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RESUMEN

El virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) es un retrovirus que afecta el sistema
inmunitario debilitando las defensas del huésped, y puede evolucionar eventualmente al
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). Para finales de 2021, se reportaban unas
38,4 millones de personas infectadas con el VIH a nivel mundial. Los farmacos clasicos
utilizados para el tratamiento del VIH tienen como blanco de accion enzimas como la
retrotranscriptasa, la proteasa o la integrasa viral, o inhiben la fusion entre virus y célula
diana. La cdapside del VIH estd formada por una tUnica proteina viral (CA), cuya alta
conservacion evidencia su papel en el éxito viral. Su correcto ensamblaje es necesario para la
infeccion, siendo las moléculas capaces de interferir con la multimerizacién de CA posibles
farmacos antirretrovirales, por lo que la aprobacion en 2022 por primera vez un inhibidor de
dicho proceso abre nuevas posibilidades terapéuticas. Este trabajo plantea la puesta a punto
de un ensayo in vitro para estudiar el efecto de diferentes compuestos en el ensamblaje de CA
recombinante. Se puso a punto un ensayo de cribado en placa de 96 pocillos, en el que se
emplea 150 uM CA en amortiguador fosfato de sodio 50 mM, pH 8,2, a 42°C. A partir de los
resultados obtenidos en el marco de este trabajo, se esta llevando a cabo la evaluacion de
moléculas seleccionadas previamente seleccionadas por el grupo de investigacion. Las
moléculas que muestren interferir con este proceso in vitro seran seleccionadas para

profundizar en su estudio.

Palabras claves: VIH, puesta a punto, multimerizacion in vitro, CANC recombinante.
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1. PRESENTACION DE LA INSTITUCION

El Departamento de Ciencias Biologicas (DCB) tiene su origen en el afio 2014 y
nuclea grupos académicos que realizan investigacion en diversas areas de la biologia y estan
radicados en el Centro Universitario Regional (CENUR) Litoral Norte de la Universidad de
la Republica. El laboratorio de I+D de Moléculas Bioactivas forma parte del DCB y realiza
sus actividades de investigacion en la Estacion Experimental Mario A. Cassinoni (EEMAC)

en el departamento de Paysandu (Figura 1).
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Figura 1. Ubicacién de la EEMAC - Laboratorio de Moléculas Bioactivas.
Modificada de Google Earth, 2023.

Este grupo de trabajo interdisciplinario tiene como objetivo el disefio, sintesis y
desarrollo preclinico de nuevos compuestos como potenciales fdrmacos para distintas
patologias. El grupo posee dos grandes ejes de trabajo: el eje quimico cuyo fin es el disefo,
sintesis y caracterizacion de nuevas moléculas, y el gje bioldgico, que lleva adelante estudios
de blancos moleculares y modelos celulares para valorar el efecto terapéutico de dichas
moléculas y profundizar en los aspectos fisico-quimicos vinculados. Entre las lineas
principales de investigacion del laboratorio se encuentran: a) Enfermedades parasitarias en

humanos y animales, b) Cancer y Patologias neurodegenerativas, y ¢) I+D de antivirales. Esta

pasantia se halla enmarcada en esta tltima linea de investigacion.
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2. INTRODUCCION

2.1. Relevancia en la Salud Publica del Virus de la Inmunodeficiencia
Humana

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) afecta el sistema inmunitario y
debilita las defensas contra muchas infecciones y algunos cénceres, al infectar
especificamente los linfocitos T CD4". Por lo cual, a medida que el virus destruye las células
inmunitarias e impide el normal funcionamiento del sistema inmune, la persona infectada va
adquiriendo gradualmente una situacion de inmunodeficiencia. La fase mas avanzada de la
infeccion por VIH es el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) (Abdulghani N. et
al, 2020).

El VIH contintia siendo uno de los mayores problemas para la salud publica mundial,
y se estima que ya ha cobrado unas 40,1 millones de vidas. Sin embargo, a pesar de que no
existe cura para la infeccion por VIH y de que el acceso a la prevencion, diagndstico,
tratamiento y atencion eficaz del VIH y de las distintas infecciones oportunistas ha crecido,
se ha convertido en un problema de salud créonico tratable que permite a las personas
infectadas tener una expectativa y calidad de vida similar a las personas no infectadas

(Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2023).

Para finales del 2021, se reportaban unas 38,4 millones de personas infectadas con
VIH (OMS, 2023). En Uruguay, hay registro de 15,000 personas infectadas con VIH, de las
cuales 13,529 conocen su estado seroldgico. Ademas, en 2022, se estim6 una prevalencia en
la poblacion del 0,6 %. Del mismo modo, entre 2017 y 2021, se registrd un promedio de 881

casos nuevos por aio (Ministerio de Salud Publica [MSP], 2022).

En Uruguay, segiin el Decreto 41/012 “Codigo de Eventos y Enfermedades de
Notificacion Obligatoria”, la infeccion con VIH es un evento de notificacion obligatoria del
grupo B (MSP, 2022). Donde los nuevos casos confirmados son notificados semanalmente a
la Division Epidemiologica del Ministerio de Salud Publica (Decreto N°41, 2012). El
“Manual de vigilancia y control de enfermedades y eventos sanitarios de notificaciones
obligatorias” define como caso confirmado de VIH a “toda persona con pruebas
confirmatorias de laboratorio para VIH segun el algoritmo vigente en el pais, actualmente
Western Blot-INNO-LIA o diagndstico en base a pruebas rapidas (ordenanza MSP N° 567 del
2014)” (MSP, 2022).
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2.2, Estructura y ciclo viral del VIH

El VIH pertenece al género de los lentivirus, en el cual se encuentran los retrovirus;
virus de genoma completo de ARN y que presentan una capside proteica en forma de cono
(Turner B. y Summers M., 1999). Una caracteristica comun de los lentivirus es que presentan
una envoltura de bicapa lipidica, derivada de la membrana de la célula diana (Linfocito T
CD4"), la cual posee glicoproteinas acopladas, las cuales junto con antigenos, juegan un rol
importante en la fusion y penetracion del virus (Arthur et al., 1992). Dentro de la membrana
lipidica encontramos una cubierta de proteinas de la matriz (MA) y en el centro el nucleo
viral, el cual es un polimero de proteinas de la capside (CA) que se unen para formar un cono.
El nucleo viral contiene en su interior dos copias de ARN no enlazados, que se encuentran
estabilizados por proteinas de la nucleocépside (NC), y ademas posee tres proteinas
esenciales que son la transcriptasa inversa, la proteasa y la integrasa (Turner B. y Summers

M., 1999). La Figura 2 representa el esquema de la particula viral del VIH.

La céapside es esencial para la replicacion del VIH y desempefia funciones cruciales
tanto en las etapas tempranas como tardias del ciclo de vida viral. En etapas tempranas, tras la
fusion de las membranas viral y celular, la cépside viral se libera en el citoplasma de la célula
huésped y se disocia en un proceso conocido como decapado, que estd estrechamente
relacionado con la transcripcion inversa del genoma viral por accion de la enzima
transcriptasa inversa tras la union del cebador tRNALys. Posteriormente, el ADN sintetizado
es transportado hasta el nicleo celular y se integra al genoma celular por accion de la enzima
integrasa. Por otro lado, durante las Gltimas etapas de la replicacion viral, la poliproteina Gag,
precursora de la proteina de la capside (CA), se ensambla en la membrana plasmatica para
formar particulas virales inmaduras no infecciosas. Tras un paso de maduracion por accion de
la proteasa viral, la cépside se ensambla para formar una estructura conica similar a un
fullereno caracteristica de la particula infecciosa madura (Turner B. y Summers M., 1999;
Thenin-Houssier S. y Valente H., 2016). En la Figura 3 se esquematiza el ciclo de

replicacion del VIH.



IN (M-term)

Figura 2. Esquema de la estructura del VIH y las proteinas que lo conforman. Modificada de
Turner B. y Summers M., 1999. Se muestra en el centro un esquema de la particula viral y alrededor
se representan las estructuras secundarias de las diferentes proteinas que la forman (MA: proteina de
la matriz p17; SU: glicoproteina de la superficie gp120; NC: proteina de la nucleocapside p7; CA:
proteina de la capside p24; IN: integrasa; Nef: proteinas accesorias; PR: proteasa; RT: Transcriptasa
inversa, TM: proteina transmembrana gp41.
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Figura 3. Esquema del ciclo de reproduccion del VIH. Tomada de Turner B. y Summers
M., 1999. El ciclo involucra dos fases: la fase temprana y la fase tardia. La fase temprana
incluye el reconocimiento de las proteinas CD4" (Linfocito T CD4") y SU (glicoproteina de la
superficie gp120 - VIH) y la fusion de las membranas de ambos. Seguidamente se da la
retrotranscripcion del genoma viral y su integracion al genoma celular, para ello participan
enzimas como la RT (transcriptasa inversa) y la IN (integrasa), asi como la proteina MA
(matriz) y las Nef (proteinas accesorias). En la fase tardia, se da la transcripcion y traduccion
del genoma integrado por accion de las ARN polimerasas celulares y del ribosoma.
Posteriormente, el complejo TM-SU (proteina transmembranal gp41-glicoproteina de la
superficie gp120) migra a la membrana celular, este complejo atrae a los demas componentes
necesarios y genera la particula viral inmadura (entre ellos la poliproteina Gag y dos hebras de
ARN viral) que emerge por gemacion. Finalmente, en un paso de maduracion la PR escinde la
poliproteina Gag generando distintas subunidades como lo son la MA (matriz), CA (capside)
y NC (nucleocapside).

13
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La capside viral se sintetiza a partir de la poliproteina Gag precursora, que se
compone de cuatro dominios estructurales plegados de forma independiente separados por
regiones flexibles (matriz, capside, nucleocapside y p6) y dos péptidos espaciadores (SP1 y
SP2) como muestra la Figura 4 (Thenin-Houssier S. y Valente H., 2016). Todas estas
proteinas juegan diferentes roles durante la replicacion y maduracion del VIH. El dominio
N-terminal de la matriz (MA), facilita la union de Gag a la membrana plasmatica y recluta la
proteina viral Env (envoltura). El dominio central de la capside (CA) media la interaccion
Gag-Gag y la interaccion CA-CA para formar la red inmadura y madura, respectivamente. El
dominio de la nucleocdpside (NC), estd compuesto por dos dedos de zinc, que se unen al
genoma del ARN viral durante el ensamblaje. El dominio C-terminal, correspondiente a la
region p6, contiene dos motivos de secuencia corta conocidos como “dominio de ensamblaje
tardio” que se unen a las proteinas y componentes de la maquinaria celular esenciales para el
proceso de gemacion. Los dos péptidos espaciadores, SP1 y SP2, ayudan a regular los
cambios conformacionales que ocurren durante la maduracion viral (Thenin-Houssier S. y

Valente H., 2016).

A Nome
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Figura 4. Estructura del VIH. (A) Representacion de la estructura de la poliproteina Gag del VIH
mostrando las proteinas que la forman (MA: proteina de la matriz; CAyrp: dominio N-terminal de
la proteina de la cépside; CAcrp: dominio C-terminal de la proteina de la capside, SP1: primer
péptido espaciador; NC: proteina de la nucleocapside; SP2: segundo péptido espaciador; pb6:
proteina de bajo peso molecular, involucrada en la uniéon de proteinas accesorias), (B)
Representacion de la estructura del VIH inmaduro, y (C) Representacion de la estructura del VIH
maduro. En los paneles B y C, a la izquierda se muestra un esquema y a la derecha una imagen de
microscopia electronica. Tomada de (Thenin-Houssier S. y Valente H., 2016).
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Las particulas virales liberadas de la célula huésped son inmaduras y se caracterizan
por una capa de poliproteinas Gag sin procesar debajo de la membrana plasmatica (Figura
4). Los viriones inmaduros contienen unas 2500 copias de la proteina Gag, ensambladas en
una capa esférica extendidas y orientadas radialmente, con el dominio MA N-terminal unido
a la membrana interna y el dominio p6 C-terminal mirando hacia el interior de la particula,
inmediatamente debajo de la envoltura viral. Coordinado con la gemacion, el precursor de
Gag sufre un proceso de maduracion por la proteasa viral. La separacion de los diferentes
dominios de Gag genera reordenamientos estructurales, seguido por la multimerizacion de
unos 1.500 mondémeros de la proteina CA para formar particulas virales infecciosas
caracterizadas por una capside conica similar a un fullereno maduro, compuesto por una red

de 250 hexameros y 12 pentameros (Thenin-Houssier S. y Valente H., 2016).

Los estudios funcionales de las variantes del VIH-1 mediante mutagénesis dirigida
revelaron que la estabilidad de la cépside es esencial para la accion de la enzima transcriptasa
reversa y para una infectividad eficiente. La alta conservacion de la secuencia aminoacidica
de la CA y la alta sensibilidad a la mutagénesis, apoyan el importante rol que cumple la
capside para el virus y conforman la base que permite proponer que los antirretrovirales
dirigidos a la céapside podrian llegar a ser terapias mas duraderas. De esta manera, los
compuestos que actiian a dicho nivel han mostrado tener actividad en etapas tempranas y
tardias de la infeccion, afectando la eliminacion del recubrimiento viral y el ensamblaje,
revelando que la CA viral es un atractivo blanco de estudio farmacologico (Blair W. et al.,

2010, Rihn S. et al., 2013, Wang W. et al., 2017).

2.3. Tratamientos actuales de la infeccion por VIH

En las ultimas décadas, la terapia antirretroviral (TARV) ha logrado avances notables
en la mejora de la calidad de vida de las personas infectadas (National Institute of Health,
2023). La infeccion por VIH se puede tratar con pautas terapéuticas en las que se combinan
varios antirretrovirales (ARV). Si bien la TARV no cura la infeccion, inhibe la replicacion del
virus en el organismo y permite que el sistema inmunitario funcione correctamente para
combatir las infecciones oportunistas y algunos canceres (OMS, 2022). Desde 2016, la
Organizacion Mundial de la Salud recomienda una politica de tratamiento generalizado en la

cual se debe proporcionar TARV de por vida a todas las personas con VIH. En 2021, unas
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28,7 millones de personas infectadas por VIH estaban en tratamiento con antirretrovirales

(OMS, 2022).

Las TARV incluyen en general dos o mas medicamentos aprobados por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) (National Institute of Health [NIH],
2023). Estos, constan de dos o mas fairmacos en una misma pildora, existiendo hoy en dia
mas de 22 mezclas aprobadas por la FDA (Lillis C., 2022). Ademas, muchos medicamentos
actuan como potenciadores farmacocinéticos apoyando a las TARV. Entre los medicamentos
aprobados, se encuentran los inhibidores de enzimas, como los inhibidores de la transcriptasa
inversa analogos a los nucledsidos (ITIN) que bloquean la accidon de la transcriptasa inversa
impidiendo la replicacion del virus disminuyendo la carga viral, que incluyen el abacavir
(ABC) y el tenofovir disoproxil fumarato (TDF). También estan los inhibidores de la
transcriptasa inversa no andlogos de los nucle6sidos (ITINN), como la doravirina (DOR) y la
nevirapina (NVP). Asimismo, se emplean inhibidores de la proteasa viral, como el ritonavir
(RTV) y el atazanavir (ATV), e inhibidores de la integrasa, como el cabotegravir (CAB). Por
otro lado, existen farmacos que inhiben determinados procesos del ciclo viral como la
fijacion, uniéndose a receptores proteicos como el gp120 ubicado en la superficie de la célula
CD4", o inhibidores del antagonista CCRS5, receptor superficial, como lo es el fostemsacir.
También hay inhibidores de la fusion, que impiden que el virus ingrese a la célula diana,

como el enfuvirtida (T-20) (Lillis C., 2022, NIH, 2023).

A pesar de la disponibilidad de diferentes farmacos, la resistencia viral a las terapias
continua desarrollandose, lo que destaca la necesidad de nuevas clases de ARV dirigidas a
blancos moleculares alternativos (Kinch M. et al., 2014). A la fecha, la FDA ha aprobado
mas de 50 medicamentos para ser utilizados en las TARYV, siendo el altimo en ser aprobado
por la FDA el lenacapavir, el 22 de diciembre de 2022, el cual constituye el primer ARV

aprobado que actua a nivel de la formacién de la capside (NIH, 2023).

2.4. La capside como potencial blanco de accion farmacoldgica

Durante las ultimas etapas del ciclo de vida viral, el ensamblaje y la maduracion de la
capside son esenciales para la formacion de particulas virales infecciosas. En solucion, la CA
del VIH-1 puede dimerizar con una constante de disociacion de 18 uM. Esta interaccion débil

entre los dimeros de CA refleja la capacidad de la red proteica de la capside, tanto inmadura
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como madura, para establecer interacciones con diferentes superficies de proteinas durante
los procesos de ensamblaje y desensamblaje. Esta dimerizacion depende de los residuos
Trp-184 y Met-185 en la hélice 9 del dominio CTD de la CA (Gamble T. et al, 1997)
(Figura 4). La mutacion de estos residuos a alanina (W184A y M185A) interfiere con el
ensamblaje de CA in vitro y elimina la infectividad viral, lo que confirma que esta interfaz es
esencial para el ensamblaje eficiente de la red de la capside tanto madura como inmadura
(Shin R. ef al,, 2011). Dado que el ensamblaje y desensamblaje adecuado de la capside regula
tan finamente la replicacion del VIH, representa un objetivo emergente y muy atractivo para
el desarrollo de farmacos como se comento anteriormente (Thenin-Houssier, S. y Valente, S.,

2016).

El cribado de compuestos basado en la desestabilizacion del ensamblaje de la capside
ha identificado con éxito varias moléculas pequefias con potencial de interferir en su correcta
formacion. A pesar de la alta tasa de mutagenicidad del virus, ciertas regiones de la CA
presentan menos variabilidad y conservan su secuencia aminoacidica, en particular en la
interfase entre monomeros. Esta baja o casi nula tasa de mutagenicidad es una ventaja para el
desarrollo de farmacos dirigidos contra estas regiones de la CA, ya que la probabilidad de
generacion de resistencia es menor. La importancia de la capside viral como un objetivo
atractivo para el desarrollo de farmacos se vio reforzada en los ultimos afios por la
identificacion de varios inhibidores (Thenin-Houssier, S. y Valente, S., 2016). Bevirimat es
un inhibidor de la maduracion que inhibe el paso final del procesamiento de Gag evitando la
liberacion de la proteina CA, resultando en la produccion de particulas virales inmaduras de
VIH-1 (Martin D, ef al., 2008). Fue aprobado por la FDA, pero aun se encuentra en fase de
ensayos clinicos (National Center for Biotechnology Information [NCBI], 2023).

Por su parte, Lenacapavir fue el primer medicamento aprobado por la FDA que inhibe
el ensamblaje de la CA. Resultando importante como alternativa para el tratamiento de
infecciones de VIH en pacientes con resistencia multiple a los farmacos, donde ha llegado a
disminuir en un 88 % la carga viral original (Segal-Maurer S. et al., 2022). Ademads, se ha
demostrado que tras una Unica inyeccidén subcutdnea los efectos permanecen de manera
satisfactoria durante los seis meses posteriores. Asi mismo, las mutaciones descritas en la
capside hasta el momento afectan de manera reducida la accion de dicho compuesto

(Dvory-Sobol H., et al., 2022).
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2.5. Determinantes de la agregacion proteica in vitro de la CANC

recombinante

Para identificar moléculas con capacidad de interferir en el correcto ensamblaje de la
proteina de la cépside viral en ausencia de material genético (capside vacia), se requiere en
muchas ocasiones de una aproximacion in vitro, donde se utilizan componentes purificados,
sistemas bien definidos y condiciones controladas (Medrano M., 2018). El estudio de la
multimerizacion de la capside ya ha sido mencionado por varios autores, y se fundamenta en
la capacidad de multimerizacion de dichas proteinas tanto in vivo como in vitro, lo que
permite generar modelos de estudio de la multimerizacion de CA de gran utilidad para la
evaluacion del efecto de diferentes compuestos sobre este proceso (Lanman J ef al., 2002;

Tang C. et al., 2003; Ganser-Pornillo B. et al., 2004; Medrano M., 2018).

En el caso de algunos virus, la capside es capaz de autoensamblarse sin ayuda de
proteinas auxiliares y del acido nucleico viral, tanto in vivo como in vitro. Esta capacidad de
autoensamblaje depende de varios factores, en particular de la temperatura, la fuerza ionica,
el pH y la concentracion proteica (Gross 1. ef al., 2000; San Martin C., 2013; Medrano M.,
2018). Ademas, este proceso se puede seguir midiendo la turbidez a 340-350 nm. Si bien
algunos autores describen condiciones Optimas para el ensayo in vitro en las que utilizan pH y
temperatura que podrian considerarse cercanos a los fisioldgicos, es posible realizar
variaciones en estos parametros sin afectar la utilidad del modelo (Gross 1. et al., 2000;
Lanman J. et al., 2002; Alvarez G. et al., 2022). Por otro lado, los rangos de concentracion
proteica empleados presentan mayor variacion entre autores, dependiendo del tipo de estudio
y del constructo utilizado. En general, un aumento de la concentracion de proteina provoca un
acortamiento de la fase lag aumentando la velocidad de multimerizacién y en consecuencia la
pendiente de la fase de crecimiento exponencial, alcanzando valores mayores de absorbancia
maxima. Estos factores son de importante consideracion al momento de plantear un ensayo
de cribado en placas de 96 pocillos, donde el tiempo de siembra se vuelve relativamente largo
y el tiempo entre medidas en un mismo pocillo también (Campbell S. et al., 1995; Gross I. et
al., 1997; del Alamo M, et al., 2005; Miyazaki Y. et al., 2017). En general, se observa la
multimerizacion eficiente in vitro de la capside viral del VIH en presencia de concentracion
de proteina relativamente alta, con alta concentracion de sal y pH neutro o alcalino (Medrano

M., 2018).
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El ensayo de multimerizacion in vitro de la capside recombinante del VIH publicado
por Lanman y colaboradores en 2002 fue el punto de partida (Lanman J. et al., 2002). Los
autores estudiaron la multimerizacion a concentraciones de CA entre 38 y 400 uM y
concentraciones de NaCl entre 1,0 y 2,25 M, a 20°C y pH 8,0. Tanto la sal como la proteina
se encontraban en amortiguador fosfato de sodio 50 mM, y se realizo el seguimiento por un
aumento de la densidad optica (DO) a 350 nm. Ademas, se menciona que a pH 8,0 y 6,8, la
capside multimeriza formando esferas, mientras que a pH 7,0 forma polimeros cilindricos,
cuya estructura es mas similar a la capside madura del virus. De esta manera las condiciones
del ensayo in vitro se aproximan mas a los ensayos in vivo. También menciona que los
resultados que se obtienen en experimentos con soluciones de fosfato de sodio son mas

consistentes que aquellos que utilizan amortiguador Tris-HCI.

Diferentes autores realizan ensayos con varias condiciones en comin, como lo es el
uso de amortiguador fosfato de sodio, y realizando seguimiento de la multimerizacion a 350
nm con una temperatura entre los 21 y los 25°C. La concentracion final de proteina que
emplean es 60 mM a pH 8,0, un valor mucho mayor al empleado en otros reportes, en
comparacion a una concentracion de CA de 200 uM a pH 8,0 y una concentracion de CA de
hasta 80 uM a pH 7,5. Por otro lado, estos autores utilizan el agregado de 2 M NaCl como
desencadenante de la multimerizacidon, mientras otros utilizan hasta 5 M NaCl (Tang C. et al.,
2003, Abdurahaman S. et al., 2008 y Tsiang M. et al., 2012, Teow S. et al., 2013, Bocanegra
R., 2011). Por su parte, del Alamo (del Alamo M, et al., 2005) estudié la influencia de la
concentracion de CA entre 5 y 600 uM en amortiguador fosfato de sodio 50 mM, utilizando
como desencadenante el agregado de soluciones salinas de NaCl a concentraciones entre 0,15
M y 2,25 M NaCl, con pH variable entre 7,0 y 7,8, y realiz6 las mediciones a 350 nm y 25°C.
A partir de estos ensayos, las condiciones Optimas que ellos determinaron fueron 44 pM CA
en amortiguador fosfato de sodio 50 mM, pH 7,8, utilizando NaCl 2,25 M como

desencadenante y midiendo a 350 nm y 25°C.

Por otro lado, otros autores realizan el ensayo de multimerizaciéon en amortiguador
Tris-HCI1 50 mM, pH 8,0, a una concentracion 50 uM CA, y desencadenan la multimerizacion
mediante la adicion de NaCl 1,5-2,0 M. El seguimiento se realiza midiendo la fluorescencia
emitida a 350 nm a temperatura ambiente (Miyazaki Y. ef al., 2017). A su vez, realizan la
reaccion en presencia de 5 mM B-mercaptoetanol (B-ME); agente reductor de enlaces
disulfuro, y a 4°C, temperatura mucho menor que la empleada por otros autores. Estos

autores, si bien no realizan estudios de inhibicion, buscan comprender el mecanismo de
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ensamblaje y desensamblaje de la capside viral, por lo cual, estas condiciones son utiles para

la puesta a punto del ensayo de multimerizacion in vitro de la capside del VIH.

En un abordaje diferente al estudio de la multimerizacion de la CA, Lemke y
colaboradores realizan la multimerizacion de la CANC de una manera particular. Fijan la CA
al fondo de la placa por unién con un oligonucleoétido, y utilizan una solucion 10 M ZnCl,
como agente desencadenante en amortiguador Tris 50 mM, pH 7,5 (Lemke C. et al., 2012). A
su vez, agregan una incubacion previa a las lecturas de 15 minutos a temperatura ambiente, la
cual puede ser importante a la hora de evaluar el efecto de compuestos en el proceso en
estudio. Otros autores describen que el ZnCl, a concentraciones mas bajas (100 uM) es mejor
iniciador de la multimerizacion in vitro de la CANC que el NaCl, debido a que el cloruro de
zinc estabiliza el dominio N-terminal de la CA mediante interacciones con sitios de

coordinacion de zinc del dominio NC (Miyazaki Y. et al., 2017).

Otros autores que estudian la morfologia de la multimerizacion de la capside in vitro
del VIH-1 mediante microscopia electrénica (Gross 1. et al,, 2000) realizan la
multimerizacion tras una dialisis de la CA en amortiguador MES 30 mM, pH 6,0, | mM
EDTA, 1 mM DTT y 0,5 M NaCl. Ademds, en un trabajo previo desencadenan la
multimerizaciéon de la CANC con Tris-HCl 50 mM a pH variable entre 7,0 y 8,0 o con
amortiguador MES 50 mM, pH 6,0 6 6,5, en presencia de 0,1 M NaCl, ImM EDTA y 1 mM
DTT (Gross L. et al., 1997). Ganser-Pronillos y colaboradores describen el uso de una
solucion 1 M NaCl en amortiguador Tris 50 mM, pH 8,0 como desencadenante y utilizan
concentraciones mayores de la proteina CA recombinante (200-625 pM) (Ganser-Pronillos B.
et al., 2004). Von Schwedler y colaboradores emplean la CA a 400 uM en amortiguador
Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, y miden la DO a 37°C (Von Schwedler U.K. et al., 1998). Por otro
lado, Barklis y colaboradores realizan un experimento similar, donde la CA se utiliza a 100
uM en Tris 50mM, pH 8,0, 1 M NaCl y 5 mM B-ME, y utilizan distintas concentraciones de
NacCl (0,1-1 M) como desencadenante de la multimerizacién, midiendo a 4°C (Barklis E. et
al., 2009). La principal variacion a destacar es que realizan el ensayo en presencia del
material genético de E. coli. Es importante mencionar que estos estudios no tienen el mismo
objetivo que los estudios de blancos moleculares, mas alla de que el protocolo experimental
pueda ser similar y brindar datos ttiles para la puesta a punto del disefio experimental por ser

in vitro.
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Por su parte, Long y colaboradores estudiaron la multimerizacion por accion de la
temperatura de la proteina CA de un virus similar al VIH, el VIF (Long M. et al., 2021). El
ensayo descrito se realiza a una concentracion 200 uM de CA en amortiguador fosfato de
sodio 50 mM, pH 7,4, utilizando 1 M NaCl como desencadenante de la multimerizacion, y

midiendo la DO a 345 nm a 38°C.

Finalmente, previo al inicio de esta pasantia, en el laboratorio de I+D de biomoléculas
activas se realizé la puesta a punto de la expresion y purificacion de la CANC recombinante y
se realizo el ensayo de multimerizacion y un cribado inicial en busca de moléculas capaces de
alterar dicho proceso. Para ello, Alvarez G y colaboradores, utilizaron amortiguador fosfato
de sodio 50 mM, pH 7,4, con 100 mM NaCl, y las mediciones se realizaron a 340 nm a
37°C, utilizando la temperatura como desencadenante de la multimerizacion. Sin embargo, no
se logrd que las corridas fueran reproducibles por tener mucho ruido en relacion a la sefial y
se resolvid trabajar especificamente en la puesta a punto del ensayo, lo que se pautdé como
objetivo general de este trabajo. En este sentido, se utilizaron como punto de partida las
condiciones que presentaron mejores resultados en los trabajos mencionados, y se disefiaron
diferentes ensayos variando el amortiguador, el pH, las sales, la concentracion de proteina y
la temperatura para encontrar las condiciones experimentales Optimas para el ensayo de

cribado en placa en el laboratorio (Alvarez G. et al., 2022).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

e Poner a punto el ensayo in vitro de la multimerizacion de la proteina recombinante de

la capside del virus de la inmunodeficiencia humana.
3.2. Objetivos especificos

e Preparar los medios y materiales necesarios para la expresion del constructo de
proteinas capside-nucleocapside (CANC) recombinante en Escherichia coli

BL21(DE3).

e Expresar y purificar la proteina CANC recombinante en cantidades suficientes para la

realizacion de ensayos de multimerizacion.

e Estudiar el efecto de la fuerza ionica, de sales monovalentes y divalentes,
concentracion proteica, temperatura y pH sobre la multimerizacion in vitro de la

CANC recombinante.

e Identificar las condiciones Optimas para estudiar la multimerizacion de la CANC

recombinante de forma reproducible en placa de cribado de 96 pocillos.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales

e Material graduado: probetas de distintos volimenes.

e Material de contencion: matraces erlenmeyer, vasos de precipitados.

e Materiales de calentamiento: Planchas, mecheros bunsen.

e Materiales generales: espatulas, pastillas magnéticas, barquillos para balanza.

e Pipetas automaticas.

4.2. Instrumentos/Equipos

e Autoclave Vertical Automatico (LS-75HD)

e Balanza analitica (Radwag® AS 82/220.R2)

e Incubadora de agitacion horizontal (Modelo: ZWY-211C)

e Cromatografo automatizado (AKTA Pure™)

e Columna de cromatografia de intercambio i6nico (SP 6/10, Citiva™)

e Columna de cromatografia de exclusion molecular (10/300 GL, Superdex™ 75)
e (entrifuga refrigerada de alta velocidad (Modelo: H2050R)

e Espectrofotometro Agilent technologies (Cary 60 Uv-vis)

e pH-metro OAKTON (pH-Mv-Temp PH700)

e Varioskan Flash (Thermo scientific)
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4.3. Reactivos

Cloruro de sodio (NaCl) -
DROGUERIA INDUSTRIAL
URUGUAYA®

Agua destilada y bidestilada (H,0O)
Etanol C,HO - DROGUERI{A
INDUSTRIAL URUGUAYA"

2-B mercaptoetanol (C,H,OS) -
>99,0 %; PanReac AppliChem
Dimetilsulféxido (C,HOS) - >99,9
%; EMSURE®

Triptona - SIGMA-ALDRICH®
Extracto de levadura - FLUKA®
Ampicilina de sodio (C,¢H;sN;0,S)
- >291,0 %; PanReac AppliChem
Isopropil
B-D-1-tiogalactopiranodsido (IPTG)
- >99,9 %; Millipore

Fosfato  dibasico de potasio
(K,HPO,) - >99,0 %; EMSURE"
Fosfato monobésico de potasio
(KH,PO,) - >99,0 %; FLUKA®
Cloruro de zinc (ZnCl,) -
EMSURE®

4.4. Material bioldégico
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Polietilenimina (PEI) - SIGMA®
Sulfato de amonio ((NH,),SO,) -
>99,5 %; PanReac AppliChem
Acido  clorhidrico  (HCI) -
Cicarelli®

Hidroxido de sodio (NaOH) -
>99,0 %; EMSURE®

Fosfato monobasico de sodio
(NaH,PO,) - >99,0%; SIGMA®
Fosfato  dibasico de  sodio
(Na,HPO,) - >99,0 %o;
SIGMA-ALDRICH®

Tris - >99,9 %; INVITROGEN™
Cloruro de magnesio (MgCl,) -
>98,0 %; SIGMA®

Cloruro de potasio (KCI) - >99,5
%; EMSURE®

Marcador de Peso Molecular
(MPM) Full Range Rainbow
Sigma -RPN8O0OE-

e Bacteria Escherichia coli BL21(DE3) transformada con el plasmido pET11a; Figura

5, conteniendo el gen para la expresion del constructo CANC cedido por el Dr.

Michael Summer de University of Maryland, Baltimore County, Estados Unidos.
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Figura 5. Esquema del plasmido pET11a conteniendo la secuencia para la expresion
de la proteina CANC recombinante en E. coli. En el esquema se pueden observar las
regiones vinculadas a la expresion del gen de interés asi como la region que le confiere
resistencia antibiotica (en este caso a ampicilina) a la bacteria.

4.5. Métodos

4.5.1. Expresion rificacion de la CA recombinan

El protocolo empleado fue puesto a punto en el laboratorio en el afio 2021. Para la
expresion, se prepararon y esterilizaron los materiales, medios de cultivo y soluciones
necesarias. Posteriormente, se crecieron las bacterias a 37°C en medio Luria Bertani -LB-
(1% Triptona, 1% NaCl, 0,5% Extracto de levadura) en presencia de ampicilina 50 pg/mL
hasta alcanzar una DO a 600 nm de 0,6 unidades. Seguidamente, se indujo la expresion de la
CANC recombinante con 1 mM IPTG y se dejo incubando toda la noche a 20 °C con
agitacion orbital. Se colectaron las bacterias por centrifugacion a 5.000 x g a 4°C por 30

minutos. El pellet de bacterias se suspendi6 en solucion de fosfato de potasio 25 mM, pH 6,0,
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con 500 mM NaCl, y se lisaron las células por ciclos sucesivos de sonicado. Se clarifico la

fraccion soluble por centrifugacion a 13.000 x g, por 30 minutos a 4°C.

A continuacidén se realizaron varios pasos de precipitacion sucesivos. Primero se
realizé una incubacion con PEI 1,5 % durante 2 horas a 4°C con agitacion orbital. Al finalizar
se homogeneizod y se centrifugod la muestra a 13.000 x g, por 30 minutos a 4°C. Se recupero el
sobrenadante y se incubd con 10 % sulfato de amonio durante 1 hora a 4°C con agitacion
orbital. A continuacion, se centrifugd nuevamente a 13.000 x g, por 30 minutos a 4°C y se
incubd el sobrenadante con 25 % sulfato de amonio durante 1 hora en las mismas
condiciones. Nuevamente se centrifuga la muestra a 13.000 x g por 30 minutos a 4°C. Se
resuspende el precipitado obtenido en amortiguador fosfato de potasio 25 mM, pH 6,0, con
1,5 mM fosfato de sodio y se dializd contra amortiguador fosfato de potasio 25 mM, pH 6,0
con 25 mM NaCl durante 16 horas a 4°C. Pasado ese tiempo, se recuperd la muestra y se
clarificd por centrifugacion a 13.000 x g, por 30 minutos a 4°C. El sobrenadante se clarifica
con filtro de jeringa de 0,45 pm y se conserva en hielo hasta su siembra en la columna
cromatografica. En cada uno de los pasos se toman alicuotas del sobrenadante y del
precipitado para analizar mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
dodecil sulfato de sodio (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis,

SDS-PAGE) en qué fraccion se encuentra la proteina de interés.

La muestra clarificada se sembrd en una columna de cromatografia de intercambio
ionico (SP 6/10, Citiva™) previamente equilibrada con el amortiguador de la muestra,
acoplada a un cromatografo automatizado. Luego de lavar con 5 % de amortiguador de
elucion, se eluyen las proteinas unidas a la columna mediante aumento de la fuerza idnica,
con 60% de amortiguador 25 mM KH,PO,/K,HPO,, pH 6,0 con 1 M NaCl. La corrida
cromatografica se siguio por espectrofotometria a 280 nm y se colectaron los fracciones en las
que se ve un aumento de la absorbancia. En cada paso se tomaron alicuotas de 100 puL de cada

fraccion para su andlisis por electroforesis SDS-PAGE.

Las fracciones en las que se vio mediante electroforesis que contenian la CANC
recombinante se juntaron y se concentraron por centrifugacion en filtros con membrana con
punto de corte de 10 kDa hasta aproximadamente 1 mL. Posteriormente, se clarifico esta
fraccién por centrifugacion durante 10 minutos a 10.000 x g a 4°C, y se realizaron 3
inyecciones de manera manual de 0,5 mL a una columna de gel filtracion (Superdex™ 75,

10/300 GL) previamente equilibrada con amortiguador Tris 50 mM, pH 7,5, con 5 mM
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MgCl,, 140 mM KCI, 10 mM NaCl y 5 mM BME, para su separacion por tamafo. Al igual
que en la cromatografia anterior, la columna se conectd a un cromatografo automatizado y se
siguio la corrida midiendo la absorbancia a 280 nm a la salida de la columna para identificar

las fracciones conteniendo proteina mediante posterior electroforesis desnaturalizante.

Nota: La Figura 20. ilustra un esquema del procedimiento de expresion y purificacion de la

CANC recombinante.
4.5.2. Determinacion de la concentracion de CANC

Las fracciones conteniendo la CANC recombinante pura se juntaron y se cuantifico la
proteina en dicha muestra. Esta medida se realizd6 por espectrofotometria midiendo la
absorbancia a 280 nm, longitud de onda a la que absorben los aminoacidos aromaticos
presentes en las proteinas. Para ello, se realiza un blanco con el amortiguador de la muestra y
posteriormente se realizan medidas de absorbancia a 280 nm de la proteina diluida por
duplicado o triplicado hasta concordancia. Con los valores obtenidos se calcula Ia

concentracion de CANC utilizando la Ley de Lambert-Beer (4 g0mm = E *b *[]),siendo “

€” el coeficiente de extincion molar (¢ = 40.950 M'cm™), “b” el paso Optico (b =1 cm) y

A 280 nm el valor de absorbancia medido. El valor de “€” se estim6 a partir de la secuencia de

aminodcidos de la CANC utilizando el programa  Expasy  ProtParam

(https://web.expasy.org/protparam/), y la concentracion de CANC (“[ ]°) se obtuvo

despejando de la ecuacion anterior y multiplicando por el factor de dilucion. (Figura 20,

ANEXO).

4.5.3. Puesta a punto del ensayo de multimerizacion de la CANC recombinante in vitro

Para la puesta a punto del ensayo de multimerizacion, se evaluaron condiciones
relevadas a partir de la busqueda bibliografica y se sumaron condiciones de ensayos
anteriores realizados por el equipo de investigacion, las cuales se describen en la introduccion
de este trabajo. Las variables evaluadas fueron las siguientes: temperatura, concentracion de

proteina, concentracion de sales y pH.

Como se desprende de la literatura y se expuso anteriormente, la multimerizacion de la
CANC del VIH se puede inducir de dos maneras distintas, por accidon de sales, ya sean estas
monovalentes o divalentes, o por accion de la temperatura. Estas variables son los dos ejes

principales para el disefio y la realizacion de los ensayos, los cuales se realizaron en placa de


https://web.expasy.org/protparam/
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96 pocillos con un volumen final de 100 pL. Para los ensayos de multimerizacion por adicion
de sales, se mezclaron en los pocillos los volimenes correspondientes de proteina y
amortiguador y luego se agrego6 el amortiguador conteniendo las sales como disparador del
proceso de multimerizacion, segiin las concentraciones deseadas en cada caso. Por otra parte,
para la multimerizacion por temperatura se adiciona a cada pocillo la CANC recombinante a
la concentracion deseada, y posteriormente se introduce la placa en el lector de placas seteado

a la temperatura a evaluar, se homogeniza por agitacion orbital y se mide la DO.

Para el estudio del efecto de las distintas concentraciones de sales en el ensamblaje in
vitro de la CANC, en primer lugar, se ensay6 a concentracion fija de 30 uM CANC a 30°Cy
pH 7,4 en amortiguador fosfato de sodio 50 mM, pH 7,4, y distintas concentraciones de la sal
monovalente NaCl (0; 1; 1,5; 2; 2,25 y 2,5 M). En segundo lugar, se repitieron los ensayos
para las condiciones de 2,25 y 2,5 M de NaCl a dos concentraciones distintas de CANC 15y
20 uM a 30°C en amortiguador fosfato de sodio 50 mM, pH 7,4. Finalmente, se realiz6 para
las condiciones de 2,25 y 2,5 M de NaCl un ensayo en paralelo evaluando las 3
concentraciones de CANC: 15, 20 y 30 uM a en fosfato de sodio 50 mM, pH 7,4 y a una
temperatura de 20°C. Por otro lado, se ensay¢ el efecto de las sales divalentes como el ZnCl,.
Para ello, se prepararon soluciones de 100 uM de ZnCl, en fosfato de sodio 50 mM, pH 8,0 6
en Tris-HCI 50 mM, pH 8,0. En estos casos el ensayo se realizé con 30 6 50 uM CANC y a

una temperatura de 30°C.

Por otro lado, se estudi6 el ensamblaje in vitro desencadenado por accion de la
temperatura. En primer lugar, se ensay6 a una concentracion fija de 150 uM de CANC el
efecto del pH en la multimerizacion a distintas temperaturas. Para ello, se prepararon
soluciones amortiguadoras con fosfato de sodio 50 mM a pH 7,0, 7,4, 7,8 y 8,0, y el ensayo se
realizd con cada una de estas soluciones a varias temperaturas (30, 33, 37 y 40°C). A 40°C
también se realiz6 el ensayo con el mismo amortiguador a pH 8,2 y 8,4. Adicionalmente, se
realiz6 un nuevo ensayo a 42°C para los pH 7,8 hasta 8,2 a una concentracion de 100 6 150
uM CANC, y se realizaron ensayos a 40 y 42°C para los distintos pH comprendidos entre 8,0
y 8,4, a tres concentraciones diferentes de CANC (75, 100 y 150 uM). A partir de los
resultados obtenidos, se repitieron los ensayos a 42°C a pH 8,2 con 150 uM de CANC,
corriendo cuadruplicados para valorar la reproducibilidad y variabilidad del ensayo en estas
condiciones. Finalmente, se realizd un ensayo a 42°C en amortiguador fosfato de sodio 50

mM, pH 8,2 con 150 uM de CANC, para estudiar la influencia de la temperatura en el ensayo.



Tabla 1. Resumen de las condiciones experimentales ensayadas.
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Condicion N°[[CANC] (uM)| T (°C) pH [Sal] (M) Sal Amortiguador
0;1;1,5;2; .
1 30 30 7,4 225:2.5 NaCl Fosfato de sodio 50mM
2 15,20 30 7,4 2,25;2,5 NaCl Fosfato de sodio 50mM
3 15, 20, 30 20 7,4 2,25;2,5 NaCl Fosfato de sodio 50 mM
Fosfato de sodio 50mM
4 30, 50 30 8,0 100 uM ZnCl, -
Tris-HCI1 50 mM
30,33, | 7,0; 7,4; 7,8; .
5 150 37, 40 8.0 - - Fosfato de sodio 50 mM
6 150 40 7’8;88;8’2; - - Fosfato de sodio 50 mM
7 150 pn |7® 88’3; 82 - - Fosfato de sodio 50 mM
8 100 s |7® Z’% 8.2 - - Fosfato de sodio 50 mM
9 75, 100, 150 40 8,0; 8,2; 8,4 - - Fosfato de sodio 50 mM
10 75,100y 150 42 8,0;8,2; 8,4 - - Fosfato de sodio 50 mM
11 150 42 8,0;8,2; 8,4 - - Fosfato de sodio 50 mM
12 150 42 8,2 - - Fosfato de sodio 50 mM
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Expresion y purificacion de la CANC recombinante.

Para la expresion y purificacion de la CANC recombinante se partid de bacterias E.
coli BL21(DE3) transformadas con el plasmido pET11a que contiene el gen para la expresion
de la proteina CANC y confiere a las bacterias resistencia a la ampicilina. Como se describe
en la seccion de Metodologia, cada paso del proceso se analizo mediante toma de muestras y
SDS-PAGE de las fracciones obtenidas. En la Figura 6 se muestra el andlisis de la primera
parte del proceso, que incluye la expresion de la proteina de interés y los pasos sucesivos de

precipitacion iniciales.
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Figura 6. Analisis de las fracciones obtenidas durante la purificacion de la CANC recombinante
mediante SDS-PAGE. Las fracciones colectadas durante la purificacion fueron preparadas con
amortiguador de muestra en presencia de agente reductor y analizadas mediante electroforesis
desnaturalizante en geles de poliacrilamida al 12 %. La banda correspondiente a la CANC se sefiala
con una flecha. El gel se sembr6 de la siguiente manera: carril 1) MPM, carril 2) muestra
pre-induccion con IPTG, carril 3) muestra post-induccion con IPTG, carril 4) fraccion insoluble del
lisado bacteriano, carril 5) fraccion soluble del lisado bacteriano, carril 6) fraccion insoluble luego de
precipitacion con PEI, carril 7) fraccion soluble luego de precipitacion con PEI, carril 8) fraccion
insoluble luego de tratamiento con sulfato de amonio al 10 %, carril 9) fraccion soluble luego del
tratamiento con sulfato de amonio al 10 %, carril 10) fraccién insoluble luego del tratamiento con
sulfato de amonio al 25 %,_carril 11) fraccion soluble luego del tratamiento con sulfato de amonio al
25 %, carril 12) fraccion insoluble luego de la dialisis, y carril 13) fraccion soluble luego de la dialisis.
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La purificacion de la CANC recombinante se realiz6 en varios pasos, como se detalld
anteriormente, los cuales comienzan con sucesivas etapas de precipitacion y centrifugacion.
Inicialmente, se agregd PEI al 1,5 %, buscando precipitar el material genético (plasmidos y
ADN de la bacteria) y proteinas de cardcter acido (con carga neta negativa). Posteriormente,
con el agregado de sulfato de amonio al 10 % se busca precipitar otros contaminantes
proteicos solubles. Finalmente, al aumentar la saturacion de sulfato de amonio al 25 % se
busca precipitar la proteina de interés para luego resuspenderla en un amortiguador que

permite seguir trabajando con la proteina soluble.

Como se puede observar en la Figura 6, luego de la induccion con IPTG (carril 3) se
identifica una banda mayoritaria que migra por debajo de las bandas de 31 kDa del MPM
(carril 1), como era de esperar para la CANC recombinante expresada. En contraparte, se
observa la ausencia de la misma en la pre-induccion (carril 2). Asimismo, se observa que
luego de la lisis la mayor parte de la proteina de interés queda en la fraccion soluble (carril 4),
aunque una parte minoritaria se observa en la fraccion insoluble (carril 5), lo cual indica que
no se parte dela totalidad de la proteina expresada ya que la purificacion se realiza a partir de
la fraccion soluble. Por otra parte, luego de la precipitacion con PEI y con 10 % de sulfato de
amonio, la proteina queda retenida en la fraccion soluble (carril 7 y 9, respectivamente) y no
en la fraccion insoluble (carril 6 y 8, respectivamente), como era de esperarse. En cambio, al
incubar con 25 % de sulfato de amonio, la CANC recombinante se recupera en la fraccion
insoluble como prevé el protocolo (carriles 10 y 11, respectivamente). Por tltimo, luego de la
dialisis se observa que varios contaminantes precipitaron, e incluso parte de la proteina de
interés (carril 12). Sin embargo, se ve claramente que luego de la dilisis la CANC permanece

en su mayoria soluble y hay una disminucion de los contaminantes proteicos (carril 13).

A continuacion se realizd una cromatografia de intercambio cationico en la cual la
CANC -cargada positivamente por utilizar un amortiguador de pH menor al punto isoeléctrico
de la proteina de interés (pl 9,06)- interacciona con la resina de la columna que estd cargada
negativamente. Al inicio del procedimiento, como se observa en la Figura 7A, se colect6 la
fraccion no unida (primeros 75 ml) correspondiente a todas aquellas proteinas que no
interaccionan con la columna (carril 2 de la Figura 7B). A continuacién se lavé la columna
con 5% de amortiguador de elucion (primer escaloén verde en la Figura 7A) y se colectaron
las fracciones correspondientes (carril 3 de la Figura 7B), observandose algunas bandas
tenues correspondientes a proteinas contaminantes. Para eluir la proteina, se utilizdé un

gradiente de NaCl, lo que permite variar progresivamente la concentracion de cationes, los
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cuales compiten con la CANC por la columna. En el tltimo paso se eluy¢ la proteina con 60%
de amortiguador de elucidn, se obtuvo un pico de absorbancia a 280 nm (pasando los 200 mL
de corrida en la Figura 7A), y al correr esta fraccion (carril 4 de la Figura 7B) se observo una

banda muy mayoritaria correspondiente a la proteina de interés.
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Figura 7. Cromatografia de intercambio ionico. A. Cromatograma obtenido para la
cromatografia de intercambio iénico. Picos de izquierda a derecha: 54.53 ml: fraccion no unida,
153.68 ml: 2° lavado con 5% de amortiguador de elucion, 204.90 ml: eluciéon con 60% de
amortiguador de elucion. B. Analisis mediante SDS-PAGE al 12% de las fracciones obtenidas
durante la cromatografia de intercambio iénico, en condiciones reductoras. Orden de siembra:
1) Marcador de peso molecular, 2) Fraccion no unida, 3) Fraccion de elucion con 5% de
amortiguador de elucion, y 4) Fraccion de elucion con 60% de amortiguador de elucion.

A partir del andlisis realizado, se concentrd el pico conteniendo la CANC (carril 4)
hasta obtener un volumen adecuado para sembrar en la columna de gel filtracion. Durante
dicha cromatografia, se colectaron los picos obtenidos en cada una de las inyecciones (Figura
8A) y se analizaron por SDS-PAGE (Figura 8B). A partir de este resultado, se resolvio juntar

los picos obtenidos en una tnica fraccion y proceder a trabajar con dicha muestra.
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Figura 8. Cromatografia de exclusion molecular (SEC). A. Cromatograma obtenido para la
cromatografia de exclusion molecular. Las flechas negras sefialan las inyecciones. El trazo azul
representa la absorbancia a 280 nm y el trazo naranja la conductancia registrada por el equipo
durante la corrida. B. Analisis de las fracciones obtenidas de la SEC mediante SDS-PAGE al
12% en condiciones reductoras. Orden de siembra: 1) Marcador de peso molecular, 2)
Concentrado del pico obtenido de la cromatografia de intercambio idénico que se sembro en la SEC,
3) Pico de la primer corrida, 4) Pico de la segunda corrida, y 5) Pico de la tercer corrida.

5.2. Puesta a punto del ensayo de multimerizacion in vitro de la CANC

recombinante.

Como se comentod, el objetivo general de este trabajo es poner a punto un ensayo de
multimerizaciéon de la CANC recombinante de VIH que permita evaluar cientos a miles de
compuestos mediante un ensayo en placa de 96 pocillos de la proteina aislada en un lector de
placas con modo cinético. Para ello, es importante mencionar que el estudio de inhibicion de
compuestos se realiza a partir del estudio de pendientes en la zona media de las graficas de
aumento de la densidad optica (DO) en funcidn del tiempo. Ademas, la representacion grafica
deseada para este estudio se asimila a una curva sigmoidea, la cual presenta tres regiones: una
fase lag o logaritmica, una fase de crecimiento lineal, y una fase estacionaria final o
asintotica. Esto es importante porque el ensayo debe permitir obtener una buena relacion
sefal/ruido para su andlisis confiable y reproducible, y debe ocurrir en tiempos manejables
para ensayar cientos de compuestos, pero que cada fase sea suficientemente larga como para

obtener suficientes medidas de cada una en el ensayo.
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Como se describi6 anteriormente, la multimerizacion in vitro de la proteina CA del
VIH se puede desencadenar de dos maneras distintas: por accion de sales o por accion de la
temperatura. Por ser la mas empleada en la literatura, se empezd ensayando la
multimerizacion desencadenada por accion de sales monovalentes o divalentes, y

posteriormente, se ensayo6 la temperatura como desencadenante.
5.2.1. Multimerizacion por accion de sales

En primera instancia, se analiz6 el ensayo de multimerizacion desencadenada por
accion de sales monovalentes utilizando cloruro de sodio. Para ello, se partié de un ensayo
exploratorio que se presenta en la Figura 9. En el mismo no se observd multimerizacion a
concentraciones inferiores a 2,25 M NaCl. Esto es comparable con los resultados obtenidos en
la busqueda bibliografica donde la multimerizacion de la CANC se ve beneficiada por altas
concentraciones de sales. Sin embargo, la relacion sefal/ruido sigue siendo baja y no logra

observarse el comportamiento sigmoideo esperado.

El hecho de que no fue posible visualizar la fase lag es de mucha importancia, ya que
indica que la multimerizacion es rapida tras el agregado de NaCl, empezando la agregacion
proteica antes de las primeras medidas de DO. Esto genera un gran inconveniente para los
ensayos de inhibicion, ya que debe poder sembrarse la totalidad de la placa antes de que

finalice la fase lag.
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Figura 9. Estudio del efecto de la concentracién de NaCl en la multimerizacion.
Corridas representativas de la multimerizacién a 30°C y pH 7,4, en amortiguador fosfato de
sodio 50 mM. Se utilizé una concentracion de 30 uM de CANC y concentracion variable
de cloruro de sodio: 0 M (m), 1 M (®), 1,5M (A),2M (V),225M (®)y2,5M ().



35

Con el fin de poder visualizar la fase lag, se disminuy¢ la concentraciéon de CANC a
15 y 20 uM. Como se observa en la Figura 10, no fue posible visualizar dicha fase en ningun
caso. No obstante, es posible observar una tendencia a la multimerizacion a una concentracion
de 15 uM y 2,5 M NaCl; aunque la variacion de absorbancia correspondiente entre la fase lag
y la fase final seria pequena en comparacion con la CANC a 20 uM y 2,5 M NaCl, y 30 uM, a
ambas concentraciones de sal; esto debido a que un aumento de la concentracion de proteina
estd asociado a un mayor valor de DO alcanzable. Ademas, al igual que el caso anterior, se
observa que para una concentracion fija de CANC aumentar la concentracion de sal
monovalente se asocia a un mayor aumento de la DO final alcanzada; mayor diferencia entre
la fase lag y la fase estacionaria. Estas grandes variaciones de absorbancia son beneficiosas ya
que implicaria una mayor sensibilidad por parte del método de medicion. La Figura 10

incluye también los resultados obtenidos del ensayo anterior; concentracion de 30 uM CANC.

Al igual que el caso anterior, las graficas observadas indican que gran parte de la
reaccion de multimerizacién ocurre durante el sembrado de la placa y por consiguiente antes
de comenzar a medir. Ademas, fue posible observar la formacion de un agregado de color

blanco, lo que objetiviza la agregacion de la proteina en la placa (Figura 21, ANEXO).
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Figura 10. Multimerizacion a 30°C y amortiguador fosfato de sodio 50 mM, pH 7.4,
para concentracion variable de CANC y concentracién variable de NaCl. Corridas
representativas de la multimerizacion a 30°C y amortiguador fosfato de sodio 50mM, pH
7,4. Se utilizd6 una concentraciéon de 15 (m), 20 (o) y 30 (A) uM de CANC y
concentracion variable de cloruro de sodio: 0 M (violeta), 2,25 M (azul), 2,5 M (celeste).



36

Finalmente, se realizé otro ensayo de multimerizacion con NaCl 2,25y 2,5 M, CANC
15, 20 y 30 uM, pero bajando la temperatura a 20°C, con el objetivo de disminuir la velocidad

del proceso. Las curvas obtenidas se presentan en la Figura 11.

Como se puede observar, no se detectd reaccion de multimerizacion para ninguna de
las condiciones ensayadas. Sin embargo, llama la atenciéon como la polimerizacion se ve
afectada por la temperatura, ya que las condiciones ensayadas difieren Unicamente en esta
variable, lo cual es acorde a lo reportado en la literatura. Es de esperar, por lo tanto, que al

aumentar la temperatura la velocidad de multimerizacion sea mayor.
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Figura 11. Multimerizacién a 20°C y amortiguador fosfato de sodio 50 mM, pH 7.4,
para concentracion variable de CANC y concentracién variable de NaCl. Corridas
representativas de la multimerizacion a 20°C y amortiguador fosfato de sodio 50mM, pH
7,4. Se utiliz6 una concentracion de 15 (m), 20 (o) y 30 (A) uM de CANC (rosado, azul y
celeste, respectivamente) y concentracion variable de cloruro de sodio: 0 M (violeta), 2,25
M (azul), 2,5 M (celeste).

A continuacion, debido a que estd reportado el uso de ZnCl, para desencadenar este
proceso in vitro, en particular en relacion a los receptores de Zn** de la proteina de la
nucleocépside, se probd dicha condicidn tanto en amortiguador fosfato como Tris-HCI1 a pH

8,0 y utilizando dos concentraciones distintas de CANC (30 y 50 puM).

Como se puede observar en la Figura 12, a medida que aumenta la concentracion de

CANC también aumenta la relacion sefial/ruido, puesto que aumentan los valores maximos
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alcanzados. Asimismo, se constatd que la DO maxima alcanzada es mayor al emplear
Tris-HCl. Sin embargo, para ambas condiciones de ensayo, no fue posible visualizar
completamente el grafico deseado para el estudio, ya que al igual que la polimerizacién por
accion de NaCl, la fase lag no se pudo registrar. También se constatd que los valores maximos
de DO obtenidos fueron menores en comparacion con el ensayo con NaCl para la

concentracion 30 uM de CANC.
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Figura 12. Multimerizacién a 30°C, pH 8,0, 30 y 50 pM de CANC y 100 pM ZnCl,, en
amortiguador fosfato de sodio 50 mM y TRIS-HCI 50 mM. Corridas representativas de la
multimerizaciéon a 30°C y pH 8,0, en amortiguador fosfato de sodio 50 mM (A) y TRIS-HCI 50
mM (B). Se utilizé una concentraciéon de 30 pM de CANC (o) y 50 uM de CANC (m),
concentracion de cloruro de zinc: 0 pM ZnCl, (color violeta) y 100 uM ZnCl, (color azul).

En base a los resultados obtenidos, se puede observar que el tiempo que transcurre
entre que es desencadena la multimerizacion y comienza la lectura del proceso midiendo la
DO in vitro presenta la problematica de que no es posible visualizar de forma satisfactoria
todo el proceso de multimerizacion, ya que no se logra registrar la fase lag y la primera parte
de la fase de crecimiento exponencial. Estas secciones del grafico son de gran importancia
debido a que se requiere tiempo suficiente para poder sembrar la placa durante los ensayos de
inhibicion y para efectuar la incubacion de los compuestos previo a las medidas de DO.
Ademas, como se menciond, el estudio de inhibicidén o aceleracién de la multimerizacion de

la CANC recombinante se basa en el andlisis de pendientes durante la fase de crecimiento
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exponencial, siendo necesario que la misma se encuentre completa y cuente con suficientes

puntos para su posterior analisis matematico.
5.2.2. Multimerizacion por accion de la temperatura

Con el fin de identificar condiciones reproducibles en las que sea viable la siembra de
la placa completa asi como el andlisis posterior de la grafica sigmoides, se plantearon ensayos
de multimerizacion en los cuales el desencadenante del proceso fuera la temperatura. Para
ello, se trabajo6 modificando distintas variables que incluyeron el pH y la temperatura,

manteniendo inicialmente fija la concentracion de proteina en 150 pM.

La Figura 13 muestra los ensayos realizados a distintos pH entre 7,0 y 8,0 a las
temperaturas de 30, 33, 37 y 40°C. Como se puede observar, recién a partir de los 37°C se
logrd registrar el comportamiento esperado para la multimerizacion. Comparando con los
ensayos anteriores en los que se utilizaba el agregado de sales como desencadenante del
proceso, en el que aumentar la concentracion de proteina no permitia seguir correctamente la
multimerizacion por este método, la incubacion a 37 6 40°C resulta en una curva sigmoidea
con buena relacion sefial/ruido. En particular, al incubar a 40°C se obtiene una fase lag mas
clara y prolongada que habilitaria la siembra de una placa completa sin interferir con el
seguimiento del proceso, ya que como se menciond anteriormente, la fase lag es necesaria
para poder realizar la siembra en placa en los ensayos de inhibicion y de la incubacion de la
misma y la fase de crecimiento lineal es necesaria para hacer la determinacion de la magnitud

de las pendientes.
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Figura 13. Multimerizacion a concentracion fija de 150 pM CANC y distintos valores de pH
y temperatura. Panel A. Ensayo a 30°C, Panel B. Ensayo a 33°C, Panel C. Ensayo a 37°C y
Panel D. Ensayo a 40°C. En cada panel los siguientes valores de pH: 7,0 (m), 7,4 (), 7.8 (A)y
8,0 (V).

A su vez, es interesante mencionar que al igual que ocurrid en los experimentos ya

discutidos de la Figura 13, al aumentar el pH se alcanzan mayores valores de DO, es decir

mayor sefal, lo que favorece el seguimiento del proceso. Por ultimo, se observo que a pH 8,0

y 40°C los resultados presentan menor dispersion estandar relativa (RSD) respecto a aquellos

obtenidos a pH 8,0 y 37°C, lo cual favorece la repetibilidad de la condicion ensayada.

Debido a los resultados favorables obtenidos a 40°C y la tendencia descrita en relacion

al pH, se repitio dicha condicién utilizando pH entre 7,8 y 8,4. La Figura 14 ilustra los

resultados obtenidos. Como se puede observar graficamente, los valores maximos de DO
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continllan aumentando conforme el pH aumenta, siguiendo la tendencia mencionada para los
ensayos anteriores. Ademas, los resultados obtenidos para las pendientes a pH 7,8 y 8,0
fueron similares a los obtenidos en el ensayo de la Figura 13, mostrando reproducibilidad. En
el mismo sentido, a pH 8,2 los resultados poseen una dispersion menor que las dos primeras
condiciones, y los valores maximos de DO son mayores, lo cual es beneficioso. Sin embargo,
a pH 8,4 si bien se observa que el valor maximo de DO alcanzado es atin mayor, la dispersion

entre corridas también aumenta.
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Figura 14. Multimerizacion a concentracion fija de 150 pM CANC y 40°C para
distintos valores de pH. Se estudiaron los siguientes valores de pH: 7,8 (m), 8,0 (e), 8,2
(A)y84(V),

Debido a la dependencia entre el pH y la temperatura que se manifiesta en los
resultados obtenidos en la multimerizacion in vitro, se estudid el ensayo a 42°C para los
mismos cuatro valores de pH, como se muestra en la Figura 15. Se puede observar que para
todos los pH se alcanzan variaciones de DO en el entorno de la unidad. Sin embargo, a los pH
7,8 y 8,4 se detectdé menor reproducibilidad en relacion a la velocidad de agregacion de la

proteina comparado con los pH 8,0 y 8,2.
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Figura 15. Multimerizacion a concentracion fija de 150 pM CANC y 42°C para
distintos valores de pH. Se estudiaron los siguientes valores de pH: 7,8 (m), 8,0 (#)8,2
(A)y 84(V).

En base a los resultados obtenidos para los ensayos a distinto pH tanto a 40°C como a
42°C, se busco reducir la cantidad de proteina utilizada para aumentar el rendimiento de la
misma. En la Figura 16 se muestran los resultados obtenidos para una concentracion de
CANC de 100 uM a pH entre 7,8 y 8,4 a 40°C. Como se puede observar, la fase lag no se ve
influenciada por esta disminucion de la concentracion de CANC, lo cual es beneficioso ya
que aumentamos el rendimiento en el uso de la proteina de interés. Por otro lado, se vio que

las pendientes a pH 8,2 y 8,4 son similares.

Llama la atencion el hecho de que el ensayo presentado en la Figura 16 presenta
valores maximos de DO mayores respecto a los observados en la Figura 14, la cual utiliza
mayor concentracion de proteina. A pesar de que dentro de un mismo ensayo, se observa
mayor incremento de la DO a mayor concentracion proteica empleada, al comparar ensayos
independientes no siempre se cumple esta tendencia. Esto refuerza la idea de que se hace
necesario identificar condiciones que proporcionan resultados reproducibles y coherentes de

manera sostenida entre ensayos independientes.
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Figura 16. Multimerizacion a concentracion fija de 100 pM CANC y 40°C
para distintos valores de pH. Se estudiaron los siguientes valores de pH: 7,8 (m),
8,0 ()82 (A)y 84(V).

Hasta el momento, se presentaron los resultados de los ensayos de multimerizacion
desencadenada por aumento de temperatura y cémo estd se relaciona con las distintas
variables involucradas en el proceso. En este sentido y de acuerdo a lo esperado, se vio que a
mayor concentracion proteica, mayor es la velocidad de multimerizacion, y que lo mismo
ocurre al aumentar el pH y la temperatura. En base a los experimentos previos se decidid
ensayar las condiciones de multimerizacion a 40 y 42 °C, a pH 8,0, 8,2 y 8,4 y utilizar tres

concentraciones diferentes de CANC, de manera de identificar las condiciones Optimas.
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Como se puede observar en las Figura 17 y 18, a las dos temperaturas y pHs
ensayados conforme aumentamos la concentracion de CANC se incrementan las pendientes
de la curva y se alcanzan valores mas altos de DO final, lo que sugiere que
independientemente de las otras variables la mayor concentracion de proteina favorece la
multimerizacion de la CANC. Ademas, se puede observar que a medida que se incrementa el
pH para dosis fijas de CANC también se observa un aumento de la pendiente, siendo mas
evidente al comparar las concentraciones de 75 y 100 uM de CANC, con la de 150 pM. Esto
es concordante con los ensayos reportados previamente (Gross I. et al, 1997; Medrano M,

2018).
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Figura 18. Graficas comparativas de pendientes obtenidas en los ensayos a (A) 40°C y (B)
42°C. Estos experimentos se realizaron en amortiguador fosfato de sodio 50 mM, a pH variable y
a distintas concentraciones de CANC recombinante, segin la siguiente referencia: 1) 75 uM
CANC y pH 8,0, 2) 100 pM CANC y pH 8,0, 3) 150 uM CANC y pH 8,0, 4) 75 uM CANC y pH
8,2, 5) 100 uM CANC y pH 8,2. 6) 150 uM CANC y pH 8,2, 7) 75 uM CANC y pH 8,4, 8) 100
uM CANCypH 8,4y 9) 150 uM CANC y pH 8.4.

En conjunto, los resultados muestran que las pendientes obtenidas se incrementan a
medida que aumenta la concentracion de CANC y el pH. Ademas, los valores de pendientes
obtenidos a 42°C son mayores a los obtenidos a 40°C (Figuras 18B y 18A, respectivamente).
Sin embargo, al analizar los estudios de dispersion de pendientes se observa que la misma es
menor a pH 8,2 con respecto a los ensayos a pH 8,0 y 8,4. Debido a que los valores de
pendiente obtenidos a 42°C y 150 uM CANC son mayores y presentan menor dispersion que
a pH 8,2, se seleccionaron estas condiciones como Optimas para la realizacion del ensayo de

multimerizacion in vitro y el cribado de moléculas en placa de 96 pocillos.

Finalmente, para evaluar la reproducibilidad del ensayo se realiz6 una comparaciéon de
las pendientes obtenidas en estas condiciones para cada uno de los ensayos realizados en

diferentes dias. Este anélisis se muestra en la Figura 19.
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Figura 19. Resumen de pendientes ensayos de multimerizacion utilizando 150 pM de
CANC en amortiguador fosfato de sodio 50 mM, pH 8,2, a 42°C.

Resulta interesante notar que la condicién de ensayo elegida posee un valor promedio
de pendientes correspondiente a 0.0017 + 0.00038 s'. Sin embargo, vemos que tenemos
algunos ensayos que se alejan de este valor, lo cual indica que el ensayo presenta una
variabilidad natural. Las pendientes presentan una desviacion estandar relativa del 12,4 %, un
valor algo mayor a la desviacion estandar relativa del 10 % que es la deseada para un ensayo
bioldgico robusto. Si no consideramos las pendientes por debajo de 0.0013 s y la que esta
por encima de 0.0024 s' que se alejan claramente del promedio, la desviacion estandar
obtenida es del 6,5 %. Cabe destacar que la variabilidad puede estar influenciada por la
manipulacion y por el empleo de diferentes producciones de la proteina recombinante. Por
otro lado, si consideramos que al momento de realizar los estudios de inhibicion los ensayos
se realizan por quintuplicado es posible obtener una estimacion de la incertidumbre del
método de ensayo, la cual corresponde para un 95 % de confianza a 0.0004 s™'. Por otro lado,
es importante aclarar que para la evaluacion de los compuestos siempre se incluye un control
de velocidad de multimerizacion en cada placa y el efecto de los mismos sobre el proceso se

calcula siempre en relacion al control de la propia placa.
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6. CONCLUSIONES

Durante esta pasantia, se realizd la expresion y purificacion de la proteina de la
capside del VIH en bacterias de E. coli BL21(DE3) en cantidad suficiente para la realizacion
de ensayos de multimerizacion in vitro en placa de 96 pocillos, donde se logrd estudiar el
efecto de diferentes agentes desencadenantes de la agregacion proteica (fuerza idnica de sales
monovalentes y divalentes, concentracion de proteina, temperatura, pH y solucién
amortiguadora). A su vez, se identificaron condiciones experimentales reproducibles con
buena relacion sefal/ruido, que permiten el cribado e identificacion de moléculas capaces de
interferir con el proceso de multimerizacion de la CANC. Se establecieron como condiciones
Optimas la realizacion del ensayo en placa de 96 pocillos, siguiendo la densidad optica a 340
nm en un lector de placa con modo cinético, utilizando un volumen final de 100 pL, una
concentracion de 150 uM de CANC recombinante en amortiguador fosfato de sodio 50 mM,

pH 8,2 e incubando la placa a 42°C para desencadenar el proceso de ensamblaje.
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Figura 21. Secuencia aminoacidica de la CANC recombinante. Arriba se muestra la secuencia de
la CANC alineada con los tres componentes que forman esta proteina de fusion: la proteina de la
capside CA, el péptido espaciador p2 y la proteina de la nucleocapside NC.



Figura 22. Siembra en placa para ensayos de multimerizacién genérica. En los
pocillos donde ocurrié la multimerizacion se observa la aparicion de agregados
blanquecinos de CANC.

Figura 23. Espectrofotometro Agilent technologies (Cary 60 Uv-vis)

Figura 24. Cromatégrafo automatizado (AKTA Pure™)
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Figura 25. Varioskan Flash (Thermo scientific; Biriden)

HiPrep’
SP FF 16/10

Figura 26. Columna de cromatografia de intercambio ionico (SP 6/10, Citiva™)

Figura 27. Columna de cromatografia de exclusién molecular (10/300 GL, Superdex™ 75).
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