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Introduccioén. La infeccion por el virus de la hepatitis C (VHC) se caracteriza por la alta
frecuencia de infeccion persistente. La capacidad del VHC para inducir alteraciones en la
funcién de las células del sistema inmune, especificamente en las células dendriticas, parece
ser una de las estrategias virales implicada en el establecimiento de la infeccion persistente.
Esta estrategia parece estar mediada en gran parte por una de las proteinas estructurales
codificada por el genoma del VHC, la proteina Core, unidad estructural de la capside viral.
Objetivo. Una de las limitantes para la evaluacion de las propiedades de Core es la obtencién
y la purificacién de la proteina nativa (191 aa). El objetivo de este estudio fue la producciény la
purificacion de la proteina Core completa en un sistema eucariote para evaluar las propiedades
de la proteina en cultivos de células dendriticas humanas.

Resultados. En este estudio se logroé la produccién de la proteina Core completa en el sistema
de expresion de baculovirus y su purificacion por la técnica de separacion por punto isoeléctrico
y electroelucion. La pureza de la proteina obtenida se confirmé por Western blot y tincién con
plata. Estos analisis mostraron dos bandas Unicas correspondientes a las isoformas p23 y
p21 de la proteina Core, previamente descritas en la literatura.

Conclusiones. La proteina obtenida posee varias de las condiciones de la proteina Core
nativa, como peso molecular, isoformas y localizacién subcelular. Los procedimientos descritos
en este articulo son aplicables a proteinas asociadas a membranas producidas en sistemas
de expresion eucariéticos.

Palabras clave: virus de la hepatitis C, proteina Core, Baculovirus, sistema de expresion,
isoelectroenfoque, purificacion.

Hepatitis C virus core protein production and purification in a baculovirus expression system
for biological assays

Background . The hepatitis C virus (HCV) commonly causes persistent infection. One of the
viral mechanisms in preventing viral clearance is the ability of HCV to induce functional
alterations of the immune system cells, specifically of dendritic cells. Viral proteins producing
the dendritic cell functional alterations have been identified as the HCV core protein, which
makes up the capsid structural unit.

Objective. One of the limitations to evaluate core protein properties is the difficulty in obtaining
and purifying the complete protein -consisting of 191 amino acids. The aim of the current study
was to produce and purify the recombinant core protein in a eukaryotic system, and to evaluate
its effect in human dendritic cell cultures.

Results. The core protein p23 isoform was expressed in a baculovirus system and purified
using isoelectric point separation and electroelution. The purity of the core protein was confirmed
by silver stain and Western blot. These analyses showed the presence of two bands that
correspond to p23 and p21 isoforms of core protein as previously reported.

Conclusion. The expressed protein differed from naive core protein is terms of molecular
weight, isoforms and subcellular localization. The procedures developed for core protein are
applicable for expression of other membrane-associated proteins produced in eukaryotic
systems.
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electroelution.

Lainfeccidn por el virus de la hepatitis C (VHC) es
considerada un problema de salud publica,
teniendo en cuenta los 200 millones de casos
estimados en el mundo y la alta frecuencia de
hepatitis crénica asociada al VHC (1,2).

La infeccidn persistente parece ser debida a
diversas estrategias virales de evasién y
modificacién de la respuesta inmune, como la
variacion antigénica, la asociacion de las particulas
virales con [-lipoproteinas y la infeccién de células
del sistema inmune como linfocitos B y células
dendriticas (3-6).

Si se tiene en cuenta que la célula dendritica es
la célula presentadora de antigeno por excelencia,
indispensable en la induccion y regulacion de la
respuesta inmune especifica, su modificacion
inducida por el VHC podria favorecer el
establecimiento de la persistencia viral. Diversos
estudios han aportado argumentos a favor de esta
hipotesis, en los cuales se ha demostrado in vivo
e in vitro la infeccion por el VHC de células
dendriticas y su modificacion funcional (7-11). La
principal proteina viral implicada en la induccion
de dichas alteraciones funcionales es la proteina
Core del VHC (12,13).

La proteina Core es la subunidad estructural de la
capside viral (14). El extremo C-terminal altamente
hidrofébico media la translocacién de la
poliproteina al reticulo endoplasmatico, donde es
hidrolizada por una proteasa celular entre los
residuos 191 y 192, dando origen a la isoforma
p23 de la proteina (15). El procesamiento de p23,
mediado por una proteasa celular dependiente de
la membrana, genera la isoforma p21 con 173-
179 aminoacidos (aa), considerada la forma
madura de Core (16). Luego del procesamiento
enzimatico, la p21 es liberada al citosol donde se
autoensambla para formar las capsides virales;
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también se puede encontrar formando complejos
con la isoforma p23 de Core o asociada a
acumulos de lipidos (17,18).

El extremo N-terminal de Core, especificamente
laregion entre los aminoacidos 1y 120, conforman
un dominio altamente hidrofilico (19,20). El
plegamiento y oligomerizacién de este dominio
parece estar mediado por una region rica en
triptéfano ubicado entre los aminoacidos 82y 102
(21,22). El extremo N-terminal contiene ademas
varios epitopos B, en particular, un epitopo B
conformacional inmunodominante ubicado entre
los aminoacidos 20y 45 (23-26).

La caracterizacion parcial de la estructura y de
los dominios de la proteina Core ha permitido
plantear su papel en la morfogénesis de la particula
viral, en la modulacién de procesos como el ciclo
celular, la apoptosis, la transformacion celular, el
metabolismo de lipidos y en la evasion de la
respuesta inmune (12,27-30).

Debido a la ausencia de un sistema eficiente de
replicacion in vitro del VHC, ha sido necesaria la
produccién de proteina recombinante. Se han
obtenido formas truncas de la proteina Core, con
deleciones del extremo C-terminal, en sistemas
de expresiéon como Escherichia coli (31); esta
delecién incrementa la eficiencia de purificacion
(32). Aunque la proteina no posee todas las
modificaciones postranscripcionales de la proteina
nativa, se ha descrito la formacién de estructuras
similares a la nucleocapside (nucleocapsid-like
particles) (31,33).

De otra parte, se ha intentado producir la proteina
Core en diferentes sistemas eucariéticos como
levaduras (34), células de insectos (35) y células
de mamiferos (36,37), con relativo éxito. En el
caso de la produccion en células de insecto, los
articulos publicados en la literatura corresponden
a la expresion simultanea de las proteinas
estructurales Core, E1y E2 del VHC (35,38-40).
La purificacién de las isoformas de Core ha
representado un obstaculo adicional en el estudio
de sus propiedades, en particular, por ser una
proteina unida a la membrana.
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En este articulo se describe la construccion de
un baculovirus recombinante, disefiado para
expresar la proteina Core completa (191
aminoacidos) en células de insecto y la
purificacion de dicha proteina por punto isoeléctrico
y electroelucién. Estos sistemas combinados de
purificacion permitieron obtener la proteina
recombinante Core del VHC, completa y funcional,
similar a la proteina nativa.

Materiales y métodos
Células

Las lineas celulares Sf9, Sf21 (Spodoptera
frugiperda) y H5 High five (Trichoplusia ni)
(Invitrogen, Escocia) se cultivaron a 28° C en medio
de Grace (MG) (Invitrogen), con suplemento del
10% de suero bovino fetal (SBF) (Gibco Life
Technologies, Escocia) (MG-SBF). Para los
experimentos de transfeccion, se utilizaron medios
libres de proteinas, X-press (Invitrogen) y medio
de Grace modificado (MGLP) (Invitrogen).

Anticuerpos

Se utilizé el anticuerpo monoclonal humano
B12.F8, gentiimente donado por el Dr. Mario
Mondelli (Istituto di Clinica delle Malattie Infettive,
IRCCS Policlinico San Matteo, Universidad de
Pavia, Italia). Este anticuerpo reconoce los
residuos 27 a 59 del extremo amino-terminal de
la proteina Core del VHC (24). También se utilizd
el anticuerpo de oveja anti-lgG humana marcada
con peroxidasa (Amersham-Pharmacia, Uppsala,
Suecia) en los ensayos de Western blot.

Clonacién de la secuencia Core en el
sistema baculovirus

Para la construccion de baculovirus
recombinantes, la secuencia Core del VHC se
amplificé a partir del plasmido pSFV1-Core (41),
con los iniciadores Bac-Core5” (5"CAT CGAGGA
TCCGTG GCACCATGAGCACGAATC CTAAAC
C 3") y Bac-Core3” (3’CAA GCTAAG CTT CAC
TTG GGC TGAAGC GGG CACGGTCY’). Las
condiciones de amplificacion fueron: 94°C, 5
minutos, 25 ciclos a 94° C 30 segundos, 50° C 30
segundos, 72° C, 90 segundos 'y 72° C, 7 minutos.
La secuencia fue clonada en el plasmido
pBluescript SK+ (Stratagene, La Jolla, Estados
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Unidos), previa digestion (Promega Corp.,
Madison, Estados Unidos) y purificacion (Qiagen,
Hilden, Alemania).

Los clones recombinantes obtenidos por
transformacién de células competentes E. coli
DH5a con pBS-Core, fueron seleccionados segun
el analisis de restriccion. Se obtuvo la secuencia
del extremo 3" del fragmento clonado a partir de
pBS-Core, utilizando el estuche 7-Deaza-dGTP
Cy5/Cy5.5 Dye primer cycle sequencing
(Amersham, Buckinghamshire, Reino Unido) y el
iniciador para la secuencia de M13 (5" GTAAAAC
GAC GGC CAG T) (Promega). El producto de
amplificacién se analiz6 usando el secuenciador
SEQ4*4 (Amersham).

El fragmento fue subclonado en el plasmido de
transferencia pBlueBac4.5/V5-His (Invitrogen) para
generar una proteina de fusién con 6 histidinas en
el extremo carboxiterminal (pBB4.5-Core/His).

Para la generacién de baculovirus recombinantes,
se cotransfectaron 2x10° células de insecto Sf9
con 4 ug de plasmido de transferencia pBB4.5-
Core/His y 0,5 pg de ADN de Bac-N-Blue por la
técnica de liposoma cationico (Cellfectin
Invitrogen) en medio Xpress (Invitrogen). Luego
de la cotransfeccion, las células Sf9 se cultivaron
con MG con suplemento al 10% de SBF (Gibco)
y6 se incubaron a 28° C por 72 horas.

El sobrenadante del cultivo se conservé a 4° C,
protegido de laluz. Las particulas virales presentes
en el sobrenadante se amplificaron por infeccion
de células Sf9 en fase logaritmica de crecimiento,
cultivadas en MG con suplemento al 10% de SBF.
Como control negativo se incubaron células Sf9
en MGLP, en las condiciones anteriormente
mencionadas.

Aislamiento del clon recombinante

Se llevd a cabo un ensayo de dilucién limite a
partir del sobrenadante de cotransfeccion, para el
aislamiento de un clon recombinante baculovirus
para la proteina Core. Se incubaron durante 10
dias diluciones seriadas sobre monocapas de
células Sf9 en placas de cultivo de 48 pozos, con
observacion microscoépica diaria. A partir de los
botones de las células infectadas
correspondientes a cada dilucion, se realizo la
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extraccion de ADN con la técnica de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), para
posterior deteccién del genoma viral por PCR.

Se amplificé la region que flanquea el gen de la
polihedrina con los iniciadores sentido (5TTTACT
GTT TTC GTAACA GTT TTG 3) y antisentido
(5'CAACAACGCACAGAATCTAGC3") conlas
siguientes condiciones: 94° C, 2 minutos, 30 ciclos
94° C 1 minuto, 55° C 2 minutos 'y 72° C 3 minutos
y 72° C por 7 minutos, segun recomendaciones
de Invitrogen.

Luego de la identificacion del clon recombinante,
el titulo viral se amplificé por infecciones sucesivas
de cultivos de células H5. Las particulas
recombinantes se conservaron a 4° C, protegidas
de la luz.

Cinética de produccion de la proteina Core
en células H5 infectadas

Se infectaron monocapas de células H5 en fase
logaritmica de crecimiento con las particulas
recombinantes. Los botones celulares obtenidos
alas 24, 48, 72y 96 horas después de la infeccidon
se conservaron a -20° C, para posterior analisis
por la técnica de Western blot.

Produccién en masa de la proteina
recombinante

Luego de identificar el punto de mayor expresion
de la proteina recombinante Core, se realizo la
infeccion de monocapas de células H5. Luego de
72 a 96 horas de incubacion, las células fueron
sometidas a centrifugacion (500g durante 10
minutos). Los botones de células infectadas y
sobrenadantes se conservaron a —20°C y 4°C,
respectivamente.

Obtencién de proteinas

Los botones de las células infectadas o las células
control (2x10°) se resuspendieron en 100 pL/108
células de tampo6n RIPA (Tris-HCI 50mM pH 7,5,
NaCl 150 mM, Nonidet P40 1%, deoxicolato de
sodio 0,5%, SDS 0,1%) e inhibidores de proteasas
(20 pl/ml fenilmetilsulfonilfluoruro 2700mM, 10 pg/
ml leupeptinay 10 mg/ml aprotinina (Sigma, San
Luis, Estados Unidos), y se incubaron durante 15
minutos en hielo. Los lisados celulares se
sometieron a centrifugaciéon (14.000g, 15

PRODUCCION Y PURIFICACION DE LA PROTEINA CORE DEL VHC

minutos), y se obtuvieron dos fracciones,
proteinas citosélicas (sobrenadante) y asociadas
amembrana (boton); estas fracciones se utilizaron
en los ensayos de Western blot.

Para los ensayos de purificacién, la fraccion de
proteinas se obtuvo utilizando el tamp6n CHAPS
2 mM en solucion tamponada de fosfato salino
(PBS), (3-[(3-colamidopropil) dimetilamonio]-1-
propanosulfonato) (Sigma), con suplemento de
inhibidores de proteasas, como se describié
anteriormente. Los botones de células se
homogenizaron en hielo con 3 ciclos de 15
segundos (Biospec Products, Inc Bartlesville,
Estados Unidos). Posteriormente, se sometieron
a centrifugacion (14.000g, 20 minutos), previa
incubacion en hielo durante 20 minutos. La
fraccion de proteinas asociadas a membrana
(boton) fue sometida a las técnicas de
isoelectroenfoque y electroelucion.

Andlisis de proteinas por electroforesis en
gel de poliacrilamida (SDS-P AGE)

Una alicuota de 30 pg de proteinas citosélicas o
proteinas de membrana obtenidas de células
control o células infectadas se someti6 a
electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil
sultafo de sodio (SDS-PAGE) al 12%, en
condiciones reductoras y desnaturalizantes,
durante 2 horas a 100 voltios.

Deteccidn de la proteina recombinante por
Western blot

Las proteinas se transfirieron a una membrana
Hybond-polivinildifluoruro (PVDF) (Amersham), en
camara semiseca (Biorad) durante 30 minutos a
0,25 miliamperios. La membrana fue sometida a
bloqueo en una solucion de PBS, Tween 20
(0,05%) y leche descremada (5%) durante 16
horas y, posteriormente, incubada con el
anticuerpo B12.F8 y anti-lgG humana de raton
conjugada con peroxidasa (Amersham, Reino
Unido). La deteccién de las proteinas se realizé
utilizando un estuche de quimioluminiscencia
(ECL™, Amersham).

Separacion de proteinas por
punto isoeléctrico

Se utilizé el sistema de rotofor (Biorad, Richmond,
Estados Unidos) para separar las proteinas por
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punto isoeléctrico (42). La fraccion correspondiente
a las proteinas asociadas con membrana se
prepar6 asi: 2,5 ml de muestra, 1 ml de anfolitos
conrango de pH de 3 a 10, 3 ml de glicerol estéril
y 11,5 ml de agua miliq estéril. Las condiciones
del rotofor fueron las siguientes: 12 watios durante
3% horas a 4° C. Se separaron 20 fracciones por
punto isoeléctrico, aisladas por succion al vacio.
Posteriormente, se analizé el pH de cada fraccion
y la distribucién de las proteinas por peso
molecular mediante electroforesis, segln se
describié previamente (43). Mediante la técnica
de Western blot se identifico la fraccion en que
estaba presente la proteina Core.

Purificacion de la proteina Core por
electroelucion

Las proteinas presentes en las fracciones
obtenidas por isoelectroenfoque, correspondientes
a las fracciones con pH entre 6,9 y 8,2, fueron
sometidas a electroforesis en gel preparativo de
SDS-PAGE al 15% (100 voltios, 18 horas, 4° C).
Los geles se tifieron con azul de Coomassie al
0,05%.

Teniendo en cuenta el peso molecular de las
isoformas p23 y p21 de la proteina Core, se
escogieron para electroelucion 6 bandas entre los
marcadores correspondiente a 20 kd y 25 kd,
comenzando por la banda ubicada al mismo nivel
del marcador 20 kd. Las bandas seleccionadas
se cortaron y guardaron en tubos Eppendorf.

Las bandas de gel fueron sometidas a
electroelucién en las siguientes condiciones: 10
miliamperios por tubo, 5 horas a 4° C (sistema
electroeluidor, BioRad). Las fracciones
electroeluidas, ubicadas entre la membrana de
didlisis de poro 10 kd y el filtro contenedor de gel,
se dializaron con agua ultrapura libre de
endotoxina, durante 12 horas en agitacion
constante a 4° Cy se precipitaron con acetona (2
% volimenes) durante 12 horas a —20° C. Las
proteinas electroeluidas se analizaron por
electroforesis y posterior coloracién con nitrato de
plata y ensayo de Western blot.

La cuantificacion de la proteina Core purificada se
hizo por densitometria de un ensayo de Western
blot, comparando la densidad de la banda de 1 ug
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de la proteina Core trunca (120 aminoacidos,
gentilmente donada por Laboratorios Biomérieux,
Marcy L’Etoile, Francia), con la intensidad de la
banda de la fraccién de proteina Core completa
purificada.

Cuantificacion de proteinas totales

Las proteinas se cuantificaron por el método del
acido bicinconinico (BCA) utilizando un estuche
comercial (Pierce). El valor de absorbancia se
determind a 562 nm. Para el calculo de la
concentracion de las muestras se sembraron 5
estandares de concentracidn conocida (2.000 a
150 mg/ml). El célculo de la concentracion de las
muestras se hizo por regresion lineal.

Resultados

Amplificacion y clonacion de la secuencia
Core del VHC en el vector de transferencia de
baculovirus pBlueBac4.5/V5-His

La secuencia que codifica para la proteina Core
se amplificé a partir del constructo pSFV1-Core,
como se indicé en la metodologia. El analisis de
la electroforesis de agarosa al 2% permitié
identificar una banda de 600 pb, aproximadamente.
La clonacion del producto de amplificacién en el
plasmido pBluescript (pBS-Core) y la subclonacién
en pBueBac4.5/V5-His (pBB4.5-Core/His) se
confirmé por digestién con las enzimas Hindlll y
BamHI. El sentido de clonacion de la secuencia
Core en el vector pBueBac4.5/V5-His se determiné
por digestion con las enzimas Kpnl y Nhol (no se
muestra el dato).

Andlisis de secuencia del marco de lectura de
proteina recombinante Core 6 his

El andlisis de la secuencia a partir del constructo
pBS-Core confirmd la conservacion del marco de
lectura de Core. Al comparar la secuencia clonada
con las secuencias de Core correspondientes a
aislamientos de VHC (HCJ238799, HPCK1R1,
HPCK1R2 y HPCK1S2) registradas en el
GenBank, se encontrdé un cambio de nucledétido
en la posicién 476 de la secuencia Core (posicion
817 del genoma viral), lo que posiblemente se
tradujo en un cambio de un aminoécido hidrofilico
a uno hidrofébico (acido glutamico a glicina) (no
se muestra el dato). Esta mutacién no parece
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estar presente en otros aislamientos, teniendo en
cuenta las secuencias publicadas en el GenBank/
EMBL a la fecha.

Deteccion de la produccion de la proteina en
células cotransfectadas

La produccion de la proteina Core en células Sf9
cotransfectadas se confirmé por la técnica de
Western blot. El ensayo revel6 tres bandas de
proteina reconocidas por el anticuerpo B12.F8, con
pesos moleculares de 23, 21 y 16 kd,
correspondientes a las isoformas de la proteina
Core, previamente descritas (17) (figura 1a).

Aislamiento del clon recombinante

De las 32 diluciones evaluadas, sélo en la dilucion
18 se logré amplificar una banda de 1 kb,
aproximadamente, que corresponde al baculovirus
recombinante. De otra parte, en la dilucién 31 se

1 2

a
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logré amplificar una banda de 839 pb que
corresponde al baculovirus silvestre. Mientras que,
en el resto de las diluciones, se obtuvieron
poblaciones mixtas de virus silvestre y virus
recombinante, es decir, bandas de amplificaciones
de 1.000y 840 pb (figura 2).

Cinética de produccioén de Core

La expresion de la proteina Core se demostré 24

horas después de la infeccién en los cultivos de
células H5, con méximo nivel de produccion 96
horas después de la infeccion (figura 1b). Este
resultado es similar al tiempo de produccion de
las proteinas recombinantes en células H5,
previamente descrito por otros autores (44).

La proteina Core del VHC se encuentra
principalmente asociada con proteinas de
membrana en lisados de células H5.

3
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Figura 1. Expresion de la proteina Core del VHC en células de insecto. a. Expresion de Core en células Sf9 cotransfectadas
con el vector pBBCore-His y Bac-N-Blue; carril 1: control positivo: células BHK21 transducidas con rSFV1-Core; carril 2:
control negativo: células Sf9 no transfectadas; carril 3: células Sf9 cotransfectadas con el plasmido pBBCore-His y Bac-N-
Blue. b. Cinética de produccion de Core en células H5 infectadas con el clon baculovirus recombinante; analisis por Western
blot de la proteina Core; carril 1: 24 horas después de la infeccién (hpi); carril 2: 48 hpi; carril 3: 72 hpi; carril 4: 96 hpi. c.
Deteccion de Core por Western blot en las fracciones citosdlica y asociada a membrana de células H5 infectadas con el
baculovirus recombinante 96 hpi; carril 1: fracciéon de proteinas citosélicas; carril 2: fraccién de proteinas asociadas a

membrana.
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1
Figura 2. Identificacion del clon recombinante en el ensayo
de dilucién limite; carril 1: peso molecular 1 kb ladder
(Promega); carril 2: control de amplificacion a partir de células
Sf9 no infectadas; carril 3: control de amplificacion a partir
del BacNBlue; carriles 4-5: infeccion mixta en la que se
observa la banda de la amplificacion del baculovirus silvestre
de 800 pb, aproximadamente, y la sonda de amplificado del
baculovirus recombinante de 1 kb, aproximadamente; carril

6: amplificacion del clon recombinante baculovirus-Core de
1 kb.

1000 pb _ -
800 pb —p

A

El analisis por la técnica de Western blot de las
fracciones de proteinas citosolicas y proteinas de
membrana, obtenidas por lisis de células
infectadas con CHAPS, demostré la presencia de
Core en ambas fracciones. Sin embargo, la
cantidad de proteina recombinante presente en la
fraccion de proteinas de membrana es netamente
mayor que en la fraccion de proteinas citosoélicas
(figura 1c).

La proteina Core del VHC se ubic6 en un rango de
pH entre 6,9 y 8,2. La separacion de proteinas
por punto isoeléctrico permiti6 comprobar el
enriquecimiento de las fracciones proteicas en
diferentes rangos de pH, segun lo observado luego
de la tincion del gel con nitrato de plata (figura
3a). El andlisis por Western blot permitié identificar
la proteina Core en las fracciones de pH 6,9 a 8,2
(figura 3b), que corresponden a fracciones con
menor carga proteica, lo que facilita la purificacién
a partir de gel.

Purificacion de la proteina Core por
electroelucion a partir de gel

Las fracciones proteicas aisladas por
electroelucién se sembraron en dos geles, bajo
las mismas condiciones y se sometieron a SDS-
PAGE al 15% y posterior tincion con plata o
analisis por Western blot.

El andlisis por tincién con plata reveld la presencia
de una o dos bandas de proteina, como maximo,
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23 kd
21kd

Figura 3. Separacion de la proteina Core del VHC por punto
isoeléctrico y confirmacion por Western blot. a. Perfil de
proteinas asociadas a membrana, luego de SDS-PAGE; 15%
de las fracciones obtenidas por separacién por punto
isoeléctrico; carril 1: peso molecular pretefiido de 10 a 180
kd (Fermentas INC, Hanover, Estados Unidos); carriles 2-4:
fracciones de pH 6-7; carriles 5-7: fracciones de pH 7-8;
carril 8: fraccion de pH 8; tinciéon con nitrato de plata. b.
Deteccion por Western blot de Core en la fraccion de
proteinas asociadas a membrana luego de separacion por
punto isoeléctrico; carril 1: lisado total de proteinas asociadas
a membrana luego de la lisis con CHAPS; carriles 2-3:
fracciones de pH 6,2-6,7; carriles 4-6: fracciones de pH 6,9-
8,2.

por fraccién (figura 4a). El analisis por Western
blot demostré que la banda nimero 2, a partir del
peso molecular de 20 kd corresponde a la proteina
Core (figura 4b). En esta fraccién se detect6
principalmente la isoforma Core p23. Segun la
cuantificacion por densitometria, se obtuvieron 300
ng de proteina recombinante a partir de 0,8 mg de
proteina total (no se muestra el dato).

Discusion

En este articulo se describe la construccién de
un baculovirus recombinante para la proteina Core
completa del VHC, la expresion en células de

insecto y la purificacion de la proteina
recombinante.

El sistema de produccion de proteinas en
baculovirus tiene dos ventajas sobre los otros
sistemas eucariotes: 1) las proteinas
recombinantes son procesadas, modificadas y se
ubican en la fraccion subcelular donde
normalmente se localizan luego de ser
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Figura 4. Purificacion de la proteina Core del VHC por
electroelucion. a. Electroelucion de las proteinas ubicadas
en el rango de pH 6,9-8,2; carriles 1-3: tincion con nitrato de
plata de proteinas electroeluidas ubicadas entre 20 y 25 kd.
b. Identificacion por Western blot de Core en las fracciones
electroeluidas; carril 1: proteina electroeluida de 16 kd,
aproximadamente; carril 2: proteinas electroeluidas a partir
de gel con peso aproximado entre 21 y 23 kd, reconocidas
por el anticuerpo B12.F8.

sintetizadas por la célula blanco, por lo que se
espera una proteina recombinante funcional,
similar a la proteina nativa, en la mayoria de los
casos, y 2) el alto nivel de expresion de la proteina
recombinante, que puede corresponder hasta el
20% del total de las proteinas celulares
expresadas (45-47).

En este estudio, se detectaron las tres isoformas
de Core del VHC en la fraccién de proteinas
asociadas con membranas celulares, luego de
infectar células de insecto con el baculovirus
recombinante; esta localizacion corrobora lo
descrito previamente en la literatura (36).

Como se mencioné anteriormente, los dominios
hidrofobicos de las isoformas p23 y p21 permiten
la asociacion de Core a la membrana del reticulo
endoplasmatico y a acumulos de lipidos. Esta
propiedad es importante en el procesamiento
mediado por proteasas de membrana, en la
correcta morfogénesis y en la gemacion de las
particulas virales de novo. Ademas, se ha descrito
que la estabilidad de la proteina Core depende de
los dominios hidrofébicos, posiblemente por la
asociacion con acimulos de lipidos que contienen
triacilglicerol (15,17,18).

La purificacién de proteinas asociadas con la
membrana representa un obstaculo importante en
el estudio de este tipo de proteinas. Existen
diversas técnicas, aunque con resultados menos
satisfactorios que en el caso de purificacion de
proteinas solubles. Los métodos preparativos de
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purificacién de proteinas en condiciones nativas
incluyen el uso de detergentes que permiten la
obtencion de la proteina a partir de las membranas,
y la separacion por métodos que no alteren la
proteina, como isoelectroenfoque, cromatografia
de columnay gradientes de sacarosa (48).

En este estudio, la purificacion de la proteina Core
obtenida en el sistema de expresion de
baculovirus, se intent6 inicialmente por afinidad a
columna de niquel; teniendo en cuenta que la
subclonacion se realizé en el plasmido
pBlueBac4.5/V5-His para generar una proteina de
fusion Core-His con ubicacion de las histidinas
en el extremo C-terminal de la proteina. Sin
embargo, los diferentes ensayos realizados con
esta técnica no permitieron obtener la proteina de
interés.

Este resultado puede deberse a diferentes
factores: en primer lugar, estos ensayos se
realizaron con el detergente Nonidet P40 (tampén
RIPA) que no es el detergente ideal para la
obtencion de proteinas asociadas a membrana.
En segundo lugar, la ubicacién de las histidinas
en el extremo C-terminal de la proteina pudo haber
limitado la obtencién de la proteina de interés,
puesto que sélo laisoforma p23 corresponderia a
la proteina de fusion; sin embargo, la formacion
de complejos entre las isoformas p23, p21y pl6
(49), tedricamente podria permitir la purificacion
de estos complejos, usando la columna en
mencion.

Por (ltimo, es posible que la cola de histidinas no
esté accesible al niquel en la columna, debido al
plegamiento de la proteina Core.

Posteriormente, se realizaron ensayos de
purificacién por inmunoafinidad a la columna de
sephadex-proteina A, utilizando como anticuerpo
de captura el anticuerpo B12.F8. La cantidad de
proteina Core purificada fue escasa debido
probablemente a problemas de saturacion de la
columna. Dado que este anticuerpo corresponde
al sobrenadante de la linea celular de hibridoma
humano B12.F8 en el cual se encuentra presente
gran cantidad de proteinas, se hace dificil la
determinacion exacta de la concentracién de
anticuerpo y la saturacion correcta de la columna
(24).
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Finalmente, la obtencién de las proteinas
asociadas a membrana se logré utilizando el
tampén CHAPS, por su capacidad de liberar las
proteinas asociadas a membranas, ya que es un
compuesto anfifilico. La purificacién de la proteina
Core a partir de proteinas asociadas a membrana
se realizd por combinacién de las técnicas de
separacion de proteinas por isoelectroenfoque (42)
y electroelucion (50).

En un primer experimento, se identifico el rango
de pH en el que se encontraba ubicada la proteina
Core que correspondi6 al rango de pH entre neutro
y basico. Este resultado difirié del estudio
publicado por Yvon et al. en el que se describe la
ubicacion de la proteina Core en fracciones de pH
acido (51); esta discrepancia puede deberse a la
presencia de la cola de 6 histidinas en el extremo
C-terminal, que puede favorecer la migracion de
la proteina hacia el catodo. Aunque esta afirmacién
es aplicable a la isoforma p23, no se debe
descartar la posibilidad de la formacién de
complejos entre p23, p21 y pl6, y, por tanto, la
posibilidad de encontrar las tres isoformas de Core
en la fraccion purificada (49).

Una ventaja de la técnica de purificacion de
proteinas por punto isoeléctrico es la eliminacién
de otras proteinas con un peso molecular similar
a la proteina de interés pero con punto isoeléctrico
diferente. Como se describié previamente, gran
cantidad de proteinas se ubicaron principalmente
en el rango de pH &cido, y menor cantidad en el
rango de pH neutro-basico, lo que permitié mejor
separacion de las proteinas con un peso molecular
entre 20y 25 kd.

El andlisis por tincién con nitrato de plata de la
fraccion de proteinas de membrana obtenidas de
células no infectadas, luego de separacion por
punto isoeléctrico, revelo la ausencia de proteinas
en las fracciones del rango de pH en mencion (no
se muestra el dato). Sin embargo, teniendo en
cuenta el limite de deteccion de la técnica de
tincién con nitrato de plata (0,5 a 8 ng), no se
puede descartar la presencia de proteinas en esta
fraccion.

Los ensayos de electroelucion permitieron obtener
la proteina Core recombinante pura, con
predominancia de la isoforma p23 con relacion a
laisoforma p21.
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No obstante, este método de purificacion también
tiene algunas desventajas, entre las que se
encuentran la cantidad de proteina purificada
obtenida, aproximadamente, 300 ng de proteina
Core a partir de 5x108 células H5, y la manipulacién
prolongada de la proteina durante los
procedimientos, haciendo factible su
contaminacion.

Considerando que la proteina Core obtenida posee
varias de las condiciones de la proteina nativa,
como peso molecular, isoformas y localizaciéon
subcelular, consideramos que la proteina producida
por este sistema es similar a la proteina producida
durante la infeccién natural (52). Ademas, la
proteina fue reconocida por el anticuerpo B12.F8
gue reconoce un epitopo B conformacional en el
dominio N-terminal de la proteina Core del VHC.
Este anticuerpo ha sido utilizado en ensayos de
deteccion por inmunofluorescencia de la proteina
Core en células BHK-21 y células HepG2
transducidas con particulas recombinantes del
virus Semliki Forest para la proteina Core (rSFV-
Core) (41).

Los procedimientos descritos en este articulo
son aplicables a proteinas asociadas a
membranas producidas en sistemas de
expresion eucarioticos.
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