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1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Triatoma virus (TrV) es un virus patdgeno de Triatoma infestans y otros insectos
hematofagos, que son los vectores principales de la enfermedad del Chagas
(tripanosomiasis americana). Esta enfermedad es un grave problema sanitario en
muchos paises de Latinoamérica, donde es endémica y afecta alrededor de 8 millones
de personas. El agente causante de dicha enfermedad es el protozoo paréasito
Tripanosoma cruzi, que infecta al insecto vector y este a su vez, infecta hospedadores
vertebrados cuando se alimenta de su sangre [Rassi et al., 2010]. Al aumentar el
movimiento migracional de las personas, la enfermedad ha logrado extenderse a
otras regiones y convertirse en un problema de salud en zonas originariamente no
endémicas [Gascon et al., 2010]. Debido a esto se ha propuesto el uso de TrV como

agente de control bioldgico frente a los vectores de la enfermedad del Chagas.

TrV es un virus esférico de simetria icosaédrica (nUmero de triangulacion t=1,
pseudo t=3), sin envoltura lipidica y con un diametro de 30 nm. Su material genético
consta de ARN de hebra simple y sentido positivo, con una longitud de 9010 bases y
una masa molecular teérica de 2.886,4 KDa, que se organiza de acuerdo al esquema
de la Figura 1. Debido a la naturaleza dicistronica de su genoma, se encuentra

clasificado dentro de la familia Dicistroviridae [Czibener et al., 2000].
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Figura 1. Organizacion esquematica del genoma de TrV. El genoma se encuentra organizado en dos ORF
(del inglés, Open Reading Frame, marco abiertos de lectura), en el primero, se codifican las proteinas no
estructurales y en el segundo, las proteinas estructurales. Los nimeros indican la posicién de los nucleétidos
en el genoma [Czibener et al., 2000].



El genoma de TrV posee dos marcos abiertos de lectura, ORF1 y ORF2, que
codifican las proteinas no estructurales y las proteinas que forman la cépside
respectivamente. Las proteinas no estructurales son: una helicasa, una proteasa y un
ARN polimerasa ARN dependiente. Estas proteinas se encuentran codificadas en el
primer marco abierto, proximo al extremo 5’ de la secuencia y vienen precedidas por
una estructura de ARN que sirve como sitio interno de entrada al ribosoma (IRES).
Desde el nucledtido 5936 al nucledtido 6109 se halla una region intergénica no
codificante de 172 nucleotidos de largo, en el cual se encuentra otro IRES. Esta
region promueve la iniciacion de la traduccion del ORF2 a partir de un coddn
distinto de AUG, dado que el codoén de iniciacion del ORF2 en TrV es CUC. Ambos
IRES poseen diferentes secuencias y presumiblemente diferentes mecanismos de

iniciacion de la traduccién [McCarthy, 2000].

La cubierta proteica del virus estd compuesta por 60 copias idénticas de tres de las
cuatro proteinas estructurales codificadas en el genoma viral, VP1, VP2, y VP3, con
unas masas tedricas de 29,7 kDa, 28,4 kDa y 31,8 kDa respectivamente. Tambien se
ha conseguido constatar la existencia de la cuarta proteina (VP4) en particulas
maduras de TrV con una masa teorica de 5,5 kDa, [Agirre et al., 2011]. La masa de
todas las proteinas de la capside hace un total de 5.394 kDa, que sumados a los
2.886,4 kDa del ARN, hacen un total de 8.282,4 kDa.

La estructura de la capside de TrV que aparece en la Figura 2, fue resuelta a 2,5 A
de resolucién mediante cristalografia de Rayos X [Rozas-Dennis et al., 2004; Squires
et al., 2013]. Un aspecto que llamé la atencion en la estructura atdbmica de TrV fue la
ausencia total de densidad que pudiera atribuirse a la proteina VP4 no sélo por
cristalografia de Rayos X sino también por diferentes metodologias de
reconstruccion tridimiensional por criomicroscopia electronica (cryo-EM) [Estrozi et
al., 2008; Agirre et al., 2013]. Estos datos sugieren que VP4, a pesar de encontrarse

en TrV, no formaria parte de su estructura icosaedrica.
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Figura 2. Superficies accesibles al solvente de la capside de Triatoma virus (TrV), Cricket paralisis virus
(CrPV) y un penton de TrV. a) Superficie accesible al solvente de TrV (entrada PDB: 3NAP) y CrPV (entrada
PDB: 1b35). Las proteinas individuales se han coloreado de acuerdo al siguiente orden: VP1, azul; VP2, verde;
VP3, rojo. Estas estructuras estan a la misma escala. TrV muestra proyecciones caracteristicas de la superficie
formadas por VP1 y VP3 alrededor del eje quintuple, y se aprecia una depresion en el eje doble de TrV. b)
Superficie del penton de TrV. Se ha destacado una proyeccion en uno de los rectadngulos. Los colores méas
oscuros corresponden a las regiones mas cercanas al centro de la particula. ¢) Una imagen més cercana de la
proyeccion en la cual se aprecian los loops de VP1 (azul) y VP3 (rojo), junto con las B-laminas subyacentes,
identificadas como M+, M2, M3 y Ma. Figura modificada obtenida de [Squires et al., 2013].

A diferencia de lo que sucede con TrV, en el caso de los picornavirus, si existe
densidad electronica atribuible a VP4 en el interior de las particulas virales. En estos
casos se ha planteado que la proteina viral participaria de forma activa en la entrada
del virus a la célula segun modelos propuestos hasta el momento [Brabec et al.,
2005; Tuthill et al., 2006], desplazandose junto con el extremo N-Terminal de VP1
al exterior del virion y formando un canal en la membrana [Danthi et al., 2003] con

la funcion de permitir la liberacion del ARN. Dado que no fue posible encontrar


http://scripts.iucr.org/cgi-bin/cr.cgi?rm=pdb&pdbId=1b35

densidad electrdnica para VP4 en la estructura cristalografica de TrV, resulté dudosa

la aplicabilidad de dichos modelos a este virus.

1.1. AUSENCIA DE LA PROTEINA VP4 EN LA ESTRUCTURA
CRISTALOGRAFICA DE LA CAPSIDE.

Una de las incognitas presentadas por el modelo obtenido a partir de la resolucién de
la estructura de TrV por difraccion de Rayos X, es la falta de densidad electronica
atribuible a VVP4. Mientras que en la estructura cristalografica de CrPV [Tate et al.,
1999] se pudo encontrar una region en la que inequivocamente se ajusta VP4, en el
modelo tridimensional de TrV. Para explicar esta incognita, en un principio se

valoraron las siguientes hipdtesis [Agirre et al., 2011]:

a) Que VP4 se hubiera perdido durante el proceso de cristalizacion (por efecto del
pH &cido, aumento de la fuerza i6nica o por la interaccion con alguna de las
sustancias precipitantes) y por tanto las particulas cristalizadas pudieran no ser

infectivas.

b) Que VP4 como entidad individual no existiera. Esta proteina, atendiendo a la
organizacion del polipéptido estructural precursor, es parte de VPO hasta que se
produce un corte catalitico que genera VP3 (presente en estequiometria
equivalente a VP1 y VP2 en preparaciones de virus maduro) y la misma VP4,
cuya funcion y posicionamiento en la capside se desconocen aln. Este supuesto
estaria ademas cimentado en la falta de deteccion previa de VP4 [Muscio et al.,
1988; Czibener et al., 2000] en geles de poliacrilamida tefiidos tanto por Azul

Coomassie como por Nitrato de Plata.

c) Que VP4 estuviera presente en la capside de TrV formando parte de VPO
(precursor de VP4 y VP3). Este supuesto estaria reforzado por la aparicion de
una banda de mayor peso molecular asignable a VPO en geles de poliacrilamida.
Segun esta hipotesis, en la capside podrian existir copias de VPO sin procesar,
dando lugar a plegamientos que apartarian a la estructura de una simetria
icosaédrica. Esta hipdtesis explicaria la falta de densidad para VP4, pero dejaria

abierta la explicacion para la falta de deteccion de VP4 en geles.



d) Que VP4 existiera como entidad individual en la cépside de TrV, pero esté
desordenada o adquiera maltiples conformaciones. Esta posibilidad contrasta de
manera importante con lo que ocurre en CrPV con la proteina homdloga, ya que
en este caso, VP4 se encuentra bien estructurada alrededor del eje quintuple de
la cépside. El andlisis de los contactos atdbmicos de CrPV junto con el célculo de
la energia de union y solvatacion, han revelado que se generan 5 puentes salinos
entre VP4 y el interior de la capside. A pesar de sumar unicamente el 10 % de la
energia calculada para la interconexion entre VP4 y el resto de la capside, este
puente salino permanece como la Unica interaccién especifica, siendo el resto de
las interacciones de naturaleza hidrofébica. Sin embargo, los residuos que
participan en el puente salino no se conservan en TrV y la ausencia de esta
interaccion podria ser la causante del desorden de VP4 en las capsides de TrV.
Posibles diferencias como estas descartan la asignacion de una funcion general

para las proteinas de VP4 en la familia Dicistroviridae [Squires et al., 2013].

Nuevas evidencias aportadas los ultimos afios, han arrojado méas luz sobre la
existencia de esta proteina en TrV. El protocolo de purificacion del virus fue
mejorado, permitiendo separar 2 poblaciones distintas de TrV: TrV maduro (con
RNA en su interior, siendo este infectivo) y cépsides vacias [Agirre et al., 2011]. El
analisis de TrV maduro por SDS-PAGE descarta definitivamente las hip6tesis de que
VP4 no exista como entidad individual o que coexista como parte de VPO. Ello se
debe a que las muestras de TrV maduro, analizadas por SDS-PAGE muestran una
banda atribuible a la proteina VVP4. Sin embargo, se registra el patrén contrario en las
muestras de cépside vacia analizadas, mostrando una Unica y prominente banda
atribuible a VPO, sin presencia alguna de VVP4. Estos resultados fueron confirmados
mediante espectrometria de masas de las muestras de TrV maduro en el que se
encontr6 un pico correspondiente a VVP4. Por lo tanto, la Unica hipétesis para la falta
de densidad es que VP4 existiera como entidad individual en la capside de TrV, pero

se encuentre desordenada o adquiera multiples conformaciones.
1.2.VIROPORINAS

Una caracteristica comun observada en la infeccion por la mayoria de virus animales

es el aumento de la permeabilidad en las celulas infectadas [Gonzalez y Carrasco,



2003]. De hecho, varios productos de genes virales podrian ser responsables de estas

alteraciones, entre ellos, las viroporinas.

Esta familia de proteinas, muestra generalmente algunos rasgos comunes. Las
viroporinas son pequefios péptidos (50-120 aminoéacidos), hidrofébicos y muy
dinamicos, razén por la cual tienden a oligomerizar formando poros. Aungue algunos
segmentos transmembrana se encuentran muy conservados, muestran muy poca
homologia entre ellos en cuanto a la secuencia de los canales i6nicos generados se
refiere [OuYang y Chou, 2014]. Se conocen dos modos diferentes para erosionar
membranas de acuerdo al momento de la infeccion. Por un lado, la modificacion
temprana de la membrana, que no requiere de ninguna expresioén génica ya que son
los componentes del propio virién los que median en la alteracién [Fernandez-
Puentes y Carrrasco 1980; Carrasco, 1994]. Por otro lado, a medida que la infeccion
progresa, varios productos virales pueden afectar a la membrana entre los cuales se
encuentran las viroporinas, responsables en parte de la alteracion de la membrana en

el proceso avanzado de infeccion [Gonzalez y Carrasco, 2003].

Generalmente, las viroporinas contienen un dominio de naturaleza muy hidrofobica
capaz de formar a-hélices anfipaticas. La insercién de estas proteinas en membrana
seguida por su oligomerizacion crea un poro generalmente hidrofilico formado por
aminoacidos hidrofébicos, orientados hacia los fosfolipidos, y aminoéacidos
hidrofilicos, formando parte del poro [Pinto et al., 1997; Agirre et al., 2002; Melton
et al., 2002; Grice et al., 1997]. A parte de éste dominio, existen una serie de
caracteristicas adicionales de la estructura de las viroporinas que participan en la
desestabilizacion de la bicapa lipidica como son ciertas regiones hidrofdbicas

adicionales.

Las primeras investigaciones sobre las viroporinas partieron de las proteinas 2B de
poliovirus, 6K de togavirus y M2 de influenza A virus (IAV). 2B es una proteina
viral implicada en la permeabilizacion de la membrana que implica el transito de
iones y pequefias moléculas durante las etapas tardias de la infeccion viral [Madan et
al., 2008; Agirre et al., 2008]. En cuanto a 6K, se ha probado que forma canales
cation-selectivos cuando se inserta en una bicapa lipidica [Melton et al., 2002] pero
todavia se desconoce el rol exacto de esta proteina en el ciclo de vida viral [Sanz et



al., 1994; Firth et al., 2008; Antoine et al., 2008]. Por su parte, el canal de protones
M2 es la viroporina que mas atencién ha recibido por dos razones principales. Por un
lado, es la diana del farmaco antigripe amantadine y por otro lado, porgque es un
canal pH-dependiente, y debido a esto generé mucho interés cuando la informacién
acerca de este tipo de conductos era escasa [Pielak et al., 2011; Wang et al., 2011,
Cross et al., 2012]. Desde el descubrimiento de estas primeras proteinas virales, la
familia de las viroporinas no ha parado de aumentar. Cabe destacar, entre otras, la
proteina Vpu del virus de la inmunodeficiencia humana tipo-1 (HIV-1), y p7 del
virus de la hepatitis C (HCV) que han demostrado también ser capaces de transportar
cationes a través de la membrana celular [Schubert et al., 1994; Marassi et al., 1999;
Romer et al., 2004; Griffin et al., 2003; Pavlovic et al., 2003].

Aunque todavia se desconoce la funcion exacta de las viroporinas de muchos virus, a
la gran mayoria se les ha implicado en alguna u otra etapa del proceso de infeccion,
ya sea en la entrada a la célula hospedadora, o en la liberacion de los virus maduros.
Cabe destacar el rol del canal de protones M2 en la replicacion de influenza ya que
se encarga de acidificar el pH a través de la membrana viral durante la entrada a la
célula. De esta manera, disminuye el pH del interior del virion después de la
endocitosis facilitando la liberacién del ARN [Martin y Helenius, 1991; Helenius,
1992]. Sin embargo, no se ha conseguido determinar de manera tan clara el rol de
otras viroporinas cation-selectivas. En el caso de HCV, la actividad del canal p7
parece facilitar la liberacion del virus [Jones et al., 2007; Steinmann et al., 2007]
mediante la despolarizacion de la membrana celular lo que facilita la curvatura de la
misma durante la externalizacion del virus [Nieva et al., 2012; Agarkova et al.,
2008]. Ademas, también se le atribuyen a p7 otras funciones generales como la
liberacion de cationes o la generacion de estrés celular, lo que induciria la muerte

celular programada [Madan et al., 2008].

A pesar de que todavia se desconocen las funciones concretas de la conduccion
i6nica de muchas viroporinas, los avances en la caracterizacion estructural de M2 y
BM2 de influenza, y la proteina p7 de HCV han proporcionado importantes
evidencias de que las viroporinas no son simples porinas. Estas proteinas son capaces
de adoptar diferentes formas y estructuras para realizar actividades de transporte

regulado como el trafico de protones pH-dependiente o la conductancia cation-



selectiva. Ademads, la caracterizacion estructural de estas proteinas permite disefiar
compuestos para la inhibicion de su funcion. Este hecho refuerza la idea de utilizar
estas estructuras como dianas de futuros compuestos antivirales [OuYang y Chou,
2014].

1.3. MECANISMOS DE ACCION DE PROTEINAS CON ACTIVIDAD
PERMEABILIZADORA DE MEMBRANAS

Los mecanismos por los que un peptido puede inducir permeabilizacion en
membranas lipidicas han sido estudiados en un grupo de péptidos conocido como
péptidos antimicrobianos (AMPSs). Estos compuestos son péptidos que protegen al
hospedador de wuna gran variedad de patdgenos debido a su actividad
permeabilizadora. Ademas, se ha observado dificultad entre los patdgenos para
generar resistencia frente a estos compuestos, lo que les confiere un gran potencial

como agentes terapéuticos.

Utilizando su composicion de aminodcidos, su tamafio y su conformacion estructural
como base de una clasificacion, se pueden dividir en diferentes categorias: El grupo
mas amplio corresponde a los péptidos cationicos, que pueden formar a-hélices o
laminas-B [Vizioli y Salzet, 2002; Brogden, 2005] como es el caso de las defensinas
humanas [Mehra et al., 2012].

Otro grupo de AMPs relne péptidos anidnicos [Vizioli y Salzet, 2002]. Al igual que
los péptidos catidnicos, los péptidos antimicrobianos aniénicos (AAMP) son una
parte importante del sistema inmune innato y han sido identificados tanto en

vertebrados como en invertebrados y plantas [Harris et al., 2009].

Diferentes estudios han revelado que ademas de la carga del péptido (catiénico o
anionico), otras caracteristicas como el tamafio, la secuencia primaria, la
conformacién, la estructura, la hidrofobicidad y la anfipaticidad podrian ser
esenciales en la actividad antimicrobiana y en el mecanismo de accion [Friedrich et
al., 2000; Gennaro y Zanetti, 2000].

En lo referente a su mecanismo de accién sigue habiendo muchas incognitas ya que
se desconoce en gran medida como desempefian su funcién microbicida. Sin

embargo, hay datos que respaldan una interaccion mediante fuerzas electroestaticas



entre los AMPs cationicos y los grupos negativamente cargados de los fosfolipidos
que causan la disrupcion de la membrana [Guilhelmelli et al., 2013]. Entre los
mecanismos propuestos, los mas extendidos son el modelo barril o barrel stave
model, el modelo alfombra o carpet model y la formacion de poros toroidales [Melo
et al., 2009] (Figura 3).

Segun el modelo barril, los péptidos antimicrobianos se organizan formando canales
perpendiculares sobre la superficie de la bicapa lipidica y adoptan una orientacion
transmembranal especifica [Ehrenstein y Lecar, 1977]. Inicialmente, los AMPs se
unen a la membrana como monémeros y una vez en ella se oligomerizan y se da la
formacion del poro. En este mecanismo, las estructuras secundarias del péptido como
las a-hélices y las laminas-p son esenciales para la formacion correcta del poro
[Breukink y de Kruijff, 1999]. Las regiones hidrofébicas de los péptidos
interaccionan con las membranas lipidicas, mientras que las regiones hidrofilicas de
los péptidos forman el Itmen del poro [Brogden, 2005]. De esta manera, se originan
canales que provocan la disrupcién de las funciones de la membrana celular,

provocando su ruptura y en consecuencia la muerte del microorganismo patégeno.

El segundo mecanismo, denominado modelo alfombra o carpet model, propone una
absorcion superficial de los péptidos sobre la superficie de la bicapa lipidica
interrumpiendo el empaquetamiento de los fosfolipidos que forman la membrana
celular. Cuando los péptidos se unen a ella y alcanzan una concentracion umbral, la
membrana se fragmenta y se permeabiliza de tal manera que la célula muestra
incapacidad para mantener un gradiente osmotico estable, orientando la lisis celular
[Oren y Shai, 1998]. Ademas, se ha observado que algunos péptidos pueden formar
también poros a concentraciones menores de la umbral, sugiriendo que el mecanismo
que utiliza el péptido para permear la membrana depende de su concentracion
[Lohner, 2009].

El ultimo de los mecanismos propuestos implica la formacion de poros toroidales. A
diferencia de lo que ocurre en el modelo barril, en el modelo toroidal los péptidos se
insertan en la membrana, induciendo un cambio en su curvatura local de tal manera
que el lumen del poro se forma tanto por péptidos como por las cabezas polares de
los fosfolipidos [Yang et al., 2001].
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Se contempla también la formacion de un poro toroidal desordenado. Este modelo
modificado propone una conformacion y una orientacion menos rigida de los
péptidos segln la cual, el lumen del poro estaria formado integramente por las

cabezas de los fosfolipidos (Figura 3) [Melo et al., 2009].

1
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Figura 3. Diferentes mecanismos de accion propuestos para los péptidos antimicrobianos (AMP). a)
Representacion del modelo barril. b) Representacion del modelo alfombra. ¢) Representacién del modelo del
poro toroidal. d) Representacion del poro toroidal desordenado. Imagen modificada [Melo et al., 2009].

Debido a su posible funcion como viroporina, observada anteriormente en otras
proteinas VP4 de familias de virus similares, VP4 de TrV podria ser empleada con
fines antimicrobianos. Ademas, algunos de los mecanismos de accién hallados entre
los AMP figuran también entre los mecanismos empleados por las viroporinas para
fragmentar las membranas celulares de los organismos hospedadores. Es por ello que
la posibilidad de clonar, expresar y caracterizar VP4 de TrV podria propiciar el uso
de wuna proteina viral como péptido antimicrobiano generado de manera
recombinante y ademdas podria desencadenar el descubrimiento de otras muchas
proteinas virales con el mismo fin. De esta manera se conseguiria ampliar el abanico
de compuestos antimicrobianos disponibles tanto para investigacion como para usos

sanitarios en la lucha contra los microorganismos multirresistentes.
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Recientemente se ha observado la actividad permeabilizadora de membranas en
proteinas VP4 de la familia Picornaviridae [Martin-Belmonte et al., 2000], [Danthi
et al., 2003]. Como TrV es filogenéticamente cercano a esta familia de virus, se ha
considerado la posibilidad de que la proteina VP4 de TrV pudiera tener actividad
como viroporina. Sin embargo, a dia de hoy sus caracteristicas y propiedades
funcionales siguen siendo un misterio. Con el objetivo de caracterizar dichas
funciones, en el presente trabajo se ha procedido a la clonacidn, expresion y

purificacion de esta proteina viral.
1.4. OBJETIVOS

El objetivo final de este trabajo es la clonacidn, expresion y purificacion de la
proteina estructural VP4 de TrV para la posterior caracterizacion de sus funciones.

Esta meta final esta formada por varios objetivos individuales.

El primer objetivo consiste en insertar la secuencia que codifica la proteina viral en
plasmidos funcionales, para su expresion en el sistema de expresion heter6logo de
Escherichia coli. De esta manera se pudo valorar de manera preliminar los efectos de

la sintesis de VP4 en células.

El segundo objetivo consiste en clonar y expresar VP4 como una proteina de fusion a
MBP introduciendo un punto de corte para la proteasa TEV entre ambas secuencias.

El tercer objetivo propuesto para este trabajo consiste en la purificacion por

cromatografia de afinidad de la proteina de fusion.

El ultimo objetivo consistio en evaluar la viabilidad para obtener VP4 libre tras el
corte con TEV de la proteina de fusion purificada. Para esto se probaron una gran
cantidad de condiciones de corte distintas.
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2. DESARROLLO

2.1. MATERIALES Y METODOS

2.1.1.Purificacion de TrV

Se han utilizado heces secas de insectos infectados con TrV como principal fuente de
virus. La purificacion se llevo a cabo de la manera descrita en estudios previos de
TrV [Rozas-Dennis et al., 2004] pero introduciendo ciertas modificaciones

recopiladas en investigaciones posteriores [Agirre et al., 2011].

En resumen, aproximadamente 2 g de heces se resuspendieron en tampén NMT (10
mM NaCl, 1 mM MgCl,, 50 mM Tris, pH 7) y tras un proceso de clarificado, se
centrifugo el sobrenadante a 180.000 g durante 3 horas con el objetivo de sedimentar
todas las particulas virales. Una vez el pellet se hubo resuspendido, las muestras se
cargaron en un gradiente discontinuo de sacarosa del 10-30 % en un volumen de 35
mL, y se centrifugaron a 100.000 g durante 3 horas. A continuacion, el gradiente fue
fraccionado de abajo a arriba en alicuotas de 1 mL. Estas fracciones se sometieron a
medicion de absorbancia en un espectrofotometro (Nanophotometer, Implen) a
longitudes de onda de 260 nm (absorbe més el ARN que la proteina) y 280 nm
(absorbe mas la proteina que el ARN). De esta manera, se pudieron separar las 2
especies de particulas: Por un lado, aquellas cuya absorbancia a 260 nm era superior
a la absorbancia a 280 nm, correspondian a TrV maduro (con ARN en su interior) y
aquellas cuya absorbancia a 280 nm era superior a la absorbancia a 260 nm que
correspondian a capsides vacias. Se seleccionaron aquellas fracciones que contenian

mayor concentracion de virus maduro para extraer el ARN viral de su interior.
2.1.2.Extraccion del ARN

Todo el proceso se realizd con especial cuidado para evitar contaminacion con
RNAsa. Por cada 50 pL de virus maduro a 0,1 mg/mL, se afiadieron 450 pL de
Trizol (Invitrogen) y se incubd 5 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se
afiadieron 90 pL de CHCI3 y la mezcla se agito y se incubd 3 minutos a temperatura
ambiente. Cumplido ese plazo, se centrifugd la muestra 15 minutos a 12.000 g a 4
°C. La fase acuosa se transfirio a otro eppendorf, se le afadieron 225 pL de

isopropanol y se incub6 10 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente, se
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centrifugd la muestra 10 minutos a 12000 g a 4 °C y el pellet se lav6 dos veces con 1
mL de Etanol al 75 % y se centrifugd 5 minutos a 7.500 g y 4 °C de temperatura. El
pellet se dejo secar durante 10 minutos y se resuspendio en 20 pL de H,O

previamente tratada con Dietilpirocarbonato (DEPC).
2.1.3.Clonaje de VP4-pET28a

El ADN codificante para VP4 se obtuvo por RT-PCR (Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction) utilizando el ARN purificado de TrV y los siguientes
oligonucleotidos: (Forward) 5’-
GGAATTCCATATGGCAGGTAAAGAACAGTTAGGTCC-3’, incorporando la
secuencia de restriccion para Ndel (subrayado) y el coddn de iniciacion ATG
(negrita); (Reverse) 5’-
TCCGGGATCCCTAAAAACCTAAAGCTGACAATAACCC-3’, incorporando el

sitio de restriccion para BamHI (subrayado) y el codon de parada CTA (negrita).

El producto de PCR resultante se digiri6 durante 30 minutos con la enzima de
restriccion Ndel y durante 5 minutos adicionales con BamHI. Por su parte el
plasmido pET28a (Novagen) se digirié durante 10 minutos con Ndel y durante 5
minutos adicionales con BamHI. Todas las digestiones se realizaron a 37 °C y
seguidamente se inactivaron a 80 °C durante 5 minutos. Tras esto, se llevé a cabo la
ligacion de VP4-pET28a mediante la enzima T4 ADN ligasa a 22 °C durante 30

minutos. La desactivacidn de la enzima ligasa se realiz6 a 65 °C durante 10 minutos.

El producto de la ligacion se us6 para transformar la cepa competente BSJ de
Escherichia coli mediante choque térmico. Las trasformaciones se sembraron en
placas de LB-agar (Luria Broth) con 50 uM de kanamicina y se incubaron a 37 °C
durante 14 horas para permitir la proliferacion celular. Tras observar crecimiento en
la placa, se realizd una PCR partiendo de las colonias (colony-PCR) con el objetivo
de amplificar el inserto (VP4) dentro del ADN plasmidico. De esta manera se
comprobd y se seleccionaron aquellas colonias recombinadas correctamente. Las
colonias recombinantes (VP4-pET28a-BSJ) se cultivaron en 10 mL de medio LB que

contenia kanamicina (50 uM) y se crecieron durante 14 horas en agitacion constante.
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Los cultivos liquidos crecidos se usaron para purificar el ADN plasmidico
recombinante (VP4-pET28a) usando el kit GeneJET Plasmid MiniPrep Kit (Thermo
Scientific). Los plasmidos recombinantes fueron secuenciados para comprobar que la

secuencia de VP4 insertado era correcta.
2.1.4.Expresion de VP4-pET28a

Los plasmidos recombinantes comprobados por secuenciacion se usaron para
transformar la cepa BL21(DE3) de E. coli. Para ello, BL21(DE3) se transformd
mediante electroporacion y se incubé en placa de LB-agar con 50 uM de kanamicina
a 37 °C durante 14 horas.

Una colonia positiva de BL21(DE3) se inoculé en 50 ml de medio liquido LB que
contenia kanamicina (50 uM) y se incubd durante 14 horas en agitacion constante.
Este cultivo se diluyd 1:20 en 1 L de medio LB con 50 uM de kanamicina. Las
células se incubaron a 37 °C con agitacion hasta obtener una densidad Optica de 0,6-
0,8 a 600 nm (OD600). A continuacién, se indujo la expresion proteica utilizando 0,5
mM de isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG) y se incubd el cultivo durante 3
horas a 37 °C.

2.1.5.Clonaje de VP4-pET28HMT

Con el objetivo de obtener un clon en el que VP4 se expresara como una proteina de
fusion con MBP (Maltose Binding Protein), VP4 se extrajo mediante digestion
enzimatica del plasmido recombinante construido anteriormente y se introdujo en el
plasmido pET28HMT (un plasmido pET28a modificado para contener la secuencia
para MBP flanqueada en el 5° por una secuencia codificante para 6 Histidinas y en el
3’ por un sitio de corte para TEV). Para ello, tanto VP4-pET28a como pET28HMT
se digirieron durante 5 minutos con Ndel y 10 minutos adicionales con Hindlll.
Todas las digestiones se llevaron a cabo a 37 °C y seguidamente se inactivaron a 80
°C durante 5 minutos. Tras esto, se llevo a cabo la ligacion de VP4-pET28HMT
mediante la enzima T4 ADN ligasa a 22 °C durante 30 minutos y la posterior

desactivacion de la ligasa se realizd a 65 °C durante 10 minutos.
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El producto de la ligacion se usé para transformar la cepa competente BSJ de
Escherichia coli mediante choque térmico. Las transformaciones se sembraron en
placas de LB-agar con 50 uM de kanamicina. Para comprobar y seleccionar aquellas
colonias recombinadas correctamente, se realizé una colony-PCR con el objetivo de
amplificar el inserto dentro del ADN plasmidico. Las colonias recombinantes (\VP4-
pET28HMT-BSJ) se cultivaron en 10 mL de medio LB que contenia kanamicina (50

M) y se crecieron durante 14 horas en agitacion constante.

Los cultivos liquidos crecidos se usaron para purificar el ADN plasmidico
recombinante (pET28HMT-VP4) usado el kit GeneJET Plasmid MiniPrep Kit
(Thermo Scientific). Los plasmidos recombinantes fueron secuenciados para

comprobar que la secuencia de HMT-VP4 era correcta.
2.1.6.Expresion de VP4-pET28HMT

Los plasmidos recombinantes comprobados por secuenciacion se usaron para
transformar las cepas BL21(DE3) y Rosetta2(DE3)pLysS de E. coli. Por un lado,
BL21(DE3) se transformd mediante electroporacion y se incubd en placa de LB-agar
con 50 uM de kanamicina a 37 °C durante 14 horas. Por otro lado, la cepa
Rosetta2(DE3)pLysS se transformd mediante choque térmico y se incubd en placa de
LB-agar con 50 pM de kanamicina y 100 uM de cloranfenicol a 37 °C durante 14
horas. Una colonia positiva de VP4-pET28HMT-BL21(DE3) se inoculé en 50 mL de
medio LB que contenia kanamicina (50 pM) y se incub6 durante 14 horas en
agitacion constante. Este cultivo se diluy6 1:20 en 1 L de medio LB con 50 uM de
kanamicina. Las células se incubaron a 37 °C con agitacion hasta obtener una
densidad oOptica de 0,6-0,8 a 600 nm. Por su parte, para el caso de

Rosetta2(DE3)pLysS se siguid el mismo procedimiento descrito anteriormente.

La expresion de la proteina se estudié en tres condiciones distintas: 3 horas a 37 °C, 5
horas a 25 °C y 14 horas a 18 °C (en todos los casos, una vez afiadido el IPTG). En la
expresion se analizé por un lado la proteina total expresada (usando los pellets
celulares tras la expresion) y por otro, la proteina expresada de forma soluble. Este
analisis de la solubilidad se realizé de la siguiente manera: A los pellets celulares de
cada condicion se les afiadi6 Bugbuster Protein Extraction Reagent (Novagen)
suplementado con una pastilla de inhibidor de proteasas (Roche) y 2,5 U/mL de
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Benzonasa (Invitrogen). Las mezclas se incubaron 20 minutos a temperatura
ambiente con agitacion para romper las células. Finalmente la proteina soluble se
separ0 de la insoluble por centrifugacion a 25.000 g durante 20 minutos. Todas las
muestras fueron analizadas por SDS-PAGE y Western—blot como se explica en las
secciones 2.1.10. y 2.1.11.

2.1.7.Purificacion de HMT-VP4

El cultivo de VP4-pET28HMT-BL21(DE3) inducido con 0,5 mM IPTG e incubando
a 37 °C durante 3 horas, se centrifugé 20 minutos a 5.000 g y el pellet de células
sedimentadas se resuspendio en 15 mL/L de Binding Buffer (Tris 50 mM, NaCl 500
mM, Imidazol 30 mM pH 7,5) suplementado con inhibidor de proteasas. Mediante 4
ciclos de disrupcién en el Homogeneizador (Emulsiflex-C5) se realizo la ruptura
celular y la mezcla se centrifugdé a 30.000 g durante 30 minutos. El sobrenadante
producto de la centrifugacion, se incubd 20 minutos a temperatura ambiente con
Benzonasa (2,5 U/mL) y a continuacion la mezcla se cargd en la columna HisTrap
(GE Healthcare Life Sciences) a un flujo de 1 ml/min. La proteina unida a la
columna se eluyd en un gradiente ascendente de Elution Buffer
(tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris) 50 mM, NaCl 500 mM, Imidazol 500 mM
pH 7,5) a 1 mL/min desde el 0 % hasta el 60%. Las fracciones se recogieron y
analizaron por SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel

electrophoresis) y Western-blot, realizado de la manera descrita en 2.1.10.
2.1.8.Digestién de HMT-VP4 con la proteasa TEV

Tras la identificacion mediante SDS-PAGE y Western-blot de las fracciones puras de
HMT-VP4, estas se digirieron con la enzima TEV y simultaneamente se dializaron
para eliminar el Imidazol usado en la purificacién. Con el objetivo de obtener las
mejores condiciones para la digestién con TEV (mayor cantidad de proteina HMT-
VP4 cortada y mayor cantidad de VP4 soluble) se hizo un cribado en distintas
condiciones. En todo el screening, la concentracion de la proteina fue de 0,9 mg/mL
y la proteasa TEV se afiadié en una relacion 1:30 (mg/mg) respecto a la proteina
HMT-VP4. Las fracciones seleccionadas se transfirieron a membranas de dialisis

junto con la proteasa y se incubaron con agitacion a 4°C durante 14 horas en cada
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una de las diez condiciones mencionadas a continuacion: La primera condicion
contenia Buffer A (150 mM NaCl, Tris 50 mM, 1mM DTT, 0,5 mM EDTA, pH 7,5)
y se incubd con agitacion. La segunda condicion contenia también el Buffer A pero
se incubd sin agitacién. A excepcion de esta segunda condicion, en el resto se
incluy6é la agitacion como parte del proceso de incubacion a 4 °C. La tercera
condicion contenia el mismo buffer pero ajustado a pH 8,5. La cuarta condicion, en
cambio, contenia un pH mas acido, pH 5,5. En la siguiente, se restablecio el pH 7,5
original pero se modifico la concentracion de NaCl empleado, pasando de 150 mM
(condiciones originales) a 0,5 M. En la sexta, se redujo la concentracion de NaCl a
tan s6lo 10 mM. En la séptima condicion, al Buffer A se le afiadié glicerol al 20 %
(v/v). A la octava condicion se le afiadio 50 mM Arginina y 50 mM Glutamico. En la
novena condicion, se le afiadié 0,75 mM de n-Dodecyl-f-D-maltoside (DDM). Por
ultimo, en la décima condicién se le afiadio 2 mM de Octyl p-D-glucopyranoside
(OG). En cada una de las fracciones se analiz6 la proteina total y la proteina soluble,
siendo ésta el sobrenadante de una centrifugacion a 25.000 g durante 1 hora. Todas
las muestras fueron analizadas por SDS-PAGE y Western-blot como se explica en
2.1.10.y 2.1.11.

2.1.9. Andlisis de muestras de ADN mediante electroforesis en geles de Agarosa

Se pes6 1 g de Agarosa (Agarose D-1 Low EEO, Pronadisa) y se disolvié en 100 mL
de buffer TAE, Tris/Acetic acid/EDTA (40 mM Tris, 20 mM Acido acético, 1 mM
EDTA). La mezcla se calentd hasta ebullicién y a continuacion se le afiadio la tincion
de &cidos nucléicos GelGreen Nucleic Acid Stain (Biotium) en una relacion de
1:10.000 (v/v). Seguidamente se agit6 para mezclar bien los compuestos y se vertio

al molde, donde se coloco el peine que delimita el lugar de las calles.

Las muestras a analizar se mezclaron con la preparacion para carga de geles de DNA
(6 X DNA Loading Dye, Thermo Scientific) y se corrieron en tampon TAE a 135 V

durante 30 minutos.

2.1.10. Anédlisis de muestras proteicas en geles de poliacrilamida
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Los geles de poliacrilamida estdn formados por dos fases. La fase de Resolving o
resolucion y la fase de Stacking o apilamiento. La fase de Resolving se preparo
haciendo una disolucion formada por Tris 0,38 M pH 8,8, dodecilsulfato sodico
(SDS) al 0,1 % (p/v), Acrilamida/Bisacrilamida (Sigma) (30:0,8) al 10 % (p/v),
persulfato amonico (PSA) al 0,1% (p/v) y TEMED (N,N,N',N'-
Tetramethylethylenediamine, Sigma) al 0,003 % (v/v). Por otro lado, la fase de
stacking se preparé haciendo una disolucién formada por Tris 0,125 M pH 6,8, SDS
al 0,1 % (p/v), Acrilamida/Bisacrilamida (30:0,8) al 4,5 % (p/v), PSA al 0,1 % y
TEMED 0,0015 % (v/v). En ambos casos, tanto el APS como el TEMED se
afiadieron en dltimo lugar ya que son los encargados de desencadenar la reaccion
(catalizador e iniciador). Para formar los geles, primeramente se afiadio el Resolving
y tras haber polimerizado, se afiadio el Stacking al que se le coloco el peine para

formar las calles.

Las muestras para su analisis se prepararon diluyéndolas en Loading Buffer
(Tris.HCI 0,25 M pH 6,8, SDS al 10 % (p/v), EDTA 60 mM, Glicerol al 50 % (v/v),
Azul de Bromofenol al 0,01 % (p/v)) + 0,1 M DTT (dithiothreitol). Tras mezclar

correctamente, las muestras se calientan a 95 °C durante 10 minutos.

Una vez cargadas las muestras en el gel de poliacrilamida éstas se corrieron en el
tampon de electroforesis Tris-Glicina (0,25 M Tris.HCI, 1% SDS y 1,92 M Glicina) a
135 V durante 40 minutos.

Por otro lado, para el analisis de pequefias proteinas se usaron geles comerciales
prehechos del 10-20 % Mini-PROTEAN Tris-Tricine Precast Gels (Bio-Rad). Estos
geles se corrieron en tampén de electroforesis Tris-Tricina (Tris-HCI 1 M, Tricina 1
M, y SDS al 1 %) a 100 V durante 100 minutos.

Por ultimo, una vez finalizada la electroforesis, los geles se tifieron durante 15
minutos con la solucién de tincion (50 % metanol (v/v) 10 % Acético (v/v) y 0,25 %
Coomassie R-250 (m/v)). Despues, los geles se lavaron varias veces con la solucién

de destincion formada por acido acético al 10 %.

2.1.11. Anélisis de muestras mediante Western-blot
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Con el objetivo de analizar la presencia especifica de ciertas proteinas mediante el
uso de anticuerpos tras correr las muestras proteicas en gel de poliacrilamida y sin
haberlos tefiido, se procedid con la electrotransferencia de las proteinas del gel a una
membrana de nitrocelulosa. En este caso se uso el método de electrotransferencia
semi-seca. Para ello, se apilaron en el orden descrito los siguientes elementos (del
polo negativo o &nodo al positivo o cédtodo): esponja, varios papeles de filtro
empapados en buffer de transferencia (Metanol al 20 %, Tris 48 mM pH 9,2, SDS
1,3 mM, Glicina 39 mM) gel, membrana y papeles de filtro empapados. Este
montaje, llamado coloquialmente sandwich, se dispone en el sistema de transferencia

y se le aplic6 un voltaje de 15 V durante 45 minutos.

A continuacion se lavoé la membrana con TBST, Tris Buffered Saline con Tween 20,
(10 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,5 % Tween-20 (v/v)) y se blogue6 en leche al 5 % en
TBST durante 45 minutos. Transcurrido ese tiempo se afiadié el anticuerpo en
relacion 1:2.000 y se incubé en agitacion durante 60 minutos. Finalmente se
realizaron 3 lavados con TBST de 5 minutos cada uno y las membranas se revelaron
incubandolas durante 20 minutos en una disolucion de TBS (TBST sin Tween) que
contenia 0,02 % (m/v) de 1-clor-4-naftol y 0,006% (v/v) de H,0,.
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2.2. RESULTADOS
2.2.1.Purificacion de TrV

La purificacion de TrV se llevd a cabo en la manera descrita en Materiales y
Métodos. Las fracciones de 1 mL extraidas del gradiente se sometieron a medicion
de absorbancia a longitudes de onda de 260 y 280 nm. De esta manera, se pudieron
separar las dos especies de particulas en las diferentes fracciones, tal y como se
refleja en la Figura 4: Una de ellas mostraba mayor absorbancia a 260 nm que a 280
nm y la otra, de menor intensidad, mostraba mayor intensidad a 280 nm que a 260
nm. Para extraer el ARN genomico para el clonaje de constructos de VP4, se
seleccionaron aquellas fracciones que mostraran mayor absorbancia a longitudes de
onda a 260 nm. Esta longitud de onda garantiza la absorbancia del ARN, en este caso
ARN viral, lo que indica la localizacion en esas fracciones de particulas de virus
maduro. Las fracciones utilizadas para el siguiente paso de extraccion del ARN de

TrV fueron, por lo tanto, las fracciones 7-16.
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Figura 4. Medicion de la absorbancia a longitudes de onda de 260 y 280 nm de las diferentes
fracciones obtenidas en el gradiente de sacarosa. Se obtuvieron 32 fracciones de 1 mL cada una del
gradiente de sacarosa (5-30 %). La fraccion 1 contiene el comienzo del gradiente (sacarosa 30%) y la
fraccion 32 por su parte, contiene el final final del gradiente (sacarosa 5%). Dos picos destacados: Pico de
absorbancia predominante a longitud de onda de 260 nm formado por las fracciones 5-17; Pico de
absorbancia predominante a longitud de onda a 280 nm formado por las fracciones 26-32.
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2.2.2.Clonaje de VP4-pET28a

Mediante RT-PCR y usando los oligonucle6tidos descritos en Materiales y Métodos
se obtuvo un fragmento de ADN correspondiente al péptido VP4 (170 bp) (Figura 5)
a partir del ARN del genoma de TrV. Esta secuencia de ADN codificante se utilizd

mas tarde como inserto para construir el plasmido recombinante VP4-pET28a.

bp a) b)

40K

10K

2888

Figura 5. Secuencia de ADN correspondiente a la proteina viral VP4. La secuencia fue obtenida mediante
RT-PCR del ARN gendmico de TrV. a) Marcador de ADN Long Range DNA Loader (Jena Bioscience) b)
Secuencia de ADN de VP4. Gel de agarosa al 1 %.

Tras la amplificacion del segmento se llevd a cabo la digestion de la forma descrita
en Materiales y Métodos obteniéndose una correcta digestion tanto para VP4 como
para pET28a como se aprecia en la Figura 6. A pesar de que a simple vista en el gel
no se puede determinar si ambas enzimas cortaron, se considerd que la digestion fue
correcta debido a que 1) los fragmentos de ADN no han sido completamente
degradados y 2) el ADN plasmidico corrié como una sola banda (y por lo tanto

habria sido linealizado).
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bp

100K

40K

10K

E288

Figura 6. Digestion de VP4 y pET28a con encimas Ndel y BamH|. a) Marcador de ADN Long Range DNA
Loader (Jena Bioscience), b) secuencia de VP4 digerida, ¢) Plasmido pET28a digerida. Gel de Agarosa al 1
%.

Tras la digestion enzimatica se realizo la ligacion del constructo inserto-plasmido
utilizando las condiciones mencionadas en Materiales y Métodos y seguidamente se
transformaron las cepas competentes BSJ de E. coli. A continuacion, se llevo a cabo
una colony-PCR para comprobar la correcta transformacion mediante choque térmico
de las células BSJ con el plasmido recombinante VP4-pET28a (Figura 7). Todas las
colonias analizadas fueron positivas y de entre ellas se seleccion6 la f) para ser
secuenciada. Como su secuencia resultd correcta, la colonia f) se usé para posteriores

estudios.

bp

1.0K

100

Figura 7. colony-PCR a partir de células BSJ transformadas con el plasmido recombinante VP4-
pET28a. Se seleccionaron 10 colonias que proliferaron en el medio selectivo (c-). Tras la amplificacién se
compararon con el marcador (a), Long Range DNA Loader (Jena Bioscience) y con el control positivo b) que
es la amplificacion de la secuencia de VP4. Entre todas ellas se selecciond la colonia f). Gel de agarosa al 1%.
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2.2.3.Expresion de VP4-pET28a

La extraccion del ADN plasmidico a partir de las células BSJ recombinantes antes
seleccionadas, se utilizd para transformar la cepa de expresion BL21(DE3). La
transformacion resultd exitosa y la cepa transformada, VP4-pET28a-BL21(DE3) se
cultivo en 1 L de medio selectivo (composicién detallada en Materiales y Métodos) y
se incubo a 37 °C con agitacion. Tras 1 hora y 20 minutos de incubacion, el cultivo
alcanz6 una densidad celular adecuada ya que mostré un valor de absorbancia a 600
nm de 0,720. En ese momento se afiadié 0,5 mM de IPTG para inducir la expresion
de VP4 y se volvio a medir la absorbancia del cultivo (Tabla 1) tras 30 minutos de
incubacion. A simple vista el cultivo carecia de turbidez caracteristica de un medio
crecido y se asemejaba a un medio estéril recién preparado. Como se puede ver en la
Tabla 1, la absorbancia sufrid una caida del 75 % aproximadamente lo cual es
indicativo de muerte celular en el cultivo.

Tabla 1. Variacion de la absorbancia a 600 nm de de las células recombinantes VP4-pET28a-BL21(DE3),
en el tiempo tras la induccion. Entre ambas mediciones el cultivo se incubd a 37 °C con agitacion.

Tiempo de incubacion tras

induccion con IPTG (min) Absorbancia 600 nm

0 0,720

30 0,180

El intento de analisis de la expresion por SDS-PAGE y Western-blot (informacién no
mostrada) no resulto fructifero debido probablemente a la ausencia de celulas viables

en el cultivo.
2.2.4.Clonaje de VP4-pET28HMT

Como se comentd en Materiales y Métodos, la estrategia para realizar este clonaje
consistio en extraer VP4 del clon anteriormente descrito, VP4-pET28a, e introducirlo
en pET28HMT, extrayendole un inserto previo que contenia. La digestion de VP4-
pET28a y pET28HMT con las enzimas Ndel y Hindlll resultd exitosa como se

aprecia en la Figura 8. Se purificaron las bandas sefializadas con flechas, que
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correspondian a la secuencia de VP4 y la secuencia del plasmido pET28HMT vy se
sometieron a la ligacion. En esta ocasion, hubo que repetir la digestion y purificacion
de VP4 varias veces ya que el rendimiento de este proceso era bajo, como se puede
observar en la baja densidad de la sefial de VP4 en la Figura 8.

bp a) b) c)

100K

40K
1.0K

100

Figura 8. Digestion de pET28HMT y VP4-pET28a. a) Marcador de ADN Long Range DNA Loader (Jena
Bioscience), b) pET28HMT digerido, ¢) VP4-pET28a digerido. La banda inferior (alrededor de 200 bp) indicada
por la flecha, corresponde a VP4 digerida. La flecha superior sefiala la banda que contiene pET28HMT digerida.
Gel de agarosa al 1 %.

Tras la ligacion, se transformd la cepa competente BSJ de E. coli (descripcién
detallada del proceso en Materiales y Métodos) y se llevo a cabo una colony-PCR
para comprobar la correcta transformacion (Figura 9). Todas las colonias analizadas
resultaron positivas y de ellas se seleccionaron finalmente las colonias 1 y 4
correspondientes a las bandas de las calles c¢) y f). Estas fueron comprobadas por
secuenciacion y ante su correcta secuencia, se seleccioné la colonia 1 para estudios

posteriores.
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Figura 9. colony-PCR a partir de células BSJ transformadas con el plasmido recombinante VP4-
pET28HMT. a) Marcador de ADN Long Range DNA Loader, b) control positivo (amplificacion de VP4), el resto
de calles (c-k) corresponden a 9 colonias que proliferaron en el medio selectivo. La flecha sefiala la banda
correspondiente a la colonia 1, la colonia seleccionada para realizar los estudios. Gel de agarosa al 1%.

2.2.5.Expresion de VP4-pET28HMT

El ADN plasmidico de la colonia 1 se extrajo para posteriormente, transformar la
cepa BL21(DE3) mediante electroporacion y la cepa Rosetta2(DE3)pLysS mediante
choque térmico con resultados positivos para ambas cepas. A las cepas
transformadas, VP4-pET28HMT-BL21(DE3) y VP4-pET28HMT-
Rosetta2(DE3)pLysS y crecidas en cultivo liquido como se describe en Materiales y
Meétodos, se les afiadio 0,5 mM IPTG. De esta manera, se indujo la expresion del
constructo HMT-VP4 (polihistidina-MBP-Sitio de corte para TEV-VP4) y los
cultivos se incubaron en tres condiciones distintas: A 37 °C 3 horas, a 25 °C 5 horas
y a 18 °C 14 horas.

Las pellets celulares de cada condicion se trataron de la manera explicada en
Materiales y Métodos y se analizaron por SDS-PAGE (Figura 10 y Figura 12) y por
Western-blot (Figura 11y Figura 13).

Los geles SDS-PAGE en ambas cepas muestran la sobreexpresion de una banda de
unos 50 KDa (tamafio esperable para HMT-VP4 50,3 KDa). Estos resultados fueron

ademas confirmados por los Western-blot anti-Histidina llevados a cabo.

En células BL21(DE3) se observan resultados positivos en todas las temperaturas de
incubacion y en todas las fracciones, “t=3"" que contienen la proteina total, “SN”, que

contiene la proteina soluble y “pellet” que contiene proteina insoluble y proteinas de
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membrana. La proteina se expresa de forma abundante (a mayor temperatura, mayor
expresion) y se reparte tanto en proteina soluble como proteina insoluble (cuerpos de

inclusion).

Por su parte, en las células Rosetta2(DE3)pLysS solo se observan resultados
positivos a 37 °C. El Western-blot revela que a esa temperatura Unicamente las calles
que albergan las muestras que corresponden a proteina total y pellet muestran la

presencia de la proteina recombinante HMT-VP4.

Ante estos resultados, BL21(DE3) se selecciondé como cepa de expresion para los

posteriores trabajos y como condicion, 3 horas a 37 °C.
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Figura 10. Ensayo de expresion de HMT-VP4 en células BL21(DE3) incubadas a 37 °C, 25 °C y 18 °C. a)
control de Histidina, b) Precision Plus Protein Standards (Bio-Rad). c)-f) ensayo de expresion proteica a 37 °C; c)
muestra del medio de cultivo en el momento de la induccion de la expresion (t=0), d) muestra del medio de cultivo
tras 3 horas de incubacion a 37 °C (t=3), e) proteinas solubles del interior celular (sobrenadante de la
centrifugacion celular, SN), f) Proteinas insolubles y proteinas de la membrana celular (pellet del centrifugado
celular). g)-j) ensayo de expresion proteica a 25 °C; g) muestra del medio de cultivo en el momento de la induccion
de la expresion (t=0), h) muestra del medio de cultivo celular tras 5 horas de incubacién a 25 °C (t=5), i) SN, j)
pellet. k)-n) ensayo de expresion proteica a 18 °C; k) muestra del medio de cultivo en el momento de la induccién
de la expresion (t=0), I) muestra del medio de cultivo celular tras 14 horas de incubacion a 18 °C (t=14), m) SN n)
pellet . Gel de poliacrilamida. SDS-PAGE. Tincién con azul de Coomassie. La flecha sefiala una banda
sobrexpresada tras la induccion.
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Figura 11. Western-Blot del ensayo de expresion de HMT-VP4 en células BL21(DE3) incubadas a 37°C, 25
°C y 18 °C las cuales son réplicas de la Figura 10. En resumen: a) Precision Plus Protein Standards (Bio-
Rad). b)-e) ensayo de expresién proteica a 37 °C; b) t=0, c) t=3, d) SN, e) pellet. f)-i) ensayo de expresion
proteica a 25 °C; ) t=0, g) t=5, h) SN, i) pellet. j)-m) ensayo de expresion proteica a 18 °C; j) t=0, k) t=14, 1) SN
m) pellet.
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Figura 12. Ensayo de expresion de HMT-VP4 en células Rosetta2(DE3)pLysS incubadas a 37 °C, 25 °C y
18 °C. a) control de Histidina, b) Precision Plus Protein Standards (Bio-Rad). ¢)-f) ensayo de expresidn proteica
a 37 °C; c) muestra del medio de cultivo en el momento de la induccion de la expresion (t=0), d) muestra del
medio de cultivo tras 3 horas de incubacion a 37 °C (t=3), e) proteinas solubles del interior celular (sobrenadante
de la centrifugacion celular, SN), f) Proteinas insolubles y proteinas de la membrana celular (pellet del
centrifugado celular). g)-j) ensayo de expresién proteica a 25 °C; g) muestra del medio de cultivo en el momento
de la induccién de la expresién (t=0), h) muestra del medio de cultivo celular tras 5 horas de incubacién a 25 °C
(t=5), i) SN, j) pellet. k)-n) ensayo de expresidn proteica a 18 °C; k) muestra del medio de cultivo en el momento
de la induccién de la expresion (t=0), ) muestra del medio de cultivo celular tras 14 horas de incubacién a 18 °C
(t=14), m) SN n) pellet . Gel de poliacrilamida. SDS-PAGE. Tincidn con azul de Coomassie. La flecha sefiala una
banda claramente sobrexpresada tras la induccion.
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Figura 13. Western-blot del ensayo de expresion de HMT-VP4 en células Rosetta2(DE3)pLysS incubadas
a 37 °C, 25 °C y 18 °C las cuales son réplicas de la Figura 12. En resumen: a) Marcador Precision Plus
Protein Standards (Bio-Rad). b)-€) ensayo de expresion proteica a 37 °C; b) t=0, c) t=3, d) SN, e) pellet / 10. f)-i)
ensayo de expresion proteica a 25 °C; f) t=0, g) t=5, h) SN, i) pellet / 10. j)-m) ensayo de expresion proteica a
18 °C; j) =0, k) t=14, 1) SN m) pellet / 10.
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2.2.6.Purificacion de HMT-VP4

Tras cargar el sobrenadante del lisado celular en la columna His-Trap Yy tras eluir su
contenido mediante un gradiente ascendente de Elution Buffer desde 0 % hasta el

60% se obtuvo el siguiente cromatograma (Figura 14).
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Figura 14. Cromatograma de la elucién de HMT-VP4 con un gradiente ascendente de Elution buffer de
0-60 %. Linea azul, absorbancia a 280 nm; Linea roja, absorbancia a 260 nm; Linea verde, porcentaje de
Elution buffer empleado.

En el cromatograma se puede observar que aparece un Unico pico gue comienza a
eluir aproximadamente al 35 % de Elution Buffer. Las fracciones correspondientes al
pico: B5, B3, B1, C2, C4, C6, C8, C10 y C12 se analizaron por SDS-PAGE y
Wester-blot. Se analizaron también muestras de las fracciones previas al pico del
cromatograma como medida de control: A12 y B9. Ademas, se afiadieron también
muestras de la proteina total, una muestra del sobrenadante (SN), obtenido tras la
centrifugacion durante 30 minutos a 30.000 g realizada tras la ruptura celular en el
homogeneizador, y una muestra del Flow-Through (FT), muestra de todo el material

gue no se unid a la resina de la columna His-Trap al cargar la proteina en la columna.
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Figura 15. Gel de poliacrilamida que contiene las diferentes fracciones obtenidas de la purificacion de
HMT-VP4 tras la cromatografia de afinidad. a) Marcador Precision Plus Protein Standards (Bio-Rad); b)
Proteina total c) SN, d) FT, e) A12, f) B9, g) B5, h) B3, i) B1, j) C2, k) C4, 1) C6, m) C8, n) C10, fi) C12. Gel de
poliacrilamida al 10%. Tincién Azul de Coomassie.

Como se puede apreciar en el gel (Figura 15), todas las bandas excepto las
fracciones A12 y B9 muestran la presencia de HMT-VP4. Las calles que contienen
fracciones del pico del cromatograma, g)-fl), contienen casi en exclusiva una Unica
banda gruesa, de unos 50 KDa y sin otras bandas contaminantes. Los Western-blot
demostraron que esta banda se trataba de HMT-VP4 (informacion no disponible).
Por lo tanto, aunque hay parte de proteina que se pierde en el FT, no se une a la
columna, la purificacion consigue una cantidad aceptable de proteina (4 mg
aproximadamente por cada litro de cultivo) y de una pureza significativa
(aproximadamente 95 %).

2.2.7.Digestion de HMT-VP4 con la proteasa TEV

Una vez purificada, la proteina HMT-VP4 fue sometida a digestion con la proteasa
TEV con la intencion de liberar VP4. La digestion fue llevada a cabo en distintas
condiciones (Tabla 2). Con el objetivo de hallar las mejores condiciones tanto para
el rendimiento del corte como para el rendimiento de VP4 soluble obtenida. Las
muestras de las distintas digestiones fueron analizadas en geles del 10 % de
poliacrilamida de Tris-Glicina (Figura 16 y Figura 17), para analizar el porcentaje
de corte de HMT-VP4, y en los geles de gradiente 10-20 % de poliacrilamida de
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Tris-Tricina (Figura 18 y Figura 19), para analizar la presencia de VP4 (ver
Materiales y Métodos). Como se describe en la seccion 2.1.8. de Materiales y
Métodos, en cada condicidn se analizaron dos muestras distintas. EIl producto total
del corte (Total) y el producto soluble (SN) tras una centrifugacion a 25.000 g
durante 1 hora (Figura 16, Figura 17, Figura 18 y Figura 19).

Mediante los geles de poliacrilamida al 10 % se observa de manara clara el cambio
de tamafio que sufre la proteina al desprenderse VP4. En las condiciones en la hay
una menor tasa de digestion, en las calles i)-I) de la Figura 16, se aprecian
claramente dos bandas. La superior, situada a una altura correspondiente a 50 KDa,
equivale a la proteina HMT-VP4 sin digerir. La inferior en cambio, supera los 40
KDa pero se encuentra bastante por debajo de la barrera de los 50 KDa, lo que
indicaria la liberacion de un fragmento equivalente a 5 KDa, el peso aproximado de
VP4,

Sin embargo, estos geles de poliacrilamida del 10% no permiten la retencion de una
proteina tan pequefia como VP4. Para ello se han empleado los geles de
poliacrilamida del 10-20 %, en estos, Figura 16 y Figura 17, se aprecia una banda
por debajo del tamafio de 10 KDa que se repite en todas las calles, salvo en los
controles de HMT-VP4 sin digerir. Ambos resultados apuntan a que la digestion de
HMT-VP4 con TEV, libera un péptido de unos 5 KDa que muy probablemente se
trataria de VP4,

El analisis del porcentaje de proteina cortada y el porcentaje de VP4 soluble se llevd
a cabo por densitometria (célculo de las intensidades relativas de las bandas) y se
muestra en la Tabla 2. En esta tabla se puede observar que las mejores condiciones
para el corte son Tris 50 mM, NaCl 10 mM, DTT 1 mM y EDTA 0,5 mM ajustado
pH 7,5 (sexta condicion), mientras que en las que se obtiene mayor cantidad de VP4
soluble son Tris 50 mM, NaCl 500 mM, DTT 1 mM y EDTA 0,5 mM ajustado pH
7,5 (séptima condicidn).
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Figura 16. Screening de condiciones para digestion con TEV de HMT-VP4 purificada 1/2. a) Marcador
Precision Plus Protein Standards, b) Muestra de HMT-VP4 sin digerir; Primera condicion de medio (c-d), c)
Cond. 1; Total, d) Cond 1; SN; Segunda condicion de medio (e-f), €) Cond. 2; Total, f) Cond. 2; Tercera
condicion de medio (g-h), g) Cond. 3; Total, h) Cond. 3; SN; Cuarta condicién de medio (i-j), i) Cond. 4; Total, j)
Cond. 4; SN; Quinta condicién de medio (k-I), k) Cond. 5; Total, I) Cond. 5; SN; Sexta condicién de medio (m-
n), m) Cond. 6; Total, n) Cond. 6; SN. La flecha superior sefiala las bandas correspondientes a HMT-VP4. La
fecha inferior sefiala las bandas correspondientes a HMT digerida. Gel de poliacrilamida al 10 %. Tincién con

Azul de Coomassie.

Figura 17. Screening de condiciones para digestion con TEV de HMT-VP4 purificada 2/2. a) Marcador
Precision Plus Protein Standards, b) Muestra de HMT-VP4 sin digerir; Séptima condicién de medio (c-d), c)
Cond. 7, Total, d) Cond. 7, SN; Octava condicion de medio (e-f), €) Cond. 8, Total, f) Cond. 8, SN; Novena
condicion de medio (g-h), g) Cond. 9, Total, h) Cond. 9, SN; Décima condicion de medio (i-j), i) Cond. 10,Total, j)
Cond. 10, SN. La flecha superior sefiala las bandas correspondientes a HMT-VP4. La fecha inferior sefiala las
bandas correspondientes a HMT digerida. Gel de poliacrilamida al 10 %. Tincién con Azul de Coomassie.
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Figura 18. Screening de condiciones para digestion con TEV de HMT-VP4 purificada 1/2. a) Marcador
Precision Plus Protein Standards, b) Muestra de HMT-VP4 sin digerir; Primera condicién de medio (c-d), c)
Cond. 1; Total, d) Cond 1; SN; Segunda condicién de medio (e-f), €) Cond. 2; Total, f) Cond. 2; Tercera
condicién de medio (g-h), g) Cond. 3; Total, h) Cond. 3; SN; Cuarta condicién de medio (i-j), i) Cond. 4; Total, j)
Cond. 4; SN; Quinta condicién de medio (k-I), k) Cond. 5; Total, I) Cond. 5; SN; Sexta condicion de medio (m-
n), m) Cond. 6; Total, n) Cond. 6; SN. La flecha indica la banda atribuible a VP4 liberada. Gel de poliacrilamida
Tris-Tricina Mini-PROTEAN Tris-Tricine Precast Gels (Bio-Rad).
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Figura 19. Screening de condiciones para digestion con TEV de HMT-VP4 purificada en geles de Tricina
2/2. a) Marcador Precision Plus Protein Standards, b) Muestra de HMT-VP4 sin digerir; Séptima condicién de
medio (c-d), ¢) Cond. 7, Total, d) Cond. 7, SN; Octava condicién de medio (e-f), €) Cond. 8, Total, f) Cond. 8,
SN; Novena condicién de medio (g-h), g) Cond. 9, Total, h) Cond. 9, SN; Décima condicion de medio (i-j), i)
Cond. 10,Total, j) Cond. 10, SN. La flecha indica la banda atribuible a VP4 liberada. Gel de poliacrilamida Tris-
Tricina Mini-PROTEAN Tris-Tricine Precast Gels (Bio-Rad).
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Tabla2: Composicion de las diferentes condiciones empleadas en la digestion de HMT-VP4 con la

proteasa TEV. También se indican los resultados de la digestion en cada condicién como porcentaje de

proteina cortada y como porcentaje de VP4 soluble tras el corte.

Condicién 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(mM) | (mM) | (mM) (mM) (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM)
Tris 50 50 50 50 (citrato) 50 50 50 50 50 50
pH 75 75 8,5 55 75 75 75 75 75 75
NaCl 150 150 150 150 500 10 150 150 150 150
DTT 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
EDTA 05 05 0,5 05 05 0,5 05 0,5 0,5 0,5
Glicerol - - 20% - -
Arg - - 50 -
Glu - - 50 -
DDM - - - 0,75
0G - - - - 2
Porcentaje
de
proteina 94 95 85 67 66 98 86 84 93 95
cortada
(%)
Porcentaje
VP4
soluble 65 66 78 66 80 63 81 80 55 52
tras el
corte (%)

Los numeros en rojo reflejan el cambio frente a las concentraciones iniciales. (-) indica ausencia de ese

compuesto en la condicién determinada.




35

2.3. DISCUSION
2.3.1.Expresion de VP4-pET28a

El descenso de un 75 % en la absorbancia a 600 nm del cultivo de BL21(DE3) tras
30 minutos desde el momento de la induccion, se debe realmente a un descenso en la
turbidez de la muestra. Este hecho se puede interpretar como, un descenso en el
namero de particulas con el tamafio suficiente para dispersar la luz lo que puede
deberse a una ruptura celular generalizada ocurrida después de la adicion del IPTG.
Por lo tanto, se puede concluir que la expresion de VP4 inducida por el mismo IPTG
es la causante de dicha ruptura. Esta capacidad le atribuye a la proteina VP4 de TrV
una gran similitud con la familia de las viroporinas [Danthi et al., 2003].

El hecho de que la muerte celular suceda en los primeros 30 minutos, junto a que no
se haya podido localizar la presencia de VP4 en esas muestras sugiere que la
cantidad de VP4 expresada es minima. Por un lado esto significaria una proteina muy
activa, pero por otro lado, para caracterizar In vitro bioguimica y biofisicamente a
VP4 se requiere una produccion proteica en mayor cantidad y de forma mas estable.
Debido a esto, se decidié intentar expresar VP4 como proteina de fusion con MBP,
separada por un sitio de corte para la proteasa TEV. Ademas, se le afiadid una
secuencia de polihistidina para facilitar la purificacién. A este constructo se le
denominé HMT-VP4.

2.3.2.Expresion de HMT-VP4

El motivo de utilizar diferentes cepas recombinantes en la expresion de la proteina
HMT-VP4 fue el de valorar y comparar el rendimiento y los niveles de expresion
mostrados por una y otra cepa. Como se puede apreciar en los Western-blots (Figura
11 y Figura 13), existe una gran diferencia en la cantidad de proteina expresada
entre ambas cepas, correspondiendo a una expresiébn mucho mayor en las muestras
de BL21(DE3) (Figura 11) respecto al Western-blot que contenia las muestras de
Rosetta2(DE3)pLysS (Figura 13).

Por otro lado, con el objetivo de lograr obtener la mayor cantidad de proteina

expresada de forma soluble, se decidi6 estudiar la expresion a distintas temperaturas.
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Como era esperable, la mayor tasa de produccion proteica se aprecia a temperatura
de 37 °C. Este resultado es coherente con la temperatura 6ptima de crecimiento de E.
coli, situandose mas proxima a esta temperatura que a la de 25 o 18 °C. Sin embargo,
el ratio de proteina soluble respecto de la proteina total no es mayor a 37 °C, sino que
mejora cuanto menor es la temperatura en el caso de BL21(DE3). Esto se puede
interpretar como que una temperatura menor provoca una expresion proteica mas
lenta y por tanto un posible mejor plegamiento de la proteina sobrexpresada. A pesar
de esto, gradualmente la mayor cantidad de proteina soluble se obtiene a 37 °C y por

lo tanto esta fue la temperatura seleccionada para trabajar.

Como se puede ver en la seccion de Resultados, la purificacién de la proteina
mediante cromatografia de afinidad a Ni* inmovilizados, concretamente His-Trap en
este caso, es un paso suficiente para obtener una proteina con un nivel de pureza de
un 95 % aproximadamente. Por lo tanto se decidio utilizar este Unico paso de

purificacion cromatogréafica.
2.3.3.Digestién de HMT-VP4 con la proteasa TEV

En la seccion de Resultados 2.2.7. se mostraba una tabla con los resultados del
porcentaje de proteina cortada y porcentaje de VP4 soluble (Tabla 2). Las
condiciones en las que mas corte se obtenia eran aquellas cuyo pH era neutro y la
concentracion de sal era menor. Sin embargo, y curiosamente, las condiciones en las
gue mayor porcentaje de VP4 soluble se obtenia eran las contrarias: pH basicos y
altas concentraciones de NaCl. Este comportamiento hacia dificil la seleccion de una
condicién concreta para obtener el mejor resultado y podria deberse a que un corte
muy répido provocara una liberacion excesivamente rapida de VP4 desencadenando
su agregacion. Por lo tanto, y a la falta de mas estudios, una posible condicion para
llevar a cabo la digestion podria ser la 7, con glicerol al 20 %, en la que tanto el
porcentaje de proteina cortada como el porcentaje de VP4 soluble estan por encima
del 80 %.
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3. CONCLUSIONES

La expresion de VP4 en el interior de la bacteria E. coli provocé un descenso de un
75 % de la absorbancia. Este hecho, atribuible a una ruptura celular generalizada,
indica la posible funcion de VP4 como viroporina debido a esa aparente capacidad
bactericida [Gonzalez y Carrasco, 2003; OuYang y Chou, 2014].

Sin embargo, para posteriores estudios mas detallados de la actividad de esta proteina
viral, se tuvo que recurrir a la expresion de VP4 como proteina de fusion junto con
MBP. Para ello, se disefié un plasmido recombinante que codificaba conjuntamente y
en este orden para: una etiqueta de Histidinas, la proteina MBP, un punto de corte
para la proteasa TEV y la proteina viral VP4. Este plasmido se uso para expresar la
proteina denominada HMT-VP4 en las cepas BL21(DE3) y Rosetta2(DE3)pLysS de
E. coli. Ademéas se determind que BL21(DE3) era mejor cepa de expresion, en
cuanto a cantidad de proteina expresada y que la temperatura de 37 °C, a pesar de
que provocaba una disminucion del ratio de proteina soluble, era la mas adecuada

debido a que permitia obtener grandes cantidades de proteina.

La proteina HMT-VP4 se consiguié purificar a niveles del 95 % mediante
cromatografia de afinidad, la cual permitié los primeros ensayos de corte con la
proteasa TEV sin necesidad de afiadir ningun paso adicional de purificacion. Las
condiciones en las que mas corte se obtenia eran aquellas cuyo pH era neutro y la
concentracion de sal era menor, a diferencia, de las condiciones en las que el
porcentaje de VP4 soluble era mayor, pH basicos y altas concentraciones de NaCl.
Por lo tanto, ante este comportamiento opuesto, se decidio utilizar una condicion
(Glicerol 20 %), en la que tanto el porcentaje de proteina cortada como el porcentaje

de VP4 soluble estaban por encima del 80 %.

Avances como estos en la obtencion de VP4, permitirdn en proximos estudios
realizar investigaciones sobre el mecanismo empleado por VP4 para provocar la
muerte de las células. Fundamentalmente se estudiara si esa accion de VP4 se debe a
la desestabilizacion de la membrana celular mediante distintas pruebas bioguimicas y
biofisicas. De esta manera, se conseguira caracterizar la funcion de la proteina VP4 y
se podran estudiar tanto sus implicaciones bioldgicas como su posible aplicabilidad

tecnoldgica como péptido antibacteriano.
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