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Resumen

La caracterizacion de las proteinas estructurales del rotavirus y de las proteinas de la superficie de la célula hospedera
implicadas en la unién y penetracion del virion requiere de la disponibilidad de cantidades suficientes y de alto grado de
pureza de estas proteinas. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue expresar y purificar las proteinas estructurales del
rotavirus de la cepa RRV, VP5* y VP8*, y producir anticuerpos policlonales dirigidos contra ellas. Se expresaron las pro-
tefnas recombinantes VP5* (rVP5*) y VP8* (rVP8*) en bacterias E. coli BL21(DE3) transfectadas con el plasmido pGEX-4T
que contenia sus secuencias codificantes. Se consideraron como variables el medio de crecimiento, ndmero de bacterias
antes de inducir la expresion, concentracion del inductor y tiempo de induccién. La mayor proporcion de rVP8* se obtuvo
cuando las bacterias transformadas se cultivaron en medio LB y la induccién se llevé a cabo con 1 mM de IPTG cuando
el cultivo alcanzé una OD o0 nm de 0.5 y la induccion se mantuvo durante 6 h. rVP5* alcanzé la mayor proporcion cuando
células a una OD 600 nm de 0.2 fueron inducidas con 0.5 mM de IPTG durante 4 h en medio 2XYT en presencia de glucosa
al 2 %. Las proteinas recombinantes obtenidas, acumuladas en la fraccion insoluble, fueron solubilizadas con detergentes
iénicos y no iénicos, seguido de purificacion mediante cromatografia de afinidad antes de ser empleadas como antigenos
para la produccion de anticuerpos policlonales en conejos. Estos anticuerpos se caracterizaron mediante su capacidad de
reconocimiento de los antigenos correspondientes en ELISA, “Western blotting”, y en ensayos de inmunocitoquimica en
células infectadas con rotavirus RRV. La cantidad y el grado de pureza de las proteinas recombinantes obtenidas, y los anti-
cuerpos dirigidos contra ellas, anticipan su utilidad como herramientas en la caracterizacion de la interaccion virus-célula.

Palabras claves: rotavirus, VP5*, VP8*, proteinas recombinantes, E. coli BL21(DE3).

Abstract

The characterization of rotavirus structural proteins and the cell surface proteins involved in virion binding and penetration
depends on the availability of substantial amounts of highly purified proteins. The aim of the present work was to express
and purify the rotavirus structural proteins VP5* and VP8* in order to produce polyclonal antibodies against them. Re-
combinant proteins VP5* (rVP5%) and VP8* (r'VP8*) were expressed in E. coli cells transfected with pGEX-4T or pET 28a
containing their corresponding encoding sequences. Culture medium, bacterial concentration before induction, inductor
concentration and induction time were used as variables. The greater proportion of rVP8* was obtained when transfected
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bacteria were grown in medium LB and induction was started by adding T mM IPTG to cells at OD 600nm 0.5 followed by
6 h-induction. The highest proportion of rVP5* was reached when cells at OD 600 nm 0.2 were induced with 0.5 mM IPTG
for 4 h in medium 2XYT containing 2% glucose. The recombinant proteins accumulated in the insoluble fraction were
solubilized with ionic and non-ionic detergents, and purified by affinity chromatography before being used as antigens for
production of rabbit polyclonal antibodies. The antibodies produced were characterized through their ability to recognize
the corresponding antigens in ELISA, Western blotting, and immunochemistry assays in rotavirus infected cells. The amount
and purity of recombinant proteins obtained in this work, and the antibodies against them, are expected to be useful for

the characterization of the virus-cell interaction.
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Introduccién

Los rotavirus, pertenecientes a la familia Reoviridae,
son los principales agentes causales de diarrea aguda
y deshidratante que afecta a los infantes menores de
5 anos y animales jovenes (Esposito et al, 2011). Su
particula viral esta formada por tres capas proteicas:
la capa mas externa compuesta por las proteinas es-
tructurales VP4 y VP7, la capa media formada por la
proteina VP6 y la capa interna formada por VP2, la
cual encierra las proteinas VP1 y VP3 y el genoma vi-
ral compuesto por 11 segmentos de RNA de cadena
doble (dsRNA), los cuales codifican las seis proteinas
estructurales y seis proteinas no estructurales (NSP1
- NPS6) involucradas en el ciclo viral del rotavirus,
incluyendo la replicacién, transcripcion, traduccion y
formacion de nuevas particulas infecciosas (Estes et al.,
2007). La eficiente infectividad del rotavirus depende
de que la proteina VP4 sea enzimaticamente fragmen-
tada en VP8* y VP5*,

Actualmente, se han identificado mediante estudios
in vitro en las lineas celulares MA104 (linea celular
epitelial de rinén de mico) y Caco-2 (linea celular de
un adenocarcinoma humano) o enterocitos de vello-
sidades aisladas de intestino delgado (Santana et al.,
2013), diferentes moléculas celulares que estan involu-
cradas en la union y penetracion del virus y que actdan
como receptores de adhesion e internalizacion, entre
las cuales se encuentran: 4cido sidlico (AS), integrinas
a2B1, a4Bl, avB3 y ax B2 (revisado en Acosta et al.,
2009), la proteina de choque térmico Hsc70 (Gualtero
etal,, 2007) y la proteina disulfuro isomerasa, PDI (Cal-
deron et al,, 2012, Santana et al, 2013). Sin embargo
no se ha establecido completamente con cual de las
proteinas estructurales del virus interacciona cada una
de las proteinas celulares. Por esta razon, la disponibili-
dad de proteinas estructurales del rotavirus purificadas
y la obtencién de anticuerpos policlonales contra estas
proteinas se convierte en una importante herramien-
ta experimental para el desarrollo y culminacion de

Aprobado: junio 22 de 2013

proyectos de investigacion que intentan entender los
diversos mecanismos de unién y penetracion del virus
en sistemas de células susceptibles a la infeccion.

Los sistemas de expresion de proteinas se han utiliza-
do ampliamente con diferentes propdsitos en la inves-
tigacion basica y en las aplicaciones biotecnolégicas.
Los denominados vectores de expresion (revisado en
Sorensen et al., 2005; Sahdev et al,, 2008) han sido de
gran utilidad en este propdsito al permitir la captacion
del material genético foraneo vy la subsecuente trans-
cripcion del gen de interés seguida de su traduccion en
el ambiente bacteriano. La expresion de proteinas he-
ter6logas comidnmente resulta en su acumulacién en
forma insoluble, dando origen a cuerpos de inclusion
cuya solubilizacion implica tratamientos con detergen-
tes, seguido de procedimientos dirigidos a conseguir
la renaturalizacién de la proteina foranea (revisado en
Sahdev et al, 2008). E. coli es el organismo mas utili-
zado para expresion heteréloga de proteinas debido a
sus ventajas ampliamente documentadas (revisado en
Chou 2007; Sorensen et al., 2005). En el caso de pro-
teinas de rotavirus, VP5* y VP8* han sido expresadas
utilizando vectores de expresion plasmidicos (Monnier
et al., 2006; Nava et al., 2004; Favacho et al., 2006) y
virales (Yoder et al., 2006; Dormitzer et al., 2001). Sin
embargo, la solubilidad o insolubilidad de estas protei-
nas en sistemas heterélogos ha dependido del sistema
de expresion utilizado (Kovacs et al., 2001; Favacho et
al., 2006).

En el presente trabajo, se estandarizaron protocolos
para la expresion de proteinas estructurales de rota-
virus con actividad antigénica utilizando un sistema
de transfeccion bacteriana para las proteinas VP5* y
VP8*. También se caracterizaron anticuerpos policlo-
nales contra estas proteinas, para el apoyo y desarro-
llo de otros proyectos de investigacion en pruebas de
identificacion mediante ELISA, “Western blotting”, in-
munofluoresecencia e inmunocitoquimica en ensayos
de inhibicion de la infeccién.
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Metodologia

Pldsmidos recombinantes y transfeccion de bacterias

Los plasmidos pGEX-4T-VP5* y pGEX-4T-VP8* (Phar-
macia, Estocolmo, Suecia) y la cepa bacteriana de E.
coli BL21(DE3) (Novagen, USA) fueron donados por el
laboratorio del Dr Carlos Arias (Universidad Nacional
Auténoma de México, UNAM, México). El plasmido
pGEX-4T-VP8* contenia la secuencia génica que com-
prende los nucleétidos 1 a 750 del gen que codifica la
proteina rotaviral VP4 de la cepa RRV; mientras que
el constructo pGEX-4T-VP5* contenia los nucledtidos
749 a 2347 de la misma cepa (Zarate et al.,, 2000, Pa-
vel et al,, 1997).

Las células se hicieron competentes usando una mo-
dificacion del protocolo de Chung C. T,, et al. (1989).
Una colonia de bacterias E. coli BL21(DE3) fue inocu-
lada en 100 ml de medio LB y cultivada a 37 °C con
agitacion constante a 150 rpm durante toda la noche.
Posteriormente, 1 ml del cultivo anterior se inoculd
en 100 ml de medio LB hasta alcanzar una densidad
oOptica (OD) de 0.3 - 0.4 a 600 nm. El cultivo fue cen-
trifugado a 5000 rpm durante 10 min vy el pellet fue re-
suspendido en 5 ml (1/20 respecto al volumen inicial
de medio LB) de medio de congelacion que contenia
polietilenglicol (PEG) 3350 al 10%, dimetilsulfoxido
(DMSO) al 5%, NaCl 100 mM, MgCl, 10 mM, MgSO,
10 mM y glicerol al 10% disuelto en medio LB al 60%
v/v en H,O estéril, pH 6,7 - 7,0, y se incub6 en hielo
durante 5 min. Las alicuotas fueron almacenadas en
nitrégeno liquido.

Una de las alicuotas anteriores se mezclé con aproxi-
madamente 10 ng de DNA plasmidico (pGEX-4T-VP5*
0 pGEX-4T-VP8*) cuantificado a 260 nm en un GeneS-
pec | y disuelto en 100 pl de una solucion de KCI 100
mM, CaCl; 30 mM y MgCl, 50 mM. La mezcla de bac-
terias y DNA se agité suavemente y posteriormente se
incub6 en hielo durante 20 min. Las células fueron ex-
puestas a choque térmico a 42 °C durante 2 min para
garantizar la entrada del vector a la célula. Las células
transformadas se sembraron en placas LB - agar con
100 pg/ml de ampicilina y se incubaron durante 14 h
a37°C.

Expresion de las proteinas virales rVP5* y rVP8*

Las alicuotas congeladas de las cepas transformadas
fueron sembradas en una caja de Petri en presencia
de 100 pg/ml de ampicilina y se incubaron a 37 °C
durante toda la noche. Una colonia de cada cultivo
fue sembrada en 25 ml de medio liquido LB en pre-
sencia de 100 pg/ml de ampicilina y se incubaron a

37 °C con agitacion constante a 150 rpm durante 12
h. Posteriormente, se adicionaron 5 ml del cultivo an-
terior a 500 ml de medio LB (pGEX-4T-VP8*) o 2XYT
(pGEX-4T-VP5*) y se incubaron a 37 °C con agitacién
constante a 150 rpm durante 1 - 8 h hasta alcanzar
una OD correspondiente a la fase exponencial del cre-
cimiento bacteriano. A los cultivos se les adicioné el
inductor isopropil B-D-tioglactopiranésido (IPTG) a una
concentracion final entre 0.5 - 2 mM y se incubaron
durante 2, 4, 6 y 8 h a 37 °C. Para la expresiéon de la
proteina viral rVP5* fue necesario la adicion de 2% de
glucosa durante todo el procedimiento de crecimiento
celular. Al finalizar el tiempo de induccién, el cultivo
liquido se centrifugdé a 5000 rpm durante 10 min, el
pellet de células fue lavado dos veces con buffer PBS y
tratado con 100 pg/ml de lisozima y se incubé durante
15 min en hielo con agitacién constante. A fin de com-
pletar la lisis celular, la mezcla fue sonicada con una
amplitud de 30 % durante 5 ciclos de 30 segundos,
se centrifugd a 10000 rpm durante 10 min a 4 °C y
se separd el sobrenadante (fraccion soluble) del pe-
llet (fraccion insoluble). El pellet fue tratado de manera
consecutiva con 5 mldeurea1,2,4y8MenPBSa4
°C con agitacién constante durante 2 h por cada trata-
miento. Las proteinas del pellet solubilizadas en urea
fueron centrifugadas a 12000 rpm durante 10 min
después de cada tratamiento con las diferentes con-
centraciones del agente caotrdpico. La expresion de
las proteinas recombinantes fue evaluada y analizada
mediante SDS- PAGE y “Western blotting” frente a un
marcador de peso molecular, un control de bacterias
E. coli BL21(DE3) sin transfectar y un control de células
E. coli BL21(DE3) transfectadas pero sin inductor, para
lo cual se cuantificé la concentracién de proteinas to-
tales de cada una de las fracciones a 280 nm respecto
a una curva de calibracion de BSA (albimina de suero
bovino).

Solubilizacion de las proteinas virales rVP5*
y rvP8*

Para la solubilizacion de las proteinas rVP5* y rVP8* a
partir del lisado de bacterias E. coli BL21(DE3) transfor-
madas, se utilizé el protocolo publicado por Frangioni
et al, (1993), con algunas modificaciones. Las cepas
bacterianas transformadas fuero cultivadas de mane-
ra independiente y las proteinas fueron expresadas
teniendo en cuenta las condiciones estandarizadas.
Finalizado el tiempo de expresion, las bacterias fue-
ron centrifugadas a 5000 rpm por 10 min y lavadas
dos veces con buffer STE (Tris - HCl 10 mM, pH 8.0,
NaCl 150 mM y EDTA 1 mM). Posteriormente, el pellet
de células fue resuspendido en 50 ml de buffer STE
y tratado con 100 pg/ml de lizosima durante 15 min
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con agitacién constante a 4 °C. A la mezcla anterior,
se adicion6 5 mM de DTT, 1 % de N-laurilsarcosina, y
para completar la lisis celular, la mezcla fue sonicada
durante 4 ciclos de 15 segundos a 20% de amplitud y
centrifugada a 10000 rpm por 15 min a 4 °C. El sobre-
nadante del lisado de las bacterias que expresaron la
proteina viral rVP5%, fue tratado con de Triton X-100,
Tween 20, NP40, B-octilglucésido al 1% o CHAPS al
3%, de forma independiente. Para el lisado bacteriano
de rVP8*, el sobrenadante fue diluido 10 veces en PBS
o tratado con Triton X-100 al 3%. Los sobrenadantes
obtenidos fueron analizados por SDS-PAGE al 12% utili-
zando tincién con azul de Coomassie y “Western blot-
ting”, como se describe mas adelante, para verificar la
presencia de las proteinas virales.

Purificacion de las proteinas virales rVP5* y rVP8*
mediante cromatografia de afinidad

Las proteinas virales VP5*-GST o VP8*-GST fueron
purificadas con una resina de agarosa conjugada a
glutationa (Molecular Probes). En una columna croma-
tografica se cargaron 5 ml de la resina, la cual fue lava-
da con 10 volimenes de columna de PBS, se equilibré
con 5 volumenes de buffer STE en presencia de DTT
5 mM y N-laurilsarcosina al 1 % y se incub6 con el li-
sado bacteriano. Para la union de las proteinas recom-
binantes virales a la resina, se estandarizé el tiempo
de interaccion para cada una de ellas. De esta manera,
para la purificacion de la proteina viral rVP5%, los lisa-
dos tratados con los detergentes fueron adicionados
a la resina en la columna cromatogréfica dos veces
con el fin de retener la mayor cantidad de proteina. En
el caso de la proteina viral rVP8*, el lisado diluido 10
veces con PBS o tratado con Triton X 100 al 3 % se
incub6 toda la noche a 4 °C con la resina puesto que
presenté menor afinidad por el glutation de la resina.
Posteriormente, se realizaron varios lavados con PBS
(aproximadamente 10 volimenes de columna o hasta
no evidenciar color con el reactivo de Bradford) y se
procedi6 a la elucion de cada proteina, para lo cual se
emple6 10 mM de glutation en Tris-HCl 50 mM, pH
8.0. Los eluidos fueron recolectados a un flujo de 1 ml
cada 3 min para rVP5* 6 1 ml cada min para rvVP8*.
Finalmente, la resina fue tratada con 5 volimenes de
PBS que contenia NaCl 3 M y se lavé con 10 voldme-
nes de PBS. Paralelamente, una alicuota de cada una
de las fracciones obtenidas en el andlisis cromatogra-
fico, las cuales incluyeron la fraccién no retenida, los
lavados con PBS, los eluidos y lavados con NaCl, fue-
ron tratadas con el reactivo de Bradford con el objeti-
vo de evidenciar la presencia de proteinas, mediante
el cambi6 de color rojo/café a azul. Por otra parte,
las fracciones fueron analizadas por SDS-PAGE al 12%

utilizando tincién con azul de Coomassie y “Western
blotting”, como se describe mas adelante.

Obtencion de anticuerpos policlonales dirigidos
contra las proteinas virales rVP5* y rVP8*

Las proteinas VP5*-GST y VP8*-GST purificadas fue-
ron resupendidas en un buffer de digestion, que
contenia Tris-HCl 50 mM, pH 8.0, y CaCl, 10 mM, y
tratadas con trombina para retirar el péptido de GST,
lo cual se realizé con el kit Thrombin CleanCleave
(Sigma). Se tomaron 50 pl de la resina y se centrifu-
garon a 500 rpm durante 2 min y se realizaron dos
lavados con buffer de digestion 1X. Posteriormente,
se adicion6 500 ng de la proteina viral purificada, se
incub6 durante 4 h a temperatura ambiente con agi-
tacion constante, se centrifugé a 500 rpm por 5 min
y se separé el sobrenadante que contenia la protei-
na rotaviral y la fraccion GST. Por dltimo, se realizo
un lavado de la resina con el buffer de digestion 1X
para retirar el remanente de la proteina. Posterior-
mente, las fracciones que contenian tanto la proteina
rotaviral como la fraccion GST fueron separadas en
SDS-PAGE al 12% en un uUnico pozo de siembra y al
igual que en los casos anteriores, se corté la banda
que correspondia a la proteina viral identificada por
“Western blotting”, la cual fue utilizada para la inmu-
nizacion de los conejos.

Las bandas del gel que contenian aproximadamente
50 pg/banda de las proteinas rVP5* o rVP8* fueron
cortadas en trozos pequenos y transferidas a una je-
ringa de 5 ml, luego se pasaron varias veces a través
de agujas de diferentes calibres (No.18, 21 y 25) a
fin de formar una suspension en buffer PBS. Los co-
nejos Nueva Zelanda de 2 - 3 meses de edad con
suero pre-inmune libre de reactividad contra rotavi-
rus, fueron inoculados con aproximadamente 750 pg
de cada una de las proteinas virales administradas en
tres dosis, con periodos de tiempo de 20 dias entre
cada inmunizacién. Las dosis fueron aplicadas via
subcutanea, distribuidas paralelamente a la columna
vertebral. Después de terminado el periodo de inocu-
lacion, los conejos fueron sangrados completamen-
te 20 dias después de la tercera inmunizacion. Las
muestras de sangre fueron incubadas a 37 °C por una
hora, posteriormente a 4 °C toda la noche, centrifu-
gadas a 5000 rpm durante 10 min y se recupero el
suero, el cual contenia los anticuerpos contra cada
una de las proteinas rotavirales. El suero fue diluido
con glicerol en una proporcién 1:1, dispensado en
tubos de 1.5 ml estériles y almacenados a - 20 °C.
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Caracterizacion de los anticuerpos policlonales
dirigidos contra las proteinas virales rVP5* y rVP8*

Los anticuerpos obtenidos contra las proteinas virales
rVP5* y rVP8* fueron caracterizados mediante “Wes-
tern blotting”, ELISA e inmunocitoquimica.

“Western blotting”. Diferentes cantidades de las pro-
teinas purificadas (500 - 62.5 ng) y lisados bacterianos
(100 - 25 pg) que contenian rVP5* y rVP8* fueron
separados en SDS-PAGE al 12% y transferidos a mem-
branas de PVDF a 50 mAmp durante 2 h en una ca-
mara Mini Trans-Blot Cell (Bio- Rad Labs, Hercules,
USA) con buffer de transferencia que contenia glicina
129 mM, Tris 25 mM y metanol al 10 %. Finalizada la
transferencia, las membranas fueron tefidas con rojo
Ponceau al 0.1 % en acido acético al 5 %. Posterior-
mente, las membranas fueron lavadas con PBS para
retirar la tincién y bloqueadas con leche descremada
al 5% en PBS durante 2 h a 37 °C, se lavaron con PBS
dos veces y se incubaron con una dilucién de 1:1000
de los anticuerpos correspondientes en PBS, Tween
20 al 0.05% vy leche descremada al 0.1%. El exceso de
anticuerpo no unido fue retirado mediante 5 lavados
de 5 min cada uno con PBS-Tween 20 al 0.1 % vy se
incubaron con un anticuerpo secundario anti-conejo
conjugado con peroxidasa (Santa Cruz 2030; 0.4 ug/
ml) en PBS que contenia leche descremada al 0.1%
y Tween 20 al 0.05 %. Se realizaron 5 lavados con
PBS-Tween 20 al 0.1 % de 5 minutos cada uno para
retirar el anticuerpo no unido. La deteccion se llevé a
cabo utilizando como sustrato aminoetilcarbazol (AEC)
disuelto en N-dimetilformamida. El AEC se diluy6 a una
concentracion final de 0.268 % en buffer de acetato
de sodio 100 mM, pH 5.2, se adicion6 H.O, a una
concentracion final de 0.03% vy se filtr6 tres veces has-
ta retirar el precipitado que se forma. Finalmente, las
membranas fueron lavadas con PBS. Por otra parte, se
analizé el reconocimiento de las proteinas en las parti-
culas virales, para lo cual se emplearon 500 ng de TLPs
(particulas de triple capa) de RRV, pero a diferencia
del ensayo anterior, se variaron las diluciones de los
anticuerpos policlonales, entre 1:250 a 1:1000.

Inmunocitoquimica. Se cultivaron células MA104 en
cajas de 96 pozos hasta una confluencia del 100%. La
monocapa de células fue lavada dos veces con medio
de cultivo e infectada con 50 pl de TLPs de RRV puri-
ficadas en una dilucién 1:3200 que tenian un titulo de
1.8 x 10% FFU/ml, previamente tratadas con 10 pg/ml
de tripsina durante 30 min a 37 °C. Las células fueron
incubadas a 37 °C durante 1 h, lavadas dos veces e
incubadas adicionalmente con 100 pyl de medio MEM a
37 °C durante 12 h. Finalizado el tiempo de infeccidn,
la monocapa fue lavada dos veces con PBS, fijada con

50 pl de metanol frio y refrigeradas a 4 °C durante 40
min. Las células fijadas fueron incubadas de manera
separada con diferentes diluciones de los anticuerpos
policlonales, entre 1:250 a 1:2000 en PBS e incubadas
a 37 °C durante 1 h. La monocapa celular fue lavada
5 veces con PBS-Tween 20 al 0.05%, incubada con
un anticuerpo anti-conejo conjugado con peroxidasa
(Santa Cruz 2030; 0.133 ug/ml) en PBS durante 45 min
a 37 °C y lavadas cinco veces con PBS-Tween 20 al
0.05%. El proceso de deteccion de la reaccion se rea-
liz6 con AEC, como se describié en el procedimiento
para “Western blotting”. Por dltimo, las células fueron
lavadas con agua y se determiné el porcentaje de in-
feccion en cada uno de los pozos respecto al control
positivo (anti-rotavirus).

ELISA. En una placa de ELISA de 96 pozos se incuba-
ron concentraciones crecientes de las proteinas virales
recombinantes (50 ng - 2000 ng) en PBS en un volu-
men final de 50 pl durante toda la noche a 4 °C. La pro-
teina no unida fue retirada lavando dos veces con 200
ul de PBS durante cada lavado, la caja fue bloqueada
con 200 ul de albimina al 1% por pozo durante 2 h a
37 °Cy lavada con 200 pl de PBS dos veces.

Las proteinas adheridas fueron incubadas durante 2 h
a 37 °C con los anticuerpos policlonales respectivos
en una diluciéon 1:1000 en PBS-Tween 20 al 0.05%
que contenia albimina al 0,.1%. El anticuerpo no uni-
do fue retirado mediante el lavado de los pozos con
200 pl de PBS-Tween 20 al 0.1 % tres veces, dejando
5 min entre cada lavado. A continuacion, se adicion6
a cada pozo un anticuerpo anti-conejo conjugado a
peroxidasa (Santa Cruz 2030; 0.133 ug/ml) en PBS-
Tween 20 al 0.05% que contenia BSA al 0.1% vy se
incub6 durante 1 h a 37 °C. El exceso de anticuerpo
secundario fue retirado con tres lavados de 200 ul de
PBS Tween 20 al 0.1%. Finalmente, la deteccion se
llevé a cabo mediante la adicién de 50 pl por pozo
de una solucién de 1T mg /ml de orto-fenilendiamina
(OPD) disuelta en H,O: al 0.03 % y buffer fosfato/
citrato, pH 5.0, que contienia 25 mM de acido citrico
y 50 mM de Na:HPO.. Cuando se evidencio la for-
macion de un color amarillo intenso, la reaccion se
detuvo mediante la adicion de 50 pl de H,SO4 2.5 M.
Como controles negativos de la técnica, se realizaron
las incubaciones antes mencionadas pero en ausen-
cia de alguno de los componentes, en cuyo lugar se
adicionaron 50 pl de albdmina al 1%. Los ensayos
fueron realizados por duplicado y el procedimiento
se realizé dos veces de manera independiente. Para
las gréficas se tabuld el A de densidad 6ptica (OD), el
cual resulta de la diferencia de la absorbancia obte-
nida para los experimentos menos la absorbancia de
los controles negativos.

86

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XV No. 1 Julio 2013 82-97



Resultados

Expresion de las proteinas virales rVP5* y rVP8*

Las bacterias E. coli de la cepa BL21(DE3), deficien-
tes en la expresion de proteasas, fueron transforma-
das con los plasmidos pGEX-4T-VP5* y pGEX-4T-VP8*
utilizando PEG e iones metdlicos mono y divalentes
(Chung et al,, 1989), los cuales facilitan la entrada de
moléculas de DNA circular al modificar la membrana
bacteriana haciéndola mas permeable a estas molécu-
las. Para la expresion de las proteinas rVP5* o rVP8*
de rotavirus fue necesario establecer las condiciones
Optimas para obtener la mayor expresion de la protei-
na de interés. Las variables analizadas fueron: ndmero
de bacterias antes de inducir la expresion, tiempo de
induccion, concentracion del inductor, medio de creci-
miento y presencia de cuerpos de inclusion. La expre-
sion de las proteinas recombinantes fue determinada
mediante SDS-PAGE y “Western blotting” a partir de
los lisados bacterianos.

Expresion de la proteina viral rVP8*

Para la expresion de la proteina viral estructural rVP8*
de rotavirus, la primera variable que se tuvo en cuenta
fue el nimero de bacterias mediante la medicion de
la densidad 6ptica a 600 nm (OD 0 nm) por unidad
de tiempo. Asi, se identificaron las diferentes fases del
crecimiento microbiano (latencia, exponencial y esta-
cionaria). Se realizé una curva de crecimiento de las
bacterias transformadas, para lo cual se determiné la
OD 400 nm cada hora, teniendo en cuenta la relacion
directa entre el incremento del nimero de células y el
valor de absorbancia registrado sin discriminar la viabi-
lidad de las mismas.

A partir de esta curva de crecimiento se pudo definir
la fase de latencia, comprendida entre O - 1 h, la fase
exponencial, entre 1 - 4 h y por dltimo, la fase estacio-
naria, a partir de las 4 horas de crecimiento. De esta
manera, se decidi6é evaluar la expresién de la proteina
viral rVP8* en rangos de absorbancia entre 0.1 - 0.6
(en la curva se grafico el log (OD x 100) vs tiempo)
que corresponden a la fase exponencial y el inicio de
la fase estacionaria del crecimiento bacteriano (figura
1a).

Los carriles 2 y 3 del analisis de SDS-PAGE (figura 1b)
corresponden a las proteinas de las fracciones soluble
e insoluble del cultivo bacteriano que no fue tratado
con IPTG, respectivamente, en los cuales se observé
una baja expresion basal de la proteina viral en la frac-
cién de proteinas insolubles alrededor de 54 KDa. En
los carriles 4, 6, 8, 10 y 12, que corresponden a las

fracciones solubles de los lisados bacterianos que fue-
ron tratados con IPTG una vez habian alcanzadas las
ODsoonmde 0.1, 0.2, 0.4, 0.5 y 0.6, respectivamente, no
se observé la presencia de la proteina recombinante.
En los carriles 5, 7,9, 11 y 13 se sembraron las fraccio-
nes insolubles de los lisados bacterianos anteriores y
se observé que a medida que se incrementaba el nu-
mero de bacterias, la cantidad de rVP8* era mayor. De
esta manera, la expresion de la proteina viral rVP8* se
localizé en la fraccién insoluble, independientemente
de la OD a la cual se realizé la induccion de la expre-
sion de la proteina viral.

Se cuantificaron las proteinas totales a 280 nm vy se
analizaron por SDS-PAGE al 12%, 100 ug/pozo de cada
fraccion proteica. La banda correspondiente a la pro-
teina rVP8* fue comparada visualmente con una curva
de calibracion de BSA analizada en el mismo gel tefido
con azul de Coomassie y su proporcion (porcentaje)
determinada con relacién a la proteina total cargada
en el respectivo pozo del gel. En la electroforesis se
observé que la mayor proporcién de proteina viral
(1.59% respecto a la proteina total) se obtuvo cuando
la induccién se realizé durante 4 horas a partir de un
cultivo que habia alcanzado una ODgoo nm de 0.5.

Otros factores que afectaron la cantidad y solubilidad
de las proteinas recombinantes durante su expresion,
fueron la concentracion del inductor y el tiempo de in-
duccion. Se evaluaron diferentes concentraciones de
IPTG, entre 0.5 y 2 mM (figura 1¢), y se observé que
la mayor proporcién de proteina viral (1.99% respecto
a la proteina total) se obtuvo cuando el cultivo bacte-
riano fue tratado con T mM de IPTG, localizandose la
proteina en la fracciéon insoluble del lisado bacteriano
(figura 1c, carril 7). A una menor o mayor concentra-
cion del inductor, la cantidad de proteina viral expresa-
da fue menor (figura 1c, carriles 5y 9). Por otra parte,
las fracciones de proteinas solubles correspondientes
no presentaron la proteina recombinante (figura 1c,
carriles 4, 6y 8).

Igualmente, se determiné el efecto de los diferentes
tiempos de induccién, entre 2 y 8 h, con T mM de
IPTG aplicado al cultivo cuando éste alcanzé una
ODsgoo nm de 0.5 (figura 1d). En las fracciones insolu-
bles, correspondientes a los lisados bacterianos que
fueron tratados durante 2, 4, 6 y 8 horas con TmM de
IPTG (carriles 5, 7, 9 y 11, respectivamente), se obser-
v6 la presencia de la proteina viral, correspondiente a
la banda mas ancha, identificada mediante “Western
blotting”. En las fracciones solubles correspondientes
(carriles 4, 6, 8 y 10) no se evidencio la presencia de
la proteina viral. Se determiné que la concentracién
de la proteina viral VP8*-GST fue mayor (1.99 % res-
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Figura 1. Andlisis de la expresién de la proteina VP8*-GST. (a) Curva de crecimiento de las bacterias E. coli BL21(DE3). -VP8*

en medio LB medido por turbidimetria a 600 nm. (b) Expresién de la proteina viral VP8*

- GST variando el nimero de bacterias

transformadas antes de inducir la expresion. (c) Expresién de la proteina viral VP8-GST variando la concentracién de IPTG. (d)
Expresion de la proteina viral VP8-GST variando el tiempo de induccién con 1 mM de IPTG. Las fracciones de proteinas solubles
(FS) e insolubles (FI) de cada uno de los cultivos fueron analizadas por SDS-PAGE al 12% y “Western blotting” con un anticuerpo
primario contra VP8*. (NI) cultivo control sin inductor.

pecto a la proteina total) cuando el cultivo bacteriano
transformado fue inducido durante 6 a 8 h, respecto a
la induccién de 2 y 4 h (0.79 % - 0.92 % respecto a la

Expresion de la proteina viral rVP5*

Para la expresion de la proteina viral estructural rvVP5*

proteina total).

Teniendo en cuenta que la expresion de la proteina
viral rVP8* se localiz6 en la fraccion de proteinas in-
solubles, se realizé el crecimiento bacteriano y la ex-

se emplearon las condiciones previamente estandari-
zadas para la expresion de la proteina viral VP8*-GST;
sin embargo, la cantidad de proteina expresada fue
muy baja en comparacion con los resultados obteni-
dos para rVP8*. Se aumento la expresion de la proteina
recombinante variando el medio de cultivo y adicio-

presion a una temperatura de 25 °C. Se observo que a
pesar de disminuir la temperatura durante la induccién
de la proteina recombinante, ésta se sigui6 localizan-
do en la fraccion insoluble y su rendimiento fue menor
(datos no mostrados). En resumen, las bacterias trans-
formadas con el vector pGEX-4T-VP8* fueron cultiva-
das hasta alcanzar una ODeoonm de 0.5 al momento de
inducir la expresion de la proteina con T mM de IPTG
durante 6 h a 37 °C.

nando glucosa durante el crecimiento bacteriano.

Se analizé la expresion de la proteina VP5* -

GST cre-

ciendo las bacterias transformadas en dos medios
diferentes: LB y 2XYT. El primero tiene los nutrientes

esenciales bdsicos y el segundo es un

medio enri-

quecido, con una mayor concentracion de triptona y
extracto de levadura, respecto a LB. La presencia de
la proteina viral fue identificada en la fraccion de pro-
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teinas insolubles mediante “Western blotting” con un
anticuerpo anti-VP5* y anti-GST y presenté una masa
molecular de 75 KDa (figura 2c). Cuando las bacte-
rias fueron cultivadas en medio LB sin inductor, no
hubo expresion basal de rVP5* (carril 2); sin embargo,
cuando el cultivo se realizé6 en medio 2XYT, se incre-
mentd la expresion basal de la misma (carril 3), pero
en presencia de glucosa al 2% esta expresion se inhi-
bi6 (carril 4). La mayor proporcion de proteina viral
(2.38% respecto a la proteina total) se obtuvo cuando
el cultivo se realiz6 en medio 2XYT en presencia de
glucosa al 2%, con T mM de IPTG (carril 8), respecto
a las bacterias que fueron cultivadas en este mismo
medio pero en ausencia de glucosa (1.98 % respecto
a la proteina total) (carril 7) y en medio LB con glucosa
(1.36 % respecto a la proteina total) y sin glucosa en
presencia del inductor (1.29 % respecto a la proteina
total) (carril 5y 6).

Con el fin de incrementar la proporciéon de rVP5* res-
pecto a la proteina total e intentar obtenerla en su
forma soluble, se analizé la expresion de la proteina re-
combinante cuando la induccion se realiz6 a diferen-
tes OD 400 nm al momento de adicionar IPTG. Para esto

se realizo la curva de crecimiento para las bacterias E.
coli BL21(DE3). transfectadas con el plasmido pGEX-
4T-VP5* con el fin de identificar la fase de crecimiento
exponencial y estacionaria de las bacterias transforma-
das en medio 2XYT y en presencia de glucosa al 2%
(figura 2a). Se encontraron los mismos resultados ob-
tenidos en el cultivo de bacterias transformadas con el
vector pGEX-4T-VP8*, con respecto al tiempo de cul-
tivo requerido para alcanzar las diferentes etapas del
crecimiento bacteriano.

Después de identificado el tiempo en el cual se llevo a
cabo la fase de crecimiento exponencial y estacionaria
de las bacterias transformadas, fue posible evaluar la
expresion de la proteina viral cuando los cultivos al-
canzaron las diferentes OD s00nm (0.1 = 0.7) al momen-
to de adicionar el inductor. No se evidencié expresion
basal de la proteina en las fracciones soluble e inso-
luble del lisado bacteriano que no fue inducido con
IPTG, carriles 2 y 3 (figura 2b). Tampoco se detect6 en
las fracciones solubles de lisados bacterianos que fue-
ron tratados con el inductor una vez el cultivo alcanzo
una OD eo0nm de 0.1, 0.2, 0.4, 0.6 y 0.7, como se ob-
serva en los carriles 4, 6, 8, 10 y 12, respectivamente.
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Figura 2. Andlisis de la expresién de la proteina VP5* - GST. (a) Curva de crecimiento de las bacterias E. coli BL21(DE3).-VP5 en
medio 2XYT y 2% de glucosa medido por turbidimetria a 600 nm. (b) Expresién de la proteina viral VP5* - GST variando el nu-
mero de bacterias transformadas antes de inducir la expresién. (c) Expresién de la proteina viral VP5-GST en medio LB y 2XYT
en presencia y ausencia de glucosa al 2 %. (d) Expresién de la proteina viral VP5-GST variando la concentracién de IPTG. (e)
Expresién de la proteina viral VP5-GST variando el tiempo de induccién con 1 mM de IPTG. Las fracciones de proteinas solubles
(FS) e insolubles (FI) de cada uno de los cultivos fueron analizadas por SDS-PAGE al 12% y “Western blotting” con un anticuerpo

primario contra VP5*. (NI) cultivo control sin inductor.

Expresién y purificacién de las proteinas estructurales del rotavirus VP5* y VP8* en bacterias BL21(DE3)

89



Se identificé la presencia de rVP5* en las fracciones
insolubles (carriles 5, 7,9, 11 y 13). Esto se observo a
pesar de variar el nimero de bacterias antes de estimu-
lar su expresion. La mayor proporcién de la proteina
recombinante (3.20 % respecto a la proteina total) se
obtuvo cuando el cultivo alcanzé una OD eoonm entre
0.2 - 0.4 antes de realizar la induccién con T mM de
IPTG durante 4h.

Otra variable que afecta la expresion de una proteina
recombinante es la concentracién del inductor (figura
2d). La proteina viral rVP5* se mantuvo en la fraccion
de proteinas insolubles (carriles 5, 7 y 9), adn cuando
se varié la concentracion del inductor. No se obser-
vé la presencia de la proteina viral en las fracciones
solubles de los lisados anteriores (carriles 4, 6 y 8).
Se determind que la mayor proporcién de la protei-
na (3.78% respecto a la proteina total) fue obtenida
cuando al cultivo se le adicion6 0.5 y 1T mM de IPTG.
En concentraciones de 2 mM del inductor disminuyo
la proporcion de la proteina viral (0.80% respecto a la
proteina total).

Por otra parte, se evalué el tiempo de induccion.
Como se observa en la figura 2e, la banda corres-
pondiente a la proteina rVP5* fue detectada solo en
las fracciones insolubles de los lisados bacterianos
inducidos durante 2, 4, 6 y 8 h (carriles 5, 7, 9y 11).
No se observé en las fracciones solubles, carriles 4,
6, 8 y 10. La mayor concentracién de rVP5* (3.82%
respecto a la concentracion total de proteinas) fue
obtenida cuando el cultivo fue inducido durante 4 h.
Sin embargo, no se observaron cambios drasticos en
la cantidad de proteina expresada en los diferentes
tiempos analizados.

En resumen, las bacterias transformadas con el vector
pGEX-4T-VP5* fueron cultivadas hasta alcanzar una
OD 600 nm de 0.2 - 0.4 al momento de inducir la expre-
sion de la proteina con 0.5 mM de IPTG durante 4 h
a 37 °C. La expresion de VP8* o VP5* fue localizada
en la fraccion de proteinas insolubles en las diferentes
condiciones analizadas, lo cual sugiere la formacién
de los denominados cuerpos de inclusion. El pellet
obtenido de las proteinas recombinantes VP8*-GST y
VP5*-GST fue tratado con concentraciones crecientes
de urea (1 - 8 M), y la solubilidad se alcanz6 cuando
se empleé 8 M de urea (figura 3a'y b, carril 8), sugirien-
do la formacién de cuerpos de inclusion.

Purificacion de las proteinas virales rVP8* y rVP5*

Para la purificacion de la proteina rVP8* se empled la
metodologia descrita por Frangioni et al. (1993), uti-
lizando N-laurilsarcosina y DTT para lisar bacterias y
solubilizar los cuerpos de inclusion. Adicionalmente,
se empled Triton X-100 al 3% como agente renaturan-
te; sin embargo, la cantidad de proteina recombinante
purificada fue muy poca respecto a la cantidad de pro-
teina total identificada en el lisado bacteriano (figura
4a, carril 4). Otra técnica de renaturacién consistio en
diluir el lisado bacteriano con PBS. De esta manera, la
cantidad de rVP8* recuperada y el ndmero de fraccio-
nes eluidas que contenian la proteina recombinante
(figura 4b, carril 5 - 7) fue mayor respecto a los demas
ensayos, partiendo del mismo volumen de muestra.

Para la purificacion de rVP5* mediante cromatografia
de afindiad, los lisados bacterianos fueron tratados
con los siguientes detergentes antes de adicionarlos a
la resina: Triton X-100, Tween 20, NP40, octilglucésido
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Figura 3. Expresion de la proteina viral VP8 - GST (A) y VP5-GST (B) en cuerpos de inclusién. Las fracciones de proteinas solubles
(FS) e insolubles (Fl) solubilizadas con concentraciones crecientes de urea fueron analizadas por SDS-PAGE al 12%. (NI) cultivo
control sin inductor.
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Figura 4. Purificaciéon de las proteinas recombinantes VP8-GST y VP5-GST. Purificacién de la proteina VP8*-GST mediante cro-
matografia de afinidad. El lisado bacteriano fue tratado con N-laurilsarcosinay DTTy como agentes renaturantes se emplearon:
(a) Tritén X-100 al 3 %y (b) dilucién del lisado bacteriano con PBS. Purificacién de la proteina VP5*-GST mediante cromatogra-
fia de afinidad. (c) Los lisados bacterianos fueron tratados con N-laurilsarcosina, DTT y con diferentes detergentes renaturantes
al 1%, (d) CHAPS al 3 % y (e) NP40 al 3 %. Las fracciones obtenidas de la cromatografia de afinidad fueron analizadas por SDS
- PAGE y “Western blotting”. (NR) Fraccién no retenida por la resina, (E) eluidos y (R) suspensién de una alicuota de la resina

después de realizar la cromatografia.

0 CHAPS. Los detergentes que incrementaron la afini-
dad de la proteina recombinante por el glutation de la
resina fueron CHAPS y NP40 al 1 % (figura 4c, carril 9 y
15); sin embargo, el rendimiento de la purificacion fue
muy bajo teniendo en cuenta la cantidad de proteina

purificada respecto a la cantidad total en el lisado bac-
teriano (figura 4c, carril 8 y 14). Con los detergentes,
B-octilglucosido, Tween 20 y Tritén X100, no se logro
retener la proteina recombinante (carriles 3, 6 y 12).
Con el objetivo de incrementar la cantidad de proteina
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purificada, se aumentaron las concentraciones de los
detergentes. El tratamiento con CHAPS al 3 % permi-
ti6 la formacion de una suspension que fue retirada,
centrifugada y analizada por electroforesis y “Western
blotting”, identificindose la proteina viral junto con
otras proteinas bacterianas. La proteina que se man-
tuvo soluble se adicioné a la resina, pero se recuperé
una cantidad baja respecto a la rVP5* encontrada en
el lisado total (figura 4d, carril 4 y 5). Con NP40 al 3 %
como agente renaturante, se logré purificar la mayor
cantidad de proteina VP5* - GST en comparacion con
CHAPS al 3 %, teniendo en cuenta que se partié del
mismo lisado bacteriano (figura 4d, carril 4 a 10). Para
disminuir la concentracion del detergente y emplear
las proteinas en ensayos de interaccion en condicio-
nes acelulares y celulares, las fracciones eluidas se di-
luyeron con PBS y fueron concentradas mediante un
Amicon Ultra - 4 (Millipore).

Obtencion de sueros hiperinmunes anti-rVP8*
y rVP5*

Las proteinas purificadas VP8*-GST o VP5*-GST fueron
tratadas con el kit Thrombin CleanCleave (Sigma) para
retirar el polipéptido GST (figura 5ay b) y las fracciones
proteicas correspondientes a la proteina viral fueron
utilizadas como antigeno para la inoculaciéon en co-
nejos.

El suero hiperinmune anti-rVP5* reconoce en el “Wes-
tern blotting” una banda de aproximadamente 75 KDa
en los lisados bacterianos transformados con el vector
pGEX-4T-VP5* (figura 6a). Sin embargo, en altas con-
centraciones del lisado se observaron bandas adicio-
nales (figura 6a). El suero hiperinmune anti-r'VP5*, en
una dilucion 1:1000, reconoce la proteina purificada
a partir de 62.5 ng/pozo (figura 6¢), con buen reco-
nocimiento a 250 y 500 ng/pozo (figura 7c, carril 3

& MW - Tromb. + Tromb. MW - Tromb. + Tromb.
1 2 3 1 2 3
KDa SRR '
“’ VP8*-GST
66 —| W “ .
’ -“@vpa'-ea
s — .
4 |«—vPsg*
gy |<~— VP8
g’ | <—GST
b.
MW - Tromb. + Tromb. MW - Tromb. + Tromb.
KDa
s <«~—\VP5*-GST
66 —> | . <«—VP5*-GST
| «—VP5* <~—VP5*
45 —> .

<~ GST

Figura 5. Digestién con trombina del polipéptido GST de las proteinas virales rVP8* y rVP5* obtenidas por cromatografia de afi-
nidad. (a) VP8*-GST y (b) VP5*-GST. Los polipéptidos fueron separados por SDS-PAGE al 12% y para la identificacién mediante
“Western blotting” se utilizé un anticuerpo primario dirigido contra las proteinas rotavirales.
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Figura 6. Caracterizacién de los anticuerpos policlonales contra las proteinas recombinantes VP5* y VP8* obtenidos en conejos
Nueva Zelanda utilizando diferentes cantidades de las proteinas recombinantes. Identificacién de las proteinas rotavirales en lisa-
dos bacterianos transformados con el vector correspondiente y tratados con IPTG mediante “Western blotting”, (a) anti-rVP5* y
(b) anti-rVP8*. Identificacién de las proteinas rVP5* y rVP8* purificadas mediante “Western blotting”, (c) anti-rVP5* y (d) anti-
rVP8*. Reconocimiento de las proteinas rVP5* y rVP8* mediante ELISA indirecto, (e) anti-rVP5* y (f) anti - rVP8*.

y 4). También se observé una banda de menor peso
molecular, posiblemente un producto de degradacién
de la proteina recombinante o a un reconocimiento
inespecifico del anticuerpo.

El suero hiperinmune anti-rVP8* reconoci6 solamente
una banda en los lisados bacterianos (figura 6b) y no
se observaron bandas inespecificas. El suero hiperin-
mune anti-rVP8*, en una dilucion 1:1000, reconoce
la proteina purificada a partir de 62.5 ng/pozo, con
buen reconocimiento a 250 y 500 ng/pozo (figura
6d, carril 3 y 4). Anti-rVP5* o rVP8™* no identificaron
la proteina BSA utilizada como control (figura 6¢cy d,
carril 1).

Para el ensayo de ELISA, se observé un incremen-
to en la OD directamente proporcional al aumentar
la cantidad de proteina (figura 6e - f). Para identificar
la dilucién limite de reconocimiento de antigeno en
“Western blotting” se analizaron en electroforesis 250
ng/pozo de las proteinas purificadas rVP5* o rVP8* y
transferidas a membranas de PVDF. Las diluciones de
los anticuerpos fueron entre 1:500 a 1:3000. Se obser-
v6 buen reconocimiento con diluciones 1:3000 (figura
7ay b, carril 2). Utilizando “Western blotting” se quiso

determinar si los sueros reconocen las proteinas del
virion. Para esto, se emplearon 500 ng/pozo de TLPs
y se utilizaron diferentes diluciones de los sueros anti-
rVP8* o rVP5* (1:250 a 1:1000) comparado con un
suero hiperinmune anti-rotavirus que reconoce todas
las proteinas estructurales del virus, generado en el la-
boratorio. Se observé reconocimiento por los sueros
anti-rVP5* y rVP8*, en una diluciéon 1:250 y 1:500, de
las proteinas en las TLPs (figura 7c y d, carril 4y 5). La
dilucién 1:1000 no mostré reconocimiento (figura 7cy
d, carril 6). Los sueros anti rVP8* o rVP5* reconocieron
mejor las proteinas virales de las TLPs que el suero anti-
rotavirus generado contra todas las proteinas estructu-
rales (figura 7cy d, carril 1, 2 y 3).

Para el ensayo de inmunocitoquimica, células MA104
infectadas con TLPs del rotavirus RRV se incubaron
con diluciones de suero anti-rVP5* o rVP8*. Anti-rVP5*
reconocié las células que son positivas al antigeno en
las diluciones 1:250- 1:4000 a partir de las cuales se
estimé un titulo viral correspondiente a 6.34 x 107 uff/
ml (figura 7e), mientras que anti-rVP8* reconocio las
células que son positivas al antigeno respectivo en las
diluciones 1:250- 1:2000, de tal manera que la propor-
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cion de células positivas correspondié a un titulo viral
de 5.56 x 107 uff/ml con la dilucién 1:1000 (figura 7f).

Discusién

La mayor expresion de rVP8* no dependié de célu-
las que se encuentren en duplicaciéon constante, no
fue afectada por la concentracion de nutrientes o pro-
ductos de desecho presentes en el medio ni por el
tiempo de induccién sugiriendo que su expresion es
constante y no depende del estado metabdlico de la
célula. Por otra parte, concentraciones superiores a
1T mM de IPTG disminuyeron la concentracion de la
proteina recombinante, probablemente debido a que
se disminuye la estabilidad del transcrito y rRNA, adn
cuando los niveles de mRNA se pueden ver ligeramen-
te incrementados (Wood et al., 1991; Jinks et al., 1983;
Casadaban et al.,, 1983; Gausing, 1977; Nilsson et al.,
1987).

La expresion basal (en ausencia de inductor) de la pro-
teina viral rVP5*, se incrementé en las bacterias cul-
tivadas en medio 2XYT, el cual contiene una mayor
concentracion de triptona y extracto de levadura. Este
comportamiento se controlé empleando glucosa al
2%, la cual disminuye los niveles de cAMP intracelu-
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lar que son requeridos para activar la expresion de la
RNA polimerasa T7 después de su interaccion con la
proteina de union a cAMP (CAP) (Baneyx, 1999; Kuo
et al.,, 2003). En presencia del inductor se observé una
mayor proporcion de la proteina viral en medio 2XYT
con glucosa en comparacion con el cultivo realizado
en medio LB. Se debe destacar que no se evidencié
un cambio significativo en la proporcién de la expre-
sion de rVP5* a los diferentes tiempos de induccion
evaluados. La disminucién en la proporcién de rVP5*
expresada a las 6 y 8 h de induccion, podria atribuir-
se a su degradacion; sin embargo, no se evidenciaron
bandas reactivas de rVP5* de menor peso molecular
en “Western blotting”.

Las proteinas rVP8* y rVP5* se localizaron en la frac-
cion denominada insoluble y cuya solubilidad se logré
cuando se utilizaron concentraciones de urea de 8 M.
Estas agregaciones proteicas se denominan cuerpos
de inclusion y se forman en el espacio citoplasmati-
co y periplasmico de las células de E. coli cuando se
obtienen altos niveles de expresion de proteinas he-
terélogas (mas del 2% del total de proteinas bacteria-
nas) o cuando la proteina expresada es hidrofébica.
Estas agregaciones son principalmente formadas por
interacciones hidrofébicas no nativas entre estructuras

uftm! x 10’ RRV
~n -~ o o«

0-

uffimi x 10 RRV
o N & o o 3

Figura 7. |dentificacién de las proteinas virales recombinantes aisladas y en TLPs utilizando diferentes diluciones de los anticuer-
pos policlonales dirigidos contra estas proteinas. Proteinas recombinantes purificadas VP5*-GST (a) y VP8*-GST (b) mediante
“Western blotting”. Proteinas rotavirales en TLPs de la cepa RRV, VP5* (c) y VP8* (d) mediante “Western blotting” e inmunoci-

toquimica, (e) y (f), respectivamente.
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con plegamiento intermedio, en las cuales los domi-
nios hidrofébicos se encuentran expuestos (Mohan et
al,, 2005; Maeda et al., 1995; Ejima et al., 1999).

Por otra parte, en diferentes estudios se ha expresado
la proteina viral VP8* mediante varios sistemas, entre
ellos: infeccion de células de insecto Sf9 con un bacu-
lovirus recombinante (Mackow et al., 1989; Flore et al.,
1991; Gorzigilia et al., 1990; Khodabandehloo et al.,
2009), induccion de la expresion en bacterias E. coli
JM109 transfectadas con el vector pGEMEX-1-VP8*
o pGEX-4T-2-VP8* (Kovacs et al.,, 2001; Larralde et al.,
1991) y bacterias E. coli BL21(DE3) transfectadas con
el vector pGEX-4T-2-VP8* o pET28a(+) (Monnier et al.,
2006; Nava et al., 2004; Favacho et al., 2006). Todos
los sistemas de expresion permitieron obtener la protei-
na viral de forma soluble, excepto cuando la expresion
se realizé en bacterias E. coli BL21(DE3) con el vector
pGEX-4T-2-VP8* y la induccion se llevo a cabo cuando
el cultivo bacteriano alcanzé una OD 600 nm entre 0.2
- 0.4 y se indujo con 1T mM de IPTG durante 3 h a 37
°C, datos que confirman los resultados reportados en
este trabajo. Sin embargo, en un estudio posterior se
demostré que la disminucién en la temperatura a 25
°C durante la induccion de la proteina, incrementa su
concentracion en el sobrenadante o fraccion de pro-
teinas solubles (Dormitzer et al, 2002). En este trabajo,
la temperatura mas baja utilizada durante el crecimien-
to bacteriano fue de 25 °C, factor que no afecté la so-
lubilizacion de la proteina pero si su expresion. Estos
resultados muestran que la solubilidad de la proteina
recombinante no solo depende de las caracteristicas
bioquimicas o de la concentracién de la proteina en el
cultivo, sino del sistema de expresion empleado (Kova-
cs et al.,, 2001; Favacho et al., 2006).

La insolubilidad de rVP5* ha sido previamente repor-
tada en bacterias E. coli BL21(DE3) y JM109 trans-
formadas con los vectores pET28a(+) y pGEMEX-1
recombinantes, respectivamente (Larralde et al., 1991;
Dowling et al.,, 2000). Por otra parte, existen reportes
en los cuales se demuestra que la expresion de esta
proteina viral en bacterias E. coli BL21(DE3) con el
vector pGEX-4T-2 puede darse en forma soluble si la
induccion de la expresion se realiza a 20 °C, con bajas
concentraciones de IPTG (0.01 mM) y es co-purificada
con la chaperona GroEL (Kamata et al,, 1994); sin em-
bargo, este procedimiento requiere de un paso adi-
cional que consiste en retirar la chaperona con ATP
(Rohman et al., 2000). Cabe mencionar que esta va-
riable no fue tenida en cuenta en el presente estudio
durante el proceso de optimizacion de la expresion de
esta proteina recombinante.

La purificacion de las proteinas recombinantes VP5*-
GSTy VP8*-GST se realizé mediante cromatografia de
afinidad. Para lo cual, se emple6 como técnica de solu-
bilizacion N-laurilsarcosina, detergente i6nico alcalino
que ha sido ampliamente utilizado para solubilizar casi
todas las proteinas unidas a GST y en general agrega-
ciones proteicas (Frangioni et al., 1993; McNally et al.,
1991), debido a que dispersa los cuerpos de inclusion
en estructuras monomoleculares por la fuerte repul-
sion electrostatica del complejo proteina-detergente.
La concentraciéon empleada de N-laurilsarcosina para
solubilizar las proteinas bacterianas y los cuerpos de
inclusion fue de 1%, superior al valor de constante
micelar critica (CMC) determinado para este detergen-
te (0.427%), el cual permiti6 la solubilizacién de las
agregaciones protéicas. Sin embargo, el uso de esta
concentracion del detergente anionico afecta conside-
rablemente la estructura de la proteina y por tanto su
interaccion con la resina de agarosa unida a glutation,
puesto que depende basicamente de la estructura tri-
dimensional del polipéptido GST.

Estudios previos han demostrado que detergentes no
ionicos pueden formar micelas mezcladas con el de-
tergente i6nico y previenen su precipitaciéon en pre-
sencia de iones divalentes, como calcio y magnesio
(Tsumoto et al., 2010; Stewart et al., 1991), y no afec-
tan la interaccion de las proteinas unidas a GST a la
resina de agarosa (Smith et al., 1988). Por esta razon,
fue necesario utilizar un detergente no iénico que per-
mitiera el replegamiento de las proteinas presentes en
el lisado bacteriano.

El detergente no ionico utilizado en el proceso de pu-
rificacion de la proteina viral rVP8* fue Triton X-100
(Frangioni et al.,, 1993) y se observé la unién de la
proteina recombinante a la resina; sin embargo, la
cantidad de proteina retenida fue muy baja en com-
paracién con el total de la proteina recombinante pre-
sente en el lisado bacteriano total y la encontrada en
la fraccién no retenida, obtenida después de la interac-
cion del lisado con la resina. Por lo tanto, se empleé
una estrategia experimental diferente para inducir el
replegamiento del polipéptido que consistié en diluir
10 veces con buffer PBS el lisado celular solubiliza-
do con N-laurilsarcosina al 1% (Wall et al, 1995). Este
tratamiento resulté mas eficiente, puesto que se logré
obtener un mayor nimero de eluidos de la proteina
VP8*-GST.

Para la purificacion de la proteina VP5*-GST, se em-
plearon como agentes renaturantes detergentes no
ionicos (Tween 20, NP40 y B-octilglucésido) y un de-
tergente zwiterionico (CHAPS) (Lundback et al., 2003).
Estos detergentes fueron utilizados porque la solubi-

Expresién y purificacién de las proteinas estructurales del rotavirus VP5* y VP8* en bacterias BL21(DE3) 95



lizacion de las agregaciones proteicas, mediante el
uso de N-laurilsarcosina, encapsulan las proteinas y las
disgregan; mientras que los detergentes no i6nicos o
zwiteriénicos forman grandes micelas o bicelas mez-
cladas que incorporan las moléculas del detergente
ionico (N-laurilsarcosina), disminuyendo su concentra-
cion alrededor de la proteina recombinante, dejando
sitios activos libres o facilitando el replegamiento de
la proteina. Por esta razén, se recomienda purificar
proteinas recombinantes mediante esta metodologia
ensayando diferentes detergentes o mezcla de ellos,
con el objeto de tener un buen rendimiento y una acti-
vidad mayor al 80% (Jinks et al., 1983; Dormitzer et al.,
2001; Kamata et al,, 1994; Rohman et al., 2000; Lilie et
al., 1998; Burgess, 1996; Tao et al., 2010).

Los anticuerpos policlonales contra las proteinas rVP5*
y r'VP8* detectaron las respectivas proteinas recombi-
nantes mediante “Western blotting”, en condiciones
denaturantes y ELISA, en condiciones nativas. Igual-
mente, estos anticuerpos reconocieron las proteinas
virales expresadas en células infectadas en su condi-
cion nativa durante el proceso infeccioso y en TLPs
de RRV purificadas. Estos resultados muestran que las
proteinas estructurales del rotavirus rVP5* y rVP8* in-
dujeron una eficiente respuesta inmune en los conejos
que fueron inoculados. En su conjunto, las proteinas
recombinantes obtenidas en el presente trabajo, y los
anticuerpos inducidos por ellas, constituyen importan-
tes herramientas para los estudios de caracterizacion
de las proteinas virales y su interaccién con moléculas
de la superficie celular de la célula hospedera durante
la entrada el virus.
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