanidina en amortiguador de Tris-HCI 50 mM, DTT 1

mM, EDTA 10 mM a pH 8 en presencia de CaClz2 0.5 M, se evaluo el efecto que
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10 mm Absorbance

A)

podria presentar en los acidos nucleicos encapsulados. Para ello, se evaluo
mediante NanoDrop con el coeficiente de extincién molar 16.64 M1cm™ y el peso
molecular de CP, 20.3 kDa, la relacion A260/A280 de la muestra concentrada antes
del cambio de amortiguador de ensamble al de desensamble con CaCl: (Figura
34A). En esta figura se observa que la relacion A260/A280 es de 1.68,
representando la importante presencia de material genético. Después del cambio
de amortiguador, la adicibn de 1 M de guanidina y una dialisis de 4 h en
amortiguador Tris-HCI 50 mM, CaCl2 0.5 M, DTT 1 mM, EDTA 10 mM a pH 8, se
volvio a evaluar la relacion A260/A280, dando como resultado 1.10 (Figura 34B), un
valor menor al obtenido inicialmente. Estos resultados sugieren que, posiblemente
el tratamiento con CaCl> permite la diminucion de los &cidos nucleicos

contaminantes.
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Figura 123. Evaluacion de la relacion A260/A280 en las VLPs de BMV A) antes y B) después del
tratamiento con CaCl, 0.5 M y guanidina 1M.
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7/ CONCLUSIONES

La expresion heterdloga de la proteina de capside del virus del mosaico del
bromo se logré en dos cepas de E. coli, BL21(DE3) y BL21(DE3)pGro7. En la
primera cepa, BL21(DE3), se obtuvo la expresibn de CP con las siguientes
condiciones de induccién: 0.6 mM de IPTG durante 16 h a 25 °C y 180 rpm; con
esta cepa se logré escalar la expresion hasta 100 mL. En cuanto a la cepa
BL21(DE3)pGro7, las condiciones de sobreexpresion de CP se alcanzaron con 0.6
mM de IPTG como inductor, por 16 h a 37°C y 220 rpm; estas condiciones de
induccion son escalables hasta volimenes de 500 mL. Ademas, la sobreexpresion
de CP en la cepa BL21(DE3)pGro7 es mayor en comparacion con la expresion
obtenida con la cepa BL21(DE3).

La CP obtenida en la cepa de E. coli BL21(DE3)pGro7 se encontrd plegada
en la fraccién soluble después de la lisis celular con el siguiente amortiguador: Tris-
HCI 50 mM, NaCl 150 mM, Triton X100 0.2 %, DTT 1 mM, pH 7.5

El protocolo de purificacion para CP producida en E. coli BL21pGro7, requirid
la separacién de CP del complejo de chaperonas GroEL-GroES con 5 mM de ATP-
Mg?* en amortiguador Tris-HCI 20mM pH 8, y posteriormente la purificaciéon por una
columna aniénica SOURCE 15Q 4.6/100 PE. Finalmente, se utiliza la cromatografia
de exclusién molecular con la columna Superdex 200 16/600 en amortiguador de
ensamble (AcONa 53 mM, AcOH 47 mM, MgClz 10 mM, NaCl 100 mM, DTT 1 mM,
pH 4.8) para obtener nanoparticulas de BMV.

La proteina de capside se obtuvo pura y ensamblada con un diametro
hidrodindmico alrededor de 30 nm en una poblacion monodispersa caracterizada
por DLS, AFM y TEM, para ambas microscopias se observaron diametros entre 27-
29 nm.

Se encontr¢ alta estabilidad en los ensambles de BMV frente a cambios de
pH (4.8, 5.6, 6.4, 7.5 y 8.4), fuerza iénica (0.1, 0.5, y 1.0 M NaCl) con presencia y
ausencia de iones Mg*? (10 mM de MgCl2y 10 mM EDTA). La alta estabilidad puede
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ser proporcionada por la interaccion existente entre los acidos nucleicos de E. coli
y la proteina de capside, lo que le podria proporcionar caracteristicas similares a los

virones de BMV.

La adicion de benzonasa a la muestra obtenida después de la lisis celular,
favorece la purificacion de CP, ya que enriquece la presencia de la proteina de

capside en las primeras fracciones obtenidas por la columna aniénica y SEC.

Es posible que el ensamble de CP se lleve a cabo durante la lisis celular o de
manera in vivo en E. coli, ya que durante su purificacién se encontré que no requiere
de pH acido (4.8) en el medio para inducir el ensamble. Estas nanoparticulas
pueden ser purificadas por SEC desde las fracciones obtenidas en la columna
anionica. Sin embargo, el paso previo de dialisis contra amortiguador de ensamble
a pH 4.8, evita la formacion de agregados en las nanoparticulas y por lo tanto
enriquece las fracciones obtenidas por SEC, ademas de que limpia la muestra al

precipitar muchas proteinas contaminantes.

El desensamble de las VLPs de BMV se ve favorecido por un cambio de
amortiguador a pH 8 en presencia de CaClz y la adicién de guanidinio a una
concentracion final de 1 M. Proporcionando estructuras con un didmetro
hidrodindmico de 11.5 nm y otros agregados de 111 nm. Ademas, este tratamiento
permitio la disminucién del valor de la relacién A260/A280, inicialmente con 1.68 a
1.10.
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8 PERSPECTIVAS

Con el objetivo de mejorar el desensamble y la obtencién de subunidades
CP, seria importante evaluar la funcion de factores como concentracion de
proteina, tiempos en los tratamientos con agentes quimicos como urea,
guanidinio, CaClz; cambios en los componentes de los amortiguadores para
evitar la agregacion de proteina y métodos adicionales como

ultracentrifugacion.

Estandarizar las condiciones de ensamble y desensamble, ya que se puede
hacer uso de dicha caracteristica y su alta estabilidad de las capsides de
BMV para el encapsulamiento de diversas moléculas.

Estudiar la sobreexpresion de la proteina de cépside con la adicion de un
His-Tag en el N-terminal, con las cepas de E.coli BL21(DE3) vy
BL21(DE3)pGro7, en la cuales se observo expresion de CP. Esto para evitar
la unién y encapsulacion de material genético huésped y mejorar la eficiencia
en el protocolo de purificacion, quizds en condiciones fuertemente

desnaturalizantes.
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