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RESUMEN

Las particulas tipo virus (VLPs) estan constituidas por todos o algunos de los
componentes estructurales de los virus. Estas particulas son de gran interés
biotecnoldégico ya que pueden ser utilizadas como acarreadores de diversas
moléculas con el fin de construir nanoreactores enzimaticos, acarreadores de
epitopos antigénicos para construir vacunas, y péptidos con funciones de
reconocimiento para generar tropismo artificial. La proteina VP2 de parvovirus B19
(B19V) tiene la propiedad de autoensamblarse in vitro para formar VLPs, mismas
gue guardan una gran semejanza con la capside icosaédrica del virion nativo, la
cual esta constituida por 60 subunidades de proteina. Se ha demostrado que es
posible presentar péptidos heterdlogos en la superficie de estas particulas
mediante su fusion genética en el extremo N-terminal de VP2. Sin embargo, no
todos los extremos N-terminales quedan expuestos en la superficie de la particula,
presentando asi una polivalencia reducida. Una forma de aumentar la polivalencia
es la bioconjugacion utilizando elementos que siempre se encuentren en la
superficie de las particulas, como el asa 301-313 de VP2. Nuestro grupo de
investigacion ha demostrado que la inclusion de fragmentos heterdlogos en el asa
301-313 no afecta la competencia de ensamble de las quimeras de VP2. En este
proyecto se inserto el péptido SpyTag, que es parte del sistema de bioconjugacion
SpyTag/SpyCatcher, en el asa 301-313 seguido de un sitio de corte para la proteasa
TEV (TEVp). El sistema SpyTag/SpyCatcher permite una interaccion especifica y
covalente entre sus componentes que, al estar fusionados a otras proteinas,
permite la formacion de superestructuras que mantienen la funcionalidad de sus
componentes. Nuestro objetivo es probar la funcionalidad del péptido SpyTag
tanto en el asa integra como después de cortarla con TEVp. Nuestros resultados
mostraron que la presencia del péptido SpyTag no afectd la competencia de
ensamble de la proteina quimeérica. Se demostro, ademas, que el corte del asa con

TEVp no promueve el desensamble de las particulas.



Este estudio dejo claro que el péptido SpyTag es funcional en el asa integra,
aungue no con la polivalencia esperada, y que, tras el corte del asa con TEVp, la
funcionalidad del péptido SpyTag liberado aumenta a casi el doble y representa

una tercera parte del total de la polivalencia tedrica esperada la cual es de 60.

De manera global, se demostro que la inclusion de péptidos para bioconjugacion
en el asa 301-313 es una buena opcidn para la construccion de nuevos

biomateriales.



ABREVIATUTAS USADAS

AFM: Microscopia de fuerza atomica

ARG: L-Arginina

B19V: Parvovirus B19

BSA: Albumina sérica bovina

DLS: Dispersion dinamica de luz

eGFP: Proteina Verde Fluorescente mejorada (del inglés, "enhanced")
GFP: Proteina verde fluorescente

GuHClI: Cloruro de guanidinio

H: Horas

HINT: Influenza A subtipo HIN1

IPTG: Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido

ON: Incubacion 12 horas durante la noche (del inglés “Overnight”)
PBS: Solucion amortiguadora fosfatos-salina

PLA2: Fosfolipasa A2

s: Segundos

SARS: Del inglés Severe Acute Respiratory Syndrome, sindrome respiratorio

agudo severo causado por un virus de la familia de los coronavirus
SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico

SEC: Del inglés Size Exclusion Chromatography, cromatografia de exclusion

molecular

sf-GFP: Proteina Verde Fluorescente con superplegamiento (del inglés,

"superfolder")

TEM: Microscopia electronica de transmision



VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana
VLPs: Particulas Tipo Virus

VPT: Proteina viral 1

VP1u: Region Unica de VP

VP2: Proteina viral 2

VSR: Virus sincicial respiratorio



1. INTRODUCCION

1.1 ASPECTOS GENERALES
111 ¢QUE SON LOS VIRUS?

Los virus infectan a plantas, bacterias, hongos y células animales; son patdégenos
intracelulares obligados, no se consideran "vivos" en un sentido estricto, pues No
pueden replicarse sin ingresar a una célula huésped y usar la maquinaria de ésta
para la propia replicacion y ensamble de nuevas particulas. Los virus y sus
anfitriones han coexistido y coevolucionado, demostrando una notable
plasticidad en su estructura y una dinamica metaestable, incluido el ensamblaje
y desensamblaje coordinado con la entrega exitosa de la molécula cargo, que es
su material genético. Los virus caracterizados al momento representan solo una

fraccion de la diversidad viral presente en la biosfera (Douglas et al,, 2006).

Los virus pueden estar rodeados o no, por una envoltura viral que facilita su fusion
e infeccion a la célula huésped, la envoltura puede provenir de la membrana
plasmatica, aunque también del reticulo endoplasmatico de la célula, del
complejo de Golgi o incluso de la membrana nuclear, dependiendo del virus
(Louten et al, 2016). Los virus consisten tipicamente en una capside proteica que
encapsula a su material genético. Las subunidades proteicas de la capside se
ensamblan con una estructura tridimensional precisa, y albergan en su interior el

material genético, ADN o ARN (Singh et al.,, 2006).

Los procesos de infeccion del virus o los ciclos de vida del virus difieren mucho
entre las especies, pero hay seis etapas basicas: (1) fijacion selectiva debido a la
interaccion, union y/o fusion entre la superficie de la cdpside viral y los receptores
especificos en la superficie celular del huésped, (2) penetracion de un virus en una
célula huésped a través de fusion de membrana o endocitosis mediada por
receptor, (3) liberacién de acido nucleico gendomico viral en la célula huésped
debido a la degradacion viral de la capside por enzimas virales o enzimas huésped,
(4) replicacion del virus y ensamblaje en la célula huésped, (5) modificacion

postraduccional de las proteinas virales; y finalmente, (6) la liberacion de virus de



la célula huésped. Para algunos virus, como el VIH, se invierte el orden de las

etapas (5) y (6) (Chen et al.,, 2010).

Los avances recientes en microbiologia estructural han aumentado los datos
estructurales recopilados mediante técnicas de difraccion de rayos X, microscopia
crioelectronica y resonancia magnética nuclear. Actualmente, la prevencion y el
control de epidemias y pandemias causadas por virus infecciosos, como el HINT, el
VIH, el SARS vy la gripe aviar, son de suma importancia. Como una infeccion
comienza con la union a la superficie entre un virus y una célula huésped, es
importante construir y visualizar la topologia y morfologia de la superficie de los
virus para comprender la union a la superficie y la interaccion posterior. Esta
informacion también es crucial para comprender el mecanismo molecular que da

lugar al ensamblaje de las capsides del virus y al empaquetado de ADN o ARN.
Diferentes virus presentan diferentes propiedades estructurales, por ejemplo:

A. Capsides virales simples con una o dos proteinas principales (por ejemplo,
parvovirus, papilomavirus, circovirus, calcivirus, virus de la hepatitis E vy

poliomavirus) (Figura1).

B. Capsides virales complejas con varias capas de proteina, codificadas por
muchos ARNmM distintos, o generadas a partir de una Unica poliproteina (por

ejemplo, Picornavirus).

C. Capsides virales con envolturas de lipidos que incluyen una bicapa lipidica
obtenida de la célula huésped, asi como glicoproteinas virales (por ejemplo, virus
de la influenza, el virus del sarampion, el virus de las paperas, el virus de la rabia y

el virus del Ebola, VIH, Hepatitis C) (Shirbaghaee et al., 2015).
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Figura 1. 200 virus icosaédricos depositados en el PDB. Los virus mas pequefios forman
capsides perfectamente simétricas que consisten en 60 copias de una sola proteina
pequena, que proporciona suficiente espacio interno para contener un genoma diminuto
gue codifica solo un par de proteinas. El parvovirus, por ejemplo, tiene unos 20 nm de
diametro, el virus de la influenza y el VIH tienen un tamano mas tipico, unos 100 nm de
diametro. Sin embargo, algunos virus miden significativamente mas de 100 nm. Los
poxvirus, como el virus variola que causa la viruela, pueden alcanzar los 400 nm de longitud,
vy los filovirus, como el peligroso virus del Ebola y el virus de Marburg, tienen sélo 80 nm de
diametro, pero se extienden en largos filamentos que pueden alcanzar longitudes de mas
de 1000 nm. Estos virrus usan uno o mas tipos de proteinas en arreglos cuasi-simetricos
para construir capsides aln mas grandes gque encierran genomas mas grandes vy
complejos. Debajo se muestra el esquema de colores que resalta el nimero de
subunidades en cada capside. Figura modificada de: https//pdbl0lrecsb.org/learn/paper-
models/quasisymmetry-in-icosahedral-viruses.

112  PROTEINAS COMO BLOQUE DE CONSTRUCCION, NUMERO T

Las estructuras bioldgicas a escala nanomeétrica, como los microtubulos, los
filamentos de actina, los flagelos y las capsides virales, se construyen mediante la
oligomerizacion controlada de subunidades proteicas plegadas de manera
similar, utilizando un pequefo numero de interacciones de tipo no covalente bien
definidas (puentes de hidrogeno, interacciones de van der Waals, puentes salinos,
e interacciones hidrofobicas) en un proceso altamente especifico. Esto da como
resultado oligdmeros que son regulares en apariencia y bioldgicamente
funcionales. Para lograrse deben ser estables, estar bien formados/plegados y

deben hacerse en un intervalo de tiempo apropiado. Proteinas pequenas (N ~ 64
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aminoacidos), alcanzan su estructura terciaria en tiempos del orden de
milisegundos (t ~ 10°s), en tanto que proteinas mMmas complejas se pliegan en
tiempos Nno mayores a algunas decenas de segundos (t ~10's), plegamiento que

ocurre a la par del tiempo de sintesis, (Olivares-Quiroz y Garcia-Colin, 2004).

Esto no cambia en nada que algunas proteinas posean la informacion necesaria
para buscar su conformacion nativa aun estando solas. Las proteinas que facilitan
el plegamiento mejoran la cinética y evitan la formacion de estructuras no nativas.
La energia de plegamiento de una proteina se asemeja a un embudo donde la
proteina se pliega por rutas diferentes dependiendo de la conformacion en la que
se encuentre en el estado desplegado, cada ruta seguira la linea de menor energia
desde esta conformacion hasta la estructura nativa. Este proceso se inicia con
interacciones de corto alcance que forman estructuras secundarias en regiones
locales del polipéptido. Estas interacciones no covalentes se establecen entre las
cadenas laterales proximas. Algunos residuos tienen tendencia a formar
estructuras en hélice-alfa, hebra-beta o giros. Estos residuos se conocen como
sitios de iniciacion. El siguiente paso es la formacion del estado de globulo
fundido, el cual se produce tras un colapso hidréfobo y contiene la mayor parte de
las estructuras secundarias presentes en la estructura nativa, pero posee muchas
interacciones incorrectas. Las interacciones de medio y largo alcance se forman
mediante el reordenamiento del estado de globulo fundido. Las udltimas
interacciones en formarse, en caso de existir, son los puentes de disulfuros (Alas-

Guardado et al, 2011).

El concepto de autoensamblaje sugiere que la informacion requerida para una
determinada forma es una propiedad que recae en las subunidades mismas,
gracias a interacciones de enlace bien definidas y que se refleja en estructuras
simétricas, por ejemplo, la simetria helicoidal, que encontramos en microtubulos,
flagelos y virus en forma de rodillo, forma que surge de operaciones simples de
traslacion y rotacion; cada subunidad, con la excepcion de los extremos, se

encuentra en un entorno idéntico (Prevelige, 1998).



Una gran cantidad de virus médicamente significativos tienen capsides con
simetria icosaédrica, formada por subunidades idénticas, con enlaces idénticos a

sus vecinos y 60 subunidades con ejes de simetria de orden 5,3y 2.

En la década de 1960, Donald Caspar y Aaron Klug descubrieron que los virus
construyen capsides mas grandes al abandonar la necesidad de una simetria
perfecta entre subunidades para empaquetar el acido nucleico viral, esto se logra
al utilizar varias copias de las subunidades para formar un nuevo blogue de
construccion mas grande para el icosaedro. Cada cara del icosaedro se compone
de al menos 3 subunidades de proteina en las capsides mas pequenfas, y cada una
de ellas, a su vez, participa en la formacion de los ejes de simetria de orden 2,3y 5.
Para gque una matriz de caras de un poliedro, o facetas, adquiera la estructura
tipica del icosaedro se requiere que la interaccion entre las facetas genere cierta
curvatura, por ejemplo, en un pentamero de facetas. Sin emlbargo, esta curvatura
puede ser eliminada si incluimos una sexta faceta. La inclusion de estas unidades
de hexameros entre unidades pentaméricas promueve el crecimiento del
icosaedro, y el numero de hexameros que hay entre pentameros. El nUmero de
triangulacion, o numero T, nos dice que tan grande es una capside, por ejemplo,
para T=1, las capsides contienen 60 subunidades, de modo que el numero T nos
indica qué multiplo de 60 tiene una capside (Figura 2). Como consecuencia de
este empaqgue entre hexameros y pentameros formados por trimeros iguales, se
generan interacciones cuasiequivalentes entre sus bordes. Los virus han adoptado
una serie de estrategias para mantener la estabilidad y flexibilidad de las capsides
virales, y aunque es evidente que la informacion requerida para un ensamblaje
exitoso esta codificada en las subunidades, se desconoce |la forma exacta en que

se controla este cambio (Prevelige, 1998).
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Figura 2. Geometrfa de las capsides icosaédricas. Las caras triangulares representan dos
de las 20 caras icosaédricas. Los ejes de simetria de cinco, tres y dos veces estan rotulados
numeéricamente para la cara superior; T = 1 contiene 60 subunidades idénticas en entornos
idénticos. T = 4 contiene un total de 240 (60x4) subunidades, y las subunidades etiquetadas
a, b, cydestan endistintas posiciones relacionadas con la simetria. T =7 contiene 420 (60x7)
subunidades. Las subunidades en diferentes posiciones relacionadas con la simetria se
etiguetan como a - g. Las subunidades mas oscuras participan en interacciones
hexameéricas. Los numeros T representan el ndmero de triangulacion, donde hay T
diferentes entornos de subunidades (Prevelige, 1998). De lado izquierdo: virus satélite de
necrosis del tabaco (PDB: 2buk); virus del enanismo arbustivo del tomate (PDB: 2tbv), virus
omega de Nudaurelia capensis (PDB: lohf); bacteriofago HK97 (PDB: lohg). Figuras
tomadas de (Prevelige, 1998; http://pdb101.rcsb.org/mo/125).

La oligomerizacion se puede dividir en dos fases cinética y termodinamicamente
distintas: la fase de nucleacion y la fase de crecimiento, siendo la fase de
nucleacion termodinamicamente desfavorable. Esta barrera energética de
nucleacion surge por el costo entropico de inmovilizar las subunidades y porque
el cambio conformacional requerido para formar el ndcleo supera a la energia de

enlace entre subunidades obtenida durante su formacién, aunque se estabilizan
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después por su interaccion hidrofolba con el medio acuoso, lo que contribuye a la

minimizacion de energia del sistema.

Estos factores hacen que sea dificil poblar los intermediarios necesarios para
formar el nucleo y da como resultado la aparicion de una concentracion critica,
por debajo de la cual no se produce la oligomerizacion. Una vez que se ha formado
el nucleo, la posterior adicion de subunidades se vuelve favorable, porque las
subunidades pueden formar multiples interacciones de enlace, y el crecimiento

ocurre (Prevelige, 1998).

113 NANOPARTICULAS VIRALES

Las nanoparticulas virales (VNP) son blogues de construccion basadas en virus:
bacteridfagos, virus de plantas o animales; y pueden contener o no ADN. Estos
sistemas dinamicos de autoensamblaje forman estructuras altamente simétricas,
monodispersas y polivalentes. Esto es, su tamano es homogéneo vy, al estar
compuestos de unidades estructurales repetitivas, sus grupos quimicos se
repiten, lo que permite obtener un nudmero definido distribuido de manera

precisa en la superficie de los viriones (Figura 3) (Steinmetz et al., 2010).

Icosehedral Mammalian Virus

Icosehedral Plant Viruses An Insect Viruses
Pl

6868 o8 @

BMV CCMV CPMV HCRSV RCNMV TYMV FHV

Icosehedral Bacteriophages AD

Rod-shaped plant virusesand a filamentousphage

T™MV M13

HK97 P22 T7 MS2 Qp

Figura 3. Nanoparticulas virales (VNP) derivados de virus icosaédricos. Virus de plantas:
Virus del mosaico de bromo (BMV), virus del moteado clordtico del caupi (CCMV), virus del
mosaico del caupi (CPMV), virus de la mancha anular clordtica del hibisco (HCRSV), virus del
moteado necrotico del trébol rojo (RCNMV), virus del mosaico amarillo del nabo (TYMV);
Virus de insecto: virus Flock House (FHV); Bacteriofagos: HK97, P22, T7, MS2 y QB. P22y T7
son fagos cabeza-cola, con las colas no mostradas. Virus de mamiferos: adenovirus (AD).
Virus en forma de rodillo y filamentosos: virus de la papa X (PVX), virus del mosaico del
tabaco (TMV), bacteriéfago M13. Figura tomada de (Yildiz et al,, 2011).



Las estrategias que involucran la ingenieria de virus han demostrado un potencial
considerable al contar con una variedad de formas, tamanos, estabilidades,
propiedades dinamicas y reactividades quimicas. Gracias a las estructuras
tridimensionales de virus reportadas en el PDB, ha sido posible identificar o
modificar aminoacidos en su distribucion espacial precisa y aprovechar la

polivalencia en la capside viral para la bioconjugacion (Singh et al,, 2006).

Las proteinas tienen numerosos residuos funcionales activos que se pueden
conjugar, como los grupos amino y carboxilo terminales, o aminoacidos como la
lisina, cisteina, tirosina, aspartato y glutamato. Estos pueden funcionalizarse con
anticuerpos, oligonucledtidos, péptidos, proteinas, carbohidratos, reactivos
fluorescentes y farmacos utilizando quimicos como: N-hidroxisuccinimidil éster
(NHS), maleimida, isotiocianato y carbodiimida (Lee et al, 2011). Ademas, estos
meétodos se pueden utilizar para incorporar grupos funcionales sintéticos, como el

tirosindiazonio y la oxima-hidrozona (Figura 4) (Yildiz et al.,, 2011).

Aunque la conjugacion de sustancias organicas se requiere efectuar en posiciones
gue permitan el acceso a los reactivos organicos sin impedimento, sin destruir la
estructura o impedir el ensamblaje de las proteinas, puede resultar costoso
ademas de requerir el analisis posterior a la reaccion exitosa, para verificar
mediante métodos de caracterizacion los efectos sobre la morfologia, tamano o
composicion de las VLP. Si se pretende realizar modificaciones quimicas en la
superficie del virus, los virus no envueltos pueden representar el sistema de

eleccion (Mejia-Méndez et al,, 2022).

Los aminoacidos expuestos en la superficie viral también pueden modificarse
mediante mutagénesis dirigida al sitio, e incluso introduciendo aminoacidos
sintéticos en el proceso de traduccion, enfoque usado para expandir el nUmero de
los grupos funcionales para una conjugacion quimica posterior (Fischlechner et

al., 2007).

La modificacion de la proteina viral mediante ingenieria genética es otro meétodo
empleado para la introduccion de péptidos funcionales, aungue existen ciertas
limitaciones con respecto al tamano de los péptidos que pueden introducirse en

las proteinas de la capside.
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La capacidad de ser un nanocontenedor con base en proteinas oligomeéricas
naturales no es exclusiva de los virus, arguitecturas similares en el mundo
biologico existen: lumazina sintasa, acetiltransferasa, las ferritinas, proteinas de
chogue térmico, encapsulinas. Estos nanocontenedores clinicamente Utiles
deberian tener los siguientes atributos: no ser patdégenos, ser especificos para
ciertos tipos de células, tejidos u organos, y deben producirse facilmente en

grandes cantidades (Tarig et al, 2022).

La administracion de nanoparticulas tiene distintas ventajas en comparacion con
la administracion tradicional de otras biomoléculas, incluyendo una mayor vida
Util en circulacion y una mejor especificidad tisular. Al entrar en el cuerpo, tienen
gue viajar el tiempo suficiente en el sistema circulatorio para llegar al tejido
objetivo, evitando su absorcion fuera del objetivo, su unidn a proteinas séricas, su
degradacion enzimatica y la activacion del sistemma inmunoloégico, o que
terminaria prematuramente su viaje. Son necesarios estudios que describan el
comportamiento de tales plataformas in vivo, para determinar las caracteristicas

farmacocinéticas: como su absorcion, distribucion en érganos, metabolismo, vy



tasas de eliminacion. Se plantean preocupaciones aun por investigar como la
biodegradabilidad, ya que debe haber un equilibrioc adecuado entre la
penetracion/acumulacion en el tejido y el aclaramiento sistémico; la estabilidad,
inmunogenicidad y reproducibilidad debido a formulaciones complejas de
mMultiples componentes. Asi como una evaluacion toxicoldgica de acuerdo con las
dosis/concentraciones de exposicion, frecuencia de exposicion, y mecanismos de

accion (Steinmetz et al,, 2010) (Levasseur et, al. 2021).

Es dificil predecir con precision las propiedades in vivo de una formulacion
particular y, por lo tanto, cada una debe evaluarse caso por caso antes de realizar

pruebas clinicas.

114 PARTICULAS TIPO VIRUS

Las particulas tipo virus (VLP) se consideran un subconjunto de VNP, son
complejos de una o mas proteinas estructurales de virus expresadas en sistemas
heterdlogos, que tienen la propiedad inherente del autoensamble, tienen un
tamano y morfologia homogéneas casi idénticas a las de los viriones, la particula
virica morfologicamente completa e infecciosa, con excepcion de su material
genético. Asi, las VLP mantienen la mayoria de sus propiedades estructurales de
reconocimiento celular sin ser infecciosas, conservan su afinidad por los
receptores celulares, los mecanismos de entrada a la célula huésped vy la

inmunogenicidad (Kushnir et al, 2012; Mejia-Méndez et al, 2022).

Las VLPs provocan respuestas tanto humorales como celulares en el sistema
huésped, respuestas estimuladas debido a sus epitopos antigénicos repetitivos,
por su baja polidispersidad, pueden usarse directamente como vacunas © cComo
andamios para la presentacion de antigenos (Mohsen y Bachmann, 2022). Si bien
no todos los intentos de usar VLPs han tenido éxito en provocar respuestas
inmunitarias efectivas (Grgacic y Anderson, 2006; Ludwig et al.,, 2007), uno de los
casos de mayor éxito es la vacuna contra el virus del papilomma humano (HPV),
cuyas VLPs inducen respuestas inmunitarias protectoras sélo con la proteina
estructural L1 (Villa et al, 2005; Garland et al, 2007). A pesar de décadas de

esfuerzo, se han obtenido pocas licencias para vacunas hechas de VLPs. Entre
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estas vacunas autorizadas y disponibles comercialmente se encuentran: Engerix-
BR® (GlaxoSmithKline) y Recombivax HBR® (Merck & Co) contra el virus de la
hepatitis B, GardasilR® (Merck & Co) y CervarixR® (GlaxoSmithKline) contra el virus
del papiloma humano, HecolinR® (Xiamen Innovax Biotech Co.) contra el virus de
la hepatitis E (Dai et al, 2018), y Mosquirix® (GlaxoSmithKline Inc.) contra la malaria

(Mohsen et al,, 2017).

Las VLPs podrian superar varios problemas que suelen estar asociados a las
vacunas tradicionales, especificamente, la naturaleza infecciosa relacionada con
las vacunas vivas atenuadas, la reversion a una forma virulenta, el riesgo de
mutacion, la inmunogenicidad reducida de la vacuna inactivada, la toxicidad

inestable, el bajo rendimientoy el largo tiempo de formulacion (Tarig et al, 2022).

Algunas aproximaciones para crear VLPs quimeéricas incluyen: la conjugacion
mediante enlaces fuertes no covalentes (p. ej. afinidad biotina — avidina), fusion
genética, decoracion covalente mediante la formacion espontanea del enlace
isopeptidico (HaloTag®, SNAP-Tag®, sortasa), incluyendo el sistema que se ocupd

en el presente trabajo (Catcher-Tag) (Brune y Howarth, 2018).

Las VLPs que presentan proteinas o péptidos heterdlogos en su superficie
mediante la fusion genética a proteinas se denominan VLPs quiméricas. Para que
las quimeras sean exitosas, deben identificarse multiples posiciones de fusion
(asas superficiales, extremos N/C externalizados) para producir VLPs
multicomponentes que mantengan su competencia de ensamble y evitar el
plegamiento incorrecto del péptido heterdlogo o la formacion de particulas con
tamano heterogéneo (Takahashi et al., 2008; Soto et al, 2010; Shirbaghaee et al,
2015; Bustos-Jaimes et al., 2017, Mejia-Méndez et al, 2022; Tariqg et al,, 2022).

Las VLPs se pueden desmontar y reensamblar convenientemente cambiando las
condiciones ambientales, como el valor de pH del medio, la temperatura, la
concentracion de sales y la presencia de aditivos. Esta aplicacionistica brinda la
posibilidad para la encapsulacion, lo cual es apropiado para el diseho de
nanocontenedores (Carette et al, 2007; Fischlechner et al,, 2007; Lee et al., 2017,

Steinmetz et al,, 2010).
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Los investigadores han diversificado el uso de estos vehiculos naturales para
mMultiples aplicaciones como la administracion de farmacos, inmunoterapia con el
suministro de antigenos y anticuerpos para el tratamiento de distintos tipos de
cancer como el colorrectal, de pancreas y de cuello uterino (Mejia-Méndez et al,
2022); nanorreactores enzimaticos, imagenologia médica (agentes de contraste,
de tomografia por emision de positrones, fluoroforos); se han utilizado
ampliamente para construir vacunas humanas contra diversos virus patdégenos
emergentes como el SARS-CoV-2. Otras vacunas en desarrollo estan dirigidas
contra enfermedades no infecciosas, como la hipertension, el Alzheimer, la
adiccion a la nicotina, las alergias y la diabetes (Singh et al., 2006; Yoo et al.,, 2011;

Mejia-Méndez et al, 2022; Mohsen y Bachmann, 2022). (Figura 5).
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Hemos pasado de ver los virus solo como enemigos hostiles a verlos y usarlos
COMO Un recurso potencialmente vasto y beneficioso, gracias a la posibilidad de
impartir nuevas funciones a la arquitectura de las capsides, combinando lo mejor
delaevoluciony el diseno inteligente. El potencial de desarrollar una amplia gama
de nanoestructuras para aplicaciones biomédicas es un hecho, el limite sera la

creatividad (Douglas et al.,, 2006).
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1.1.5 EXPRESION DE VLPs

La seleccion del vector de expresion heterdloga es uno de los principales factores
en la generacion de VLPs. Los métodos de expresion reportados son bastante
reproducibles, tanto bacterias como levaduras son plataformas faciles y rapidas
para la produccion de proteinas recombinantes Utiles en la produccion de VLPs
simples de virus no envueltos, pero carecen de la capacidad de producir

estructuras complejas y modificaciones post-traduccionales.

Las caracteristicas benéficas del uso de sistemas bacterianos para la produccion
de VLP incluyen: (a) facil manipulacion, (b) alta tasa de expresion, (c) tasa de
crecimiento rapida, (d) estabilidad genética y (e) simplicidad de expresion. Las
desventajas incluyen (a) inmunogenicidad deficiente, (b) incapacidad para
desarrollar proteinas recombinantes con modificaciones postraduccionales
similares a las de los mamiferos, (c) problemas de solubilidad de las proteinas, (d)
incapacidad para crear los enlaces disulfuro correctos, y (e) presencia de
endotoxinas bacterianas o lipopolisacaridos en la preparacion de proteinas

recombinantes (Ding et al, 2018; Kushnir et al., 2012; Tariqg et al,, 2022).

La produccion de proteinas recombinantes en levadura es otra opcidon popular
dada la facilidad de expresion, la capacidad de escalar y el costo de produccion.
Sin embargo, factores tales como la glicosilacion adecuada de proteinas, el
plegado correcto, asi como la optimizacion de codones, puede hacer declinar por
otros sistemas de produccion alternativos. Tanto las levaduras, como el sistema de
células de insecto y baculovirus, estan limitados a las modificaciones de “alta
manosa”. Los sistemas de expresion de baculovirus han permitido otras
modificaciones post-traduccionales como la acilacion, manosilacion vy la
formacion de enlaces disulfuro. El principal inconveniente del sistema baculovirus
es la etapa de purificacion, ya que estos se producen al mismo tiempo que las

VLPs (Grgacic y Anderson, 2006; Tariqg et al,, 2022).

En los sistemas de expresion de plantas puede obtenerse un alto rendimiento a
un bajo costo de produccion, mejora la formacion de enlaces disulfuro, la
estabilidad y el plegamiento adecuado de las VLP se logran con patrones de N-y

O-glicosilacion, aunque pueden diferir en la glicosilacion de antigenos. Estas
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modificaciones post-traduccionales estan implicadas en la adhesion celular,

focalizacion de proteinas y respuestas inmunes (Brune y Howarth, 2018).

Los sistemas de cultivo de células de mamiferos son las mas adecuadas para la
produccion de estructuras complejas, porque replica fielmente los patrones de
glicosilacion humana, pero son un sistema menos controlable y mas costoso para
la produccion pues los rendimientos obtenidos son generalmente mucho mas

bajos en comparacion con otros sistemas (Grgacic y Anderson, 20006).

A pesar de la alta eficiencia del proceso de autoensamblaje dentro de las células
de los sistemas de expresion heterdlogos eucariotas, muchos usos biomeédicos y
biotecnoldgicos de las VLPs requieren eliminar contaminantes potenciales de su
cavidad interna. Una estrategia simple para eliminar dichos contaminantes es
desensamblar los VLP antes de la etapa de purificacion seguido de un
reensamblaje de las particulas, aunque estos pasos adicionales de
ensamble/desensamble pueden limitar las ventajas obtenidas de la expresion

heterdloga eucariotica, incluyendo el costo operacional involucrado de tales pasos.

La tecnologia de particulas similares a virus (VLP) presenta una plataforma
alternativa para desarrollar vacunas eficaces para combatir enfermedades
infecciosas de gran preocupacion, y avanza en paralelo con las vacunas basadas

en ARNmM y vectores virales (Tarig et al,, 2022).

1.2 ERITROPARVOVIRUS 1 DE PRIMATE, ANTERIORMENTE
PARVOVIRUS B19
121 ESTRUCTURA GENOMICA

A mediados de la década de 1970, una virdloga, observé una reaccion anomala del
suero de un donante de sangre normal (qQue ocupalba la posicion 19 en la placa B)
en un ensayo de contrainmunoelectroforesis y radioinmunoensayo para la
hepatitis B. Al observarse al microscopio, se descubrid el parvovirus humano.
Recientemente su nombre cambiod a Eritroparvovirus 1 de primate (Heegaard vy
Brown, 2002; Young et al,, 2004), pero nos referiremos a él como B19V para acortar

la nomenclatura.
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Los parvovirus (el nombre proviene de parvum, palabra latina para peguefo)
forman capsides pequehas, de aproximadamente 18-26 nm de diametro,
contienen un genoma de ADN monocatenario de aproximadamente ~5000
bases, encerrado dentro de una capside de icosaédrica (T = 1), no tienen envoltura

e infectan vertebrados e insectos.

La capside icosaédrica del BI9V esta formada por dos proteinas estructurales, la
proteina viral 1 (VP1) de 83 kDa y la proteina viral 2 (VP2) de 58 kDa, surgen de la
traduccion con sitio alternativo de inicio en el mismo marco de lectura abierto, de
modo que VP1 es igual a VP2 en el extremo C-terminal, la diferencia entre estas
proteinas recae en la presencia de 227 aminoacidos adicionales en el extremo N-
terminal de VP1: la region Unica de VP1 (VP1u) (Ozawa et al,, 1987; Ozawa y Young
1987; Carter y Tatterstal, 1991).

El genoma monocatenario de BI9V consta de 5596 nucleodtidos y tiene dos
principales marcos de lectura abiertos (ORF) y también dos ORF mas pequenos.
La transcripcion produce al menos nueve transcripciones de ARNmM superpuestas,
todas inician desde el Unico promotor P6 en el extremo izquierdo del genoma
(Heegaard y Brown, 2002). La transcripcion Unica del ORF principal izquierdo, se
traduce en la proteina no estructural (NSI), que conserva multiples funciones
replicativas (unién a ADN, ATPasa, actividad de helicasa y transcripcion), y es
citotoxica para las células huésped (Ozawa et al,, 1988; Moffat et al, 1998). Mientras
gue cuatro transcripciones superpuestas del ORF principal derecho se traducen
en las proteinas estructurales VP1 y VP2, Ademas, cuatro transcripciones de los
ORF mas pequenos se traducen en proteinas de 11 kDa y 75 kDa, cuyas
propiedades bioldgicas aun no se han determinado, pero se sabe que la proteina
1 kDa expresada en abundancia induce una apoptosis progresiva de la célula
huésped (Ozawa y Young 1987; Chen et al, 2010). La proteina estructural mas
peqguena VP2 (58 kDa) forma el 95% de la proteina de la capside; el resto es VP1 (84
kDa) (Cotmore et al,, 1986, Ozawa & Young, 1987).

Se han determinado las estructuras tridimensionales de la capside de varios
parvovirus, B1I9V humano (Agbandje et al,,1994; Kaufmann et al,, 2004), parvovirus
canino (CPV) (Tsao et al, 1991, Xie y Chapman, 1996), virus de la panleucopenia
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felina (FPV) (Agbandje et al, 1993), MVM (Llamas-Saiz et al, 1997), Galleria
mellonella densovirus (Simpson et al., 1998), virus adenoasociado 2 (AAV-2) (Xie et
al, 2002), AAV-4 (Padron et al, 2005), y parvovirus porcino (PPV) (Simpson et al,,
2002).

La superficie externa de BI9V tiene diferencias comparado con otros parvovirus,
es estructuralmente mas similar a AAV-2, mientras que MVM se asemeja mas a

CPVy FPV (Kauffman et al, 2004) (Figura 6).

Figura 6. De izquierda a derecha: BI9V, FPV y CPV. El capsdémero de 5 unidades esta
coloreado en naranja, y en rojo una subunidad. Dos mutaciones en la superficie de CPV,
mostrados en azul y verde, determinan su huésped. FPV y CPV se unen al receptor de
transferrina en las superficies celulares. La superficie de BI9V es significativamente
diferente a las de otros parvovirus al carecer de espiculas prominentes en los ejes de orden
de simetria 3, implicados en el reconocimiento del huésped y antigenicidad; tiene
protrusiones adyacentes a estos ejes de simetria y cavidades en los gjes de simetria de
orden dos; por el eje de orden cinco, asoma un motivo similar a una flor en su centro, la cual
estd rodeada por una depresion en forma de canon. Figura modificada de:
http://pdbl0l.resb.org/motm/125.

122 PROTEINA VP2
VP2 es capaz de autoensamblar ya sea sola o con VP1, para formar particulas
similares a virus (VLPs), dichas particulas observadas por microscopio electronico

miden de 19-23 nm de diametro con simetria icosaédrica (Heegaard y Brown,
2002).

El plegamiento de VP2 conforma una estructura supersecundaria tipo “jelly roll”,

gue consta de un barril antiparalelo de ocho hebras beta dispuestas en dos

16


http://pdb101.rcsb.org/motm/125

laminas denominadas BIDG y CHEF, de cuatro cadenas. Dos tercios de la

estructura esta hecha de grandes inserciones que conectan las hebras del barril.

Estas inserciones o asas se encuentran en la superficie viral (Kauffman et al., 2004)
(Figura 7). La secuencia de péptidos de la estructura central del barril beta barril
esta muy conservada a comparacion de las inserciones de superficie (Carter vy

Tatterstal, 1991).

La estructura cristalografica de las VLP de BI9V producidas exclusivamente a
partir de VP2 se ha reportado a una resolucion de 3.5 A (PDB 1S58) (Kaufmann et
al,, 2004). B19V produce naturalmente capsides vacias en individuos infectados, y
se han comparado con VLPs de VP2 por criomicroscopia electronica (cryoEM)
(Kaufmann et al,, 2008). La mayoria de los 554 residuos de |la proteina de la capside
BI19V VP2 fueron trazables en |la densidad electronica, a excepcion de 18 residuos
N-terminales, probablemente porque su posicion en el virion no es simétrica y no
esta suficientemente limitada; y 13 aminoacidos (aminoacidos 301-313) que forman
la punta de un asa superficial adyacente a el gje de orden tres. Las regiones con
los factores de temperatura mas altos coinciden con los bucles expuestos

(Kaufmann et al, 2004).
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Figura 7. Estructura secundaria del parvovirus B19. (a) Diagrama de liston de VP2. Las
hebras del barril-B (gris) estan etiguetadas secuencialmente de la A a la | Las asas
superficiales gue conectan las hebras del barril estan etiquetadas por color: azul oscuro, asa
BC; verde oscuro, asa DE; azul claro, asa EF; rojo, asa GH; verde claro, asa HI: amarillo,
Carboxilo terminal. La posicion del asa desordenada (aminoacidos 301-313) (linea
discontinua) se modeld en funcion de AAV-2. (b) Topografia de la superficie de BI9V. Los
bucles de superficie estan codificados por colores segun el diagrama de liston. El asa
desordenada ha sido omitida. Figura modificada de (Kauffman et al, 2004).

La principal diferencia entre las B19V nativo (con ADN o vacio) y las VLPs de VP2
radica alrededor del eje de orden 5 donde es espacialmente posible que todos los
extremos amino terminales en estas zonas sean externalizados al mismo tiempo

en los viriones (Kaufmann et al,, 2008) (Figura 8).
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El canal estrecho en cada vértice del eje de orden cinco, que se conecta con el
interior de la particula es una caracteristica estructural comun en los parvovirus,
se ha implicado en la externalizacion y el empaqguetado del genoma (Farr vy
Tattersall, 2004; Cotmore y Tattersall, 2014). En las capsides de B19V, el extremo
externo del canal esta cerrado, sin embargo, la presencia de tres residuos de
glicina consecutivos puede proporcionar la flexibilidad requerida para abrir el

canal y permitir la liberacion del ADN viral.

Figura 8. Vista estereoscépica de la diferencia de densidad electrénica positiva entre
BI9V nativo y VLPs de VP2 a través del eje de orden cinco. Panel A. La diferencia de
densidades en el eje de simetria orden 5 implica que en el caso de los viriones de BI9V existe
material atravesando el poro que se forma en ese gje. El N-terminal de VP2 hasta el residuo
18 se modeld dentro de es densidad electronica. La region rica en glicina (residuos 17 a 12),
mostrada en color verde, diverge del eje central del canal y se conecta con la diferencia de
densidad en el exterior de la particula viral. Los 11 residuos N-terminales restantes se podrian
acomodar en la parte externa y se muestran en color dorado. Figura modificada de
(Kauffman et al,, 2008)

123 PROTEINAVPI

VP1 es idéntica a VP2 con la excepcion de una region amino terminal adicional de
227 aminoacidos, la llamada region Unica de VP1 (VPIu) (Ozawa y Young 1987).
Aunque esta region es un componente menor de la capside, la respuesta inmune
dominante contra B19V es provocada por la region VPIu, que alberga fuertes
epitopos neutralizantes (Saikawa et al,, 1993; Anderson et al., 1995; Zuffi et al., 2001).
Una pobre respuesta inmune contra VPIu se ha relacionado con infecciones

persistentes (Kurtzman et al.,, 1989).

19



Se habia debatido la localizacion topoldgica de VP1u, pues en viriones B19V, la
actividad de fosfolipasa de VPIu no es detectable y tampoco es accesible a
anticuerpos. Por otro lado, capsides vacias derivadas de baculovirus (y algunos
viriones aislados de plasma humano) pueden Iinmunoprecipitarse con
anticuerpos contra la region VPIu (Carter y Tatterstal, 1991, Rosenfeld et al,, 1992).
Inclusive las quimeras de BI9V son enzimaticamente activas e inmunogénicas
(Brown et al., 1994 Miyamura et al.,, 1994). Por lo tanto, estas regiones parecen estar

siempre accesible en la VLP (Kauffman et al,, 2008).

Esto se halla en concordancia con otros parvovirus, donde la region VPIu no es
accesible en la superficie de la capside, pero puede quedar expuesto in vitro
mediante tratamientos con calor leve o pH bajo (Vihinen-Ranta et al,, 2002) e in

vivo durante el trafico de virus a lo largo de la via endocitica (Leisi et al., 2013).

VP1u tiene funciones importantes en el ciclo de vida del virus. Alberga un motivo
de fosfolipasa A2 (PLA2) que se requiere para la infeccion y esta localizado entre
los aminoacidos 130 a 195 en VPI1, dependiente de Ca?" (Dorsch 2002); entre los
diferentes parvovirus, constituyen el grupo X!l de la superfamilia PLA2 (Canaan et
al., 2004). Se cree que la exposicion intracelular de la PLA2 es importante para el
escape endosémico (Zadoriet al, 2001; Canaan et al., 2004, Dorsch et al., 2002; Farr
et al, 2005). Mutantes de BI9V en el motivo PLA2 mostraron una disminucion
significativa en la infectividad viral y falla en la transferencia del genoma viral
desde los lisosomas tardios al ndcleo (Zadori 2007, Zhi 2006; Filippone et al., 2008).
Se cree que la actividad PLA2 puede estar involucrada en la induccion de

reacciones autoinmunes y procesos inflamatorios (Tzang et al.,, 2007).

Al igual que otros parvovirus, B19V ingresa a la célula a través de endocitosis
mediada por clatrina (Quattrocchi et al,, 2012), pero a diferencia de estos, BI19V no
requiere acidificacion endosdmica para la exposicion a VPIu, pues ocurre
prematuramente en la membrana celular, para promover la captacion del virus.
En BI9V la region VP1uU se vuelve accesible solo después de la union del receptor
Gb4Cer en la superficie celular (Bonsch et al, 2008, 2010), suena razonable que,
para ser completamente inmunogénico, VPIu tendria que estar expuesto de

manera estable en la superficie celular.
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Para el BI9V el aumento de temperatura o acidificacion in vitro lleva
simultaneamente a la exposicion de VPIu como del genoma viral sin el
desmontaje de la capside (Ros et al,, 2006). La resistencia natural de las capsides
del BI9V aparentemente seria insuficiente para evitar la externalizacion del ADN
viral en el entorno acido endosdémico. Inesperadamente las capsides unidas al
receptor son notablemente mas resistentes que las capsides nativas o
desprendidas (Bonsch et al,, 2010). Después de la union al antigeno P de eritrocitos
(globosido), solo o en conjunto con otras estructuras moleculares en la superficie

celular, el B19V adquiere una estabilidad notablemente superior.

Después del escape endomosal y posterior transporte intracelular, se evidencia
una translocacion coordinada de capsides virales con el genoma descubierto pero
asociado a capside en el nucleo de las células infectadas. Se ha sugerido un
segundo reordenamiento de la capside que ocurre después del escape
endosdmico en el citoplasma. Las capsides son detectables por el anticuerpo
VP1u, e indetectables por un anticuerpo conformacional (Sun et al, 2019), con
sensibilidad a la digestion por nucleasas y esta fosforilado (Caliaro et al, 2019)
(Figura 9). Leisi y colaboradores (2016) demostraron que VPlu contiene un
dominio de union a un receptor (RBD) que media la captacion del virus, y que esta
presente en los linajes eritroides permisivos, limitando el tropismo viral y
patogénesis por B19V a células en etapas de diferenciacion eritroide dependiente
de eritropoyetina. Los receptores celulares que median la entrada de B19V aun no
son del todo claros, y se han propuesto varios candidatos, incluido el globdsido, el
autoantigeno Ku80 y la integrina a5B1. Otro receptor ha sido recientemente

identificado, AXL Tirosina Quinasa (Ning et al., 2023).

Los aminoacidos N-terminales externalizados de VP1u, 5-80, son responsables de
la unioén e internalizacion celular. Los residuos 5-68 se definieron ademas como el
dominio minimo de VPlu para la entrada a las células progenitoras eritroides

mediante la union e internalizacion (Leisi et al.,, 2016).

Recientemente el grupo de trabajo logré la expresion bacteriana y el
autoensamblaje in vitro de VLPs hechas Unicamente por la proteina VPI. El

correcto plegado de la regidon Unica se comprueba al conservarse la actividad de
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fosfolipasa A2 (PLA2) v la hemaglutinacion de globulos rojos observada para el
virion B19 (Soto-Valerio et al, 2022). Sanchez-Rodriguez con la proteina VP2
obtuvo por dicroismo circular resultados que concuerdan con la estructura
reportada para la proteina VP2, conformada principalmente por 8 hojas B
antiparalelas, una hélice o y varias asas. Estos resultados permitieron confirmar

gue durante el ensamble se tiene un buen plegamiento de la proteina (Sanchez-

Rodriguez et al,, 2012).
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Figura 9. Esguema del proceso de infeccién por B19V, mediado por la via endocitica
dependiente de clatrina. a) Internalizacion mediada por los receptores. b) Se forma el
endosoma temprano (pH 6.0-6.5). c) Transformacion a endosoma tardio en condiciones de
pH Méas bajo (pH 5). d) Transformado en lisosoma con activacion de la fosfolipasa A2 (PLA2)
(pH 4.0). e) EI PLA2 activado ayuda al escape lisosdmico vy los virus se liberan en el citosol. f)
Los virus son transportados hacia el nlcleo, con externalizacion de genoma asociado a
capside. En otros parvovirus existe una senal de localizacion nuclear (NLS) en VPI1. El
movimiento de microtdbulos y de filamentos de actina estan involucrados en todo el
proceso de infeccion viral, desde el endosoma temprano hasta la periferia nuclear. El
genoma viral comienza a replicarse y ensamblarse después del trafico a través del complejo
de poros nucleares (NPC) y se liberan fuera de la célula. Imagen modificada de (Tu et al,
2015). Cuando se activa el receptor de Eritropoyetina (EPO) se fosforila STATS. La
translocacion de pSTAT (molécula comun de las vias estimuladas por eritropoyetina e
hipoxia) en el nlcleo es esencial para la formacion de un complejo replicativo funcional
(Manaresi y Gallinela, 2019).
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124 ELGLOBOSIDO O ANTIGENO P

Inicialmente se demostrd que BI9V aglutinaba globulos rojos humanos (Brown y
Cohen 1992), y se planted la hipdtesis de que la misma aglutinina podria actuar
como el receptor de la célula huésped en las células progenitoras eritroides; un
exceso de antigeno P o anticuerpo monoclonal anti-P pudo proteger a los
progenitores eritroides de la infeccion con B19V, lo que demostro que el antigeno
P es un receptor de B19V (Brown et a/,, 1993). La hemaglutinina se identificé como
globdsido glucosfingolipido (globotetraosilceramida, Gb4Cer) (Brown et al.,, 1993,
1994, Agbandje et al, 1994). Cb4Cer estd presente en la membrana de los
eritrocitos y sus progenitores de medula osea (células huésped naturales),
también en una multitud de otros tipos de células en las que BI9V no puede
replicarse: megacariocitos, células endoteliales y miocitos fetales (Takahashi et al,

1990; Cooling et al,, 1995; Heegaard y Brown, 2002).

Los estudios in vivo han sugerido que Gb4Cer es necesario para que BI9V se una
a las células, pero no es suficiente para la entrada celular (Weigel-Kelley et al,,
2001). Se propuso que las integrinas a5p1 funcionan como co-receptores para la
entrada viral, aunque el mecanismo no se aclaro (Weigel-Kelley et al,, 2003), asi
también el autoantigeno Ku80 (Munakata et al, 2005). Ku es una proteina
heterodimeérica de union a ADN que consta de una subunidad de 70 kDa (Ku70)
y una de 80 kDa (Ku80), con probable funcion de transduccion de sefales al ser
una quinasa y como receptor de adhesion para fibronectina, por lo que podria

facilitar la union del virus a ciertos tipos de células (Munakata et al., 2005).

El tropismo celular de B19V no podria explicarse si Gb4Cer fuera la Unica molécula
receptora. Por tal motivo, se realizaron varios experimentos para conocer la base
molecular del tropismo: ensayos en fase soélida con liposomas marcados con
fluorescencia o capsides marcadas con yodo para caracterizar la especificidad de
la union, resonancia plasmatica superficial en capas de lipidicas, e incluso
microcalorimetria de titulacion isotérmica. Todos estos estudios no confirmaron la
union de Gb4Cer a capsides recombinantes (Kaufmann et al,, 2005). Otro estudio
informa la union de VLPs de B19V a Gb4Cer en bicapas lipidicas compatibles (Nasir

et al, 2014). Estos resultados contradictorios pueden reflejar la existencia de una
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interaccion gue ocurre solo en condiciones especificas, como la agrupacion de
receptores, el entorno molecular circundante, o con ciertas conformaciones

estructurales.

Bieri y colaboradores, eliminaron el gen B3GalNTl que codifica la enzima
globosida sintasa (cataliza la transicion de la globotriaosilceramida (Gb3) a Gb4)
en células UT7/Epo (linea celular susceptible de infeccion por B19V), estas células
knockout (KO) no fueron afectadas en su viabilidad y ni en su proliferacion celular.
Inesperadamente, la union del virus, la internalizacion y la focalizacion nuclear no
fueron perturbadas en estas células. Sin embargo, la transcripcion de NS1 fallo vy,
en consecuencia, la replicacion del genoma viral fallé. A pesar de la expresion de
Gb4, algunas lineas celulares no pueden infectarse porque el virus no puede
internalizarse, lo que sugiere que otras moléculas receptoras son criticas para la
internalizacion del virus en las células susceptibles (receptor de VP1u). Esto explica
por qué las personas con una mutacion rara en el gen B3GalNTl no expresan
Gb4Cer y son naturalmente resistentes a la infeccion (Brown et al,, 1994 Bieri et

al, 2019).

1.2.5 ENFERMEDADES CAUSADAS POR B19V

La mayoria de los casos de infeccion por BI9V son asintomaticos. El signo clinico
mas comun de infeccion es el eritema infeccioso, o quinta enfermedad, un
exantema infantil o sarpullido leve principalmente observable en las mejillas. La
qguinta enfermedad toma su nombre de una lista de exantemas infantiles
comunes, nombrados en el orden de descripcion: 1¢2 sarampion, 292 escarlatina, 3=

rubéola, 4% enfermedad de Duke, 5 por B19V, y 6 roséola (Young et al,, 2004).

La infeccion por BI9V en una mujer embarazada, seguida de la transmision
transplacentaria al feto, puede provocar un aborto espontaneo o hidropesia fetal.
El parvovirus infecta el higado fetal, sitio de produccién de eritrocitos durante el
desarrollo temprano. La hidropesia es el resultado de anemia severa y quizas
también miocarditis, que contribuyen a la insuficiencia cardiaca (Rayment et al,

1990).
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En contraste con el curso leve de la enfermedad en nifos, en adultos, la infeccion
puede causar artropatia clinicamente significativa. El B19V puede persistir a
niveles bajos en la médula, las articulaciones y el higado de las personas normales
durante muchos meses después de la infeccion. También se ha asociado a
hepatitis y miocarditis, y el papel del B19V en la miocarditis aguda o créonica podria

ser relevante, aungue aun se debate (Young et al,, 2004; Manaresi y Gallinela, 2019).

La infeccion por B19V puede precipitar o exacerbar la artritis reumatoide juvenil,
lupus eritematoso y fibromialgia. Afecta gravemente a personas cuyos globulos
rojos tienen periodos cortos de vida, pues provoca un cese abrupto de la
produccion de globulos rojos, o que provoca anemia severa precipitando una
insuficiencia cardiaca congestiva, accidentes cerebrovasculares, y secuestro
esplénico agudo. Esto afecta a personas que padecen anemia falciforme,
deficiencia de piruvato quinasa, esferocitosis hereditaria, p-talasemia intermedia,
y multinuclearidad eritroblastica hereditaria (Rayment et al,, 1990). El tema de las

manifestaciones clinicas ha sido revisado exhaustivamente por: Qiu et al., 2017.

El virus se transmite por gotitas respiratorias y por productos sanguineos,
especialmente concentrados de factor VIII y factor IX. La ausencia de una
envoltura lipidica y su estabilidad gendmica hacen que los parvovirus sean
notoriamente resistentes a la inactivacion por calor y a los detergentes (Young et
al., 2004). El diagnostico de laboratorio de la infeccion por parvovirus B19 se basa
en pruebas seroldgicas y de ADN, porque la propagacion del virus en cultivo de

tejidos estandar es dificil (Young et al., 2004).

Existen vacunas efectivas disponibles para parvovirus animales, sin embargo, aun
no existe para el humano. Una vacuna contra BI9V es un objetivo alcanzable y
técnicamente factible, aungue es necesario afinar detalles en términos de

inmunogenicidad y ausencia de reactogenicidad.

1.3 PROTEINAS DE FUSION Y PROTEASA TEV
131  SPYTAG/SPYCATCHER

La mayoria de los patdgenos bacterianos tienen estructuras filamentosas largas

conocidas como pili, involucradas en la colonizacion y motilidad. En las bacterias
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gram-negativas, el pili se forma tipicamente por interacciones no covalentes entre
las subunidades de pilina. Por el contrario, los pili de gram-positivos se forman por
polimerizacion covalente de subunidades de pilina. Una definicion breve para el
pili seria, todos los organelos de superficie celular poliméricos y no flagelares

(Telford et al,, 2006).

El pili Gram (+) se ensambla mediante enzimas transpeptidasas codificadas en la
bacteria Illamadas sortasas. Estas enzimas reconocen motivos de secuencia
especifica en las subunidades de pilina, alargan el oligdmero de pili mediante la
adicion progresiva de subunidades unidas por enlaces isopeptidicos
intermoleculares, y luego atan todo el ensamblaje al peptidoglicano de la pared
celular. Por lo tanto, los pili consisten en multiples copias covalentemente unidas
de una sola columna central, a la que se pueden agregar algunas proteinas

accesorias (Kang et al, 2007).

Se ha explorado el dominio CnaB2 de la proteina de union a fibronectina FbaB,
una proteina del pili de cepas invasivas de S. pyogenes. A través de ingenieria de
proteinas, CnaB2 se separd en péptidos mas pequehos para lograr formar un
enlace isopeptidico entre moléculas distantes (Zakeri et al.,, 2012). Se describio al
sistema de 13 aminoacidos (SpyTag) que forma un enlace covalente con su
proteina asociada de 138 aminoacidos (SpyCatcher) (Figura 10). Este sistema se

emplea para la bioconjugacion ortogonal de proteinasy fue usado en este trabajo.

26



(a) (b)

o I 2 f Glu77
r .;; / A‘l v
Y J Iy St 27A

// , Split + Q7 -
| /J 7 __Engineer \ ’/ Asp117
, o~ [
), W ) , l [SpyTag Lys31
\ ) \ ¥~ SpyCatcher
© s aurr o\ X =X
O OH
O\H 8\H
“ HO o} H,O
N *o OD o OH o Tz
HO = H.H OHS OH=>
A % (,N+ HN HN
NH, )
/ Asp117 s

Figura 10. Sistema SpyTag — SpyCatcher. A) Caricatura de la construccién. CnaB2 se
disecciond en un fragmento mayoritario N-terminal (SpyCatcher, gris) y un péptido C-
terminal (SpyTag, rojo). Los residuos que forman el isopéptido se muestran como barras
(PDB 2X5P y 4MLI). B) Residuos clave en el entorno para la formacién del enlace
isopeptidico. Aspll7 (naranja) y Lys31 (amarillos), Glu77 (gris). C) Mecanismo de reaccion.
Una amina desprotonada de Lys31 ataca nucleofilicamente al carbonilo del Aspll7, seguido
de transferencia de protones que involucran a Glu77, lo que conduce a un intermedio
tetraédrico neutro que luego libera agua y forma el enlace amida. Imagen modificada de
(Reddington y Howarth, 2015).

1.3.2 GFP (GREEN FLUORESCENT PROTEIN)

El uso de proteinas fluorescentes para marcar proteinas es de vital importancia en
la investigacion de todas las ramas de la biologia. Hay proteinas fluorescentes en
el infrarrojo cercano, proteinas bioluminiscentes como la luciferasa, y proteinas
marcadas con radioisotopos, aungue se requiere de una tomografia por emision
de positrones computarizada para verlas. Contar con una amplia gama de estos
compuestos posibilita a los investigadores disefar experimentos para aprovechar
meétodos opticos sofisticados. La proteina verde fluorescente (GFP) hallada en la

medusa Aequorea victoria, es una proteina monomeérica soluble que emite
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fluorescencia a una longitud de onda de 508 nm cuando es excitada con luz
ultravioleta (Reid y Flynn,1997), consta de 238 aminoacidos y su peso molecular se
halla entre los 30 kDa. Su estructura terciara se forma por 11 hebras beta que
constituyen un barril y una hélice alfa en el centro. Su funcién es transducir,
mediante transferencia de energia, la guimioluminiscencia azul de otra proteina,
aequorina, en luz fluorescente verde. La emision de fluorescencia se debe a la
presencia de un cromoforo con una estructura de anillo de imidazolona,
especificamente una p-hidroxibencilidenoimidazolinona formada a partir de los
residuos 65-67, los cuales corresponden a Ser-Tyr-Gly en la proteina silvestre (Tsien

et al., 1998).

La GFP tolera la fusion N-terminal y C-terminal de una amplia variedad de
proteinas, muchas de las cuales retienen la funcion nativa y sirve como reportero
fluorescente (Yang et al, 1996). Se han desarrollado versiones mas robustas de la
GFP, como la super folder GFP (sf-GFP) desarrollada por Pédelacqy colaboradores
(2006), quienes obtuvieron una proteina muy robusta que se pliega
adecuadamente, incluso cuando se encuentra unida a proteinas mal plegadas;
también muestra una mayor tolerancia a la permutacion circular, mayor
resistencia a agentes desnaturalizantes, asi como una mayor velocidad de
plegamiento. La sf-GFP presenta varias mutaciones que en conjunto impiden la
dimerizacion, contribuyen al plegamiento, fluorescencia y velocidad de
plegamiento mediante la formacion de una red electrostatica mas extensa que

incluye a aminoacidos que anteriormente no interaccionaban.

La GFP es una proteina muy versatil utilizada diversos campos y también se ha
empleado en la produccion de VLPs. Leona Gilbert y colaboradores fusionaron la
proteina verde fluorescente mejorada (eGFP) en el extremmo amino terminal de
VP2 del B19V, y se ensambld en VLPs fluorescentes. Las VLPs fluorescentes
tuvieron la capacidad de internalizarse en células cancerosas y transportarse al
nucleo a través de la red de microtudbulos (Gilbert et al,, 2005). En este trabajo
utilizaremos a la sf-GFP como reportero para la evaluar la modificacion de la

superficie de las cVLPs de BI9V.
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1.3.3 PROTEASATEV

La proteasa del virus del mosaico del tabaco (TEV) tiene un motivo de
reconocimiento de 7 aminoacidos: EXXYX(Q/S)C (donde X puede ser cualquier
aminoacido) y la protedlisis tiene lugar entre los residuos Gln o Ser y Gly. El sitio de
reconocimiento optimo es ENLYF(Q/S)G con alta especificidad, esta proteasa
adopta un plegamiento similar al de la tripsina, pero posee una triada catalitica
poco convencional en la que un residuo de Cys reemplaza a la Ser. La produccion
a gran escala de la proteasa TEV (TEVp) estuvo inicialmente limitada por su baja
solubilidad después de la expresion bacteriana, ya que forma agregados
insolubles. Luego se implementaron diferentes enfoques para resolver este
problema, como el uso de diferentes cepas de E. coliy el control de la temperatura
en el crecimiento bacteriano. Otro enfoque ampliamente utilizado es fusionarlo a
etiquetas de solubilidad: poli-histidina o poli-arginina, proteina de unién a maltosa
(MBP), glutation S-transferasa (GST), Tioredoxina (TRX), Streptag I, SUMO, NuUsA,
super folder GFP, o proteinas chaperonas (Cesaratto et al, 2016). Blommel vy
colaboradores (2007) unieron a TEVp con la proteina de unién a maltosa (MBP)
para promover la solubilidad, eliminaron ciertos residuos C-terminal nocivos,
hicieron modificaciones en el plasmido de expresion y usaron el método de
autoinduccion para aumentar sustancialmente la expresion de la TEVp soluble. En
este proyecto se utilizo esta proteasa para generar un corte en una quimera de la

proteina VP2 ensamblada en VLPs.

14 POTENCIAL TERAPEUTICO DE VLPs DE PARVOVIRUS B19
DISENADAS

B19V no esta glicosilada ni tiene enlaces disulfuro, por lo que su expresion en

bacterias esta limitada solo porque las proteinas de la capside se acumulan como

cuerpos de inclusion, se puede escalar su produccion facilmente a un bajo costo,

es resistente a la desnaturalizacion y puede tolerar procesos de purificacion

agresivos (Sanchez-Rodriguez et al,, 2012).

La capacidad de modificar el N-terminal se plantéo por primera vez cuando se

fusiond genéticamente una enzima en la superficie de una VLP, sustituyendo a
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VP1u, parcial o totalmente, coexpresada con VP2 en células de insecto. Formas
truncadas de VP1 ganan competencia para el autoensamblaje a medida que se
acorta VPIu (Miyamura et al, 1994, Wong et al, 1994). Desde entonces varios
grupos han aprovechado la presencia de los extremos N-terminales en la
superficie externa de la capside BI19V como andamio para la presentacion de
antigenos: determinantes antigénicos del virus del dengue 2 (DEN-2), Bacillus
anthracis, virus del herpes simple 1 (HSV-1), virus de la hepatitis del raton (MHV).

(Brown et al.,1994; Amexis y Young, 2006; Ogasawara et al., 2006).

Nuestro grupo de investigacion ha descrito el replegamiento y ensamblaje de
VLPs in vitro a partir de VP2 desnaturalizada y expresada en E. coli (Sanchez-
Rodriguez et al,, 2012, 2016). Mediante este método de replegamiento y ensamble
se han presentado péptidos antigénicos de la glicoproteina F del VSR en el N-
terminal (Moran-Garcia et al, 2016). En otro acercamiento para funcionalizar
particulas, se unio la a-glucosidasa Imalp de Saccharomyces cerivisiae, mediante
el sistema SpyTag- SpyCatcher. El péptido SpyTag se fusiond genéticamente en el
extremo N de VP2 vy la proteina expresada se ensambld en VLPs. La glucosidasa
no se repliega bajo condiciones desnaturalizantes, por lo que se fusiond con su
contraparte bioortogonal el dominio SpyCatcher para conjugarse posteriormente

(Cayetano et al,, 2018).

Recientemente se fusionaron multiples neoepitopos a los extremos N de VP2, los
neoepitopos TmMtc2, Gprcha y Qars, vy la survivina, un antigeno asociado a tumores.
Las VLPs administradas a ratones a los que previamente se les habian implantado
células 4T1, un modelo de carcinoma mamario, retrasaron significativamente el
crecimiento del tumor. Ademas, también se redujo la macrometastasis pulmonar
induciendo respuestas proliferativas especificas de los linfocitos T, CD8 y CD4. Este
es un resultado alentador, ya que el carcinoma de mama es una de las formas de

cancer mas letales (Jiménez-Chavez et al, 2019).

Similar al enfoque anterior para hacer VLPs quiméricas, se fusionaron en el N-
terminal 2 epitopos del dominio extracelular dirigidos al receptor del factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF-1R): los péptidos P8 y 249. IGF-IR se

sobreexpresa en aproximadamente el 50% de los canceres de mama vy
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desempena un papel central en el crecimiento celular, la metastasis y la
angiogénesis. Las particulas aplicadas como profilactico protegieron contra la
formacion de tumores y el crecimiento de células 4T1 inoculadas en ratones.

(Salazar-Gonzalez et al,, 2019).

Otra posicion interesante para explorar reside en el C-terminal puesto que sus
Ultimos cuatro aminoacidos se hallan apuntando al ndcleo interno de la capside,
lo que hace de este sitio un lugar atractivo para incorporar moléculas que deban
estar dentro de la capside. Lamentablemente, aun no se dispone de ejemplos de
moléculas funcionales en el extremo C-terminal de VP2 (Sanchez-Moguel et al,

2023).

Un acercamiento mas para funcionalizar esta particula reside en el uso de las asas
superficiales para la insercion de péptidos o proteinas funcionales. Aunque la
capside se estabiliza entrelazando moléculas de VP2 vecinas a través de las asas
superficiales, no todas estas participan en contactos intermoleculares. Ya que no
existe garantia de que el péptido unido al extremo N-terminal de VP2 se muestre

en la superficie de las VLPs, se evaluaron las asas superficiales.

Anteriormente en el grupo de trabajo (Aguilar, 2014) se evaluaron cuales serian las
asas mMmas factibles de ser modificadas en BI9V. Se consideraron las siguientes
caracteristicas: exposicion superficial, movilidad térmica (factores B altos),
participacion en contactos en las intercaras, y la existencia de evidencia evolutiva
de modificaciones en las secuencias de dichas asas (mediante alineamiento con
secuencias de virus relacionados) (Kauffman et al, 2004). De acuerdo con la
evaluacion es posible la modificacion de los residuos en las asas 62-75, 265-271y
301-313. Nuevamente mediante el método de replegamiento en condiciones
desnaturalizantes y autoensamble, se presentd un péptido heterdlogo de 64
residuos de la proteina F del virus sincicial respiratorio humano (RSV) residuos 215—
278 en el asa 62-75, el cual incluye el sitio antigénico Il de este virus (Santillan-Uribe
et al, 2015). También se insertd genéticamente en el asa 301-313, a la lipasa de
Bacillus pumilus y la proteina verde fluorescente sf-GFP (Bustos-Jaimes et al,
2017), todas estas construcciones lograron ensamblarse satisfactoriamente en

VLPs. Esta eleccion se llevo a cabo pues son monoméricas, y el plegamiento de
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ambas proteinas puede rastrearse facilmente a través de la funcion, por lo tanto,
es necesario realizar un estudio preliminar de la capacidad de autoplegamiento

de lasenzimas a fusionar, asicomo la seleccion de los conectores que la flanquean.

Finalmente, B19 al ser un patdégeno humano tiene potencial para el desarrollo de
una vacuna anti-B19V. Desde 1991 se han obtenido VLPs provenientes de células
de insecto, y se descubrid que cuanto mayor era la proporcion de VPT/VP2, mayor
era el titulo de anticuerpos neutralizantes producidos (Bansal et al, 1993). Dos
candidatas a vacuna han llegado a ensayos clinicos de fase |, amlbas se produjeron
co-infectando células de insecto con dos baculovirus recombinantes, uno que
expresa VP1y otro que expresa VP2. En 2003, se logro el desarrollo de anticuerpos
neutralizantes que duraron al menos un aho, aungue se sucitaron efectos
adversos como dolor y enrojecimiento de leve a moderado en el lugar de la
inyeccion y otras reacciones como dolor de cabeza, fiebre, malestar
gastrointestinal y fatiga. (Ballou et al,, 2003). En el ensayo del 2011, se produjeron
erupciones cutaneas en los vacunadosy el ensayo se detuvo (Bernstein et al, 2011).
Los efectos adversos se atribuyeron a dos factores importantes: la actividad de
fosfolipasa de la regidn Unica de VPIu (PLA2 es un alérgeno importante en el
veneno de abeja), y a las proteinas contaminantes provenientes de las células de
insectos. Posteriormente, en 2013, se construyeron VLPs con las proteinas VP1/ VP2
expresadas en S. cerevisiae en lugar de células de insecto, y haciendo una
mutacion puntual se inactivo la actividad de PLA2, las dos posibles causas
principales de la reactogenicidad encontrada en el ensayo anterior (Chandramouli
et al, 2013). Los estudios mas recientes han producido VLPs con hasta un 25% de
VP1 en la levadura Hansenula polymorpha u obteniendo mediante células T293
humanas VLPs con una relacién VP VP2 cercana a uno (Shao et al, 2022; Suzuki

et al, 2022).

Uno de los desafios para poner en marcha la vacuna es en que no se han
establecido métodos de cultivo de B19, ni modelos animales adecuados para su
evaluacion. Hasta donde se sabe, actualmente no hay ensayos activos para las
vacunas contra B19V, su implementacion no esta incluida entre las prioridades de

la OMS, y el interés comercial en lugar de la falta de eficacia o seguridad ha
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limitado el desarrollo de una vacuna contra el parvovirus B19. Dicha vacuna podria

ayudar a las personas vulnerables a la infeccion.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La proteina VP2, en ausencia de VP1y del genoma del virus, es capaz de formar
capsomeros capaces de ensamblarse en VLPs. Se han logrado presentar péptidos
en la superficie de las VLPs de B19V mediante fusion genética como la lisozima de
gallina, de 147 residuos, en el extremo N-terminal de la proteina VP2. Sin embargo,
la distribucion de estos extremos amino de las unidades estructurales repetitivas
no es total, para una particula de BI9V representaria la cantidad de 60 sitios
potenciales a ser expuestos. Buscando expandir las posibilidades, se han insertado
péptidos en el asa superficial 301-313 con éxito. Para decorar las VLPs de BI9V con
proteinas funcionales se puede utilizar el sistema SpyTag/SpyCatcher fusionando
alguno de sus componentes en dicha asa. Es posible que los componentes de este
sistema tengan pocos grados de libertad estructural para llevar a cabo su
interaccion. Por este motivo, decidimos insertar un sitio de corte para la proteasa
TEV adyacente al péptido SpyTag presentado en el asa 301-313, con el fin de liberar
uno de los extremos del péptido una vez que la VLP se encuentre ensamblada, y
asi mejorar su capacidad de reaccionar con su contraparte SpyCatcher. Se
evaluard la eficiencia de conjugacion del sistema SpyTag/Spy Catcher después del
corte proteolitico, mediante fluorescencia del acoplamiento de la molécula verde
fluorescente. También se evaluara la estabilidad de las VLPs proteoclizadas para

establecer si aun pueden ser una herramienta biotecnoldgica.
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3. HIPOTESIS

La presentacion del péptido SpyTag junto con un sitio de corte para la proteasa

TEV en al asa 301-313 de VP2 no afectara el ensamble de esta proteina en VLPs, ni

la funcionalidad del péptido para conjugarse con su par bioortogonal, el dominio

SpyCatcher. El corte proteolitico con TEVp en un sitio adyacente al sitio donde se

encuentra el péptido SpyTag aumentara la movilidad de este Ultimo vy, en

consecuencia, aumentara de manera significativa su eficiencia de reaccion con el

dominio SpyCatcher.

4.

4.2

4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Estudiar si el corte proteolitico de un asa superficial de VP2 que incluye al
péptido SpyTag aumenta la capacidad de este Ultimo para reaccionar con su
contraparte bioortogonal SpyCatcher, y establecer el efecto de dicho corte

proteolitico sobre la estabilidad de las VLPs.

OBJETIVOS PARTICULARES
Expresar el gen de la quimera de VP2 que tiene el péptido SpyTag
flanqueado por un sitio de corte para la proteasa TEV insertado entre los
residuos 307 y 308 (denominada 307-ST-TEV), en E. coli,y purificar |la proteina
guimeérica.
Estudiar el ensamblaje de 307-ST-TEV en VLPs y caracterizarlas por métodos
hidrodinamicos, microscopicos y fluorescencia.
Expresar y purificar las proteinas accesorias sf-GFP-SC y TEVp.
Comparar la eficiencia de conjugacion antes y después del corte proteolitico
Analizar la estabilidad antes y después del corte con la TEVp en funcion de la

temperatura y agentes caotropicos.
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5. METODOS Y MATERIALES
51 METODOLOGIA GENERAL

'
'S
o

Los Materiales, Instrumentos y equipos, y Cepas utilizadas se describen en los

Anexos A1, A2, A3 respectivamente.

52 EXPRESION DE LA PROTEINA 307-ST-TEV

La preparacion de células quimiocompetentes se realizd de acuerdo con el Anexo
A4y para la transformacion de células quimiocompetentes se siguid el Anexo A.5.
La cepa E. coli BL21 (DE3) se uso para la expresion de la proteina 307-ST-TEV. El
plasmido pET22b(+) en el que estaba presente el gen modificado, se transformo
en E. coli BL21(DE3) a 37 °C y 200 rpm en medio Luria Bertani, con 100 pg/mL de

ampicilina para seleccionar las clonas transformadas con el vector PET22b(+).

Para asegurar la eficiencia de expresion de las clonas se probd en un ensayo de

induccion a peqguefa escala, después de la induccion se realizo el analisis de
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proteinas por electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico

(SDS-PAGE), y se tind el gel con azul de Coomassie.

Posteriormente se inocularon 10 mL de medio LB-Amp. El tubo con medio de
cultivo se incubd a 37°C con agitacion orbital a 200 rom durante 12 h. Se trasvaso
el contenido a un matraz que contenia 200 mL de medio LB-Amp adicionando los
10 mL del preinodculo obtenido previamente. Se incubd durante 3 h a una
temperatura de 37°C y con agitacion orbital de 200 rpm. Para escalar la
generacion de biomasa se trasvaso a un matraz con 500 mL de medio LB-Amp
con los 210 mL de medio de cultivo obtenidos previamente y se incubd a 37°C y
con agitacion orbital a 200 rom. Al inicio de la fase exponencial (DOgoo de 0.6 a 0.8)
se afadieron 710 uL de una solucion de IPTG 0.25 M. La concentracion final de
agente inductor en el medio de cultivo debe ser de 0.25 mM. Se incubd a 37°Cy
con agitacion orbital de 150 rpm. durante un periodo de tiempo de 12 h.
Posteriormente se recupero la biomasa por centrifugacion a 5000 rom por 20 min
a 10°C y se determino la presencia de las proteinas quiméricas mediante SDS-
PAGE. La biomasa recuperada fue resuspendida en solucion salina (0.9% m/v) con

la finalidad de retirar el medio de cultivo remanente.

53 LIMPIEZA DE CUERPOS DE INCLUSION.

El pellet obtenido se lavd con solucion amortiguadora Aq (Tris-HCI 50 mM, NaCl
150 mM, EDTA 5 mM, pH 8.0). Posteriormente la biomasa se recuperd de nuevo
por centrifugacion durante 15 min a 8000 rpm a 5°C. Las células recuperadas
fueron resuspendidas en solucion amortiguadora Byic (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150
MM, EDTA 5 mM, 2% v/v de Triton-X100, pH 8.0). Las células se lisaron mediante
sonicacion utilizando pulsos de 95 s con 5 s de apagado durante 20 min en un
bano de agua helada. El producto de Ia lisis se centrifugd durante 20 min a 10,000
rom y 4°C. Se descarto el sobrenadante y se recuperaron los cuerpos de inclusion.
La fraccion obtenida previamente se solubilizdé empleando la solucidon
amortiguadora C.q (NaH:PO,50 mM, NaCl 0.3 M, DTT 2 mM, GuHCI 5 M, pH 6.3).
Para incrementar la solubilidad de las proteinas, todas las fracciones se

mantuvieron en incubacion durante 12 h a 30°C con agitacion orbital de 200 rpm.
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Los agregados de proteina y remanentes de la pared celular fueron retirados
mediante centrifugacion a 15000 rpm durante 15 min, y el sobrenadante fue usado
para purificar la proteina. En trabajos previos (Sanchez-Rodriguez et al, 2012,
Sanchez-Rodriguez et al, 2016; Santillan-Uribe et al, 2015) se describe que las
proteinas quiméricas basadas en la proteina VP2 tienden a formar cuerpos de
inclusion durante la sobreexpresion en E. coli, incluso con distintas variables como
diferentes temperaturas, tiempos de incubacion, o concentraciones de IPTG. La

proteina 307-ST-TEV no es la excepcion.

54 PURIFICACION DE 307-ST-TEV

La purificacion de la proteina se llevo a cabo bajo condiciones desnaturalizantes
por cromatografia de iones metalicos inmovilizados (IMAC) usando la resina
comercial Protino® Ni-TED que interacciona con la etiqueta de histidinas la

proteina.

La técnica usada para la purificacion fue la columna de afinidad por gravedad con
un volumen de 15 mL. La matriz de la columna fue equilibrada empleando 30 mL
de la solucion amortiguadora Apy (NaH2PO, 50 mM, NaCl 0.3 M, GUHCI 3 M, 25 %
v/v de Glicerol, pH 7.5). Posteriormente se adicionaron a la columna 10 mL de la
solucion de cuerpos de inclusion solubilizados. Después se adiciond a la columna
20 mL de la solucion amortiguadora Bey (NaH2PO, 50 mM, NaCl 0.3 M, GuHCI 3 M,
pH 7.5). Posteriormente se agregaron 20 mL de la solucién amortiguadora Cpy
(NaH2PO4 50 mM, NaCl 0.3 M, GuHCI 3 M, Imidazol 15 mM, pH 7.5). Después se
agregaron 15 mL de la solucion amortiguadora Dey (NaHPO450 mM, NaCl 0.3 M,
GuHCI 3 M, Imidazol 30 mM, pH 7.5). En seguida se anadieron 10 mL de la solucion
amortiguadora Epy (NaHPO,50 mM, NaCl 1 M, GuHCI 3 M, pH 7.5). Finalmente,
cuando la solucion Epy estuvo por concluir su paso por el reservorio, se adicionan
30 mL de la solucion amortiguadora Fpy (NaH2PO,50 mM, NaCl 0.3 M, GUHCI 3 M,
Imidazol 0.3 M, pH 7.5). Simultaneamente se comenzd a cuantificar el volumen

muerto (aprox. 10 mL) y se colecto en fracciones de 4 mL el frente de elucion.

Se dializaron alicuotas para eliminar el agente desnaturalizante de las fracciones

obtenidas y se analizaron por SDS-PAGE. Se conservaron las fracciones donde la
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cantidad y pureza de la proteina fueron elevadas para juntar y concentrar
empleando unidades de filtracion Amicon® Ultra-15 Ultracel- 50K con tamafo de
corte de 50 kDa. Se realizd un cambio de amortiguador para quitar el imidazol y
cambiarlo poramortiguador de replegamiento (Tris-HCI 20 mM, NaCl 015 M, EDTA
TmM, DTTTmM, GuHCI5 M, pH 8). La concentracion final de proteina se determino
midiendo la absorbancia a 280 nm, para lo cual se utilizd una curva patrén de
albumina solubilizada en el amortiguador de replegamiento. La concentracion de
proteina se ajustd a aproximadamente a 1 mg/mL vy se almacend en cuarto frio

hasta posterior uso.

55 MODIFICACION DE LA PROTEINA sf-GFP-SC

Una de las moléculas para conjugar la VLP, era una construccion que contenia a
la spGFP fusionada al domino SpyCatcher, conteniendo entre ambas un sitio de
corte para la proteasa TEV (Cayetano-Cruz et al,, 2019). Como en esta investigacion
propusimos cortar a las VLPs ensabladas con la proteina 307-ST-TEV, era posible
gue cualquier remanente de TEVp podria eliminar dominios de sf-GFP al conjugar
las VLPs con sf-GFP-SC. Para evitar la remocion del dominio de sf-GFP por
protedlisis y obtener mediciones de fluorescencia exactas, se hizo una
modificacion al dominio SpyCatcher eliminando el sitio de corte para la proteasa

TEV y parte del puente (linker) que une ambos dominios.

La modificacion del segmento SpyCatcher en el extremo 5' de gen de la proteina
sf-GFP-SC se realizd mediante 2 PCRs (Figura 11). Se utilizaron los tres celbbadores
(primers) mostrados en la Tabla 1. Para obtener el templado sobre el cual se
realizaron las reacciones de PCR se realizd la extraccion del ADN plasmidico de
una colonia de E. coli DH5a, con el gen de interés, mediante el protocolo de

purificacion de ADN plasmidico (miniprep) citado en el Anexo A6.
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Spy Catcher Primer DE
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i ‘Primer REV

Nuevo sitio de corte s
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Primer F
PCR 2

superfolder GFP | | ) 6xHis Sitio de corte para Xho‘
Linker TEV site L

Primer REV

1

itio de corte para Xhol

Primer REV

Figura 1. Esquema de la construccién. Panel A: Esqguema de la sf-GFP-SC. Finalizando la
secuencia de la sf-GFP sigue un puente (linker) de Gly y Ser, junto a una etiqueta de
histidinas. A continuacién, un sitio de corte para la proteasa TEV y finalmente el
SpyCatcher. La ubicacion de los cebadores para la primera PCR se halla en el segmento
del SpyCatcher. Panel B: Esqguema de las PCRs, la primera PCR amplifica el segmento
SpyCatcher, una segunda PCR sobre el producto de la primera PCR aflade un sitio de corte
para la enzima de restriccion BamHl y re-insertarla en el vector.

Tabla 1. Secuencias de los tres cebadores (dos sentido y uno antisentido) utilizados para
realizar las PCRs. Los nucledtidos en negritas conforman los sitios para las enzimas de
restriccion BamHI y Xhol respectivamente.

PCR | Cebador Sentido Cebador Antisentido

1 5'- CGTGCTGCCATGCCGTTGATACC -3 5'- CCCTCGAGAATATCAGCCGTCACCT -3
Cebador DE Cebador REV

2 5°-CCTCCTTCTCGTGCATCCGGCGAT | 5'- CCGCTCGAGAATATCGAGCGTCACCT -3
AGCGGCTGGT-3" Cebador REV
Cebador F

La primera reaccion de PCR se realizd con el ADN plasmidico del gen de interés
para amplificar el segmento que codifica para la region que codifica al dominio
SpyCatcher, se utilizaron las cantidades descritas en la Tabla 2, ajustando la
proporcion de reactivos de acuerdo con el volumen deseado. El programa
utilizado para el termociclador se describe en la Tabla 3.

Con laamplificacion obtenida se realizd una segunda PCR en mayor volumen para
afadir el sitio de corte para BamHI al inserto, y se utilizd un kit de purificacion de
PCRs (Jena Bioscience). Posteriormente tanto vector e inserto fueron cortados con
las enzimas de restriccion BamHI y Xhol (New England Biolabs) mediante

incubacion por 3 h a 37°C, para obtener los extremos cohesivos. Posteriormente
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se realizo la purificacion del ADN mediante el Kit de extraccion por gel de agarosa

(Jena Bioscience), de acuerdo con las instrucciones del proveedor.

Tabla 2. Volumen de reactivos utilizados para llevar a la cabo la PCR.

Reactivo Concentracion

H.O 175 pL

10X amortiguador para Tag High Fidelity con MgSQO. 2.5 uL (200 uM de MgSO4)
dNTP mix (10 mM c/u) 1L (200 uM de c/u)
Cebador sentido (PCR1) OS5 uL (0.5 uM)

Cebador antisentido OS5 uL (0.5 uM)

Templado 025 uL

DMSO 25uL

Taq High Fidelity polimerasa 0.25 L (1.875 unidades)
Volumen final Volumen final 25 pL

Tabla 3. Temperatura, tiempo vy ciclos para llevar a cabo las PCRs.

Proceso Temperatura (°C) | Tiempo Ciclos
iIZr)jiecsir;?turaIizaciém oc 5 min Ix
Desnaturalizacion 95 20s

Alineamiento 56, 58, 60 30s 30 x
Extension 68 2 min

Extension final 68 10 min 1

Una vez obtenidos vector e inserto purificados, se midid la concentracion de ADN
en un Nanodrop vy se llevo a cabo la reaccion de ligacion con el vector, a una
relacién 1.3 y 1.5 (vector/inserto) durante 12 h aproximadamente a de 16°C. Con el
producto de la ligacion se transformaron células DH5a en un medio LB

enriguecido con peptona. Se incubd ON y se analizaron las colonias que crecieron.
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56 EXPRESION Y PURIFICACION DE LA NUEVA PROTEINA sf-GFP-SC
(sf-GFP-SCb)

Para la obtencion de células transformantes de E. coli BL21(DE3) pLysS, se optod por
transformar primero en E. coli DH5a, mediante el protocolo de transformacion de
células quimiocompetentes, afadiendo cloranfenicol a la placa. Se extrajo el ADN
plasmidico y el plasmido que codifica a la proteina verde fluorescente se
transformo en la cepa E. coli BL21(DE3)plLys a 37°C y 200 rom en medio Luria

Bertani, con 100 pg/mL de ampicilina en 10 mL de cultivo.

Se centrifugaron las células a 5000 rom durante 10 min y se lisaron las células con
solucion de lisis (NaCl 0.1 M, Tris 50 mM, EDTA 2 mM, pH 75y 0.5 mg/mL de
lisozima) durante 30 min por 1.5 h a 37°C. Para hacer una prueba rapida y detectar
las clonas con el sitio de corte modificado nuevamente se centrifugaron células a
8000 rpm se tomaron 14 Ly se anadieron 4 ylL de proteasa incubadas por 15 min
a 25°C para encontrar las colonias modificadas transformadas con la ligacion que
no tuvieran el sitio de corte para TEV.

Las colonias modificadas se crecieron de acuerdo con el protocolo para la proteina
guimérica 307-ST-TEV, pero disminuyendo el tiempo de incubacién ON. Las
células cosechadas se lisaron mediante sonicacion utilizando pulsos de9.5scon 5
s de apagado durante 20 min en un bano de hielo. Para las células lisadas con sf-
GFP-SCb, los restos celulares se eliminaron mediante centrifugacion a 14000 rpm
durante 20 min a 4°C, y el sobrenadante se utilizo para la purificacion de proteinas

mediante cromatografia de afinidad.

La purificacion de sf-GFP-SCb se realizdé en condiciones no desnaturalizantes. El
sobrenadante recuperado se cargo a una columna de afinidad HisTrap HP (5 mL)
acoplada a un sistema FPLC y equilibrada previamente con Amortiguador PBS
(NaCl 137 mM, Na;HPO410 mM, KCI 2.7 mM, KH,PO42 mM, pH 7.4). La columna se
lavo con cinco volumenes de columna de amortiguador PBS y tres volUmenes de
columna de amortiguador PBS con imidazol 35 mM. La proteina unida se eluyo
de la columna con amortiguador PBS con imidazol 350 mM y se recogieron
fracciones de 2.0 mL. Las fracciones de proteinas se analizaron mediante SDS-

PAGE. Debido a las multiples impurezas obtenidas al concentrar la proteina se
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realizd una segunda etapa de purificacion utilizando la columna HiTrap Q (HP). Se
usd Amortiguador A para cargar la columna (K;HPO 50 mM 4, NaCl 50 mM, pH 7.5)
y el amortiguador de elucion B (K;HPO4 50 mM, NaCl 500 mM, pH 7.5), para
despegar la proteina. Las fracciones ubicadas bajo el pico del cromatograma
fueron colectadas y analizadas por SDS-PAGE para verificar la pureza, después se
cuantifico la concentracion de proteina mediante ensayo de BCA y se guardo con
un amortiguador de fosfatos pH 7.4 a una proporcion 1.1 con glicerol estéril para

filtrarse por 0.45 um y conservarse a -20°C.

57 ENSAMBLE IN VITRO DE 307-ST-TEV

El proceso de replegamientoy autoensamble de las VLPs de |la proteina quimeérica
307-ST-TEV, se llevo a cabo dializando 1.5 mL de proteina (1.05 mg) en 350 mL de
amortiguador PBS Arg (NaCl 137 mM, Na;HPO410 mM, KCI 2.7 mM, KH,PO42 mM,
L-Arg 200 mM, pH 7.4), y en un volumen igual de amortiguador PBS 2x Arg (NaCl
274 mM, KCI 5.4 mM, Na;HPO. 20 mM, KH,PO44 mM, L-Arg 0.2 M, pH 7.4), ambos
en agitacion constante a 4°C, con la finalidad de evaluar la fuerza idnica en el
tamano de nuestra quimera. Es recomendable cambiar el amortiguador en poco
volumen cada 12 h para un mejor resultado. Asi mismo, se evaluaron tiempos de
dialisis desde 40 hasta 60 h, observando el radio hidrodinamico de nuestras

particulas, esperando que sea similar al de la VP2 con el asa silvestre.

Entre las diversas moléculas pequefas para ayudar al replegamiento de proteinas
recombinantes a partir de cuerpos de inclusion, la arginina es uno de los aditivos
mas utilizados y eficaces. Puede formar tanto puentes de hidrogeno como formar
interacciones electrostaticas con residuos cargados, debido a que, a pH neutro, la
arginina tiene dos cargas positivas por la desprotonacion de sus grupos guanidino
y amino, mientras que a pH 10 tiene solo la carga positiva del grupo guanidino.
Este Ultimo, es responsable de la union a las proteinas ya que favorece
significativamente la interaccion con residuos aromaticos y cargados debido
interacciones cation-1r. Este efecto estd relacionado con la supresion de la
agregacion de las proteinas debido a la interaccion entre el grupo guanidinio de

la arginina y los triptoéfanos de las proteinas. El grupo guanidino también
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interactUa directamente con la columna vertebral de la proteina, y los grupos
metileno de la arginina pueden asociarse con los parches hidrofébicos de la
proteina a través de interacciones de tipo dispersivo e hidrofébico (Kamerzell et

al, 201)

Sanchez-Rodriguez (2016) empled a la arginina para facilitar el replegamiento y
evitar la agregacion de las proteinas, logrando incrementar el rendimiento de

VLPs solubles, confiriéendoles mayor estabilidad coloidal.

58 PROTEOLISIS DE VLPS

La proteasa TEV es una proteasa codificada por el virus del mosaico del tabaco
(TEV) de aproximadamente ~26 kDa. Dada la especificidad de esta proteasa, es un
reactivo muy Util para escindir proteinas con la secuencia candnica de corte. Se
hizo la protedlisis de VLPs ensambladas, para investigar si ocurria la protedlisis en

la secuencia blancoy el tiempo necesario para que tal reaccion llegue a su fin.

Los pasos seguidos para la obtencion de la TEVp se pueden consultar en el Anexo

A7

Se incubaron VLPs con la proteasa a una relacion molar 110 (VLPsTEVp) a 4°C, a
diferentes tiempos, O, 2, 4,y 6 h, y un ON con un refuerzo de proteasa (1.5 molar).
Se detuvo la hidrdlisis ahadiendo azul de Coomassie y calentando a las muestras
en bano Maria por 10 min. Otro experimento realizado para conocer si la
concentracion de proteasa es suficiente o existe algun impedimento estérico, se
incubaron VLPs con relaciones molares crecientes de la proteasa (1:10, 1.5, 1:2.5, 1:1)

ON a 4°C.

59 CARACTERIZACION DE VLPS MEDIANTE DLS

La dispersion dinamica de luz (DLS por sus siglas en inglés), también conocida
como espectroscopia de correlacion de fotones, mide el movimiento brownianoy
lo relaciona con el tamano de las particulas. La relacion entre el tamano de una
particula y su velocidad debido al movimiento browniano se define en la ecuacion

de Stokes-Einstein. Se iluminan las particulas con un laser y se analizan las
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fluctuaciones de intensidad en la luz dispersada en intervalos de tiempo muy
cortos para determinar la distribucion del tamano de particula de la poblacion.
Tres tipos de muestras fueron dializadas para ensamblarse: 307-ST-TEV y 307-ST-
TEV proteoclizada con TEVp a 4 °C ON (ver abreviatura) durante la noche sin

agitacion. Como control se midieron VLPs ensambladas con VP2.

Las muestras fueron microfiltradas por un filtro de difluoruro de polivinilideno
(PVDF) de 0.45 pm de tamano poro, y luego por uno de 0.22 pm de tamano de
poro. Las mediciones por DLS se llevaron a cabo usando el equipo Zetasizer yVv
(Malvern) equipado con un laser de fotodiodo (830 nm). Los parametros para el
analisis fueron fijados en 1.33 para el indice de refraccion, 1.003 cP para la viscosidad
y 20°C para la temperatura. Se utilizé una celda de vidrio con capacidad para un
volumen de 500 uL. Es recomendable hacer 10 corridas con 10 medidas de 10
segundos cada una. Se efectUan las mediciones para determinar la presencia de
particulas ensambladas o de sus intermediarios, es decir capsides integramente

formadas o en su defecto capsdmeros.

510 PURIFICACION DE VLPS MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE
EXCLUSION MOLECULAR

Es la técnica mas simple y sencilla de todas las técnicas de cromatografia, separa
las moléculas segun las diferencias de tamano a medida que pasan a través de un
medio de filtracion en gel hecho de un polimero entrecruzado, con un tamano de
poro definido y empaquetado en una columna. A diferencia de la cromatografia
de intercambio i6nico o de afinidad, las moléculas no se unen al medio de
cromatografia, por lo que la composicion del tampdn no afecta directamente |a
resolucion (el grado de separacion entre picos). En consecuencia, una ventaja
significativa de la filtracion en gel es que las condiciones se pueden variar para
adaptarse al tipo de muestra o los requisitos de purificacion, analisis o
almacenamiento adicionales sin alterar la purificacion.

Para la separacion y purificacion de las distintas especies presentes en las
muestras ensambladas se utilizd un sistema de cromatografia liquida de alta

resolucion (HPLC) de la marca Waters (2487 dual A Absorbance detector, 600S
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Controller) utilizando la columna Sephacryl S-500 HR como fase fija, y la solucion
amortiguadora PBS 2x Arg como fase movil. Se fijo el flujo en 0.5 mL/min y se
utilizd un detector UV-Vis ajustado a una longitud de onda de 280 nm para dar
seguimiento al progreso de la purificacion. A partir del minuto 50 se inici¢ la
coleccion de las muestras en fracciones de 2.0 mL, posteriormente cada una de
estas muestras fue analizada mediante DLS para detectar la presencia de VLPs y
confirmar el aislamiento de estas. Se analizaron las siguientes especies por este
metodo:

1)VLPs de 307-ST-TEV,

2)VLPs de 307-ST-TEV proteolizadas,

Posteriormente se pasaron por exclusion las especies anteriormente
mencionadas pero conjugadas sf-GFP-SCb

3) VLPs de 307-ST-TEV + sf-GFP-SCb

4) VILPs de 307-ST-TEV proteolizadas + sf-GFP-SCb

511 FORMACION DEL COMPLEJO sf-GFP-SCb: 307-ST-TEV Y
FLUORESCENCIA DE VLPs

La reaccion de conjugacion de sf-CFP-SCb y 307-ST-TEV se hizo para las VLPs
formadas por 307-ST-TEV y una segunda ocasion, pero con VLPs proteolizadas con
TEVp a 4 °C ON sin agitacion. La formacion del complejo se realizd mezclando 2.1
mg de 307-ST-TEV con 2.58 mg de sf-GFP-SCb (relacion molar 1: 1.8) en solucion
amortiguadora PBS 2X con L-Arg a 0.2 M, pH 7.4. Se incubo en un Thermomixer
(Eppendorf) a 25°C, a 400 rpm, durante 3 h.

Después de la reaccion de SpyCatcher/SpyTag, las VLPs ensambladas y decoradas
se separaron de los intermediarios mediante cromatografia de exclusion por
tamano (SEC). El producto de la reaccion de conjugacion se microfiltro a través de
una membrana de 0.45 pm y se cargo en una columna Superdex 200 grado
preparativo, equilibrada con PBS que contenia L-Arg 0.2 M, pH 7,4. Se fij¢ el flujo a
1 mL/miny se leyd la recoleccion de proteinas a 280 nm. Se recogieron fracciones

de 2 mL entre el maximo del pico cromatografico y se analizaron mediante DLS.

45



Para la fluorescencia de las VLPs se realizd una curva de calibracion con distintas
concentraciones de la proteina sf-GFP-SCb (1- 125 ug) para estimar el numero de
estas moléculas acopladas a las particulas obtenidas por SEC. La fluorescencia de
las particulas se midid a 20°C. Los espectros de emision de fluorescencia se
registraron desde 490 a 600 nm utilizando una longitud de onda de excitacion de

485 nm y con ranuras de excitacion y emision de 0.5 mm.

Posteriormente se calculd la concentracion de sf-GFP acoplada a las VLPs
formadas con la proteina 307-ST-TEV y la misma VLP proteolizada con TEV
posterior a su ensamble. Se midid por triplicado la fluorescencia de las particulas
decoradas, se interpolaron en la curva de calibracion, y de acuerdo con la
concentracion de proteina, se calculd el nUmero de particulas SC-GFP acopladas

a las dos especies de VLPs.

Finalmente, para las fracciones del pico principal del cromatograma con el
tamano esperado, se realizd un SDS-PAGE de la muestra para visualizar la

interaccion de la proteina 307-ST-TEV con la SC-GFP.

512 CARACTERIZACION POR MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMICA

La microscopia de sonda de rastreo o fuerza atdomica no ocupa lentes, fotones o
electrones. Este tipo de microscopia examina las estructuras de las superficies de
las muestras mediante un barrido con una sonda en forma de punta de tamano
nanomeétrico. En este proceso de barrido las interacciones entre las superficiesy la
punta son monitoreadas, teniendo como resultado la conformacion de imagenes
tridimensionales en las que se registran con gran precision los relieves
topograficos de las superficies de las muestras. Dos formas principales de esta
tecnologia son la microscopia de efecto tunel desarrollada por Binnig y Roher de
la IBM en Suiza en 1981 (premios Nobel de Fisica en 1986) y la microscopia de fuerza

atdmica por Binnig y colaboradores en 1986.

Esta Ultima se puede realizar con varios tipos de muestras, incluso aquellas de

material no conductor o aislante. La punta de barrido, de unos nandémetros de
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diametro, esta localizada al final de una barra o cantiléver de un poco mas de un
centenar de micras de largo. La punta barre la superficie de la muestra de
diferentes modos o formas de acercamiento o de contacto intermitente o no,
detectando, con diversos grados de precision, la topografia del material en

cuestion.

Para el analisis AFM de particulas, se ocuparon las fracciones previamente
purificadas por exclusion molecular de 307-ST-TEV y 307-ST-TEV con tratamiento
(proteasa ON a 4°C, sin agitacion y a una relacion molar 110 de VLPs contra
proteasa); diluidas (1:1x10°) con PBS2X Arg filtrado por una membrana de 0.22 um.
Se dispersaron 15 yL de muestra en la superficie de un disco de mica Vide 12 mm
de diametro (Ted Pella Inc). Las muestras se secaron al vacio a 75 Torr a
temperatura ambientey luego se lavaron dos veces con 1 mL de agua desionizada

para eliminar los cristales de sales tampon, y se secaron al vacio nuevamente.

Los discos de mica se montaron en un disco magnético y se analizaron en el aire
utilizando el modo de tapping (golpeteo) con un microscopio de sonda de barrido
Innova (Veeco Instruments Inc), equipado con una sonda de barrido de alta
resolucion HI'RES-C19 / Cr-Au (MikroMasch). Las sondas tienen un radio de punta
<1 nm, con constantes de fuerza promedio de 0.5 N/m, y una frecuencia media de

resonancia de 65 kHz, compatible con materiales blandos como proteinas.

513 CARACTERIZACION POR CENTRIFUGACION ISOPICNICA

La centrifugacion isopicnica separa las particulas en un gradiente de densidades
en funcion de la densidad de las mismas, el gradiente es autoformado ya que la
muestra se mezcla con la solucion del gradiente y conforme se lleva a cabo la
centrifugacion se genera el gradiente, se aplican velocidades de
ultracentrifugacion para provocar la separacion. Las particulas de la muestra se
mueven en el gradiente hasta que llegan a un punto donde la densidad de éstas

iguala al gradiente.

El principio de separacion no radica en la velocidad de sedimentacion sino la

densidad de la particula, que quedara separada del resto en una banda que
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agrupa las particulas de igual densidad. Cuando se centrifuga la disolucion, la sal
de cesio (con gran masa, muy soluble en agua, higroscopica) se redistribuye vy
alcanza un equilibrio, formando, un gradiente de concentracion. La anchura de la
banda esta determinada por el equilibrio entre la fuerza centrifuga (que tiende a
estrechar la banda), la difusion (que tiende a ensancharla) y el gradiente de

densidad (un gradiente mas pronunciado dara una banda mas estrecha).

Muestras de 307-ST-TEV, 307-ST-TEV proteolizada y coensambles con VP2 nativa
en diferentes proporciones también se analizaron por centrifugacion isopicnica
en gradientes continuos de CsCl (1.33 g/mL), esto de acuerdo con lo reportado en
la literatura (Kajigaya et al, 1989) donde la capside proteica sedimentd con la
densidad esperada de las capsides vacias de parvovirus, 1.31 g/ml y 1.42 g/ml para
virus intactos. Las instrucciones para preparar esta solucion se enlistan en el Anexo
A8. Los ensambles de las VLPs se realizaron en amortiguador PBS 2xArg. La
ultracentrifugacion se llevo a cabo en una ultracentrifuga Beckman Optima X190
usando un rotor SW 60 Ti a 55000 rpom a 20°C durante 10.75 h. Las bandas
generadas por efecto de la formacion del gradiente fueron recuperadas y
sometidas a un proceso de dialisis previa a la caracterizacion, para realizar un SDS-

PAGE y analizar por densitometria los geles resultantes.

514 ESTABILIDAD DE 307-ST-TEV

Muestras de proteina 307-ST-TEV y 307-ST-TEV proteolizada (ON a 4°C, sin
agitacion y a una relacion molar 1.5 de VLPs contra proteasa), fueron purificadas a
través de exclusion molecular y se midio la concentracion de proteina. Se estudio
el efecto de un agente caotropico en la estabilidad de las particulas, para lo cual
se colocaron a diferentes concentraciones iniciales de GuHCI (1,2, 3, 4, 5,y 6 M). Se
utilizd el amortiguador de replegamiento con alta molaridad de GuHCI para
alcanzar la concentraciéon deseada; la molaridad exacta se calculé de acuerdo con
su indice de refraccion (http://sosnick.uchicago.edu/gdmcl.html). Los calculos de
dilucion se realizaron de acuerdo al volumen de celda (0.6 mL), molaridad deseada
y concentracion de VLPs, se midio el radio hidrodinamico por DLS, el tiempo

asignado para llegar al equilibrio fue de 24 h.
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6. RESULTADOS

6.1 EXPRESION, LIMPIEZA DE CUERPOS DE INCLUSION Y
PURIFICACION DE LAS PROTEINAS VP2 Y 307-ST-TEV

Se tiene el gen que contiene al SpyTag fusionado en el asa 301-313 de la proteina
VP2. Este gen esta subclonado entre los sitios de restriccion Xhol y Ndel del vector
de expresion pET22b(+) (Figura 12). Esta proteina tiene el sitio de corte parala TEVp
del lado carboxilo del péptido. A partir del residuo 307 del asa comienza el
espaciador seguido del SpyTag, ademas se anadio a la proteina recombinante una
etiqueta de oxHis en el carboxilo terminal para facilitar la posterior purificacion

(Figura 13), nos referiremos a esta proteina como 307-ST-TEV.

(80) Blpl Aval - BsoBI - PaeR71 - ThI - Xhol (158)
BmeT1101 (159)
BsrGI (168)
Bsu36I (197)
BstBI (207)

BfrBI (655)
Nsil (657)

Mscl (758)
AccHb51 (908)
Kpnl (912)

BamHI (998)

(6889) Dralll

(6226) Scal
(6116) Pvul

Bsml (1284)

(5807) Bsal
(5746) Ahdl
GS61895-1 pET-22b(+)-VP2-307(ST-TEV) BfuAIL - BspMI (1505)
7131 bp
Zral (1922)
Aatll (1924)
Ndel (1926)
Xbal (1964)
Sphl (2227)
(4853) Pcil ECcoNI (2287)
(4737) BspQI - Sapl
(4598) PFIFI - Tth111l
Mlul (2752)

Bcll* (2766)

BSEIT (2933)
PspOMI (2959)
Apal (2963)

(3359()3:3'..4‘;MFISDA1 ECORY (3202)

(3597) PshAl

Figura 12. Mapa del plasmido para la expresion de la proteina VP2 307-ST-TEV.
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MTSVNSAEASTGAGGCGGSNPVKSMWSEGATFSANSVTCTFSRQFLIPYDPEHHYKVESPAAS
SCHNASGKEAKVCTISPIMCGYSTPWRYLDFNALNLFFSPLEFQHLIENYGSIAPDALTVTISEIA
VKDVTDKTGGGVQVTDSTTGRLCMLVYDHEYKYPYVLQGQDTLAPELPIWVYFPPQYAYLTV
GCDVNTQGISGDSKKLASEESAFYVLEHSSFQLLGTGGTATMSYKFPPVPPENLEGCSQHFYE
MYNPLYGSRLGVPDTLGGDPKFRSLTHEDHAIQPQNFMPGPLVYNSVSTKEGDSSSTGGSCG
AHIVMVDAYKPTKGGSGGENLYFQSGGTGGGCAGKALTGLSTGTSQNTRISLRPGPVSQPYHH
WDTDKYVTGINAISHGQTTYGNAEDKEYQQGVCRFPNEKEQLKRLQGLNMHTYFPNKGTQ
QYTDQIERPLMVGSVWNRRALHYESQLWSKIPNLDDSFKTQFAALGGWGLHQPPPQIFLKI
LPQSGPIGGIKSMGITTLVQYAVGIMTVTMTFKLGLRKATGRWNPQPGVYPPHAAGCHLPYVL
YDPTATDAKQHHRHGFEKPEELWTAKSRVHPLEHHHHHH

Figura 13. Secuencia de aminoacidos que corresponden a la construccion de la proteina
307-ST-TEV. En azul la secuencia que corresponde a la secuencia SpyTag, en color café el
espaciador, en morado la secuencia de corte para TEVp; en color negro la secuencia que

corresponde a VP2, y en color verde la etiqueta de seis residuos de Histidina.

La expresion se llevo a cabo en E. coli BL21(DE3). Para la obtencion de la proteina
307-ST-TEV se transformaron células quimiocompetentes por chogue térmico
con el plasmido de esta construccion. Se probd la sobreexpresion de la proteina
guimeérica, asi como de la proteina VP2 y se detectaron bandas con las masas

moleculares esperadas para ambas proteinas (Figura 14).

1 2 3 < 5 &)

170 ke _
130 ko —*
95 kLo i
72 koa >
SS5ka —p
43 ca > ‘

l
34 —o'

26kca ‘

17 koo~

Figura 14. Pruebas de expresion de VP2 y 307-ST-TEV. Carriles 1y 2: lisado celular antes de
la induccion de VP2 y 307-ST-TEV, respectivamente. Carril 4, marcador. Carriles 5y 6, lisado
celular después de la induccion de VP2 y 307-ST-TEV, respectivamente. El peso molecular

para la proteina VP2 y 307-ST-TEV es de ~58kDa y ~60 kDa respectivamente.
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Posteriormente, las proteinas 307-ST-TEV y VP2 se recuperaron de cuerpos de

inclusion, y se purificaron por IMAC bajo condiciones desnaturalizantes (Figura15).

Figura 15. Limpieza de cuerpos
de inclusion vy purificacion.
Carriles:

120 «Dsp

85 kDsp 1) Sobrenadante después de lisis
celular de VP2.
2) Sobrenadante después de lisis
S0 102—sl " celular de 307-ST-TEV.
B | '; 3y 8) Marcadores de peso
35 sy - molecular (kDa)
“ a . 4) Pellet después de lisis celular
26 KOs s de VP2.
5) Pellet después de lisis celular
20 K0y de 307-ST-TEV.

6) Proteina VP2 purificada.
7) Proteina 307-ST-TEV
purificada.

6.2 MODIFICACION DE LA PROTEINA sf-GFP-SC
Para modificar el gen que codifica a la proteina sf-GFP-SC se tuvo que extraer,

digerir y purificar el vector de clonacion, el cual tiene 6531 pares de bases (Figura

19).

(6353 .. 6375) Primer REV
(6369) XhoI

Spy Catcher

(6021 .. 6038) Primer DE

(5931) BamHI

17 rerm

X A\ .5'\'(.e

Figura 19. Mapa del
plasmido para la
expresion de la proteina

sf-GFP-SC (TEV) sf-GEP-SC.

6531 bp
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Con el ADN plasmidico se realizd la primera PCR (Figura 20). De acuerdo con la Tm
de los cebadores (64 °C), se restaron 5 °C y utilizaron 3 temperaturas diferentes

alrededor de esta temyperatura (59 °C) para asegurar la amplificacion.

Con el fin de demostrar que el fragmento esperado de 458 plbs se encontraba en
el peso molecular, se analizd por electroforesis en gel de agarosa al 1% para
comprobar que se hubiera amplificado correctamente el segmento que codifica
al SpyCatcher. (Figura 20). Este primer producto fue nuevamente sometido a
amplificacion mediante PCR incluyendo dentro del cebador (Primer F), la
secuencia de corte para la enzima de restriccion BamHIy posteriormente efectuar

la ligacion.

Una vez obtenido el producto de la segunda PCR, se realizé una digestion con las
enzimas de restriccion BamHI y Xhol (New England Biolabs) para generar los
extremos cohesivos y llevar a cabo su ligacion con el vector, en este punto se
observé que la doble banda presente en varias PCRs realizadas a distintas

temperaturas, desaparecio gradualmente dando lugar a una banda mayoritaria.

El resultado del gel muestra bandas con los pesos esperados, tanto del vector
(~6531 pbs) como del inserto (~482 pbs). Con el producto de la ligacion se
transformaron células DH5a, creciendo 7 colonias que se estudiaron para
corroborar la modificacion de la secuencia proteica. Finalmente, este nuevo
plasmido se envid a secuenciar para constatar la secuencia del gen resultante. A

la nueva version de sf-GFP-SC sin sitio TEV se le denomind sf-GFP-SChb.
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Figura 20. Geles de agarosa mostrando el producto de la digestion y de las PCRs. Panel A:
Vector pET sf-GFP-SC linealizado con Xhol. Panel B: Fragmento del producto obtenido del
PCR 1. Panel C: Fragmentos del producto obtenido del PCR 2.

6.3 EXPRESION Y PURIFICACION DE sf-GFP-SCb
Con el ADN plasmidico extraido se transformaron células competentes de E. coli
BL21(DE3) pLysS, se crecieron en tubo con 10 mL de medio de cultivo y se efectuo

la sobreexpresion para constatar el cambio en la proteina.

Todas las colonias crecidas en tubo mostraron el brillo verde fluorescente
caracteristico, y se realizd una prueba rapida para saber qué colonias tenian a la
sf-GFP-SCb. El pellet de las colonias se lisé con solucion de lisis y nuevamente se
centrifugo en tubos Falcon para quitar restos celulares. Se tomd una alicuota del
extracto celular y se anadieron 4 plL de TEV purificada, se incubaron 15 min. a 25 °C
para observar si existia protedlisis y por ende la modificacion del sitio de corte. Los

resultados se observan en la Figura 21.
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Figura 21. Prueba de modificacién al sitio de corte. Panel A, carriles 1y 2: sobreexpresion
de diferentes colonias obtenidas de la ligacion. Carril 5: extracto celular antes de induccion.
Carril 3: sobreexpresion de GFP de una colonia sin modificacion. Carril 4. sobreexpresion
de GFP de una colonia sin modificacion afladiendo proteasa TEV durante 15 min, se
observa protedlisis pues la GFP de 43 kDa se escinde a fragmentos tedricos de 30 y 13 kDa.
Panel B, carriles 1y 3: sobreexpresion de GFP de colonias modificadas. Carril 2 y 4:
sobreexpresion de GFP de colonias modificadas afadiendo proteasa TEV durante 15 min,

no ocurre protedlisis.

La colonia con la modificacion deseada se escald usando el mismo protocolo que
para la proteina quimérica 307-ST-TEV, pero disminuyendo el tiempo de
incubacion de 8 a 6 h. La secuencia de la proteina quimérica modificada se

encuentra en la Figura 22.

MRKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVRGEGEGDATNGKLTLKFICTTGKLPVP
WPTLVTTLTYGVQCFARYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTISFKDDGTYKTRAE
VKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNFNSHNVYITADKQKNGIKANFKIRH
NVEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSVLSKDPNEKRDHMVLLEFV
TAAGITHGMDELYKGGSGGSGGSGGMSYHHHHHHDYDIPTTENLYFQGAMVDTLS
GLSSEQGQSGDMTIEEDSATHIKFSKRDEDGKELAGATMELRDSSGKTISTWISDGQ
VKDFYLYPGKYTFVETAAPDGYEVATAITFTVNEQGQVTVNGKATKGDAHILEHHH
HHH

Figura 22. Secuencia de aminoacidos de la proteina sf-GFP-SCb. En negro la secuencia
que corresponde a la sf-GFP, en color café el espaciador, resaltado en gris se halla la parte
de la secuencia eliminada, en morado la secuencia de corte para TEVp, en color verde la

etiqueta oxHis.
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La purificacion de la proteina se realizd por IMAC vy las fracciones de elucion se
analizaron mediante SDS-PAGE (Figura 23). El peso molecular tedrico de la
proteina es de ~40 kDa, de acuerdo con el servidor Protparam. Al concentrarse las
fracciones de interés se observd que la pureza de la proteina no era la idénea para
trabajar, por lo que se volvid a purificar, esta vez por una columna de intercambio

anionico acoplada al FPLC (Figura 24).

e 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Figura 23. Purificacion de sf-
85 xDa GFP-SCb por cromatografia de
o P afinidad. Carril 1: Sobreexpresion
e b de sf-GFP-SCb. Carril 2: extracto

35 ¥Da 3-9: Fracciones de interés con

S50 %D . ., .
- BF’ e O - celular antes de induccién. Carril
e

25 xDa e | impurezas.
— —s - FigUra 24. Purificacion de sf-
1 2 3 4 S 6 140w GFP-SCb por  cromatografia
de intercambio anidnico.
72 kDa
60 kD . .
% Carriles 1 y 2. proteinas
4 kbs  contaminantes.
o 35 o= Carriles 3 y 5: fracciones

25 kba COrrespondientes a sf-GFP-
SCb (40 kDa).

Carril 4: sf-GFP-SCb (40 kDa) +
TEVp (26 kDa).

15 kDa

10 kDa

Carril 6. sf-GFP-SC (40 kDa)
antes de 29 purificacion.

6.4 ENSAMBLE IN VITRO DE 307-ST-TEV Y CARACTERIZACION POR
DLS.

La proteina purificada 307-ST-TEV se uso para pruebas in vitro. Trabajos previos
mencionan que, dependiendo de condiciones como fuerza idnica, pH vy
temperatura, es posible obtener una variedad de especies de ensamblado y es

limitada por las caracteristicas estructurales intrinsecas de las proteinas.
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Anteriormente se habia observado que en el amortiguador PBS Arg, esta proteina
generaba particulas de menor tamano al esperado para una VLP. Por ello se

decidio probar una mayor fuerza idnica durante el ensamble.

La fuerza idnica parece ser determinante en el acomodo de cada mondmero de
proteina. De modo que una concentracion muy baja o alta de sal podria provocar
gue los capsdmeros (trimeros) no puedan interaccionar de manera adecuada con
otros trimeros para completar un icosaedro y no se logren estabilizar estas

especies para cerrar por completo la capside.

Se utilizd L-Arg en el amortiguador ya que tiene cierta afinidad especifica, aunque
débil, por las cadenas laterales aromaticas, que se encuentren enterradas en la
proteina plegada, responsables de la agregacion de estructuras proteicas
desplegadas o parcialmente plegadas. Esta interaccion es capaz de ayudar a
suprimir la agregacion debido a que el grupo guanidino de la arginina interactua

con los electrones 1 de las cadenas laterales aromaticas.

El tiempo de dialisis es un factor para considerar, pues se tiene registro del caso
de una VLP ensamblada Unicamente con una quimera de VP2 con una lipasa
insertada igualmente en el asa 301-313, donde la incubacion de hasta 60 h
favorecio que el diametro de las particulas polidispersas de 10 nm aumentara de

a 28 nm en una poblacion monodispersa (Bustos-Jaimes et al.,2017).

Para este fin, las VLPs se ensamblaron por dialisis al equilibrio para eliminar el
GuHCl usando dos amortiguadores de distinta fuerza idnica: PBS-Arg (NaCl 137
MM, KCI 2.7 mM, Na;HPO4 10 mM, KH,PO4 10 mM, 0.2 M L-Arg, pH 7.4) y PBS-2xArg
(NaCl 274 mM, KCI 5.4 mM, Na;HPO420 mM, KH.PO44 mM, L-Arg 0.2 M, pH 7.4). A
partir de las 40 h de dialisis, se midio el radio hidrodinamico de la muestra cada 2

h (40, 42, 44, 46, 48 y 60 h). Las mediciones por DLS se muestran en la Tabla 4.

Para el amortiguador PBS-Arg se dejo de medir a las 46 h puesto que empezaron
a coexistir dos poblaciones, algunas con tamanos de VLP y otra de intermediarios
de menor tamano similar a capsoomeros (no mostrados en la tabla). En cambio,
en el amortiguador PBS-2xArg, la poblacion mayoritaria se mantiene y alcanza la

mayoria de poblacion (995%) a las 42 h, con un pico monodisperso de
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aproximadamente 213 + 65 (Figura 25). Incluso la solucion PBS-Arg también

alcanza alas 42 h una poblacion mayoritaria dentro de los tamanos, lo que sugiere

gue es el tiempo adecuado para dializar la VLP de la quimera.
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Los radios hidrodindmicos se hallan en concordancia a lo reportado en nuestro

grupo de trabajo (Cayetano-Cruz et al, 2018, 2019; Bustos-Jaimes et al, 2017;

Moran-Garcia et al,, 2016; Santillan-Uribe et al., 2015; Sdnchez-Rodriguez et al,, 2012)

aunque se esperaba un ligero aumento del radio hidrodinamico debido a que el

SpyTag estaria alargando el asa 301-313.

Tabla 4. Comparacion del didmetro de VLPs ensambladas en diferentes amortiguadores,

medidos por DLS.

PBS-Arg PBS-2xArg
Tiempo | Tamano % St-Dev Tiempo | Tamano % St-Dev

(h) (d. nm) Volumen (h) (d. nm) Volumen
40 25.0 70.2 6.1 40 21.2 99.3 6.3
42 20.7 919 57 42 213 99.5 6.5
44 21.2 80.1 50 44 20.7 99.3 6.0
46 258 435 6.5 46 20.5 952 49

* * * * 48 193 96.8 4.8

* * * * 60 223 989 52

6.5 PROTEOLISIS DE VLPs

En el primer experimento se colocaron 120 ug de VLPs y se incubaron ON sin

agitacion con 5.4 ug de proteasa (10:1 en relacion molar), y se muestreod a las 2, 4, 6,

8 h. La reacciéon se detuvo con azul de Coomassie en bafo Maria. A la Ultima
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muestra se le anadid nuevamente 54 ug de proteasa (Figura 26). El peso
molecular observado en el gel para la proteina 307-ST-TEV es de ~60 kDa, aunque
el calculado por ProtParam es de 65 kDa. Si esta es escindida en la secuencia de
corte, se obtienen dos partes que se hallan aproximadamente en los pesos
moleculares de 35 kDa y 25 kDa (36 y 29 kDa segun ProtParam). Como se aprecia
en el gel, al anadir nuevamente la proteasa, se observa diminucion en la
intensidad de la banda de 307-ST-TEV y el aumento en la intensidad de los

segmentos producto de la hidrdlisis.

180«Ca
140«<Da
100xDa
72 xDa
60 «Da — - S
45 kDa

~60 kDa 307 ST-TEV

25 kDa 35 kDa fragmento des
307 ET-TEV

- ~D = -
) ~25 kDa fragmento de
25 «xDa =077

Figura 26. Protedlisis de 307-ST-TEV con TEVp a distintos tiempos, relacion 1:10 molar. Carril
1: Marcador de peso molecular (kDa). Carril 2: Tiemmpo O, Carril 3: 2horas, Carril 4. 4 horas,
Carril 5: 6 horas, Carril 6: 8 horas, Carril 7: 16 horas, mas refuerzo de proteasa (1.5 molar). La

hidrolisis se llevd a cabo a 4 °C.

En un analisis por densitometria con el programa Image Lab™ se obtuvieron los
porcentajes para saber el grado de hidrdlisis. A las 2 h, 7.4% de |a proteina 307-ST-
TEV fue hidrolizada, a las 4 h existe una protedlisis del 129 %, a las 6 horas existe
una proteodlisis del 15.6 %. A las 8 horas el fragmento proteolizado representa el
30.2%, aumentando significativamente el grado de hidrdlisis. Finalmente, con el
refuerzo ON (1:5) aproximadamente el 65% de la proteina puede ser digerida bajo

estas condiciones. Esto sugiere que puede ser necesario anadir mas proteasa para
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llegar a la maxima hidrdlisis posible. Otro fendmeno que se observa es que la
hidrolisis no es total, debido a dos posibles factores: un efecto estérico o a la

inactivacion de la proteasa.

En un segundo experimento (Figura 27), se aumentd la relacion molar de la
proteasa (1110, 1.5,1.2.5, y 111) dejandose ON sin agitacion a 4°C. Se detuvo la reaccion
mediante la adicion de amortiguador de carga y bano Maria. Se realizd una
electroforesisy se analizd el gel con las muestras. La temyperatura a la que se realizd

la protedlisis fue de 4°C para no comprometer la integridad de las VLPs.

Nuevamente con el analisis del programa Image Lab™ se cuantificaron los
porcentajes de hidrolisis. Para la relacion 110 de proteina con respecto a la
proteasa, el grado de hidrodlisis fue de 69.6% y para la relacion 1.5 fue de 79.2%,
aumentando el porcentaje de hidrodlisis con respecto del experimento anterior,
esto se pudo deber a que se utilizdé un nuevo lote de proteasa y a una
cuantificacion inadecuada de |la proteina para el primer experimento.
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Figura 27. Protedlisis de 307-ST-TEV con TEVp a distintas relaciones molares. Carril 1)
Marcador de peso molecular (kDa); carril 2) 307-ST-TEV.TEVp 1:10; carril 3) 307-ST-TEV:-TEVp
1:5; carril 4) 307-ST-TEV:TEVp 1:.2.5; carril 5) 307-ST-TEV:TEVp 1:1.

Para la relacion 1.2.5 el porcentaje de hidrolisis alcanzo el 80.5% vy para la relacion
1.1 alcanzo obtuvo hidrdlisis del 85.2%. Nuevamente se observd que a pesar de los

intentos por proteolizar el 100% o en su totalidad la quimera, no se logra. Se teoriza
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entonces de que algun impedimento estérico vuelve inaccesible el sitio de corte
para gue se acople la proteasa en el asa Mmovil, ademas aun falta confirmar la

integridad de la capside.

6.6 CARACTERIZACION DE VLPs MEDIANTE DLS

Se analizaron por DLS las muestras de los ensambles con el 100% de la proteina
guimérica 307-ST-TEV y también las VLPs tratadas (proteasa ON a 4°C, sin
agitacion y a una relacion molar 1.5 de VLPs contra proteasa) para medir el radio
hidrodinamico de la poblacion mayoritaria, como control se utilizé la VLP de VP2.
Las muestras antes de ser pasadas por SEC, se midieron preliminarmente por DLS

para evaluar los tamanos obtenidos y asegurar el ensamble de la capside.

La Figura 28 muestra las distribuciones por volumen de los dos ensambles
estudiados, se reporta el valor promedio de las medias de cada distribucion vy la
desviacion estandar de estos valores. Para 307-ST-TEV se obtuvo un tamano de
225+ 55 por volumen (Figura 28 panel B). Que resulta ser un poco mas pequeno
qgue la VLP de VP2, aunque esta dentro del error de la técnica. Para la especie
proteolizada se observa que también tiene un radio hidrodinamico similar y que
es ligeramente mayor que 307-ST-TEV, esto tiene sentido pues se libera el asa mas
movil asemejando a una VLP mas “esponjosa”. La anchura del pico es
proporcional a la polidispersidad, lo que denota la existencia de mas de un tamano

en las especies formadas.

Sin embargo, los datos sugieren que las particulas siguen ensambladas a pesar
del corte en el asa 301-313. De otro modo, esperariamos especies de tamano menor
a los 15 nm si se tratara de capsomeros, 0 menor a los 6 Nnm si se tratara de
monomeros de la quimera. Y lo mas importante, esperariamos especies de
tamanos mucho mayores por agregacion dado que el corte es practicamente a la
mitad de la proteina, lo cual deberia afectar el ndcleo hidrofébico de la particula
generando especies propensas a la agregacion. Una debilidad inherente del DLS
es su baja resolucion. Por ejemplo, el DLS no puede distinguir entre particulas de

90 y 110 nm, apareciendo un pico amplio. Para ofrecer una resolucion maxima, el
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DLS requiere particulas de tamano diferente en al menos un factor de 3 (por

ejemplo, 10 y 30 nm, 50 y 150 nm. Esta es una limitacion del DLS, especialmente

para muestras polidispersas (Bhattacharjee et al, 2016). Esto puede explicar

porque la medicion de las muestras proteolizadas tiene un pico mas ancho, ya que

pueden no ser estrictamente homogéneas, sindbnimo de una muestra mas

heterogénea.
Size Distribution by Volume
A
LT e e e SR R
Ensambles de : A :Tamafio promedio
= .1 VP2 ‘ 123433 nm
e T S PP
|
) ERETRPETPERP RSP FRPRES A b
B
g !; _____ PSP PPPPOE SIS
1
|
0 f \
1 10 100 1000
Size (d.nm)
Size Distribution by Volume
B
: A ‘Tamafio promedio
| Ensamblesde: [ 225£55nm..i......
e 307-ST-TEV J' |
2 fe L S
!glf_ 15 ’ |l
"§ Tod f\ ........................................
° : |
> 5/\‘ ......................................
S \\\
o -
1 10 100 1000
Size (d.nm)
Size Distribution by Volume
C
BOT- - er e eneneaes e PRSI
Ensambles de' A :Tamafio promedio
€ 307-ST-TEV / \ 1255+ 51 nm
g of Sroteolizada }‘\ ........................................
R j.,.,.\.t ......................................
g / Ill|
/ \
0 =
1 10 100 1000

Size (d.nm)

Figura 28. Distribucion de
tamano de particula por DLS.

Panel A: VLPs de VP2
dializada 40 hen PBS Arg 0.2
M, pH 7.4

Panel B: VLPs de 307-ST-TEV
dializada 42 h en PBS 2x Arg
02 M, pH 7.4,

Panel C: VLPs de 307-ST-TEV
dializada 42 h en PBS 2x Arg
02 M, pH 7.4y proteolizada
con TEV (1.5) ON a 4 °C.

ol



6.7 PURIFICACION DE VLPS MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE
EXCLUSION MOLECULAR

Otra de las caracterizaciones realizadas para verificar el correcto ensamble de las
VLPs fue la purificacion mediante cromatografia de exclusion molecular (SEC),
primero se ensamblaron las particulas en el tiempo idéneo de 42 h, y se separaron
capsomeros de las VLPs, comparando entre las distintas especies el tiempo de
retencion en la columna y corroborando nuevamente el tamano de la particula
medido mediante DLS. Se comenzo con VP2 como control, seguido de VLPs de
307-ST-TEV y posteriormente se separaron las mismas VLPs de 307-ST-TEV
proteolizadas (proteasa ON a 4°C, sin agitacion y a una relacion molar 1.5 de VLPs
contra proteasa) con el fin de observar algun cambio los paradmetros mencionados

anteriormente.

En la Figura 29 se muestra el cromatograma para las VLPs de la proteina VP2
como control. El tiempo de retencion promedio donde se presenta el maximo de
absorbancia fue de ~74 min, idéntico a las VLPs de la quimera 307 ST-TEV con un
pico definido, mostrada en la Figura 30 Panel A. Se trabajé también con la VLP
proteolizada en el asa mas movil, para saber si se desensambla o forma agregados.
El tiempo de retencion cambid por un par de minutos a aproximadamente ~72
minutos, menor al obtenido por 307-ST-TEV, lo que sugiere la presencia de
particulas con un diametro ligeramente mas grande. Sin embargo se aprecia una
peguena protuberancia alrededor del minuto 100 que podria corresponder a la
TEVp o quizas a una fraccion de proteina desensamblada (Figura 30 Panel B). La

fraccion correspondiente a la protuberancia no fue medida por DLS.

Las fracciones donde se recolectaron los picos de maxima absorbancia se
midieron mediante DLS para confirmar el hecho de que el tamano de particulas
es acorde a una VLP y que el tamano de las particulas proteolizadas es
ligeramente mayor a la que no tiene tratamiento (Figura 31). Los resultados
evidencian que hay un incremento de tamano para la quimera proteolizada a

comparacion de la gue no tiene tratamiento proteolitico.
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Figura 29. Cromatogramas de filtracion en gel para VLPs de VP2
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Figura 30. Cromatogramas de filtracion en gel para VLPs de 307 ST-TEV. La linea media
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6.8 FORMACION DEL COMPLEJO sf-GFP-SCb CON 307-ST-TEV

Los ensambles de la quimera fueron conjugados con la contraparte sf-GFP-SCb
para efectuar la reacciéon de SpyCatcher/SpyTag. Las VLPs ensambladas y
decoradas se separaron de los intermediarios mediante cromatografia de
exclusion por tamano (SEC). Para las VLPs conjugadas con sf-GFP-SCb se utilizo la
columna Superdex 200 grado preparativo ya que el tiempo de retencion de la sf-
GFP-SCb en la columna Sephacryl S-500 HR es de 76 min, muy cercano al tiempo
de retencion de las VLPs. Por lo que no es capaz de separar las VLPs de |la proteina
a acoplar (Figura 32), ademas, para poder medir en una curva patron la
fluorescencia de la proteina acoplada, necesitamos quitar todo el remanente de
la proteina que no reacciond. El acoplamiento mediante el sistema
SpyCatcher/SpyTag se realizé en las condiciones reportadas por colaboradores del

grupo de trabajo (Cayetano et al,, 2018).
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Figura 32. Cromatograma de filtracion en gel de sf-GFP-SCb con la columna Sephacryl S-
500 HR.

6.81 PURIFICACION DE VLPS DECORADAS POR CROMATOGRAFIA DE
EXCLUSION MOLECULAR

El producto de la reaccion de conjugacion se microfiltré a través de una
membrana de 0.22 um. No se determind¢ la concentracion de proteina por BCA
antesy después de cada etapa de microfiltracion, tampoco se observo
precipitacion de proteina a simple vista, esta reportado que el porcentaje de
recuperacion de proteina en PBS-Arg 0.2 My pH 7.4 es del 98% y en este caso se
filtro por protocolo de cuidado de la columna (Sanchez-Rodriguez et al, 2016).
Despues se cargo en una columna Superdex 200 equilibrada con amortiguador
PBS-Arg. Se utilizd esta columna puesto que tiene el grado de resolucion
necesario, separar proteinas con pesos moleculares (M,) que van de 10 a 600 kDa,

para separar toda la proteina sf-GFP-SCb que no reacciond.

La separacion de proteinas se siguio por absorbancia a 280 nm, y se recolectaron
fracciones de 2 mL en el pico de maxima absorbancia y se midieron mediante DLS

(Figura 33).
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Figura 33. Cromatogramas de filtracion en gel con la columna Superdex 200 grado
preparativo. Panel A: VLPs de 307-ST-TEV conjugada con sf-GFP-SCb (1:11.8) tiempo de
retencion 56 minutos. Panel B: VLPs de 307-ST-TEV proteolizada relacion molar (1:5) ON a
4°C y posteriormente conjugada con sf-GFP-SCb (1:1.8). Panel C: proteina sf-GFP-SChb.
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En la Figura 34 panel A se muestra el cromatograma para las VLPs de |la proteina

307-ST-TEV decorada con la proteina fluorescente. El tiempo de retencion

promedio donde se presenta el maximo de absorbancia es de ~56 min. En el panel

B se muestra el cromatograma de las VLPs proteolizadas (proteasa ON a 4°C, sin

agitacion y a una relacion molar 1.5 de VLPs contra proteasa) y decoradas con la

proteina fluorescente, el tiempo de retencion cambid a ~54 min, tiempo

nuevamente menor al obtenido por 307-ST-TEV, lo que sugiere la presencia de

particulas con un diametro ligeramente mas grande. Finalmente, el panel C

muestra la elucion de la proteina verde fluorescente con un tiempo de retencion

promedio de 83 minutos. El tiempo de retencion para la particula sin conjugar no

fue medido.
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De acuerdo con la Figura 34, se encontro que las particulas de 307-ST-TEV

presentaban un diametro de particula de 311 + 6.7 nm, mientras que las mismas

particulas proteolizadas con TEV mostraron un tamano promedio de 341+ 7.3 nm,
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Muy cercanos a los valores antes reportados para las particulas VLPs de la quimera

de VP2 con sfGFP fusionada genéticamente (Bustos-Jaimes et al,, 2017).

Nuestro grupo de trabajo ha reportado una quimera de VP2 que tenia en el asa
301-313 a la proteina sfGFP fusionada genéticamente mediante espaciadores
(linkers). Las VLPs de la quimera fluorescente mostraron un diametro de 32.7 + 4.5
nm (Bustos-Jaimes et al, 2017). Por otra parte, la implementacion del sistema
SpyTag/SpyCatcher permitié unir una a-glucosidasa a la superficie de VLPs en el
extremo N-terminal de VP2, y supone una ventaja pues la actividad catalitica de
una enzima no se ve comprometida por las duras condiciones de purificacion
usadas para VP2. Las VLPs decoradas con a-glucosidasa mostraron un diametro
de 421+ 91 nm (Cayetano-Cruz et al,, 2019). Los ejemplos anteriores demuestran
gue aun con modificaciones en ambas posiciones, las proteinas quimeéricas
retienen su competencia para formar VLPs. Finalmente, se ha reportado otra
guimera que incorpora el péptido PreSl en el extremo N-terminal de VP2. Este
péptido se deriva del virus de la hepatitis B (VHB), y consiste Unicamente de los
residuos 21-47 del dominio N-terminal de la proteina del antigeno de superficie
viral (HBsAQ), y permite el reconocimiento de alta especificidad en lineas celulares
de hepatocitos humanos. Para visualizar la interaccion e internalizacion de las
particulas con el péptido PreSla4s, se generd una VLP “hibrida” que también
contuviera como pieza de autoensamble a VP2-SpyTag en el extremo N-terminal,
y producir el producto bioortogonal covalente conjugando con sf-GFP-SChb. Las
VLPs formadas de esta interaccion lograron internalizarse en hepatocitos
humanos y retuvieron su fluorescencia. Estas particulas mostraron un diametro

de 359 + 82 nm (Cayetano-Cruz et al.,, 2019).

6.82 FLUORESCENCIA DE VLPsY ANALISIS POR SDS-PAGE DEL COMPLEJO
sf-GFP-SCb:307-ST-TEV

Se midieron los espectros de emision de fluorescencia a las VLPs, de acuerdo con
las condiciones descritas en la metodologia e interpolando en una curva estandar
se obtuvo la masa de sf-GFP presente en la muestra. Se determind el contenido

de proteina total mediante BSA para estimar la cantidad de dominios de proteina
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verde fluorescente acoplados a cada VLP. En la Tabla 5 se encuentran los valores
de intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias (UA) obtenidas para las
VLPs conjugadas y el numero aproximado de proteina verde fluorescente
conjugada para cada especie. En el caso de las VLPs formadas a partir de la
proteina 307-ST-TEV se obtuvo una intensidad de fluorescencia de 57586.4 + 12.0
UA a 514 nm, en cambio, para las VLPs con tratamiento (proteasa ON a 4 °C, sin
agitacion y a una relacion molar 1.5 de VLPs contra proteasa) se obtuvo una
intensidad de fluorescencia de 775752 + 21.6 UA a la misma longitud de onda. De
acuerdo con los datos de fluorescencia obtenidos anteriores, y la curva de
calibracion, se calculd la cantidad de sf-GFP-SCb unida al péptido SpyTag
asumiendo que no hay apagamiento por la union de la sfGFP a las VLPs ni por
interacciones entre los dominios de la propia sfGFP unidos a las particulas. En el
caso de las VLPs de 307-ST-TEV, la masa de sf-GFP-SCb unida fue de 0117 mg vy la
masa total de las particulas, sin sf-GFP-SChb, fue de 0.909 mg. El peso molecular
para sf-GFP-SCb es de 40917.55 mg/mmol y de 65045.87 mg/mmol para 307-ST-
TEV. Se calculd que las masas moleculares para sf-GFP-SCb y 307-ST-TEV sin
tratamiento alguno corresponden a 2.857 nmol y 15.770 nmol respectivamente, la
proporcion molar de sf-GFP-SCb a 307-ST-TEV, fue calculada de la siguiente
manera: 2.857 nmol/15.770 nmol = 0.18, que corresponde una ocupacion del 18%
de los sitios posibles de union. Tomando en cuenta que cada particula tiene 60
subunidades de la proteina 307-ST-TEV, el 18% de 60 es 10.9 que fue redondeado
a 11 unidades acopladas de sf-GFP-SCb por VLP (Tabla 5).

Respecto a las VLPs de 307-ST-TEV proteolizada, la masa de sf-GFP-SCb unida fue
de 0157 mg y la masa total de las particulas, sin sft-GFP-SCb, fue de 0.789 mg. Se
calculd que las masas moleculares para sf-GFP-SCb y 307-ST-TEV proteolizada
corresponden a 3.849 nmol y 12128 nmol respectivamente. La proporcion molar
de sf-GFP-SCb a 307-ST-TEV proteolizada, fue calculada de la siguiente manera:
3.849 nmol/12.128 nmol = 0.317, correspondiente al 31.7%, y por ende 19 unidades de
sf-GFP-SCb por VLP fueron acopladas a esta especie (Tabla 5), una cantidad mayor

a la VLP que no tuvo tratamiento proteolitico.
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Se esperaba que las VLPs proteolizadas tuvieran un mayor ndmero de moléculas
fluorescentes acopladas ya que los aminoacidos responsables del enlace
isopeptidico tendrian mayor libertad en la superficie de la particula y por ende
mayor reactividad. Esta hipodtesis propuesta se cumplio, recordando que las 60
subunidades que conforman la VLP tienen un sitio reactivo, aungue la polivalencia
no llega a ser total o del 100%, sino aproximadamente una tercera parte del total
para las VLPs cortadas en el asa mediante TEV y una sexta parte para las VLPs con

la proteina integra que tiene el péptido Spy Tag en el asa.

Tabla 5. Datos de fluorescencia obtenidos de las VLPs formadas por las proteinas 307-ST-
TEV, y 307-ST-TEV con tratamiento de protedlisis. Los datos se adquirieron a partir de la
fraccion del pico colectada en la columna.

Especie Intensidad de Masade | Masade | Proporciéon # de sf-
fluorescencia VLPs sf-GFP- Molar GFP-SCb
(UA) a 514 nm (mg) SCb (mg) unidas por
VLP
307-ST-TEV + 57586.4 +12.04 0.909 on7 018 10.87
sf-GFP (2.857 (15.770
nmol) nmol)
307-ST-TEV 775752 + 21.65 0.789 0.157 0.317 19.04
con protedlisis (3.849 (12128
+sf-GFP nmol) nmol)

El acoplamiento de una proteina para la VLP que fue cortada en el asa es parecido
a las VLPs cuyo N-terminal expone péptidos que contienen sitios antigénicos del
virus respiratorio sincitial (VSR) flangueada con un sitio para la proteasa factor Xa
entre los péptidos heterdlogosy la proteina VP2, por el eje de orden 5. Se demostro
gue la cantidad expuesta en la superficie y suponiendo toda la fraccion expuesta
reaccionaria fue de ~35%, es decir, 21 péptidos disponibles para conjugar (Moran-
Garcia et al,, 2016). En otro articulo mas reciente del grupo de trabajo, una VLP fue

equipada con 50% del péptido Spy Tag en el N-terminal de VP2, y el resto con un
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péptido heterdlogo, el analisis de fluorescencia reveld que se acoplaron
aproximadamente 10 unidades de sf-GFP-SC a las posibles 30 subunidades
disponibles de la VLP, aunque hay que tomar en cuenta que el N-terminal de cada
subunidad no esta siempre expuesto como se menciond anteriormente
(Cayetano-Cruz et al, 2019). Este resultado es analogo a la VLP que no recibio

tratamiento con proteasa.

Sise realiza la conjugacion para la VLP de proteina 307-ST-TEV (~60 kDa) sin cortar,
con la sf-GFP-SCb (~40 kDa), la suma de los pesos moleculares daria como
resultado aproximadamente 100 kDa. Este enlace no se lleva a cabo en los
extremos de la proteina, sino en la parte media, y se ha visto que esto afecta su
migracion electroforética, generando pesos moleculares aparentes mayores al
esperado. El analisis por SDS-PAGE del experimento del punto 6.9, la conjugacion
de las VLPs con la sf-GFP-SChb, da como resultado lo que se observa en la Figura
35, carril 4, el producto de la union entre amibas proteinas, con un peso molecular

aparente mayor a 180 kDa, que no corresponde con el peso molecular esperado.

La explicacion a este peso andmalo es que la proteina desnaturalizada no
adquiere una forma lineal sino en forma de letra “Y", afectando su desplazamiento
a través de los poros del gel. Se observa que las bandas de los carriles 1y 3
(correspondientes a 307-ST-TEV y sf-GFP-SCb respectivamente) reducen
significativamente su concentracion, quedando un leve remanente de estas
proteinas en el carril 4. En el carril 2 se demuestra que es posible cortar
completamente 307-ST-TEV si no se efectdan las condiciones para el ensamble,
provocando que la proteina esté mal plegada e incluso parcialmente
desnaturalizada. Esto sucedid cuando se llevé a cabo una dialisis incompleta,
desde el amortiguador de condiciones desnaturalizantes interrumpiendo el

término a ensamble de VLPs cambiando el amortiguador por agua.
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Figura 35. Enlace isopeptidico entre 307-ST-TEV y sf-GFP-SCb (en gel de poliacrilamida al
12%). Carril 1) 307-ST-TEV ~60 kDa; 2) 307-ST-TEV completamente proteolizada (~35 kDa y
~25 kDa); 3) sf-GFP-SCb (~40 kDa) 4) interaccion 307-ST-TEV + sf-GFP-SChb.

Se analizaron mediante SDS-PAGE al 9% las fracciones correspondientes a los
picos principales de la purificacion por exclusion molecular explicada
anteriormente. Se comparan las dos VLPs conjugadas, la que no tuvo el
tratamiento con TEVp y la que si lo tuvo. En ambos casos se formd una nueva
banda que surge del enlace isopeptidico, aungue de dos masas distintas (Figura
36).

En la Figura 36 carril 5, nuevamente observamos la union entre 307-ST-TEV vy sf-
GFP-SCb (~100 kDa) mediante la aparicion de una banda desplazada un poco mas
a la parte inferior de un gel al 9% que es de ~140 kDa, que, aunque sigue sin ser el
peso molecular esperado, demuestra el corrimiento electroforético para las
especies que forman un enlace covalente en otro segmento distinto del extremo
-N o -C terminal. Cuando la proteina 307-ST-TEV es hidrolizada se obtienen dos
segmentos, uno de ~36 kDa de peso molecular (qQue contiene el segmento SpyTag
responsable del enlace isopeptidico) y otro menor de ~24 kDa. De la conjugacion
entre 307-ST-TEV proteolizada (~36 kDa) y la sf-GFP-SCb (~40 kDa) se obtiene la

interaccion en el peso molecular de ~72 kDa que se observa en el gel.
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En los carriles 5 y 6 se observan barridos de proteina que no se hallan como
contaminantes en los carriles 1, 2, y 3. Aungue no se sabe con certeza que da lugar
a las bandas inespecificas se puede suponer gque son fragmentos autoproteoliticos
de VP2. Esa proteina tiende a autoproteolizarse como se ha podido ver por
Westernblot (Sanchez-Rodriguez et al,, 2012). Es posible que el barrido observado
sea interacciones de la sf-GFP-SCb con algunos de los restos de |la autoprotedlisis

la cual es, aparentemente, comun en algunos parvovirus, como el canino.

180 kDa

140 kDa —

100 kDa

72 kDa
. > 60 kDa

45 kDa

35 kDa

Figura 36. Enlace isopeptidico entre 307-ST-TEV y sf-GFP-SCb (en gel de agarosa al 9%).
Carril 1) 307-ST-TEV ~60 kDa; 2) 307-ST-TEV parcialmente proteolizada (aparece
Unicamente el segmento de ~35 kDa; 3) sf-GFP-SCb (40 kDa); 4) Marcador de peso
molecular (kDa); 5) interaccion 307-ST-TEV + sf-GFP-SCb; 6) v 7) interaccion 307-ST-TEV
proteolizada + sf-GFP-SCb.

6.9 CENTRIFUGACION ISOPICNICA

La centrifugacion isopicnica es una técnica que permite separar moléculas o
particulas con base en su densidad en un medio con un gradiente de densidad. El
equilibrio entre la fuerza centrifuga y la fuerza de difusion provocan que los
analitos se concentren en la region del gradiente donde su densidad se iguala con

la densidad de la solucion que los rodea.
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Sanchez-Rodriguez y colaboradores identificaron dos bandas caracteristicas en
las muestras de VP2 sometidas a un gradiente de CsCl, y caracterizaron
exhaustivamente las especies presentes en dichas bandas mediante técnicas
como TEM. La banda superior con aspecto difuso presenta una densidad
caracteristica de aproximadamente 122 g/mL y estd formada por especies
intermediarias. Por otro lado, la banda inferior presenta una densidad de
aproximadamente 1.28 g/mL y concentra a un conjunto uniforme de VLPs por lo

cual es una banda muy definida y claramente observable.

Se realizo la ultracentrifugacion isopicnica por dos motivos, el primero fue saber si
las capsides formadas a partir de 307-ST-TEV sin proteolizar y ésta misma capside
proteolizada, forman VLPs. La evidencia de que se formaron seria observar las
bandas anteriormente descritas en el gradiente. En la Figura 37 se pueden
observar las dos bandas anteriormente reportadas en cada tubo: la banda inferior
mas densa, compacta y abundante perteneciente a las VLPs correctamente
ensambladas, y en la banda superior con menor densidad, mas amplia y difusa los
intermediarios de ensamble. Otro motivo para realizar el experimento fue probar
gue las particulas eran capaces de coensamblar con VP2 u otra quimera de esta

proteina.

En el experimento se dializaron, para el proceso de ensamble, 4 muestras distintas:
307-ST-TEV, 307-ST-TEV.VP2 (31), 307-ST-TEV:VP2 (1.1) y VP2 como control y éstas
mismas con tratamiento (proteasa ON a 4 °C, sin agitacion y a una relacion molar

110 de VLPs contra proteasa).

Antes de que cada muestra se sometiera a la centrifugacion, se midieron los radios
hidrodinamicos por DLS, para verificar que el tamafo era acorde al tamano de las
VLPs. (Tabla 6). Se puede observar para las muestras proteolizadas, que la banda
de intermediarios es poco clara y parece estar mas cercana a la banda de VLPs

(Figura 38).

Los resultados de la Tabla 6 muestran los valores de densidad para la banda
inferior formada Unicamente por VP2 (128 g/mL), las VLPs formadas a partir de

VP2 y 307-ST-TEV no muestran algun incremento notable de densidad siendo

74



cercanos a los valores previamente reportados por el grupo de trabajo (Sanchez-

Rodriguez et al., 2012, 2014).

307-ST-TEV | 307-ST-TEV:VP2 | 307-ST-TEV:VP2 | VP2
(31 M) (11 M)

Intermediarios ___,}

VLPs

Figura 37. Ultracentifugacion isopicnica en gradientes de CsCl. Gradientes de CsCl. De
izquierda a derecha: Ensambles de proteina sin protedlisis: 307-ST-TEV, 307-ST-TEV:VP2
(31), VP2:307-ST-TEV (1:1), VP2. Las flechas corresponden a las bandas formadas.

307-ST-TEV | 307-ST-TEV:VP2 | 307-ST-TEV:VP2| VP2
(31 (1:1)

Intermediarios

VLPs —»

Figura 38. Ultracentifugacion isopicnica en gradientes de CsCl. Gradientes de CsCl. De
izquierda a derecha: Ensambles de proteina con TEV (1:10) ON: 307-ST-TEV, 307-ST-TEV:VP2
(31), VP2:307-ST-TEV (1:1), VP2. Las flechas corresponden a las bandas formadas.
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Tabla 7. Medicion del radio hidrodindmico antes de la centrifugacion isopicnica. Y
densidades de las bandas.

Proteinas Tamano por DLS (% | Densidad de banda | Densidad de banda
ensambladas volumen) superior (g/mL) inferior (g/mL)
307-ST-TEV 2127 £ 493 124 129
SO07STTEV 2338+ 433 125 128
proteolizada
307'5T(‘LE)V' VP2 2193 + 4.5] 124 129
30_7'5T‘TEVT VP2 2348 +3.46 1.25 130
(4:1) proteolizada
307'5? 1E)V' VP2 22773+ 4.82 124 129
S07-ST-TEV-VP2 24.02 +373 125 1.30
(1.1) proteolizada
VP2 23.02 + 363 124 129
VP2 + TEV 2431+ 4.08 124 127

Las bandas que corresponden a las VLPs proteolizadas se analizaron mediante

SDS-PAGE y se muestran en la Figura 39. Para el carril 5, 100% de la quimera, se

obtuvo una hidrolisis del 33%. Para el carril 6, 75% de ST-TEV y restante con VP2, la

hidrolisis fue de 19.4%, |la incorporacion aparente de VP2 fue de 24.3% lo que es

muy cercano al valor tedrico planeado. Para el carril 7, 50% de ST-TEV y restante

con VP2, el grado de hidrolisis fue de 24.8% vy la incorporacion de VP2 fue de 38.7%.

Por lo que se constatd que, en el caso de los coensambles, las particulas obtenidas

siincorporan la proteina VP2 y 307-ST-TEV en una proporcion aproximada a la que

fue planeada para la formacion de las VLPs.
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Figura 39. SDS-PAGE de las bandas obtenidas por gradientes. Ensambles sin protedlisis,
carriles: 1) 307-ST-TEV, 2) 307-ST-TEV.VP2 (31), 3) VP2:307-ST-TEV (1), 4 ) VP2. Ensambles
con protedlisis (1.5 ON), carriles 5) 307-ST-TEV, 6) 307-ST-TEV.VP2 (3:1), 7 ) VP2:307-ST-TEV
(1), 8) vP2.

6.10 ANALISIS PORAFM

Para confirmar la presencia de VLPs, ademas de las mediciones por DLS vy la
centrifugacion isopicnica, las particulas ensambladas se analizaron por AFM. Esta
técnica puede mostrar, ademas de la presencia y el tamano de las VLP, cambios
notables en la superficie de las particulas. La sonda utilizada aqui permite
imagenes de alta resolucion de las VLP analizadas. Las imagenes AFM de la VLP
307-ST-TEV revelan una estructura esférica caracteristica de los virus icosaédricos
aparentemente entre 20-25 nm de diametro (Figura 40 panel A). Las imagenes
de AFM de la VLP 307-ST-TEV proteolizada permite observar también una
estructura esférica aparente de ~25 nm de didmetro (Figura 40 panel B), estos

datos concuerdan con las mediciones obtenidas mediante DLS.
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Figura 40. A) Diametros de las VLPs 307-ST-TEV por AFM para las particulas A, 23 nm, B,

25 nm,y C, 24 nm. B) Didmetros por AFM para las particulas quiméricas proteolizadas: A,

25nm; B, C, Dy E, 26 nm.

6.11 ESTABILIDAD DE VLPS DE 307-ST-TEV

La desnaturalizacion guimica involucra un conjunto de interacciones un pPoco
diferentes a las responsables de la formacion de los estados plegados de las
proteinas. Desde las interacciones especificas en una secuencia de aminoacidos
de una cadena en particular: formacion de puentes de hidrogeno, puentes salinos,
hasta la disposicion detallada de las cadenas laterales hidréfobas dentro del
glébulo de la proteina. Por el contrario, la accion de los desnaturalizantes quimicos
esta relacionada con un proceso inespecifico de interacciones del esqueleto
proteico relativamente no polar. Los desnaturalizantes interaccionan con regiones
hidrofolbbas de diferentes partes de la proteina y al aumentar su concentracion
estabiliza los estados desnaturalizados por facilitar la solvatacion de superficies no
polares (England & Haran, 2011). El guanidinio en particular tiende a interactuar
con regiones hidrofébicas de una proteina a través de su superficie plana no polar,

mientras expone sus bordes polares/cargados al solvente.
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Las muestras se incubaron a distintas concentraciones del agente caotropico
GUHCI. El cambio en el tamafo de didmetro, el cual usamos como medida de la

integridad de las VLPs, se siguio por DLS (Figuras 41y 42).

Se pudo observar que desde 1M de GuHCI, ambos tipos de VLPs disminuyeron sus
tamanos a ~18 y ~16 nm para las especies no proteolizadas y proteolizadas
respectivamente. Estos tamanos, al menos el de la especie proteolizada, coincide
con el tamano de intermediarios de ensamble, como capsdémeros y oligo
capsomeros, mientras que la especie sin tratamiento proteolitico podria haber
perdido algunos capsdmeros, pero igualmente mostraron un cambio importante.
A 3.0 M del agente caotropico aparecieron cambios mas notorios, pues aparecen
poblaciones minoritarias de menor tamano, que podrian ser capsdémMeros
(trimeros) o incluso mondmeros y dimeros parcialmente plegados. A esta
concentracion, 3 M de GuHCI, aparecieron dos poblaciones para los dos tipos de
particulas, en la especie sin tratamiento aparecieron lecturas de ~21 nm (90% del
total de mediciones) y otra de 2 nm (10% del total de mediciones). Para la especie
proteolizada a 3 M la especie mayoritaria fue de 24 nm (74% del total de
mediciones) y otra de ~22 nm (26% del total de mediciones). Esta concentracion
de GuHCI es relativamente baja para suponer un desplegamiento del nucleo de
la proteina VP2, el cual no fue modificado por la insercion del elemento heterdlogo
en el asa 301-313. Valga decir que la VP2 silvestre requiere mas de 4 M de GuHC|
para comenzar a desplegarse (Santillan-Uribe et al., 2016). Por otra parte, este
resultado se contrapone con el resultado observado a1 M de GuHCI, por lo que es
posible que las especies de 22 nm sean oligocapsomeros formando especies
aberrantes debido a la presencia del agente caotropico. Finalmente, a5y 6 M de
GuHCl las particulas sin tratamiento aumentaron el radio hidrodinamico mas que
las especies proteolizadas. La proteina de 595 residuos es cortada en dos
segmentos de 334 y 261 residuos. Asi, mientras la proteina no proteolizada consta
de una cadena larga que al desplegarse puede tener un diametro hidrodinamico
de ~50 nm, las especies proteolizadas solo pueden formar especies de diametros

menores y similares entre ellas.
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Estabilidad 307 ST-TEV sin protedlisis
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Figura 41. Grafica de los diametros hidrodinamicos por DLS obtenidos en el ensayo de
estabilidad de VLPs de 307-ST-TEV. Evaluacion en concentraciones crecientes de GuHCI.
Una segunda poblacidon se marca en las concentraciones con asterisco.

Estabilidad 307 ST-TEV con protedlisis (1:5)
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Figura 42. Grafica de los didmetros hidrodinamicos por DLS obtenidos en el ensayo de
estabilidad de VLPs de 307-ST-TEV con protedlisis (1.5). Evaluaciéon en concentraciones
crecientes de GuHCIl. Una segunda poblaciéon se marca en las concentraciones con
asterisco.
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7. CONCLUSIONES

Se obtuvieron particulas tipo virus (VLPs) de la proteina quimérica 307 ST-
TEV in vitro. Demostramos que la insercion del péptido SpyTag en el asa
301-313, flanqueada por un sitio de corte para la proteasa no impide la
formacion de las VLPs y que dicho péptido es funcional ya sea fijo en el asa
o liberado mediante el corte proteolitico con TEV.

La protedlisis a diferentes relaciones molares en VLPs con 100% de la
guimera no es total, se propone como explicacion que existe un
impedimento estérico para que la proteasa acceda a todos los sitios
posibles.

Se confirmd la bioconjugacion de sfGFP con la quimera 307 ST-TEV
mediante SDS-PAGE, y se estimo la cantidad de dominios de sfGFP
acoplados a la VLP. Se encontré que las particulas con tratamiento
proteolitico acoplaron un mayor numero de proteinas verdes fluorescentes
(31.7% contra un 18% sin tratamiento) de acuerdo con la hipdtesis inicial.

El uso del sistema SpyTag/SpyCatcher para unir una proteina fluorescente
a la superficie de las VLPs es una excelente opcion para decorar la particula
cuando la funcionalidad de la proteina se ve comprometida debido a las

duras condiciones de purificacion de VP2.

La proteina quimérica es capaz de formar coensambles, es decir, VLPs en

presencia de VP2 a diversas proporciones.

Las VLPs a las cuales se les hizo un corte proteolitico en el asa son capaces
de conservar su estructura de acuerdo a lo observado en DLS, AFM y SEC.
Sin embargo, al medir la estabilidad con agentes caotropicos las VLPs
comienzan a desestabilizarse desde 1 M y los cambios mas drasticos

sucedieron a partir de 3 M de GuHCI.
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8. PERSPECTIVAS

En el presente trabajo no se pudieron elaborar microscopias de transmision
electronica debido a la suspension de labores y actividades en la pandemia. Poder
obtener alguna imagen nos permitiria conocer peculiaridades de la particula,
como la distribucion de tamanos en la poblacion, la simetria, y el acoplamiento de
la sfGFP. Estudios recientes por microscopia electronica de transmision
demostraron que la quimera 307-ST-TEV forma VLPs con la morfologia esférica
tipica (Santillan-Uribe, comunicacion personal). Es de interés evaluar si las VLPs
proteolizadas y bioconjugadas mantienen su estructura como ya lo indica el

analisis por AFM.

Ensamblar la guimera con el sitio de corte TEV junto con otra quimera con algun
péptido de internalizacion para una linea celular o tejido especifico de interés
biomédico. Se podria evaluar la estabilidad, integridad y funcionalidad de VLPs a
determinadas temperaturas. El acoplamiento de la proteina verde fluorescente
nuevamente podria medirse y la presencia en una célula se podria detectar de

manera sencilla experimentalmente.
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10. ANEXO

Al MATERIALES

1,4-Ditiotreitol (DTT)

Fenol Saturado con Tris-HC|

Acetato de Potasio (KCHzCO,)

Fosfato de Potasio monobasico
(KH2PO4)

Acido bicinconinico Kit (BSA)

Fosfato de Sodio dibasico (NazHPO4)

Acido clorhidrico

Fosfato de Sodio monobasico
(NaH2PO4)

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA)

Glicerol

Agar bacterioldgico

Glucosa

Agarosa UltraPure®

Hidroxido de sodio (NaOH)

AlbUumina

Imidazol

Ampicilina

Isopropanol

Bromuro de etidio

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

Cloranfenicol

L-Arginina

Clorhidrato de Guanidina (GuHCI)

Ligasa de ADN de T4

Cloroformo

Lisozima

Cloruro de Cesio (CsCl)

Matriz para cromatografia de afinidad
Protinom Ni-TED

Cloruro de Potasio (KCI)

Matriz para cromatografia de exclusion
molecular GE Sephacryl S-500 HR

Cloruro de Sodio (NaCl)

Medio LB (Luria-Bertani)

Cutsmart (Amortiguador para digestion
enzimatica)

Membrana para dialisis

Dimetilsulfoxido (DMSQO)

Metanol

ADN Polimerasa de alta fidelidad
(HFTaq)

Sulfato de Niguel (NiSOs4)

dNTP Mix

Tris-HCI

Dodecilsulfato de Sodio (SDS)

Tritdn X-100

Etanol

98



A2 INSTRUMENTOSY EQUIPO

Instrumento o equipo Marca
Amicon Ultra-15 (30 kDa) Millipore
Balanza analitica BP 221S Sartorius
Balanza de dos platos Ohaus

Bano Refrigerante

Hoefer Scientific Instruments

Centrifuga refrigerada 5702 R

Eppendorf

Centrifuga refrigerada RC 6+

Thermo Scientific Instruments

Cromatografo de liquidos de alta Waters
resolucion

Cromatografia liquida de proteinas a Akta
alta velocidad (FPLC) Akta

Espectrofluorémetro PCI ISS
Espectrofotdmetro Biochrome Libra

Fuente de poder PS 500XT

Hoefer Scientific Instruments

Incubadora MaxQ400

Thermo Scientific

Microcentrifuga refrigerada 5418

Eppendorf

Micro pipetas (1, 2.5, 10, 100, 200, 1000)

Eppendorf/Gilson

Microscopio de fuerza atdmica

Innova Vecco Instruments Inc

Potenciometro pH 700

Oakton

Speed Vac SCI110

Savant

Sonicador CPX 750

Cole Parmer

Termociclador T100® BIO RAD
Termomixer confort Eppendorf
Trans-iluminador UV T1203 Sigma
Vortex Gilson

Zetataiser pyVv

Malvern Instruments
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A3  CEPAS

E. coli Genotipo Fuente
BL21(DE3) F- ompT- hsdSg(rs- ms-) gal dcm Novagen
(Aclts857 ind Sam7 nin5 lacUV5-T7
genel)
BL21(DE3)pLysS F— ompT, hsdSB (rs—, ms—), dcm, gal, Promega

A(DE3), pLysS, Cm'”

DH5a F- ¢ 80lacZ AM15 A(lacZYA-argF) U169 Invitrogen
recAl endAl hsdR17(rk-, mg+) phoA
SUpPE44 A- thi-1 gyrA96 relAl

BL21-CodonPlus(DE3)- | F-ompT hsdS(re — mg—) dcm* Tet"' gal | Agilent
RIL A(DE3) endA Hte [argU ileY leuwW Cam’

A4  PREPARACION DE CELULAS QUIMIOCOMPETENTES
1. Se crecid¢ un cultivo Over Night (ON) en placa con medio Luria Bertani (LB)

sin antibidtico de la bacteria de interés (estrias por agotamiento).

2. Se eligio una colonia aislada y se inoculd 10 mL de medio LB sin antibiotico
y se dejo ON.
3. Se diluyo el cultivo 1100 en medio LB sin antibidtico: se tomaron 500 ulL del

medio y se inoculan en 50 mL de medio LB.

4, Se incubo6 con agitacion orbital de 220 rpm a 37 °C hasta una densidad
optica de 600 nm (D.O. 600).

5. Posterior a estos pasos se trabajo en area estéril (campana de flujo laminar)
y lo mas frio posible.

6. Inmediatamente después de retirar de la incubadora, se colocd el matraz
en hielo y se cosechan las células por centrifugacion a 4000 rpm durante 15
minutos a 4 °C.

7. Se decantd el medio y se resuspendieron las células en el volumen original
del amortiguador de lavado frio (CaCl, 500 mM y glicerol al 15%)

8. Se centrifugd a 4000 rom durante 15 minutos a 4 °C.

o. Se decantd la solucion y se resuspendieron las células en el volumen
original de amortiguador de lavado frio.

10. Se incuban en hielo durante 30 minutos.
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. Se cosechan las células a 4000 r.om. durante 15 minutos

12. Se decantd la solucion y se resuspendio el pellet en 3 mL de amortiguador
de lavado frio.

13. Se alicuotaron 60 uL de las células en Eppendorf de 600 uL. Conforme se
realiza este paso se sumergen en hielo seco-metanol.

14. Se guardan a -70 °C.

A5 TRANSFORMACION DE CELULAS QUIMIOCOMPETENTES

1. Se tomo un tubo con 60 pL de células guimiocompetentes de E. coli
BL21(DE3), almacenadas a -70°C y se colocaron en hielo. En condiciones de
esterilidad se les agregaron 2 uL del plasmido resuspendido en agua estéril y se
incubaron en hielo por 30 min.

2. Pasado este primer tiempo de incubacion, las células se pusieron a incubar
inmediatamente en un termomixer previamente calentado a 42°C por 60 s para
generar el choque térmico.

3. Después de esta segunda incubacion se volvid a poner en hielo el tubo por
2 min y nuevamente se le agregaron 250 uyL de medio LB. Posteriormente se
incubo el tubo a 37°C por 1.5 h con agitacion orbital a 250 rpm.

4. Después de la etapa de recuperacion se procedio a inocular las células en
placas de medio LB con ampicilina (100 ug/mL), para lo cual se afaden 25, 50 0 100
UL del medio con células en cada caja y se le distribuye mediante perlas de vidrio
estériles para favorecer la obtencion de colonias aisladas.

5. Las cajas se colocaron en la incubadora y se dejaron creciendo por 16 h a
37°C. Una vez que paso el tiempo de incubacion se observaron las cajas que
presentaron colonias y se las coloco en el cuarto frio a 5°C para retrasar su

crecimiento.
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A6 PROTOCOLO DE PURIFICACION DE ADN PLASMIDICO (MINIPREP)
1. Se selecciond una colonia aislada y se le puso a crecer en tubos de 10 mL
con medio LB y el antibidtico de seleccion, hasta que alcanzaron una densidad

oOptica de 0.6 a 600 nm.

2. En este punto se tomaron 10 mL del cultivo para preparar y se centrifugo
en tubos Falcon de 15 mL a 4000 r.p.m. durante 2 min, se descartd el

sobrenadante.

3. Al pellet obtenido se lo resuspendid en 200 pyL de una solucion para lisis
celular, compuesta de: glucosa 50 mM, Tris-HCL 25 mM a pH 8, EDTA10 mM y 5

mg/mL de lisozima. Ya mezclado se incubd a 37°C durante 30 min.

4. Una vez que paso el tiempo de incubacion, se le adicionaron 400 ylL de una
solucion de NaOH 0.2 M y SDS al 4%. Se utilizd un vortex para homogenizar la

solucion y se la puso a incubar en hielo durante 10 min.

5. Después de que transcurrieron los 10 min se le agregaron 150 yL de una
solucion 5 M de acetato de potasio (pH 5) y nuevamente se puso a incubar por

otros 10 min.

o. Para separar el ADN plasmidico de los restos celulares, se centrifugo el tubo
falcon a 4000 r.po.m. durante 5 min a temperatura ambiente. Al final se toman
aproximadamente 750 uL del sobrenadante y se los puso en un tubo eppendorf

nuevo.

7. A este sobrenadante se le agregd el mismo volumen de solucion
fenol/cloroformo saturado de amortiguador y se mezclé invirtiendo el tubo
suavemente. Para separar el ADN plasmidico de proteinasy otros restos celulares

se centrifugd a 14,000 r.p.m. por 5 min.

8. Después de la formacion de las dos fases, se tomo la fase superior que es la
fase acuosa, que contiene el ADN plasmidico. De ésta, se tomo el mayor volumen

posible tratando de no revolverla con la otra fase.
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o. Para poder precipitar el ADN plasmidico de esta fase, se mezcld con un
volumen igual de isopropanol en un tubo nuevo y se lo dej¢ incubando a 5°C por
3h.

10. Posteriormente se recolectd el ADN plasmidico mediante centrifugacion
(14000 rom durante 15 min) a temperatura ambiente. Se descarto el sobrenadante
y al pellet obtenido se lo lavo con etanol al 80%; este paso se repitid otras 2 veces.

Por ultimo, el ADN se seco al vacio en el equipo de liofilizacion Speed Vac.

. Finalmente, se resuspendid el ADN plasmidico en 25 pL de agua
desionizada estéril y se le agregd 0.5 ulL de ARNsa para eliminar cualquier resto de
ARN que pudiera tener. Se incubo por 1 h a 37°C antes de guardarlo o volverlo a

liofilizar, dependiendo si el uso es inmediato o no.

A7 PROTOCOLO DE EXPRESION Y PURIFICACION DE LA PROTEASATEV

El plasmido que codifica a la proteasa TEV carente de los Ultimos 4 residuos C-
terminal para evitar autoprotedlisis (DMHTA238 TEV), esta subclonado entre los
sitios de restriccion Xhol y Xbal del vector de expresion pBR322 con casete de
resistencia a kanamicina, y que codifica para MBP-His7-TEV (Figura 43). La

expresion se llevo a cabo en E. coli BL21 RIL en medio minimo MDAG ON a 37 °C.

pBR32}2 origin

kanamycin
resistance

lacks or lacl

_Lacl

promotar Figura 43. El plasmido pMHT238A
dentro del pBR322 con casete de

coding

Pacl Sgfl

MHT MBP |TEVc|His, TEV

resistencia a kanamicina, codifica para
MBP-His7-TEV: proteina de unién a
maltosa (MBP), 7 residuos de histidina
(His7)y la TEVp con un sitio de corte para
la TEVp entre MBP y la secuencia His7.

103



¢ Medio MDAG

V=50 mL
MgSO4+ 1M O01mL
Soluciéon de metales traza T000X 0.01 mL
Solucién 50X M TmL
Glucosa 20% 2mL
Acido aspartico 25% 0.75 mL

Afadir agua estéril cuanto baste para 50 mL

e Solucidn de metales traza 1000X

‘Todas las soluciones deben esterilizarse a excepcion del 0.1 M FeCls y guardarse a

temperatura ambiente. Para preparar 100 mL afadir los mL requeridos de

solucion Stock

Compuesto Quimicoy Peso Solucién | Masa para | Concentraciéon
férmula molecular stock 20 mL de de la Solucién
(g/mol) (mL) solucion Stock (M)
stock
(9)

Cloruro de Hierro 270.30 * 0.5400 0.
hexahidratado
(FeCls-6H,0) disuelto en
0.1 M de HCI
Cloruro de calcio (CaCly) 110.99 2.0 2.2198 1.0
Cloruro de manganeso 197.91 1.0 39580 1.0
tetrahidratado
(MNCl>-4H,0)
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Sulfato de zinc 287.56 1.0 57510 1.0

(ZNnS0O47 H20O)

Cloruro de cobalto 23795 1.0 0.9517 02
hexahidratado

(CoCly-6H:0)

Cloruro de Cobre (CuCly) 170.48 2.0 0.3409 0.
Cloruro de Niguel (NiCly) 23772 1.0 0.9510 02
Molibdato de sodio 24198 20 0.4839 0.

pentahidratado
(NazMoO4~5HzO)
Selenito de sodio 263.03 2.0 0.5260 0.

pentahidratado
(N828603'5 HQO)
Acido Bérico (HzBOs) 61.83 20 01236 0.

e Solucién 50X M

Vi=10 mL Peso molecular 50X
Na;HPO. 1775¢g 142 125 M
KH-PO. 1749 136.1 125 M
NH.CI 134 g 53.49 125 M
Na:SO. 0355¢g 142 025M

Esterilizar en autoclave

Posteriormente se agrego el inoculo inicial a 1 L de medio “Terrific Broth” (pH 7)
para autoinduccion durante 12 h a 37 °C sin monitoreo adicional, se agregaron 100
ug/mL de kanamicina y 34 ug/mL de cloranfenicol para seleccionar las clonas

transformadas.
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e "Terrific Broth" para auto-induccién

V;=1000 mL
Triptona 129
Extracto de levadura 249
Glicerol 8mL
KoHPO, 9449
KH,PO.4 229

Esterilizar en autoclave y después anadir las siguientes soluciones estériles

Lactosa 125 mL Solucion al 20%
Glucosa 375 mL Solucion al 20%
MgSOs4 TmL Soluciéon 1M

Se centrifugaron las células a 5000 rpm durante 10 min y se resuspendio el
sedimento celular en Amortiguador Arev (0.5 M NaCl, 0.05 M KoHPO4 0.3 M DTT,
0.02 M Imidazol) en una proporcion de 6 mL de amortiguador por gramo de pasta
celular. Posteriormente se sonicd en cama de hielo con pulsos de 20 sy pausas de
30 s durante 20 min y se centrifugaron a 15000 rpm por 20 min a 4 °C para
recuperar la proteina ubicada en el sobrenadante. Al verificarse la sobreexpresion
de la proteina mediante SDS-PAGE, se observan dos bandas principales: TEVp de
~26 kDa y la MBP autoescindida de ~42 KDa (Figura 44).

La purificacion de la proteasa se realizd con el sobrenadante recuperadoy se cargo
a una columna de afinidad Protino His Trap (5 mL) acoplada a un sistema FPLC y
equilibrada previamente con Amortiguador Ay (NaCl 0.5 M, KkHPO,0.05 M, DTT
03 M, Imidazol 0.02 M pH=75). La columna se lavdé con 8 volumenes de
Amortiguador Argy, después la proteina se eluyd con Amortiguador Brey (NaCl 0.5

M, K;HPO40.05 M, DTT 0.3 M, Imidazol 0.5 M).
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Figura 44. Pruebas de expresion para TEVp

1: Marcador de peso molecular (kDa)

2: Lisado celular antes de induccion

3y 4 Autoinduccion mediante Terrific

” Broth

Las fracciones que presentaron una sefal de UV a 280 nm mayor a 200 mUA

fueron colectadas y mediante SDS-PAGE se separaron las fracciones con la

proteina de interés (Figura 45). Después de verificar el peso molecular buscado se

concentraron para finalmente dializarla contra amortiguador Tris 50 mM, EDTA

O05mM y DTT 1 mM a pH 8, se cuantifico la concentracion de proteina mediante

ensayo de BCA y posteriormente con este amortiguador se mezcld a una

proporcion 1.1 con glicerol estéril para filtrarse por 0.45 um y conservarse a -20 °C.
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Figura 45. SDS-PAGE de las
fracciones colectadas al
momento de eluir la proteina de
interés ~26 kDa, con la solucion
de alta concentracion de

imidazol.
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A8 PREPARACION DE SOLUCION A 133 G CM?* DE CLORURO DE CESIO
PARA GRADIENTE CONTINUO

Se pesan 40.8 g de CsCl, y se solubilizan en 79.22 mL de la solucion amortiguadora
de gradiente (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na;HPO410 mM, KH,PO.2 mM, EDTA 10
MM, 0.5% v/v de Tritdon X-100, pH 7.4). Los tubos de centrifuga tienen capacidad de
5 mL de solucion (Ultra-Clear Beckman 11 x 60 mm). Se colocan 35 mL de la
solucion amortiguadora y posteriormente 500 uL de la solucion que contiene a las

VLPs.
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