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RESUMEN

Las proteasas virales desempefian un papel crucial durante el ciclo replicativo de diversos virus, lo que las convierte en
blancos clave para el disefio de farmacos antivirales.

En este trabajo, describimos el desarrollo y la optimizacién de un ensayo in vitro para medir la actividad enzimética de la
proteasa del virus chikungunya.

Para este ensayo, fue preciso disponer de la proteasa viral recombinante y de un sustrato sintético que imita uno de los
sitios de corte naturales.

La expresion de ambas proteinas se realizd utilizando la cepa Rosetta de Escherichia coli, la cual esta optimizada para
mejorar la expresion de proteinas que contienen codones raros. La purificacion se llevd a cabo mediante cromatografia de
afinidad y permitiod obtener ambas proteinas en forma pura y con alto rendimiento.

Los experimentos de validacién mostraron que el ensayo de actividad enzimdtica es robusto, cuantitativo y nos permite
seguir la actividad enzimatica en el tiempo.

Nuestros resultados destacan el potencial de este método como herramienta para la caracterizacién de nuevos
compuestos antivirales contra el virus chikungunya, y pueden servir en el desarrollo de ensayos para estudiar otras
proteasas virales.

PALABRAS CLAVE: Virus chikungunya, Proteasa viral, Test actividad, Cepa Rosetta

INTRODUCCION

El virus Chikungunya (CHIKV) es un patdgeno transmitido a
humanos por la picadura de mosquitos vectores del
género Aedes, principalmente Aedes aegypti y Aedes
albopictus (1) (1).

Las personas infectadas presentan diversos sintomas que
incluyen debilidad muscular, fiebre, mialgia, erupcion
cutaneay dolor articular (2, 3).

Aungue rara vez provoca la muerte, el dolor articular
puede durar meses o afios, o bien convertirse en un dolor
cronico, causa de discapacidad para algunas personas.

A pesar de que este virus fue identificado en la década de
1950, se considera reemergente debido a la presencia de
casos en regiones donde anteriormente no se habian
reportado (4-7).

Durante las primeras décadas del siglo XXI se informaron
casos de CHIKV en todos los continentes, excepto en la
Antartida.

Segln la Organizacidon Panamericana de Salud, en el
periodo 2023-2024 se reportaron en América 810.684
casos (8).

El aumento de la prevalencia de la enfermedad, los
recurrentes e imprevisibles brotes epidémicos vy la falta de
inmunidad preexistente hacen que el CHIKV sea una
amenaza signE‘lcativa ala salud mundial.
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Sin embargo, ain no se dispone de tratamientos
especificos para la enfermedad, por lo que los sintomas
son tratados principalmente con analgésicos y drogas
antiinflamatorias (2).

El CHIKV presenta un genoma compacto de ARN que
codifica para proteinas esenciales para el virus, entre éstas
las que forman parte del complejo de replicacion viral
(nsP1, nsP2, nsP3y nsP4) (9).

Se sabe que estas proteinas se sintetizan como una
poliproteina inmadura que es escindida por la cisteina
proteasa viral (nsP2), la cual libera secuencialmente las
proteinas virales individuales (10).

Al ser una enzima exclusivamente viral y esencial para la
replicacion, las proteasas virales son el blanco de eleccién
para el disefio de agentes antivirales especificos.

El objetivo de nuestro trabajo es desarrollar un método
sencillo que permita medir la actividad enzimatica de la
proteasa nsP2 de CHIKV. Para esto, se requiere expresar y
purificar tanto la enzima, como su sustrato.

La cepa Rosetta es una variante modificada de E. coli que
se utiliza para la expresion de proteinas heterdlogas.

Esta disefiada para mejorar la expresiéon de proteinas que
contienen codones raros, ya que posee genes gque
codifican para tRNAs especificos.

Esto ayuda a optimizar la traducciéon y a obtener una
mayor cantidad de la proteina deseada en comparacién
con otras cepas de E. colli.

En este trabajo, utilizamos la cepa Rosetta para expresar la
proteasa nsP2 y un sustrato de disefio que contiene uno de
los sitios de corte naturales.

Siguiendo técnicas de cromatografia de afinidad, logramos
obtener en forma pura y con alto rendimiento ambas
proteinas.

Utilizando estas proteinas, pusimos a punto un ensayo
sencillo y econédmico para medir la actividad enzimatica,
basado en la resoluciéon de los productos de reaccién en
geles desnaturalizantes de poliacrilamida.

Los ensayos in vitro de actividad enzimdtica se utilizan
ampliamente para evaluar compuestos antivirales, por lo
gue nuestro desarrollo podria
herramienta valiosa para identificar nuevas moléculas con
potencial terapéutico, contribuyendo al tratamiento de las
infecciones virales.

proporcionar una

Clonado, expresion y purificacion de la proteasa nsP2 y
un sustrato de disefio que contiene el sitio de corte
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Para obtener la proteasa nsP2 de CHIKV (Figura 1),
obtuvimos el ADNc que codifica para la enzima mediante
una PCR sobre el clon infeccioso de CHIKV, utilizando los
primers GGCAGCCATATGACCTTTGATACGTTCC (sentido) y
GTGGTGCTCGAGTTATCCTACAAAGGCTG (antisentido).
Este ADNCc lo clonamos en el vector de expresion pET28c
(Novagen).

Transformamos bacterias competentes de la cepa Rosetta
de E. coli con el vector y crecimos cultivos en medio LB
suplementado con kanamicina 50 pg mi ™y cloranfenicol 35
pg miL Indujimos la expresién de la proteina mediante la
adicién de isopropil-B-D-tiogalactopiranosido (IPTG) 0.4
mM, y luego de la expresion cosechamos las bacterias por
centrifugacion.

Para la purificacién de nsP2, lisamos las bacterias mediante
pulsos de sonicacién a 4 oC en buffer Tris-HCI 50 mM pH
7.5, NaCl 500 mM, glicerol 5 % (v/v), ditiotreitol (DTT) 0.5
mM, imidazol 20 mM, Tween-20 1 % (v/v) y lisozima 50 pg
ml™1. A continuacién centrifugamos los lisados celulares
para separar las fracciones soluble e insoluble.

Ya que las proteinas expresadas utilizando el vector pET28c
se producen unidas a un tracto de histidinas, sembramos el
sobrenadante en una columna de afinidad a iones niquel
(HisTrap, GE).

Tras exhaustivos lavados, eluimos la enzima con imidazol
200 mM. Luego de dializar la enzima para remover el
imidazol, la almacenamos en nitrégeno liquido.

Figura 1. Esquema del clonado, expresidon y purificacion de
nsP2. Clonamos la secuencia que codifica para la proteasa
unida a un tracto de histidinas en un plasmido de expresion
(1). Introdujimos el plasmido en bacterias E. coli de la cepa
Rosetta (2), que cultivamos en medio LB-agar para aislar
colonias (3). A partir de una colonia crecimos bacterias en un
cultivo liquido y indujimos la expresion de la proteasa
mediante el agregado de lactosa (4). Lisamos las bacterias y
purificamos la nsP2 mediante cromatografia de afinidad a
iones de niquel (5).

De igual manera que para nsP2, transformamos la
construccién que contiene la secuencia del sustrato en el
vector de expresion pET28c, en bacterias competentes de
la cepa Rosetta de E.coli. Luego, indujimos la expresion y
purificacion de la proteina.

En este caso, la elucion del sustrato de la columna se realizd
con 100 mM de imidazol.
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Clonado, expresioén y purificacion de la nsP2 mutante

Para generar una mutante inactiva de nsP2 reemplazamos
la cisteina del sitio activo por alanina (C478A). Para esto,
realizamos un clonado sin enzimas de restriccion que
implicd (i) una primera PCR para amplificar la secuencia con
la mutacion disefiada utilizando los  primers
5’AACGTTGCTTGGGCTAAG3'(sentido) y
5'GTGGTGCTCGAGTTATCCTACAAAGGCT3'  (antisentido),
(i) una segunda PCR utilizando el producto de la primera
PCR como megaprimer y el plasmido pET28c que contiene
la secuencia que codifica para nsP2 como molde, v (iii)
digestién con Dpnl y transformacion del segundo producto
de PCR.

Los plasmidos se enviaron a secuenciar (Macrogen, Corea)
y una vez corroborado el éxito del clonado, procedimos a
expresar la nsP2 mutante en E. coli Rosetta y purificarla
mediante protocolo
anteriormente descrito para la nsP2 silvestre.

cromatografia, siguiendo el

Medidas de actividad proteasa

Los ensayos de actividad proteasa consisten en incubar la
enzima nsP2 purificada con su sustrato en condiciones
Optimas de reaccion.

En nuestros ensayos, la composicién del medio de reaccion
fue Hepes 20 mM pH 7.5, NaCl 6 mM, DTT 1 mM.

La nsP2 recombinante (0.5 pM) y su sustrato (5 uM) se
incubaron a 25 2C durante distintos tiempos, hasta 30
minutos.

En cada caso, detuvimos la reaccion mediante el agregado
de buffer de siembra, que contiene Tris-HCl 50 mM pH 6.8,
dodecil sulfato de sodio (SDS) 2 % (p/v), glicerol 10 % (v/v),
B mercaptoetanol 5 % (v/v) y azul de bromofenol 0.05 %
(P/V).

Luego, resolvimos los productos de la reaccién mediante
geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) y por
densitometria (Image J), estimamos la concentracion del
sustrato y los productos a cada tiempo de reaccién.

Disefio del sustrato

Para los ensayos de actividad enzimatica, utilizamos un
sustrato que contiene un segmento de 15 aminodcidos que
presenta el sitio de reconocimiento natural de la proteasa
nsP2 ubicado en la wunién entre nsP3 y nsP4
(DELRLDRAGG | YIFSS).

Como no es posible resolver los productos de la hidrdlisis
de un péptido pequefio mediante SDS-PAGE, el sustrato
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posee dos dominios proteicos flanqueando al sitio de corte.
Estos dominios son la enzima fluorescente verde (GFP) en
el extremo N-terminal y la tiorredoxina (TRX) en el extremo
C-terminal (Figura 2A) (11).

Este sustrato tiene un peso molecular aproximado de 40
kDa y cuando es escindido por la proteasa, genera
productos de 27 kDa (GFP) y 12 kDa (TRX) que pueden ser
resueltos mediante SDS-PAGE.

Una cuestién importante a tener en cuenta en el disefio del
sustrato es la accesibilidad del sitio de corte, ya que los
dominios GFP y TRX podrian hacer que éste quede oculto.
Para estudiar la accesibilidad del sitio de corte, realizamos
una prediccién de su estructura tridimensional mediante el
algoritmo Alphafold(12).

Como se observa en la Figura 2B, GFP y TRX se pliegan en
dominios  independientes (en verde 'y azul,
respectivamente), mientras que la secuencia que contiene
el sitio de corte se localiza en un loop flexible y totalmente
expuesto (en rosa).

Este resultado sugiere que GFP y TRX no afectan el
reconocimiento del sitio de corte y clivaje del sustrato por
nsP2, por lo cual la conformacién del mismo seria
adecuada para su empleo en el ensayo de actividad

enzimatica.
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Figura 2. Sustrato de la proteasa. (A) Esquema del sustrato, compuesto
por los dominios proteicos GFP y TRX, unidos mediante un espaciador
que contiene la secuencia de reconocimiento natural nsP3/4 de la
proteasa (10 residuos previos y 5 posteriores al sitio de corte). (B)
Prediccion de la estructura del sustrato realizada mediante Alphafold. GFP
se muestra en verde, TRX en azul y el segmento que contiene el sitio de
corte en rosa. La flecha roja indica el sitio de corte de nsP2.

Purificaciéon y rendimiento de la nsP2 silvestre, la nsP2
mutante y el sustrato recombinante

Una vez disefiados y clonados la nsP2 y su sustrato
procedimos a su expresion y purificacion. Al término de este
procedimiento, examinamos la pureza de las preparaciones
mediante SDS-PAGE, la cual fue superior al 98 % (Figura 3A).
Luego, cuantificamos espectroscopicamente las proteinas

en base a la absorbancia a 280 nm, utilizando un coeficiente
3
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de extincién molar de 51255 y 43695 M_lcm'lpara nsP2 y
el sustrato, respectivamente (Figura 3B).
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Figura 3. Purificacién de proteinas. (A) SDS-PAGE representativo de los
pasos intermedios de la purificacién de las variantes de nsP2 y su
sustrato. Las calles corresponden al lisado bacteriano total (calle 1), la
fraccién insoluble y la fraccion soluble (calles 2 y 3), la fraccién no
retenida en la columna de afinidad (calle 4), las fracciones recuperadas
luego de la elucién con imidazol (calles 5 a 9) y el marcador de peso
molecular (calle 10). (B) Espectro de absorcion de la nsP2 purificada.

En el caso del sustrato, puesto que contiene GFP en su
extremo N-terminal, es posible evidenciar la expresién del
mismo e identificar las fracciones donde esta enriquecido
mediante la deteccién de fluorescencia bajo luz ultravioleta
(Figura 4).
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Figura 4. Expresion y purificacion del sustrato. (A) Fotografias bajo luz
ultravioleta de un cultivo de bacterias E. coli que expresan el sustrato
(izquierda), columna cromatogréfica de afinidad en la que se sembrd la
fraccion soluble del lisado de bacterias (centro) y fotografia bajo luz
visible de la enzima purificada, una vez eluida de la columna de afinidad
(derecha). (B)SDS-PAGE representativo de la purificacion del sustrato,
revelado mediante tincién con Coomassie blue (arriba) y fluorescencia
de GFP (abajo). Marcador de peso molecular (calle 1) y fracciones
recuperadas luego de la elucién con imidazol (calles 2 a 5). (C) Espectro
de absorcion del sustrato purificado.

J. res. appl. med., Volumen 3, Nimero 3, Articulo 1

Actividad enzimatica de la nsP2 silvestre y la nsP2 con una
mutacion en el sitio activo

Para estudiar la actividad enzimdtica, incubamos la nsP2
silvestre con el sustrato purificado durante distintos
tiempos a 25 eC.

Evidenciamos la hidrdlisis producto de la actividad de nsP2
a partir de la desaparicion de la banda correspondiente al
completo, y la aparicion de aquella
correspondiente a GFP, visualizadas por tincion con
Coomassie blue o haciendo uso de un
fluorescencia (Figura 5A).

Mediante densitometria, cuantificamos la intensidad de
cada banda y calculamos la concentracién de producto
obtenido a cada tiempo en base a la estimacion
espectrofotométrica de la concentracién del sustrato.
Finalmente, representamos la concentracién del producto
en funcién del tiempo de reaccién (Figura 5B).
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Figura 5. Ensayo de actividad de la nsP2. (A)incubamos la enzima nsP2
silvestre (arriba) o mutante C378A (abajo) con el sustrato durante 0, 2, 5,
10, 16, 20 o 30 minutos (T1 a T7) y resolvimos los productos de la
reaccion mediante SDS-PAGE, que fue revelado por tincion con
Coomassie blue (arriba) y fluorescencia de GFP (abajo). Se muestra la
degradacion del sustrato en funcién del tiempo de reaccion. Se incluy6
también el sustrato en ausencia de enzima (S) y la enzima sin sustrato (E)
y un marcador de peso molecular (MKk). (B) Cantidad de producto en
funcién del tiempo de reaccidn, obtenido a partir de la cuantificacién
mediante densitometria de las bandas del SDS-PAGE para la enzima
nsP2 silvestre.

Nuestros resultados indican que la aparicion de producto es
directamente proporcional al tiempo de reaccion durante
los primeros dos minutos (recta roja punteada de la Figura
5B). En consecuencia, es posible determinar la velocidad
inicial de la protedlisis como la pendiente de esta recta. La
velocidad inicial estimada fue de 50 nmoles de producto por
hora.

Las evidencias en la literatura muestran que los residuos de
la diada catalitica C478 y H548 son absolutamente
esenciales para la protedlisis y la replicacion viral (13).

Por consiguiente, para validar el método de medida,

decidimos clonar, expresar y purificar una proteasa de
4
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CHIKV gue contiene una mutacion en el sitio activo de nsP2
(ca78A).

Luego, realizamos el ensayo de actividad con esta enzima
mutante. Como esperdbamos, el sustrato es estable
durante el tiempo de incubacién y la nsP2 C478A es
incapaz de hidrolizarlo.

En su conjunto, los resultados indican que nuestro método
es robusto y especifico, y permite obtener de manera
rapida y sencilla medidas cuantitativas de la actividad de
nsP2. Puesto que las proteasas virales son los blancos de
elecciéon para el disefio de antivirales, ensayos como el
propuesto pueden también extrapolarse para el estudio de
farmacos dirigidos para las proteasas de otros virus.

En este trabajo, describimos la expresion y purificacion de
la proteasa del virus chikungunya y un sustrato sintético
gue contiene uno de los sitios de corte naturales de la
enzima. Utilizando las proteinas recombinantes purificadas
logramos poner a punto un ensayo sencillo, econémico,
robusto, y cuantitativo de actividad enzimatica.

El disefio de antivirales especificos es un desafio en la
terapéutica de las enfermedades virales, ya que los virus
usan las maquinarias celulares para la mayor parte de sus
procesos metabdlicos.

Sin embargo, las células eucariotas no disponen de ciertas
enzimas necesarias para la replicacion viral, por lo que los
genomas virales contienen la informacién que las codifica.
Entre estas enzimas se encuentran la polimerasa, la
helicasa y la proteasa viral.

Puesto que estas enzimas son exclusivamente virales,
desde hace décadas son los blancos de eleccién para el
disefio de antivirales especificos.

Los primeros inhibidores de proteasas estuvieron dirigidos
a la proteasa del VIH-1 (virus de la inmunodeficiencia
humana tipo 1).

En 1990, Roberts y colaboradores (14) disefiaron una serie
de derivados peptidicos basados en el concepto mimético
del estado de transicién que inhiben la proteasa de VIH-1y
VIH-2 en el rango nanomolar.

Estos compuestos mostraron un escaso efecto a 10 uM
frente a las proteasas asparticas humanas
estructuralmente relacionadas, lo que indica que poseen
un elevado indice terapéutico.

En 1995, se aprobd el saquinavir (Invirase, Roche), el primer
inhibidor de proteasas para VIH, que fue parte de un
avance significativo en el tratamiento del VIH/SIDA.
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Posteriormente, debido a la baja disponibilidad oral del
saquinavir y la rapida seleccion de virus con mutaciones
gue confieren resistencia, fue necesario el desarrollo de
nuevos inhibidores (ritonavir, indavir, lopinavir, entre otros)
(15).

Los inhibidores de nueva generacidon presentan mejoras
farmacocinéticas y aportan alternativas en el caso de
pacientes que no responden al tratamiento.

Los antecedentes con los inhibidores para el VIH fueron la
piedra fundacional para el disefio de inhibidores contra
otras proteasas virales, como la de Hepatitis C y SARS-Cov2
(16).

A la luz de estas evidencias, los inhibidores de proteasas
virales deben disefiarse y re-disefiarse con frecuencia.

Esto se debe a la gran capacidad viral de mutar para
generar variantes resistentes y a la emergencia de nuevos
virus contra los cuales no existen tratamientos especificos
disponibles.

En el caso de CHIKV, no hay actualmente inhibidores
aprobados para su uso en humanos. Sin embargo, se
encuentran en estudio una variedad de inhibidores
peptidicos (17, 18), basados en el
reposicionamiento de farmacos ya aprobados para otras
enfermedades (19, 20), e inhibidores identificados por
técnicas computacionales (docking molecular) (21, 22).

Para la evaluacion de inhibidores es crucial contar con
métodos de medida in vitro de la actividad proteasa.

Los ensayos mas ampliamente utilizados se basan en la
técnica de Transferencia de energia de resonancia de
Forster (FRET) (23), donde el sustrato es un péptido
pequefio (10-15 aminoacidos) que contiene el sitio de
corte, un fluoréforo en un extremo y un quencher en el
otro.

Cuando estos péptidos marcados son clivados por la nsP2,
se produce la disociacion del par FRET con el consecuente
aumento de la seiial fluorescente.

inhibidores

Estos ensayos tienen la ventaja que permiten determinar la
protedlisis en tiempo real. Sin embargo, por su tamafio
reducido, es posible que las condiciones del clivaje estén
alejadas de las condiciones fisioldgicas, y los péptidos se
acomoden en la estructura de la enzima sin demasiadas
restricciones.

Por otra parte, podria producirse quenching intermolecular
a altas concentraciones de péptido, lo cual podria dificultar
la interpretacion de los resultados.

Finalmente, el uso de péptidos FRET es costoso y poco
versatil, ya que estas moléculas son comerciales y no se
pueden modificar por mutagénesis dirigida.



JJ Barrazaa et.al:Expresion de la proteasa del virus chikungunya en la cepa de Rosetta de E. coli.

Por lo expuesto, consideramos que el método de medida
propuesto en este trabajo es una alternativa interesante
para el estudio de moléculas potencialmente inhibidoras
de proteasas, con ventajas en su costo y disefio
experimental.
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