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RESUMEN. PVV&? eg la proteina de unién a ADN de cadena simple del fago filamentoso VGJ®, expresada en V. cholerae
infectado con VGJ® . Esta proteina fue caracterizada previamente como una proteina homodimérica que tiene un dominio
C-terminal (CTD) desordenado y flexible. Este CTD pudiera estar involucrado en la actividad biolégica de esta proteina,
lo cual coincide con la funcién descrita para el dominio C-terminal acidico, caracteristico de las PUAcs, esencial para el
crecimiento del fago y la replicacién del ADN. En este trabajo se investigé el efecto de diferentes sales sobre la interaccién
de la proteina pVV®’® con ADNecs en la formacion del complejo proteina-ADNecs. De acuerdo con los resultados obtenidos,
se concluyé que la unién de la proteina al ADNcs fue favorecida en presencia de las sales mas cosmotrépicas para todas
las concentraciones de sales estudiadas. Para las menos cosmotropicas, se observo que la union fue afectada a partir de
una concentracion de sal en la que se obtuvo un maximo de actividad biolégica, siendo esta concentracién diferente para
cada sal estudiada. Estos resultados indican la presencia de cationes marcadamente cosmotropicos en el sitio de unién
de la proteina al ADNcs y que la formacién del complejo proteina-ADN bajo condiciones de elevada concentracién salina
involucra interacciones i6nicas.

ABSTRACT. PVV9® is the single stranded DNA binding protein (SSB) from filamentous phage VGJ®, it is expressed in V.
cholerae, infected with VGJ®. This protein was previously characterized as a homodimeric protein that has a disordered
and flexible C-terminal domain (CTD). This CTD could be involved in the biological activity of this protein, which agree
with the described function for the acidic C-terminal domain characteristic for the SSB proteins, which is essential for
phage growing and the DNA replication. This paper studied the effect of different salts on the pVV®’® protein interaction
with ssDNA in the protein-ssDNA complex formation. According to the obtained results it was concluded that the protein
binding to ssDNA was favored in the presence of salts more kosmotropics for all salt concentrations studied. For the less
kosmotropics salts it was observed that the binding was affected from a salt concentration which yielded a maximum
of biological activity, which was different for each salt concentration studied. These results indicate that the presence
of cations highly kosmotropics in the protein-ssDNA binding site and that the protein-DNA complex formation under
environment of high saline concentration involves ionic interactions.

INTRODUCCION

Las proteinas de unién a ADN de cadena simple
(PUAcs), estan presentes en todas las formas de vida
celular y la mayoria de los virus. Estan involucradas en
los procesos biolégicos esenciales, tales como la replica-
ci6én, recombinacién y reparacion.! Estas proteinas inte-
ractian con el ADN de cadena simple (ADNcs) de una
manera independiente de secuencia, con lo que impiden
que el ADNcs se renaturalice o forme de nuevo la doble
hélice y a su vez lo protegen de la degradacién de las
nucleasas.? La mayoria de las PUAcs se unen al ADNcs
no especificamente, de acuerdo con diferentes modos de
unién en dependencia de su estructura, su grado de coo-
peratividad, nivel de oligomerizacién y las condiciones
ambientales: fuerza iénica, composicién de la disolucién

reguladora, etc.? El tipo de complejo formado entre las
proteinasy el ADN depende de la concentracion de sales
monovalentes (cationes y aniones) y cationes bivalentes,
pH, temperatura y concentracién de las PUAcs.*

Las PUAcs de células procariotas comparten una es-
tructura de dominio comun que ha sido conservado, aun
en los casos que carecen de homologia en su secuencia
aminoacidica. Estos dominios de unién oligosacarido-
oligonucleétido (OB), estan compuestos por residuos
aroméaticos rodeados por aminoacidos cargados positi-
vamente.? La uniéon se realiza mediante interacciones
electrostaticas entre los residuos cargados con el esque-
leto fosfato del ADN, por una parte y por otra, entre los
aminoacidos aromaéticos por interacciones hidrofébicas
con las bases del ADN.¢
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Diferentes organismos de todas las formas de vida
y muchos virus procariotas y eucariotas codifican estas
proteinas de unién a ADN como parte de la maquinaria
molecular que mantiene la integridad del genoma y
asegura su replicacién.” En el ciclo de vida de los fagos
filamentosos, la proteina encargada de esta funcién es
ladel gen 5 (pV). Su sintesis comienza inmediatamente
después de la conversién de la cadena viral parental a la
forma duplex circular y después de la infeccién, cuando
alcanza un nivel considerable comienza a enlazar estre-
cha y cooperativamente con la cola de simple cadena
del intermediario del circulo rodante. De esta forma,
promueve el cambio de la sintesis de la forma replicativa
a la sintesis del ADN viral de cadena simple. Después
de formado, el complejo ADNcs-pV es transportado a la
membrana celular de la célula hospedera donde tiene
lugar simultdneamente el ensamblamiento y la extru-
sién del fago.?

Recientemente, fue descubierto que el fago fila-
mentoso VGJ® es capaz de trasmitir la capacidad de
producir la toxina del célera a cepas no patogénicas de
Vibrio cholerae, mediante la trasmisién horizontal de ge-
nes.’ Partiendo de este conocimiento, se hace necesario
estudiar todos los mecanismos involucrados en el ciclo
de vida de este fago para poder incidir en el control de
la rdpida y continua evolucién de las cepas toxigénicas
de Vibrio cholerae.

La proteina de unién a ADN del fago filamentoso
VGJo®, definida como pVV&'®, es expresada en V. cholerae
infectado con VGJ® y fue caracterizada previamente!!
como una proteina con una arquitectura homodimérica,
similar ala encontrada en las PUAcs de los fagos filamen-
tosos. Es de resaltar que tiene un dominio C-terminal
desordenado y flexible, que puede estar involucrado en
su actividad biolégica, lo cual coincide con la funcién
descrita para el dominio C-terminal acidico, caracteris-
tico de las PUAcs, esencial para el crecimiento del fago
y la replicaciéon del ADN.®

Este trabajo se propuso investigar el papel que des-
empenan distintos iones en la interaccién de la proteina
pVVS*-ADNCcs durante la formacion del complejo, para
lo cual se adicionaron a la reacciéon de formacién del
complejo diferentes sales en un amplio intervalo de
concentraciones. La reaccién se siguié usando un mé-
todo descrito anteriormente que nos permitié evaluar
su actividad biolégica, en condiciones salinas diversas.!’

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento y purificacion de la proteina pVvVVv&/®

La proteina pVV®’* fue obtenida de Vibrio cholerae y
purificada bajo condiciones desnaturalizantes, median-
te SDS-PAGE preparativo, segin el protocolo descrito
anteriormente.!’ Para la cuantificacion de la proteina
se usé el método de Lowry,'? en el que se emplea como
patrén albimina de suero bovino. El analisis de la proteina
se realizé por electroforesis en geles de poliacrilamida al
15 %, en condiciones desnaturalizantes. Los geles fueron
analizados mediante el sistema de documentacién de
geles GENE GENIUS (Syngene Synoptics Ltd, Cam-
bridge, UK).

Ensayo de variacion de la movilidad electroforética

La actividad biolégica fue determinada por el retardo
del ADNcs gendémico del fago VGJ® en electroforesis de
geles de agarosa al 0,5 %, en disoluciéon estabilizadora
Tris-acetato 40 mmol/L, con EDTA 20 mmol/L, de acuerdo
con el método reportado anteriormente.’® Brevemente,

diferentes cantidades de cada proteina y 500 pg de AD-
Nes del fago VGJ® fueron mezclados con glicerol 20 %,
EDTA 0,25 mmol/L, albiimina de suero bovino 0,3 pumol/L
y Tris-HCl 20 mmol/L hasta un volumen total de 40 pL.
Lamezcla se incubé a temperatura ambiente por 30 min
y se aplicé al gel de agarosa para evaluar la movilidad
electroforética del complejo proteina-ADN. La electrofo-
resis fue corrida hasta la salida del colorante, a 100 Vy
4 °C. Para tenir las bandas de ADNcs se us6 bromuro de
etidio a una concentraciéon de 1 ug/mL, durante 30 min.
Los geles fueron documentados mediante el sistema
GENE GENIUS, mencionado anteriormente.

El efecto de la concentracién salina sobre la formacién
del complejo proteina-ADN fue evaluado a través de la
reacciéon de unién en presencia de las sales siguientes:
(NH,),SO, (0a 0,6 mol/L), NaCl (0 a 1 mol/L), KI (0 a 1 mol/L)
y KC1(0 a 0,3 mol/L). Se empled el sistema documentador
de geles referido para analizar los geles, los cuales fueron
tenidos con bromuro de etidio.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tomando en consideracién que Vibrio cholerae es
una bacteria halotolerante, que puede ser encontrada
naturalmente en ambientes acuaticos con un amplio
intervalo de salinidad y conociendo el papel importante
que desempenan los iones durante el proceso de unién
de las proteinas al ADN, se investig6 el efecto de dife-
rentes sales sobre la interaccion de la proteina pVVé’®con
el ADNCcs del fago VGJ®. El conocimiento basico de los
factores que influyen en la replicacién de este fago es
de gran importancia, teniendo en cuenta el papel que
representa en la trasmisién horizontal de los genes de
virulencia en esta bacteria para, en ultima instancia,
influir en la diseminacién de la enfermedad.

Particularmente, estos estudios se realizaron tenien-
do en cuenta la naturaleza cosmotrépica de las sales,
segun su ubicacién en la serie de Hofmeister: Aniones:
SO, > CI" > I'; Cationes: NH,* > K* > Na*. Los resulta-
dos obtenidos en la interaccién proteina-ADN en presen-
cia de las diferentes sales en el ensayo de variacién de la
movilidad electroforética, indicaron que el retardo mayor
se obtiene con el (NH,),SO, (Fig. 1a) y el KCI (Fig. 1d),
las sales mas cosmotrépicas de las comprendidas en el
estudio. La menor movilidad electroforética correspon-
diente a los complejos proteina-ADN fue obtenida con
estas sales para todas las concentraciones estudiadas,
mostrando una mayor interaccién pVV&’*-DNAcs. Sin
embargo, en presencia de las sales menos cosmotrépicas,
se observo una disminucion de lainteracciéon pVV&'*-DNAcs
con el incremento de la concentracion salina, dado por un
aumento de la movilidad electroforética del complejo a
partir de una concentracién dada, la cual fue caracteristi-
ca para cada sal: 0,4 mol/L para NaCl y 0,2 mol/L para KI.

Pudo apreciarse que el retardo del complejo proteina-
ADN esta relacionado con la posicién de los iones en
la serie de Hofmeister, siendo favorecida la unién en
la medida que aumenta el caracter cosmotrépico de la
sal. Pudo observarse que cuando el anién se mantiene
constante (KCI y NaCl), el retardo esta en funcién del
caracter cosmotroépico del cation. Por otra parte, cuando
se mantiene constante el cation (KCl y KI) el retardo esta
favorecido con el caracter cosmotrépico del anién, segiin
su posiciéon en la serie de Hofmeister.

Estos resultados pudieran explicarse por la presencia
de cationes muy cosmotrépicos en el sitio de unién, los
cuales contribuyen de forma importante a la termodinéa-
mica de formacién del complejo proteina-ADN. Ha sido
descrito anteriormente!® que la presencia de cationes en
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Fig. 1. Efecto de las sales sobre la reaccion de uniéon a ADNcs de la proteina pVVe'®. (a) (NH,),SO, (0 a 600 mmol/L). Lineas 1y 9,
control ADNcs de VGJ® (500 ng), sin y con (NH,),SO, (600 mmol/L), respectivamente. Lineas 2 a 8: igual a la linea 1 + protei-
na pVve'® (5,0 ug) + (NH),SO, (0 a 600 mmol/L, A = 100), respectivamente. (b) NaCl (0 a 1 mol/L). Lineas 1 y 13: control ADNcs
de VGJ® (500 ng), sin y con NaCl (1 mol/L), respectivamente. Lineas 2 a 12: igual a la linea 1 + proteina pVVe’® (5,0 ug) + NaCl
(0 a 1,0 mol/L, A = 0,1), respectivamente. (c¢) KI (0 a 1 mol/L). Lineas 1y 13, control ADNcs de VGJ® (500 ng), sin y con KI (1 mol/L),
respectivamente. Lineas 2 a 12, igual a la linea 1 + proteina pVVe’® (5,0 ug) + KI (0, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0 mol/L),
respectivamente. (d) KCl (0 a 300 mmol/L). Lineas 1y 8 control, ADNcs de VGJ® (500 ng), sin y con KC1 (300 mmol/L), respectivamente
Lineas 2 a 7: igual a la linea 1 + protetna pVVe’® (23 ug ) + KCI (0, 100, 150, 200, 250, 300 mmol/L), respectivamente.

la interfase entre las regiones de potencial electrostati-
co negativo sobre la proteina y el ADN podria reducir
la repulsion entre las macromoléculas interactuantes,
favoreciendo por tanto su interaccién y la formacién
del complejo proteina-ADN, cuando se incrementa la
naturaleza cosmotrépica del disolvente.

Aunque estos resultados fueron obtenidos in vitro,
deben servir como referencia para estudios posteriores
in vivo, encaminados a controlar la propagacién del fago
e influir indirectamente en el control de la diseminacién
de la enfermedad.

La dependencia de la sal en la unién a ADN de la
proteina T4 gen32 fue reportada anteriormente.* Se de-
mostro que el mecanismo por el cual los acidos nucleicos
interactian con gp32 involucra un cambio conformacio-
nal, dependiente de la concentracién salina, en el cual
participa el dominio acidico C-terminal de la proteina.
Dicho mecanismo pudiera ser representado como un
modelo “cerrado”->“abierto”, asignandole la posicién
de “cerrado” a la unién intramolecular del C-terminal
al sitio de unién del ADN y “abierto” cuando se libera el
C-terminal por la unién de la proteina al sitio de unién
del ADN, de manera que un nimero compensatorio
de contra iones son liberados del ADN y enlazados al
C-terminal nuevamente expuesto. Esta interacciéon es
regulada por la apertura del C-terminal que es muy
dependiente de la concentracion salina.’®

Previamente se habia demostrado que el C-terminal
de la proteina gen 2.5 funciona como un interruptor de

dos vias que coordina y modula las interacciones entre
la proteina y el ADN, asi como con otras proteinas y que
actua como un escudo electrostatico protector del sitio
de unién al ADN. Este mecanismo es usado por muchas
proteinas celulares como una herramienta para la coor-
dinacion de las interacciones proteina-ADN y proteina-
proteina dentro de la “maquinaria” macromolecular que
asegura su replicacion.”

Conociendo de antemano que la proteina pVVé’® es
una proteina de unién a ADN de simple cadena, que
tiene un dominio C-terminal desordenado y flexible y
que la movilidad de un residuo sobre la superficie de la
proteina estd muy vinculada a su funcién, se considera
que el dominio C-terminal de esta proteina podria estar
involucrado en el cambio conformacional que tiene lugar
en estas proteinas durante el evento de unién. De esta
manera, podria facilitar las interacciones proteina-ADN
y proteina-proteina para contribuir favorablemente a la
actividad funcional de la proteina pVV%’®, Varios autores
han reportado la importancia de la flexibilidad en los pro-
cesos biolégicos, tales como reconocimiento molecular y
actividad catalitica.'®!® De hecho, la unién de la proteina
pVVe7® a ADNcs en ambiente salino en presencia de las
sales més cosmotrépicas pudiera ser explicado asumien-
do que el dominio C-terminal permanezca “abierto”
bajo condiciones de elevada concentracién salina en la
disolucién, lo que indica que la formacioén del complejo
proteina-ADN en estas condiciones estda dada por las
interacciones iénicas.
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CONCLUSIONES

La unién de la proteina pVVé’® a ADNcs es favore-
cida con la presencia de las sales mas cosmotrépicas
para todas las concentraciones estudiadas, mientras
que con las sales menos cosmotropicas la unién es
afectada a partir de una concentracién determinada,
la cual resulta diferente en ambas sales: 0,5 mol/L para
NaCl y 0,2 mol/L para KI. Estos resultados indican la
presencia de cationes marcadamente cosmotrépicos
en el sitio de unién de la proteina al ADNcs y que
la formacién del complejo proteina-ADN bajo con-
diciones de elevada concentracion salina involucra
interacciones iénicas.

Los resultados de este trabajo pudieran aportar
informacioén 1til para futuros estudios encaminados al
control y propagacion del célera, a través de su agente
causal: el fago VGJ.
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