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Resumen

Los retrovirus son una preocupacién importante de salud publica tanto en seres
humanos como en animales. En los seres humanos, se estima que méas de 35 millones de
personas estan infectadas por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH),
responsable del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Las infecciones
retrovirales también afectan al ganado y los animales domésticos. Por ejemplo, los gatos
domeésticos son susceptibles a la infeccion con virus de inmunodeficiencia felina (VIF),
que causa una enfermedad similar al SIDA. La prevalencia de la infeccion por VIF
puede alcanzar hasta el 30% de los gatos domésticos en los paises desarrollados. El
ganado es afectado por el Virus de la Leucosis Bovina (VLB), agente causal de la
Leucemia Bovina Enzootica. Infecta al ganado vacuno en todo el mundo, provocando
grandes pérdidas econdmicas, con impacto en la industria lechera. En Uruguay se
estima que mas del 60% del ganado se encuentra infectado con este virus. Contra estas
infecciones, que representan un importante problema econémico y de salud, no existen
vacunas aun. Existen maltiples medicamentos antivirales que logran la sobrevida de las
personas infectadas, pero estos no son de uso veterinario. Por otra parte, dada la
variabilidad continua de los retrovirus, constantemente se generan nuevas variantes
virales resistentes a estos medicamentos. Por todo esto se hace necesario el desarrollo de
nuevos farmacos para el tratamiento de estas infecciones. Existen varios blancos
moleculares para el disefio de farmacos antivirales, tales como la transcriptasa inversa,
proteasas, integrasas, la proteina de la capside (CA) y la envoltura viral. Los farmacos
con actividad antiviral que existen y se utilizan para tratar la infeccion por retrovirus se
dirigen principalmente a inhibir la transcriptasa inversa o la proteasa. Estas moléculas
tienen una gran complejidad sintética y estructural, que los hacen poco aplicables para
su uso veterinario. De todos los blancos moleculares, las proteinas de capside son las
mas versatiles al momento de la basqueda de moléculas inhibidoras. Las interacciones
intermoleculares entre las proteinas de la capside son esenciales para la formacion de
particulas virales infecciosas, haciendo a CA un blanco interesante para el desarrollo de
compuestos antivirales. En este trabajo se puso a punto una técnica sencilla de basqueda
de moléculas inhibidoras de la polimerizacion de la CA de VLB y VIF, utilizando la

propiedad de polimerizacion que tiene CA, empleando espectroscopia UV-visible para



seguir el ensamblaje de ambas capsides. Se ensayd ademas una veintena de moléculas

para validar la metodologia.



Introduccién y antecedentes.

Los retrovirus son una preocupacion importante de salud publica en los seres humanos y
los animales. En los seres humanos, se estima que mas de 35 millones de personas estan
infectadas por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), responsable del
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), segun el informe de ONU-SIDA
2013, Las infecciones retrovirales también afectan al ganado y los animales
domeésticos. Por ejemplo, el ganado es afectado por el Virus de la Leucosis Bovina
(VLB). VLB es el agente causal de la Leucemia Bovina Enzo6tica?. Infecta al ganado
vacuno en todo el mundo, provocando grandes pérdidas econdmicas®*°. La infeccion
con VLB estd muy extendida en la industria lactea, por lo que la mayoria de los
productores tratan de forma activa de reducir la incidencia dentro de sus rebafios
mejorando las técnicas de manipulacién. Sin embargo se estima que la infeccion con
VLB costaria a la industria lactea cientos de millones de dolares anuales y esto es

probablemente una estimacion conservadora®.

VLB no causa molestias al animal o graves patologias a menos que la infeccion
progrese a leucemia o linfoma. Sin embargo, gran parte de la investigacion apoya la
idea de que la infeccidn por VLB causa funcion inmunoldgica anormal generalizada. La
infeccion con VLB puede afectar las células tanto del sistema inmune innato como del
adaptativo y alterar el correcto funcionamiento de las células no infectadas’. La
transmision viral se puede dar de forma vertical, aproximadamente 15% de los casos
(transplacentaria o via calostro) u horizontal, aproximadamente 85% de los casos

(contacto con sangre infectada, mucus, tejidos, semen o insectos hemat6fagos)®.

En Uruguay se estima que mas del 60% del ganado se encuentra infectado con este
virus, implicando un altisimo riesgo econdmico®. La agroindustria lactea en Uruguay
implica econdémicamente el 9,3% del PBI agropecuario y 7,3% del total de
exportaciones. Se estima ademas que en afios futuros las exportaciones ganaderas se
exigiran libres de VLB, por lo cual deben generarse alternativas de tratamiento

diferentes del sacrificio.

Los gatos domésticos (asi como los felinos salvajes) son susceptibles a la infeccion con
virus de inmunodeficiencia felina (VIF), que causa una enfermedad similar al SIDA. La
prevalencia de la infeccion por VIF puede alcanzar hasta el 30% de los gatos

6



domésticos en los paises desarrollados®!!. Debido a la marcada similitud entre VIF y
VIH en la organizacion genomica, estructura del virus, la replicacion del virus y la
patogénesis de la enfermedad, la infeccion de los gatos con VIF es una herramienta Gtil
para estudiar y desarrollar nuevos farmacos y vacunas para el VIH. Los medicamentos
antirretrovirales ampliamente estudiados en la infeccion por el VIH se han centrado en
diferentes etapas del ciclo de replicacion del virus: (1) la inhibicién de la entrada del
virus en las células susceptibles al anclaje a los receptores de superficie celular y co-
receptores, (2) inhibicion de la fusién de la membrana del virus con la membrana
celular, (3) bloqueo de la transcripcion inversa de ARN gendmico viral, (4) interrupcién
de la translocacion nuclear y la integracion del ADN viral en los genomas del
hospedero, (5) prevencidén de procesamiento de transcripcion viral y la exportacién

nuclear, y (6) inhibicion de ensamblaje del virién y la maduracién (Figura 1).

Envoltura

CA

Transcriptasa
inversa

Figura 1. Ejemplo de ciclo de replicacion de un retrovirus (VIF). Diagrama donde se
muestran los sitios potenciales de accion de la terapia antirretroviral: (1) anclaje a los
receptores de membrana, (2) fusién con la membrana celular, (3) transcriptasa inversa,
(4) translocacion al nucleo e integracion al genoma celular, (5) transcripcion viral y
exportacién, (6) proteasa viral y procesamiento proteico, (7) ensamblaje del virién y
maduracion; (8) liberacion de la particula viral. (Tomado de Mohammadi H, 2012)*?



Contra estas infecciones, que representan un importante problema econémico y de
salud, no existen vacunas ain*®. Existen multiples medicamentos antivirales que logran
la sobrevida de las personas infectadas, pero estos no son de uso veterinario (Figura 2).
Ademas, por la variabilidad continua de los retrovirus, constantemente se generan
nuevas variantes virales resistentes a estos medicamentos***°, Por todo lo anteriormente
mencionado, se hace necesario el desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento de
estas infecciones virales (tanto por la falta de farmacos especificos de uso veterinario,
como por la generacion constante de resistencia). Existen varios blancos moleculares
para el disefio de farmacos antivirales, tales como la transcriptasa inversa, proteasas,
integrasas, la proteina de la capside (CA) y la envoltura viral (Tabla 1)!6:171819.20 | og
farmacos con actividad antiviral que existen y se utilizan para tratar la infeccion por
retrovirus se dirigen principalmente a inhibir la transcriptasa inversa o la proteasa
(Figura 2 y Tabla 1)?%%2, Estas moléculas tienen una gran complejidad sintética y
estructural, que las hacen poco aplicables para su uso en el tratamiento de animales y

resulta costoso para las personas.

Figura 2. Agentes antirretrovirales utilizados en la clinica actualmente inhibidores de la

transcriptasa inversa. A) Mesylato de delaviridina, B) Nevirapina, C) Efavirenz.



Tabla 1. Compuestos antirretrovirales de uso comercial y sus mecanismos para VIH.

Blanco Agentes Estructura
Entrada del virus Maraviroc (antagonista de Y4
CCRb), Enfuvirtide (\ij
(inhibidor de la fusion) T
(J 1 .
AN AL
4 /‘h‘-NN

Trascriptasa inversa

(analogo de nucleotidos)

Zidovudine, Stavudine,
Lamivudine, Didanosine,
Abacavir, Emtricitabine
Tenofovir disoproxil
fumarate

Trascriptasa inversa (No-
analogo de nucledtidos)

Efavirenz, Nevirapine,
Delavirdine, Etravirine
Indinavir, Ritonavir,
Nelfinavir, Saquinavir

Cl

Atazanavir, Darunavir,

Proteasa
Fosamprenavir, Tipranavir, N
Lopinavir AI/H o 9,
! c‘) N ; |\|\u N\H/
Integrasa Raltegravir o, 1 on \/@/F
| H
HF;:S:(S\)%N N
HN. 0 [s]
Q \;q
H30>_N
Anclaje a CD4 PRO-542, BMS-806

Receptor de quimiocinas

Vicriviroc, PRO 140




Tabla 2. Compuestos con actividad antiviral en VIF y VLB

Blanco Agente Datos bioldgicos Estructura
CXCR4 AMD3100 Reduccion de la
replicacion de VIF in vitro "H HN
y tolerado por los gatos A@v
Transcriptasa Zidovudine, Previene la replicacion
inversa Stavudine, viral in vitro e in vivo,
PMEA, disminuye la carga viral en ”O—L J
Dideoxycytidine | gatos infectados cronicos N_N_N
, Fozivudine, con VIF, tolerado en gatos
WHI-07
(derivative of
zidovudine),
Stampidine,
Lamivudine
Proteasa TL-3 Inhibicion de la replicacion | g O
viral por VIF. Tolerado in | ©h-, rn‘t'ﬂ‘ulr;tiﬂr;‘:i‘[‘g‘r Jom
vivo con reducidoefecto |  © o~ 4
neurodegenerativo
Integrasa L-870810 Reduccion de la )
replicacion de VIF in vitro ) ONL'T*T
LT
\FJ
VLB (Protein 1-(5- Inhibicidn de la expresion [Hl
Kinase C) isoquinolinylsulf de VLB medido por N"CH
0=5=0 -2HCI
onyl)-3- antigenos gp51 o p24Pag =
N
methylpiperazin en células PBMC
e infectadas?®
dihydrochloride
VLB Shiga Toxin 1 Inhibicidn de la expresion
(desconocido) de P24 (CA) de VLB en
células PBMC infectadas®*

10



De todos los blancos moleculares, las proteinas de la capside son las mas versatiles al
momento de buscar moléculas bioactivas, dado que estas se pueden obtener en grandes
cantidades y el seguimiento del proceso de ensamblaje no necesita de sustratos
sofisticados. Las interacciones intermoleculares entre las proteinas de la capside son
esenciales para la formacion de particulas retrovirales infecciosas, haciendo a CA un
blanco interesante para el desarrollo de compuestos antivirales®®. De hecho, si los
compuestos inhiben el ensamblaje de la cépside, bloquean la formacion de nuevas
particulas virales y por lo tanto limitan la propagacion de la infeccion. Por otra parte,
CA se puede usar en ensayos de cribado (screening) de alto rendimiento sin necesidad
de utilizar técnicas complicadas y sustratos costosos?®. Existe un extenso trabajo de
inhibidores de la formacion de la cépside de VIH que validan su uso como agentes

antivirales (Figura 3) 27:28.2930,31,32.33

/ N
Q aeSVes

Familia 1

Familia 2 Familia 3
- @A ~
o P 8 Sasd
.,h N /\W,Ho H ! N
s . () P
Familia 4 Familia 5 Familia 8 Familia7

Figura 3. Familias de compuestos identificados como inhibidores de la formacion de la
capside de VIH.
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Bevirimat

VIH-1Gag [_wmA ) CA ‘@[ NC IS ) Unién y estabilizacion
Unidn e interrupcién del cribado de la particula
inmadura

Figura 4. Esquema del mecanismo de accion de uno de los antivirales (Bevirimat) con

blanco en el ensamblaje de la particula viral (Tomado de Mohammadi H, 2012)*2,

Las funciones de la capside incluyen la proteccion del genoma y el reconocimiento por
parte de la célula huésped donde sera liberado el genoma. Existe cierta versatilidad en
las cépsides virales debido a que presentan una estabilidad tal que permite la
supervivencia del virion en el medio extracelular, y a su vez tienen la capacidad de
modificar su conformacion una vez dentro de la célula huésped para la liberacion del
genoma. La capside estd constituida por muchas moléculas de naturaleza proteica, ya
sea de una misma especie o de diversas, que se organizan de modo tal de formar

estructuras simétricas (Figura 5).

Figura 5. Esquema de las posibles estructuras simétricas que puede adoptar la capside
viral. A) Cono, B) tubo, C) icosaedro, D) hélice (Tomado de Briggs J. et al, 2006)*.
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La capside de VLB, segun estudios biofisicos recientes, puede adoptar formas tubulares
o esferoides in vitro (Figura 6). Ademas, la CA existe como mondémero en solucion a
bajas temperaturas. La polimerizacion in vitro es dependiente de multiples factores que
hacen que esta forme polimeros de gran tamafio. La polimerizacion de CA es
dependiente de la concentracion, la fuerza idnica, la presencia de sales divalentes y la

temperatura (Figura 7).

Figura 6. Micrografias electrénicas (ME) que muestran A) la forma tubular de la
capside de VLB, B) la forma ovoide y C) la capside nativa (Tomado de Obal G. et al,
2015)%,

Efecto de la temperatura Efecto de la fuerzaidnica Efecto de los aniones divalentes
29+ = NaCl
L Tm:m;:ﬂ"r (LB lonclmrunm M 55,'30
e P —— .. . .rw '“:'(-:: - l(ran{l
b H p——— ] F g . TR 05 | HaFQ,

< Kpo,

- E
E -
- 158 § " //—‘—'————
L =1
LT K ;

Py = »i

(X3 0.8 1% 1.8 ) 28
o b 10 1 ) )
Time {firs) Tirna (min)

Tieno | mim)

Figura 7. Efecto de la temperatura, fuerza iénica e iones divalentes en la polimerizacion
de CA. Cuando la temperatura se acerca a la fisiologica de la vaca, se promueve la
polimerizacion, al igual que el aumento de los aniones divalentes como fosfatos y
sulfatos (Tomado de Obal G. 2014)%.
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La capside de VIF asi como la de otros lentivirus, adopta una simetria cénica formada
por alrededor de 1500 moléculas de CA asociadas en pentdmeros y hexameros segun
revelan estudios por ME®*" (Figura 8). Estudios recientes realizados con CA de VIF
indican que esta proteina puede polimerizar in vitro formando una seudocapside en
condiciones estrictas de concentracion proteica, fuerza i6nica y temperatura. Los
analisis por ME han revelado que CA de VIF polimeriza in vitro formando estructuras
esféricas. Datos que derivan del andlisis por dispersion de luz (Light scattering) de
dichas particulas indican que el didmetro aproximado que adoptan las mismas es de 32
nm. La capside de VIF, a diferencia de la de VLB, se ensambla en condiciones de alta
concentracion de sales monovalentes. EI comportamiento de ensamblaje de ambas
capsides parece ser similar, siendo posible tratarlas indistintamente, sin grandes

variantes en la manipulacion experimental®®,

Figura 8. ME de la capside de VIH (A) y de VIF (B).
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Propuesta de trabajo y objetivos

En el presente trabajo se trabajo en la puesta a punto de una técnica de screening para
identificar moléculas bioactivas en la polimerizacion de la proteina CA de retrovirus
con gran importancia en Salud. Ademas, se propuso identificar motivos estructurales
con dicha actividad biologica. También se puso a punto la purificacion de la CA de VIF
para obtener cantidades suficientes para los ensayos de polimerizacién. La técnica de
screening permitiria la identificacion de moléculas con potencial interaccion en el
proceso de ensamblaje de las particulas virales de forma rapida, econémica y sencilla.
Esta interaccion puede llevar a la interrupcion de la infeccion y la consecuente
eliminacion del virus, convirtiendo a estas moléculas en potenciales antivirales. Con las
moléculas identificadas se inicia un proceso de disefio bioguiado de moléculas
bioactivas para la potenciacién de la actividad bioldgica y el inicio del camino de

desarrollo a un farmaco antiviral.
Obijetivo general

Puesta a punto de un ensayo rapido y sencillo para la identificacion de moléculas

inhibidoras de polimerizacion de CA.
Obijetivos especificos:

1- Puesta a punto de la obtencion de proteina de CA de VIF en escala gramo.

A) Transformacion de las bacterias con plasmido de CA de VIF.
B) Crecimiento de las bacterias e induccion de la expresion.
C) Lisisy purificacion de la proteina de CA de VIF.

2- Puesta a punto del ensayo de polimerizacion de CA, mediante una técnica
sencilla y econémica que pueda ser utilizada en ensayos de cribado masivo
(Screening).

A) A partir de la CA de VLB pura realizar los estudios de polimerizacion en
presencia de DMSO.
B) Minimizar la cantidad de proteina en los ensayos de polimerizacion.
3- Busqueda de motivos estructurales con actividad inhibitoria de la polimerizacion

de CA utilizando la técnica desarrollada en el objetivo 1.
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Materiales y métodos

Transformacion de bacterias competentes con el plasmido que contiene la CA de VIF.
Se transformaron bacterias E. coli cepa BL21(DE3)pLysS (cepa para expresion) y
DH5a (cepa para clonado) agregando 5 uL de plasmido pRSET-p24 a 50 uL de una
suspension de las bacterias quimiocompetentes y se incubaron en hielo por 20 minutos.
Luego se incubaron por 90 segundos a 42°C y nuevamente en hielo por 2 minutos.
Pasado este tiempo, se agregaron 300 uL de medio LB y se incubaron por 50 minutos a
37°C con agitacion a 200 r.p.m. Finalmente, se plaguearon 50 pL de bacterias
transformadas en placa de LB/agar/ampicilina y se incubaron toda la noche a 37°C. El
plasmido fue amablemente cedido por el Dr. Christophe Guillon, del Institut de
Biologie et Chimie des Protéines, Université Lyon I, Lyon, Francia. Dicho plasmido
codifica para la CA de VIF con una secuencia de 6 histidinas en el extremo N-terminal
para su posterior purificacion. La transformacion fue confirmada por la presencia de
colonias bacterianas capaces de crecer en presencia de ampicilina. Finalmente, se
seleccionaron bacterias transformadas de una colonia aislada y se cultivaron a 37°C en
medio de cultivo Terrific Broth (TB) con el agregado de ampicilina 25 pg/mL vy
cloranfenicol 50 pg/mL con el fin de generar crioindculos para ser utilizados para el

posterior crecimiento y expresion®e.

Expresion y purificacion de la CA de VIF. Para esta etapa, se siguid el protocolo
descrito en Guillon et al, 2013, con algunas modificaciones®. Brevemente, se crecieron
las bacterias transformadas en TB hasta una densidad 6ptica a 600nm (ODsoonm) de 0.3-
0.4 unidades de absorbancia, y se indujo la expresion de CA mediante el agregado de
isopropil-p-D-tiogalactopiranosida (IPTG) a una concentracion final de 4 mM. Luego
de 20 h de induccion a 25 °C, las células fueron centrifugadas durante 20 min a 8000
rpm. Los sedimentos celulares fueron pesados y luego almacenados a -80 °C hasta la
purificacion de CA%. El pellet de bacterias (15.7 g obtenidos a partir de 2 L de un
cultivo liquido) se resuspendio y lisé en buffer LEW (50 mM NaH.PO4, 300 mM
NaCl), 5 mM imidazol, pH 8, con lisozima a una concentracion final de 1 mg/ml,
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mg/mL y ADNasa | a una concentracion final
de 2 U/ml, seguido de 1 hora de incubacion en hielo con agitacién. La suspension
obtenida se lis6 por sonicacién (Omni Sonic Ruptor 400 Ultrasonic Homogenizer) en

hielo durante 3 ciclos de 3 minutos. Las bacterias lisadas fueron clarificadas por
16



centrifugacion a 16000 x g por 30 minutos y el sobrenadante se filtré a través de una
membrana de 0.45 pum. El sobrenadante obtenido se cargd en una columna HisTrap™
HP, 1 mL, empaquetada con una resina de Ni®*-Sefarosa. La fraccion no unida a la
columna (FNU) fue cargada nuevamente en la misma. A continuacion se conectd la
columna al sistema de purificacion de proteinas AKTA™, se realizé un lavado con 10
volimenes de buffer LEW con 30 mM imidazol, y finalmente la CA de VIF fue eluida
en un gradiente de imidazol en buffer LEW. La concentracién aparente de la proteina
recombinante fue determinada a partir de los datos de absorbancia a 280 nm, por la Ley
de Beer, utilizando el épsilon tedrico (calculado con el programa online expasy)®°,
obtenido a partir de la secuencia aminoacidica de CA de VIF extraida de la base de
datos libre Uniprot*. La identidad y la pureza de CA de VIF se evaluaron usando un
estandar por analisis por SDS-PAGE. La proteina fue dializada contra 50 mM de fosfato
de sodio (pH 7.4) y concentrada usando un dispositivo de ultrafiltracién Corning Spin-X
Concentrator 20 mL (10 kDa MWCO, Sartorius).

Polimerizacion in vitro de la proteina recombinante CA de VIF. La mezcla de
reaccion de polimerizacion de CA de VIF se realizé en un volumen final de 50 pL en
placas de 96 pocillos y la concentracion final de la proteina fue de 5.0 mg/mL, 10
mg/mL y 15 mg/mL en Buffer NaH2PO4 50 mM, NaCl 1 M, pH 7.4. Se midio la
absorbancia a una longitud de onda de 340 nm cada 30 segundos, en un lector de placas
Varioskan™ Flash Multimode Reader (Thermo Scientific™) a 37 °C, durante 30

minutos.

Polimerizacion in vitro de la proteina recombinante CA de VLB. La proteina CA de
VLB pura fue gentilmente cedida por el Dr. Otto Pritsch y purificada por Federico
Carrion, de la Unidad de Biofisica de Proteinas, del Instituto Pasteur de Montevideo. La
mezcla de reaccion de polimerizacion de CA de VLB se realizé en un volumen final de
50 pL en placas de 96 pocillos, la concentracion final de la proteina fue de 5.0 mg/mL
(178 pM) en Buffer HEPES 20 mM, NaCl 50 mM, H2NaPO4 300 mM pH 7.4, DMSO

0.5% (70 puM) (concentracion maxima estricta). Se midio la absorbancia a una longitud
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de onda de 340 nm cada dos minutos en un equipo Varioskan™ Flash Multimode

Reader (Thermo Scientific™) a 38°C, por un tiempo total de 80 minutos.

Seleccidn de los compuestos a ensayar. De una quimioteca de méas de 1000 compuestos
diferentes se seleccionaron los compuestos para utilizar en los ensayos de inhibicién del
ensamblaje. La quimioteca fue gentilmente cedida por el Grupo de Quimica Medicinal
de la Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica. En primera instancia se fijaron
arbitrariamente tres criterios de seleccion: 1) similitud estructural con los inhibidores de
la polimerizacién de CA de VIH reportados, 2) abundancia y simplicidad en la sintesis,
y por ultimo, 3) eleccidn al azar. Para el primer criterio se utiliz6 el software gestor de

librerias de compuestos (Quimiotecas) ChemBioFinder Ultra 2.0.

Preparacion de las muestras para los ensayos de inhibicidn. Los compuestos se
disolvieron en DMSO en una concentracion aproximada de 15 mM (stock). Partiendo
de la solucion stock se realizaron diluciones seriadas variando gradualmente la

proporcion de DMSO/H-0 para minimizar la precipitacion de los compuestos.

Ensayos de inhibicion de la polimerizacion de CA de VLB. Se utilizd glucosa a una
concentracion de 30 uM como control negativo, para evaluar el efecto de una molécula
organica cualquiera (no farmaco) en la reaccion de polimerizacion. La reaccion de
polimerizacion se realiz6 en un volumen final de 50 pL en placas de 96 pocillos, la
concentracion final de la proteina fue de 5.0 mg/mL (178 uM) en Buffer HEPES 20
mM/ NaCl 50 mM/ H2NaPO4 300 mM pH 7.4, DMSO 0.5%. La concentracion inicial
de incubacion de los compuestos fue de 30 uM. Se midié la absorbancia a una longitud
de onda de 340 nm cada dos minutos, en un equipo Varioskan™ Flash Multimode
Reader (Thermo Scientific™), a 38°C, por un tiempo total de 80 minutos. La reaccion
de polimerizacion se inicié con la incorporacion de la proteina, el tiempo total de

incubacion compuesto-proteina fue de 80 min.
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Resultados y discusion

Transformacién de bacterias competentes con el pladsmido que codifica para la CA de
VIF. Se logré obtener cultivos bacterianos de E. coli BL21(DE3)pLysS que crecian en
un medio en presencia de Ampicilina y Cloranfenicol, confirmando la presencia del
plasmido que contiene la secuencia que codifica para CA de VIF. El plasmido utilizado

fue secuenciado previamente por el Dr. Guillon.

Expresion y purificacion de CA de VIF. La CA se expreso luego de 20 horas de
induccion en presencia de IPTG a una concentracion final de 4 mM como se observa en
la figura 9. La intensidad de la banda de CA en la fraccion luego de la induccién se
muestra muy tenue indicando una baja expresion de la proteina. También se observa la
ausencia de la misma en el carril contiguo correspondiente a la fraccién del cultivo
previa a la induccion (carril 1). La correcta verificacion de la presencia de CA se puede

seguir con un anticuerpo anti-cola de histidina mediante western blot.

PM MPM 1 2
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Figura 9. Andlisis por SDS-PAGE (12%) de la expresion de CA VIF recombinante.
MPM: marcador de peso molecular; 1) lisado de E. coli BL21(DE3)pLysS p24 VIF' sin
inducir; 2) lisado de E. coli BL21(DE3)pLysS p24 VIF* luego de 20 h de induccion. La
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flecha roja indica la banda correspondiente a la proteina recombinante de peso

molecular aparente de 28 kDa.

Se trabajo en la puesta a punto de la purificacion de CA de VIF mediante el uso de
columnas de IMAC, obteniéndose el mejor resultado al acoplarla a un equipo de
cromatografia FPLC. La CA de VIF recombinante se eluyé mediante un gradiente
continuo de imidazol, obteniéndose un pico entre 145y 312 mM imidazol (18 a 28 mL),

como se observa en la Figura 10.
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Figura 10. Cromatograma de elucion de la CA de VIF. Pico de CA entre los 18 y los 28

mL.

Todas las fracciones recolectadas en los procesos de expresion y purificacion de CA
fueron analizadas mediante SDS-PAGE. Como se observa en la Figura 11, la banda
correspondiente a CA de VIF se muestra muy tenue en las diversas fracciones
correspondientes a los pasos iniciales de expresion y purificacion (carriles 2-6). El carril
8 corresponde a una muestra del pico del cromatograma de la Figura 10, en el cual se
observa la presencia de una banda mayoritaria de peso molecular aparente de 28 KDa,
asi como algunos contaminantes, indicando que la purificacion no resultd del todo
exitosa, pudiendo deberse a una baja expresion de la proteina, como se discutio en la

Figura 9, o por precipitacion de la proteina en el proceso. La resina reportada en
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trabajos previos demostr6 mejores resultados. La CA se obtiene con una pureza menor
al 80% y con un rendimiento menor que el reportado por Guillon et al, 2013.38 Se
obtuvieron a partir de 15.7 g de pellet 5,4 mg de CA con una pureza del 80%.
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Figura 11. Analisis por SDS-PAGE (poliacrilamida 12%) de la expresion y
purificacion de CA VIF recombinante. MPM: marcador de peso molecular; 1: lisado de
E. coli BL21(DE3)pLysS p24 VIF" sin inducir; 2: lisado de E. coli BL21(DE3)pLysS
p24 VIF* luego de 20 horas de induccién con IPTG; 3: fraccion insoluble luego de la
lisis por sonicado y centrifugacion; 4: fraccién soluble de lisado bacteriano; 5: fraccion
no unida a la columna de Ni%*-Sefarosa; 6: fraccion de lavado con buffer LEW con
imidazol 30 mM; 7: fraccion de elucion de CA de VIF. Se indica con una flecha la
banda correspondiente a la proteina recombinante.
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Ensayo de polimerizacion de la CA de VIF. Como se observa en la Figura 12, CA de
VIF recombinante posee la capacidad de polimerizar in vitro en las condiciones
ensayadas. Con el total de la proteina obtenida se planificaron 6 experimentos por
duplicado, ensayandose 4 condiciones diferentes de proteina y una condicion sin el
agregado de sal monovalente a altas concentraciones. La polimerizacion comenz6 muy
rdpidamente antes de terminar el agregado de la proteina de los restantes pocillos.
Incluso polimeriz6 en ausencia de las sales monovalentes a altas concentraciones, mas
lentamente, dando una curva mas homogénea (Figura 13, trazo azul). Se observa que a
concentraciones mayores o iguales a 10 mg/mL la reaccion es muy réapida y brusca,
provocando la saturacion del lector y una curva heterogénea. Confirmamos que en esos
pocillos ocurrio6 la polimerizacion visualmente, como se muestra en la foto (Figura 12).
La polimerizacion no se ve afectada por la presencia de impurezas de otras proteinas, ya
que la polimerizacion se dio de igual manera que en las condiciones reportadas por
Guillon et al, 2013.38
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Figura 12. A) Polimerizacion in vitro de la CA de VIF a una concentracion final

aparente de (=) 10 mg/mL y (¢) 15 mg/mL, ambos en presencia de NaCl 1M. B)
Fotografia de la placa donde se muestra la polimerizacion a simple vista.
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Figura 13. Polimerizacion in vitro de CA de VIF. (s) Condicion control en ausencia de
CA de VIF, NaCl 1 M, (=) condicién control CA de VIF 5 mg/mL en ausencia de NaCl,
(a) condicion control de CA de VIF 10 mg/mL en ausencia de NaCl, (¥) CA VIF 5
mg/mL, NaCl 1M, («) CA VIF 10 mg/mL, NaCl 1M.

Puesta a punto del ensayo de polimerizacion de la CA de VLB. Ajuste de la
concentracion de DMSO. El primer punto para ajustar en el protocolo de polimerizacion
de p24 de VLB fue la concentracion de DMSO. EI DMSO es el disolvente por

excelencia utilizado en ensayos bioldgicos que utilizan moléculas organicas insolubles
en agua. Este es capaz de disolver una amplia gama de compuestos. Incluso se debio
ajustar el procedimiento de disolucion para lograr la minimizacion de la precipitacion de
las moléculas a 30 uM en el porcentaje de DMSO deseado, una concentracion arbitraria
fijada para obtener resultados biolégicos de inhibicion leves, moderados y altos.*! Esta
concentracion brinda un equilibrio entre una maxima concentracion de ensayo con
minima precipitacion. Es de gran importancia el estado de agregacién del compuesto al
momento del ensayo de polimerizacion, ya que una molécula precipitada (es decir en
estado sélido) puede dar tanto falsos positivos como falsos negativos; falsos positivos
por estimular la precipitacion de la proteina por agregaciéon inespecifica, y falsos

negativos por tener una dosis baja en solucion de la molécula en el ensayo (menor
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numero de moles disponibles para interaccionar con la proteina y lograr una inhibicién).
Para minimizar la precipitacién de los compuestos se bajo gradualmente el % v/v de

DMSO hasta el porcentaje deseado en el ensayo.

Se evaluaron las concentraciones de DMSO a partir de 10%, un méaximo aceptado para
otras proteinas y enzimas en ensayos de inhibicion. Se ensayo0 al 10, 5, 1 y 0.5%. Todas
las concentraciones mayores a 0.5% inhibieron la polimerizacion al 100%. La
concentracion de DMSO resultdé ser critica para la correcta solubilidad de los
compuestos, aunque la polimerizacion fue muy sensible a este solvente. La
concentracion minima aceptable, aunque muy baja para evitar la precipitacion, fue la de
0,5% (Figura 14).
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Figura 14. Condiciones éptimas del polimerizacion in vitro de CA de VLB. En este
ensayo se utilizé una concentracion de CA de VLB de 5 mg/mL en DMSO 0.5% (u).
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Control negativo. Se evaluo, por otro lado, el efecto de la presencia de glucosa en el

medio de reaccion (Figura 15). Una concentracion de 30 uM de glucosa parece no
afectar significativamente la polimerizacion de CA de VLB. Mediante el uso de dicha
molécula se pretende simular la presencia de una molécula cualquiera (de tipo organica)
que no tiene caracteristicas de farmaco, como ser otras moléculas enddgenas. Dicha
prueba se realiz6 como control de la robustez de la polimerizacion, para mostrar que
cualquier molécula no afecta el ensamblaje, apoyando asi los resultados obtenidos

posteriormente en el ensayo biologico.
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Figura 15. Efecto de la presencia de glucosa en la polimerizacién de CA de VLB. En
este ensayo se utiliz6 una concentracion de CA de 5 mg/mL, y glucosa 30 uM en Buffer
HEPES 20 mM, NaCl 50 mM, H2NaPO4 300 mM pH 7.4 ().

Minimizacién de la cantidad de proteina a utilizar. Una desventaja de los ensayos de

polimerizacion in vitro de la CA es la gran cantidad de proteina que se necesita para que
la reaccién ocurra. Para minimizar la concentracion necesaria en las condiciones del
ensayo de screening, se cambiaron dos variables: el volumen final de reaccion, que
depende de la placa a utilizar en el lector de placas, pudiéndose utilizar entre 50 y 400
ML en las placas de 96 pocillos. La limitante es en este caso el instrumental para el
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pipeteo de los compuestos. Se decidid entonces trabajar con un volumen de 50 pL en
placas de 96 pocillos, minimizando 4 veces la cantidad de proteina a utilizar en relacion
al uso estdndar de las placas en ensayos estandar de ELISA. Se evaluaron ademas
concentraciones sucesivas de proteina disminuyendo de a 1 mg/mL (Figura 16). Se
observa una sefial clara de polimerizacion para concentraciones entre 8 y 4 mg/mL. La
variacion mas importante no fue en el tiempo de inicio de la polimerizacion sino en el
méaximo de absorbancia alcanzado, que disminuyd con la concentracion de proteina.
Ademas, para las concentraciones de 5 a 3 mg/mL se ensay0 la polimerizacion
duplicando la concentracién de los iones divalentes en relacion a la reportada (300mM
PO4?). Esto afectd solamente el tiempo de inicio de la polimerizacion y las pendientes
de la velocidad inicial, que nuevamente fueron éptimos para la concentracion de 4
mg/mL, dando una buena sefial de absorbancia cercana a 0.5 OD en tiempos razonables

de incubacioén (40 min).

El tiempo de incubacion trat6 de moderarse entre 60 y 120 minutos, tiempo
razonablemente corto para ensayar cientos de moléculas por ensayo y lo
suficientemente largo para asegurar una interaccion y/o reaccion de las moléculas con la
proteina y su consecuente efecto en la polimerizaciéon. Si bien los tiempos y la
absorbancia eran dptimos para la concentracion de proteina de 4 mg/mL, esto cambio
cuando se incorporé el DMSO necesario para el ensayo (0,5%), debiendo utilizar
entonces la proteina a una concentracion de 5 mg/mL, que permitia mantener los
pardmetros de polimerizacion en presencia del DMSO. En la Figura 16 se puede ver
también que las velocidades iniciales de polimerizacion (Vi) cambian cuando se
incorpora DMSO a la reaccion. La velocidad inicial de polimerizacion para 8 mg/mL de
proteina (sin DMSO) es de 0.86 mOD/s, mientras que a 5 mg/mL de proteina (0.5%
DMSO) es de 0.13 mOD/s, 7 veces mas lenta, aunque en el mismo orden.
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Figura 16. Efecto de la concentracion de proteina en la polimerizacion de CA. Inset:

ajuste de los ejes para mostrar mejor la forma sigmoidea de la condicion con DMSO.

Eleccién de los compuestos a ensayar. No existe evidencia hasta el momento de ningln

inhibidor de la CA de VLB ni de VIF. Si bien se mostraron en la introduccion algunas
moléculas, estas no se ensayaron con las proteinas in vitro y no se tienen datos de
inhibicién al respecto. Por otra parte, dichas moléculas son muy complejas
estructuralmente, escapando del interés de este trabajo de encontrar moléculas menos
complejas. Sin embargo, para VIH si existe una extensa bibliografia de inhibidores, por
lo que se utilizaron algunas de estas moléculas para la bisqueda de compuestos
similares en la quimioteca. Se muestra en la Figura 17, a modo de ejemplo, la eleccién
de una molécula de la quimioteca siguiendo el criterio de similitud estructural,

utilizando el programa ChemOffice.

27



@ ChemBioFinder - [Quimioteca_mar2015]

@ File Edit “iew Text Search Record Scripts  Window Help
D E & ? OB K SH b M| e L | ER] Fals B B
X Tecnica .
tal_ICy Cédigo personal mutagenicidad
|T posible
. Farmula N
Maleight Ubicacidn
235,239 |C”H13N3D3 fiz
Freferances “
Structure
Disp\ay] Color  Search Type ] Tuning} Genalall
4&/ * Substiucture 0
A Full Structure =

(o]
NO,
4&/ i Nomal

~ N [o) / Ii‘ " Exact l_
I * Similar
)}\ « S 807 similar
N N
H H

I Search aver current list Defaults
Aceptar Cancelar | Aplicar |

Figura 17. Se muestra el input para la busqueda de similares en la quimioteca. Fijando
un 90% de similitud estructural con el compuesto mostrado, inhibidor de la
polimerizacion de CA de VIH (Figura 3), se encontraron 25 similares de un total de

1218 compuestos.

Ensayo de inhibicién con compuestos de la quimioteca. Una vez optimizado el ensayo
de polimerizacién en condiciones de screening y seleccionadas las moléculas de la
quimioteca a ensayar, se procedid al ensayo de inhibicion. Luego de disolver los
compuestos y corroborar su estado de agregacién, se incubaron con la proteina y se
comenzd a registrar inmediatamente las medidas. Se realizaron 3 experimentos
independientes con los compuestos elegidos al azar del grupo previamente
seleccionado, esto ultimo para minimizar el efecto de los condicionamientos y errores

de manipulacion (aumentando la diversidad y el nimero de posibilidades).

Primer experimento con compuestos (Grupo 1): Seis moléculas de las preseleccionadas

de la quimioteca fueron seleccionadas al azar. EI compuesto ID_244 fue el Gnico que no
precipitd en las condiciones del ensayo. Los resultados obtenidos para el Grupo 1
muestran que el compuesto ID_244 es el que mas afecta la polimerizacion de CA de

VLB a 30 uM (Figura 18). El resto de los compuestos se pueden considerar sin efecto a

28



esa concentracion ya que la glucosa marca el efecto aleatorio de una molécula
cualquiera y esta por debajo del resto de los compuestos. EI compuesto ID_244 afecta
en aproximadamente un 60% la reaccion de polimerizacion. La Vi del control negativo
es de 0.1 mOD/s y en presencia del compuesto es de 0.06 mOD/s. Se debe destacar
también que se utilizd una concentracion de CA seis veces en exceso con respecto a la
concentracion de compuesto. En general, en ensayos de inhibicion enzimética, es
necesario poner un exceso de compuesto para tener un efecto de inhibicion como el
observado*?. Es decir que el compuesto ID_244 no interacciona mol a mol para inhibir
la polimerizacion, indicando un efecto en otras estructuras de tamafio mayor en el

proceso de polimerizacion.
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Figura 18. Estudio de la polimerizacion in vitro de CA de VLB. Se utilizé la CA de
VLB en una concentracion final de 5 mg/mL en presencia de (+) glucosa 30 UM, ()
compuesto 1D _188 30 uM, (&) compuesto ID_203 30 uM, (+) compuesto ID_244 30
UM, («) compuesto ID_641 30 uM, (=) compuesto ID 656 30 uM, y (=) compuesto
ID_771 30 pM.
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Tabla 3. Algunos pardmetros utilizados para evaluar la actividad bioldgica de los

compuestos del Grupo 1 en la reaccién de polimerizacion de CA de VLB.

Identificacion Estructura Vi (mOD/s)* OD max
Blanco 0.13 0.5
Glucosa e 0.10 0.2

ID_188 ~(S%® 0.10 0.3

ID_203 0.12 0.3
IO

ID_244 /(;/ " 0.06 0.1
[

ID_641 = 0.11 0.2
A
<, i

ID_656 0.16 0.3

Cl E

=z
C:CENIS
0

ID_771 i . 0.14 0.3
100

*Vi (velocidad inicial de polimerizacion) Calculado por la pendiente de los tiempos
iniciales después de iniciada la reaccion, que muestran linealidad con un R? mayor a
0.99
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Segundo experimento con compuestos (Grupo 2): Para este ensayo se seleccionaron

ocho moléculas, las cuales comparten similitudes estructurales con el compuesto
ID_244, debido a que el mismo puede mantenerse en solucién incluso a muy bajas
concentraciones de DMSO. Aparentemente ningun compuesto de este grupo interfiere
en la polimerizacion de CA. Por su parte, el compuesto ID_365 estimula la
polimerizacion, lo que puede llegar a ser un resultado interesante si este compuesto
estabiliza la pseudocépside viral impidiendo de esta forma el ciclo normal del virus. La
Vi del compuesto fue de 0.22 mOD/s, es decir el doble de la obtenida bajo las
condiciones control. Para este grupo se esperaban mas resultados de actividad debido a
que estos compuestos compartian similitudes mayores al 90% con el compuesto
identificado en el Grupo 1.
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Figura 19. Estudio de polimerizacién in vitro de CA de VLB. Se utiliz6 una
concentracion proteica de 5 mg/mL en presencia de (s) DMSO 0.5%, (+) glucosa 30 uM,
(«) compuesto ID_130 65 UM, (s) compuesto ID_243 30 uM, (») compuesto ID_245 30
MM, (+) compuesto ID_248 30 pM, (+) compuesto ID_365 30 uM, («) compuesto
ID_459 30 uM, () compuesto ID_609 30 uM, y (+) compuesto ID_701 30 uM.
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Tercer experimento con compuestos (Grupo 3): Fueron seleccionadas al azar para éstos

ensayos cinco moléculas de la quimioteca. Como se observa en la Figura 20, el
compuesto ID_681 parece afectar levemente la polimerizacion de CA de VLB, dando
una Vi de 0.09 mOD/s pero una importante disminucion de la absorbancia con un
méaximo de 0.13. El efecto podria estar ocurriendo después del inicio de la reaccion
afectando la incorporacion de nuevas moléculas de CA al polimero. Por otra parte el
compuesto ID_111 parece inducir notoriamente un efecto sobre la polimerizacion de
CA de VLB. En este caso el ensamblaje se estimula por la presencia de la molécula,
observandose mayoritariamente el efecto en la absorbancia maxima, que aumenta hasta
0.55, mientras la Vi se ve levemente afectada (0.15 mOD/s). Nuevamente, esto Gltimo
representa un resultado interesante a la hora de emplear compuestos que afecten las
estructuras virales, dado que la estabilizacion de la capside viral impidiendo su

desensamblaje podria bloquear la etapa de ingreso del genoma viral a la célula.
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Figura 20. Estudio de la polimerizacion in vitro de CA de VLB. Se utilizd una
concentracion proteica de 5 mg/mL en presencia de DMSO 0.5% (=), compuesto ID_111
30 uM (s), compuesto ID_207 30 puM (.), compuesto ID_353 30 uM (¥), compuesto
ID_598 30 uM (+), compuesto ID_681 30 uM ().
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Conclusiones y perspectivas

Se logro implementar la purificacion de la CA de VIF en el laboratorio. Ademas, se
ensayo la reaccion de polimerizacion de la CA obtenida con un nuevo protocolo
utilizando lector de placas multiple, permitiendo optimizar su estudio en ensayos de

screening, minimizando el tiempo y cantidad de proteina a utilizar.

Se optimizo6 un ensayo de screening para cientos de compuestos con la CA de VLB. Se
minimizaron las cantidades de proteina a utilizar y se fijaron las condiciones necesarias
para diferenciar moléculas con actividad bioldgica en el proceso de polimerizacion de la
CA de VLB. Se ensayaron unas 20 moléculas en el ensayo optimizado, de las cuales se
identificaron 4 moléculas interesantes que pueden servir para el inicio de un proceso de

disefio bioguiado de nuevas moléculas con actividad potenciada.

En el futuro, se plantea hacer estudios computacionales con la estructura cristalografica
de CA 'y los miles de compuestos de la quimioteca, para ensayarlos luego en la reaccion
de polimerizacién puesta a punto en este trabajo, asi como realizar los mismos estudios
para VIF. Estos resultados, sumados a los encontrados durante el desarrollo de esta
tesina, permitiran iniciar y acompafaran el proceso de disefio bioguiado con las

estructuras identificadas con potencial actividad en el proceso de polimerizacion de CA.
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