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y la infectividad del virus®.

INTRODUCCION

 El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) afecta a unos 38 millones de personas en el mundo y se ha A
descrito el fracaso terapéutico debido a la resistencia a multiples farmacos’43.

J La capside del VIH esta formada por el ensamblaje de una unica proteina virica (CA), crucial para la replicacion
1 Trabajamos en el desarrollo y caracterizacion de moléculas capaces de interaccionar con la CA o interferir con
la multimerizacion de la CA-NC como potenciales farmacos antirretrovirales.

1 Se realizé un scrining virtual masivo (Atomwise) con inteligencia artificial que identifico 84 moléculas que
\_Interaccionan con una region conservada en la interfase entre monomeros de la CA.
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FIGURA 1. (A) Esquema de la region del genoma viral que codifica la proteina CA,
el linker SP1 y la proteina de la nucleocapside (NC). (B) Vista lateral de la
estructura de CA-SP1 con CA-NTD y CTD coloreados en azul, (C) Entramado
inmaduro de CA-SP1, vista superior, con hexamero unico coloreado en azul, (D)
Estructura NC con oligonucle6tido monocatenario e iones de zinc mostrados como
esferas. Modificado de>.

g OBJETIVOS

Especificos:

General:

Profundizar en el estudio de los compuestos que alteran la

multimerizacion de la capside de VIH in vitro.

-

J
~N

 Evaluar la interaccion de los compuestos en la proteina CA wild type de VIH1 y comparar con una
CA mutante resistente a Lenacapavir.

 Evaluar el efecto de los compuestos seleccionados en la multimerizacioén in vitro de la CA-NC.

1 Trabajar en la elucidacién de la naturaleza de la interaccion entre los compuestos seleccionados y
la proteina CA mediante docking molecular y cristalografia de rayos X.
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1. Termoforesis a microescala (MST)

Compuesto Conic:ilg;?: ion Kd CA,i4 ¢ype Kd CA,, stante
C3 0,5 mM 434 uM 417 uM
C6 0,25 mM 177 uM 160 uM
C11 0,5 mM 401 pM
C19 0,1 mM 374 nM 345 nM
C29 0,5 mM 58,2 uM 37,2 uM
] FIGURA 2. Estructura C37 0,25 mM 173 uM 70,5 uM

de la CAwild type y
CA, ytante €D la region
de union al
Lenacapavir, en ball &
sticks se muestran los
residuos que  se
modifican en la
°| proteina mutante.

TABLA 1. Tabla comparativa de Constantes de disociacion (Kd) para los
compuestos con las proteinas CA,, ;14 ,,. Y CApytante:

*La concentracion ensayada de los compuestos depende de la solubilidad de
los mismos.
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FIGURA 3. (A) se prepard la proteina CA a 100 nM en PBS
con 0,05% Tween (PBS-T) con fluoréforo Nano - RED. (B) 3
se realizaron 16 diluciones seriadas a %2 en PBS-T con 5%
DMSO y se agreg6 la proteina CA.

Se estudié la afinidad de enlace de los compuestos con la
proteina CA a 50 nM en capilares Monoluth NT.115, con
una potencia de excitacion del 40% y una potencia MST Ctoees  toeos  oger J;E;’im“’f’ Uik e toe0z Tieekw wwew dees ks e dwer  toeo
media en el equipo Monolith NT.115 (201703-BR-N005) g

FIGURA 4. Comparacion de las curvas obtenidas para CA,;; 4, ¥y CA
incubadas con los compuestos.
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FIGURA 6. (A) Para el sitio altamente conservado seleccionado, la red neuronal analizé las coordenadas tridimensionales de cada complejo proteina-
ligando, se elaboré una lista de 30.000 ligandos que se clasificaron para garantizar la diversidad y seleccionaron algoritmicamente los compuestos con
mayor puntuacion de cada grupo, 84 en total. Se realizé MST seleccionando los mejores 6 compuestos para realizar docking molecular y cristalografia de
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2. Ensayo de multimerizacion in vitro
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FIGURA 5. (A) El ensayo de multimerizacién in vitro se realizdé en placas de 96 pocillos con la proteina CA-NC a 150 pM y dosis fijas de los
compuestos de 50 uM (control con 0,5% DMSO) en buffer fosfato de sodio 50 mM, pH 8,2 y temperatura a 42°C como desencadenante de la
multimerizacion. (B) Ejemplo de grafico de absorbancia a 350 nanometros en funcién del tiempo, en donde se observa en Cé6 una mayor pendiente y
para C3 menos pendiente en relacion al control con DMSO. (C) Grafico de porcentaje de alteracién provocado por los compuestos sobre la
multimerizacion de la CA-NC, C6 es el inico compuesto con una alteracion significativa, acelerando el proceso en un 60%.
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rayos X en CA-NC. (B) conformaciones de menor energia de los seis compuestos en el mismo sitio empleado para el scrining virtual masivo.
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g 4. Cristalografia de rayos X
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FIGURA 7. Se ensayaron 288 diferentes condiciones de cristalografia para la proteina CA-NC en 4 tipos diferentes de placas de 96 pocillos: Peg I,
Peg II, AmSO, y JCSG+. Se observan cristales en la condicion E8 de las placas JCSG+, que contiene como buffer 0.1 M Na Acet 4.5 pHy sal 1 M
(NH,),HPO,. Ademas se realizé una optimizacion de las condiciones de la condicion H12 que para C19 presentd pequefios cristales en forma de
agujas (sal 0.2 M NH, Acet, buffer 0.1 M HEPES pH 7,5 y precipitante 45 %v/v MPD).

Este ensayo se encuentra actualmente en proceso, teniendo como fecha de finalizacion febrero de 2024. Un vez culminado el ensayo se analizan los

\ cristales en sincrotron para determinar si se obtuvo cristalizacion de la proteina estudiada o si se obtuvieron cristales de sal. /
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Conclusiones

4 C29 y C37 tienen mayor afinidad por CA,,;;,,,» C11 por CA .0 ¥
C19 no existen diferencias significativas entre ambas proteinas.

1 En presencia de C6 se observa un aumento significativo de la velocidad de
multimerizacion in vitro de la CA-NC.

d C6 y C19 se posicionan mas profundo en la hendidura de interaccién con un

para C3, Cé6 y

monomero, mientras C3, C11, C29 y C37 interaccionan con dos mondmeros.
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