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RESUMEN

La infeccion con rotavirus se ha convertido en una de las principales causas de
gastroenteritis, mal nutricion y diarrea en nifios y animales jévenes. La mortalidad
promedio en paises desarrollados es baja; sin embargo, cada afio mueren mas de
600.000 nifios en el mundo y aln no existen estrategias terapéuticas lo suficientemente
eficientes para disminuir los casos de diarrea aguda ocasionada por la infeccion en
infantes y en animales de importancia econémica como bovinos, cerdos y aves. Por esta
razén, el laboratorio de Biologia Molecular de Virus de la Universidad Nacional ha
intentado dilucidar las moléculas virales y celulares involucradas en los pasos de unién y
penetracion viral y la secuencialidad de estas interacciones para que en un futuro, se
logren proponer diferentes estrategias que permitan reducir la infeccién con rotavirus en

los eventos iniciales del proceso infeccioso.

De esta manera, el objetivo general de este trabajo consistid en la expresion y purificacion
de tres proteinas estructurales del rotavirus, VP5, VP6 y VP8, para determinar la
interaccion de estas con proteinas celulares candidatas a receptores del rotavirus en los

eventos de unién y penetracion viral, como Hsc70 y PDI.

La metodologia que se utilizé para el desarrollo de este trabajo consistié en expresar las
proteinas recombinantes VP5 y VP8 del rotavirus y la proteina celular Hsc70 mediante un
sistema de expresidn bacteriano, para lo cual se realiz6 la transfeccion de los plasmidos
pPGEX-4T o pET 28a, que presentan las secuencias génicas que codifican para cada una
de las proteinas, en la cepa bacteriana de E. coli BL21(DE3) y se optimizaron las
condiciones de expresion para cada una de ellas, los factores que se tuvieron en cuenta
fueron: medio de crecimiento, nimero de bacterias antes de inducir la expresion,
concentracién del inductor y tiempo de induccidn. La expresion de la proteina VP6 se llevo
a cabo mediante la infeccion de células MA104 con el virus vaccinia, el cual fue
modificado genéticamente y presenta la secuencia que codifica la proteina viral.
Posteriormente, se procedidé a la purificacion de las proteinas expresadas teniendo en

cuenta las caracteristicas bioquimicas de las mismas mediante técnicas cromatogréficas,



electroelucién y tratamiento con detergentes. La identificacién de la interaccion de las
proteinas recombinantes estructurales del rotavirus con PDI y Hsc70 en un sistema
acelular se determind mediante ensayos de ELISA indirectos y co-inmunoprecipitacion;
mientras que los ensayos de interaccidn en un sistema celular fueron llevados a cabo con
células MA104, para lo cual se identificé la presencia de las proteinas virales por co-
inmunoprecipitacion de la proteina Hsc70. Por otra parte, se realizaron ensayos de
inhibicion de la infeccién con las proteinas virales en células MA104 y se identifico
mediante inmunocitoquimica. Finalmente, la produccién de anticuerpos policlonales se

realiz6 con las proteinas recombinantes obtenidas en conejos Nueva Zelanda.

La mayor concentracion de la proteina viral recombinante VP8 se obtuvo cuando las
bacterias transformadas se cultivaron en medio LB y la induccion se llevé a cabo cuando
el cultivo alcanzé una DO gg9nm de 0,5 con 1 mM de IPTG durante 6 h. En el caso de la de
la proteina recombinante VP5, se alcanzd la mayor concentracion de esta proteina
cuando el cultivo alcanzé una DO go nm de 0,2 y la expresiéon se indujo con 0,5 mM de
IPTG durante 4 h en medio 2XYT en presencia de glucosa al 2 %. Mientras que la
proteina celular recombinante Hsc70 fue expresada cuando el bacteriano alcanzé una DO
600 nm de 0,6 con 1 mM de IPTG durante 4 horas medio LB. Las proteinas recombinantes
virales y celulares obtenidas en este trabajo fueron obtenidas de forma insoluble, para lo
cual fue necesario el uso de detergentes i6nicos y no idnicos para su posterior proceso de
purificacion mediante cromatografia de afinidad (VP5, VP8 y Hsc70) o solubilizacién

diferencial con detergentes y agentes caotrépicos (VP6).

Asi mismo, se obtuvieron anticuerpos policlonales dirigidos contra las proteinas
recombinantes virales, demostrando la actividad antigénica de las proteinas purificadas.
Estos anticuerpos fueron empleados para el desarrollo de este trabajo y seran utilizados
en el laboratorio de Biologia Molecular del Virus en estudios posteriores puesto que
fueron caracterizados y se demostré el reconocimiento de las proteinas nativas en la

particula viral tanto en condiciones denaturantes como no denaturantes.

Finalmente, se logro identificar la interaccion de las proteinas virales recombinantes VP5 y
VP6 con las proteinas celulares recombinantes Hsc70 y PDI en dos sistemas libres de
células. La interaccion de las proteinas virales VP5 y VP6 con Hsc70 fue determinada en
células MA104 y localizadas en microdominios lipidicos de la membrana. Por otra parte,



se demostré que la presencia de la proteina VP6 durante la union y penetracion del virus
a las células, inhibi6 la infeccion viral casi en un 100%. Estos resultados sugieren la
participacion de las proteinas celulares Hsc70 y PDI durante los eventos iniciales del
proceso infeccioso mediado por interacciones con las proteinas estructurales de la
particula viral. Cabe resaltar, que la proteina estructural VP6 puede estar implicada en las
etapas iniciales de la infeccion y al parecer es un factor determinante en la entrada del

virus a la célula.
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INTRODUCCION

El rotavirus es una particula viral no envuelta en membrana lipidica formada por tres
capas proteicas, entre las cuales se encuentran: la capa mas externa compuesta por las
proteinas estructurales VP4 y VP7, la capa media formada por la proteina VP6 y la capa
interna formada por VP1, VP2 y VP3. Esta Ultima capa encierra el genoma viral
compuesto por 11 segmentos de ARN de cadena doble (en inglés dsRNA), los cuales
codifican las seis proteinas estructurales y seis proteinas no estructurales (NSP1 — NPS6)
involucradas en el ciclo viral del rotavirus, incluyendo replicacion, transcripcion, traduccién

y formacion de nuevas particulas infecciosas.

La infeccibn con rotavirus en nifios y animales es principalmente restringido a los
enterocitos localizados en las microvellosidades intestinales y aunque el rotavirus puede
infectar nifios de mayor edad y adultos, la diarrea severa es observada principalmente en
nifios menores a dos afos de edad. El marcado tropismo del rotavirus por los enterocitos
maduros del intestino delgado in vivo sugiere que estas células expresan una serie de
moléculas que pueden actuar como receptores del rotavirus que facilitan su penetracion al
interior de la célula. Adicionalmente, el rotavirus interacciona e infecta una serie de lineas
celulares in vitro, que incluyen células de rifidn o de origen intestinal, estbmago, hueso y
pulmén, entre otras. Actualmente, se han identificado mediante estudios in vitro en las
lineas celulares MA104 (linea celular epitelial de rifidon de mico) y Caco-2 (linea celular de
un adenocarcinoma humano) diferentes moléculas celulares que estan involucradas en la
union y penetracion del virus y que actlian como receptores de adhesion e internalizacion,
entre las cuales se encuentran: acido sialico (AS), integrinas a2p1, a4p1, avB3 y axp2, la
proteina de choque térmico (en inglés hsc) 70 y algunos gangliésidos. Sin embargo, el
mecanismo por el cual el rotavirus penetra a la célula, incluyendo complejidad vy
temporalidad de las interacciones con las moléculas celulares, no ha sido definido aunque

se ha propuesto un mecanismo de penetracion directa y otro mediado por endocitosis [1;.

La infeccién con rotavirus es la causa mas comuin de diarrea severa en nifios menores de

5 afios y tiene un gran impacto sobre la morbilidad y mortalidad de la poblacién infantil,



siendo responsable de aproximadamente 600.000 muertes anuales, predominantemente
en paises en via de desarrollo. En Colombia, se han desarrollado diferentes estudios
sobre rotavirus desde el afio 1979 — 2003, indicando que el 70% de las pruebas que
resultaron positivas para este virus correspondian a nifios menores de 24 meses ;. 3.
Actualmente, la vacunaciéon se ha convertido en el Unico control que tiene un impacto
notable sobre la incidencia de la diarrea deshidratante causada por la infeccion con
rotavirus. En 1999, una vacuna contra rotavirus altamente eficiente fue patentada en
Estados Unidos (RotaShield) y retirada del mercado después de 14 meses por su
asociacion con invaginacion del intestino delgado. Dos nuevas vacunas orales fueron
patentadas en el afio 2.006, la vacuna de rotavirus rearreglado de origen humano —
bovino (Rotateq) y la vacuna monovalente de rotavirus humano (Rotatrix), las cuales han
mostrado una alta eficiencia en la disminuciéon de la infeccion en diferentes estudios
clinicos y en América Latina, ademas no han revelado incrementos de riesgo de
invaginacion. Sin embargo, el porcentaje de eficiencia en la disminucion de la infeccidn
después de la vacunacion es de cerca del 65% 4 y no se encuentra accesible a toda la
poblacion, por lo tanto es necesario la creacion de nuevas estrategias terapéuticas que
permitan prevenir o disminuir la infeccién casi en su totalidad, que sea de mayor

accesibilidad y que no sea necesariamente preventiva.

Por esta razén, en el laboratorio de Biologia Molecular de Virus de la Universidad
Nacional se estan llevando a cabo diferentes proyectos de investigaciéon que pretenden
dilucidar los mecanismos basicos bioquimicos y moleculares, las interacciones entre el
rotavirus y las células huésped y las vias de sefializacion que se activan o inhiben y que
favorecen la replicacion e infeccién viral a fin de encontrar posibles blancos terapéuticos
involucrados en el proceso infeccioso. Adicionalmente, se ha demostrado la participacion
de diferentes moléculas en este proceso, como son Hsc70 y la integrina avf3.
Recientemente, se logré identificar a la proteina Disulfuro Isomerasa (PDI) como un
posible receptor del rotavirus mediante ensayos de infeccién en presencia 0 ausencia de
agentes que afectan la actividad isomerasa de esta proteina y ensayos de interaccién con
la particula viral en un ambiente acelular y celular; sin embargo, no se ha identificado con
cual de las proteinas estructurales del virus interacciona. Por lo tanto, resulta necesario
disefiar estrategias experimentales viables que permitan el desarrollo y culminacion de

estos proyectos de investigacion.



A partir del presente trabajo, se estandarizaron protocolos para la expresion de proteinas
estructurales del rotavirus con actividad antigénica en un sistema de transfeccion
bacteriana (VP5 y VP8) y mediante un virus recombinante (VP6) y se obtuvieron
anticuerpos policlonales contra estas proteinas para uso en el Laboratorio de Biologia
Molecular de Virus para el apoyo y desarrollo de otros proyectos de investigacion en
pruebas de identificacion mediante ensayos de ELISA, Western Blot,
inmunofluoresecencia e inmunocitoquimica de ensayos de inhibicién de la infeccion. Asi
mismo, se determind la interaccion de las proteinas celulares, PDI y Hsc70, con las
proteinas virales recombinantes en un sistema in vitro y en condiciones celulares
mediante ensayos de unién en dominios microdominos lipidicos y de competencia en
células MA104.

Estos resultados permiten dirigir la atencion a estas chaperonas como posibles moléculas
determinantes en el proceso infeccioso, particularmente durante la unién y penetracion del
virus a la célula, convirtiéndolas en moléculas blanco para el disefio de nuevas estrategias
terapelticas que permitan reducir los casos de diarrea deshidratante ocasionados por la

infeccién con este virus.



1. ROTAVIRUS

1.1 CARACTERISTICAS GENERALES DEL ROTAVIRUS

El rotavirus, el cual hace parte de la familia de los Reovirus, es ahora reconocido como la
principal causa de gastroenteritis viral severa en humanos y animales jovenes. Las
principales caracteristicas bioquimicas y morfoldgicas del rotavirus incluyen las siguientes:
a) las particulas virales maduras no presentan envoltura lipidica y posee una tricapa
proteica icosahedral de aproximadamente 75 nm de diametro, b) el genoma del virus
consta de 11 segmentos de ARN de cadena doble (ARN ds), los cuales codifican seis
proteinas estructurales (VP1, VP2,VP3, VP4, VP6 Y VP7) y seis proteinas no
estructurales (NSP1 — NSP6), c) las particulas contienen una ARN polimerasa
dependiente de ARN y otras enzimas capaces de replicar y transcribir el ARN, d) la
replicacion del virus ocurre en el citoplasma de células infectadas, e) el cultivo de estos
virus es facilitado por el tratamiento de enzimas proteoliticas que aumenta la infeccion por
corte de la proteina VP4 de la capa mas externa, f) las particulas virales son ensambladas
en el reticulo endoplasmatico (RE) y g) las particulas infecciosas son liberadas de la

células huésped mediante lisis. 5

Los rotavirus se clasifican serolégicamente en grupos o serogrupos que contienen los
virus que muestran reactividad cruzada antigénica detectable por ensayos seroldgicos
tales como, inmunofluorescencia, ELISA y microscopia inmunoelectronica. De acuerdo
con esto, seis grupos distintos de rotavirus (A - F) han sido identificados. Los grupos A, B
y C han sido encontrados tanto en animales como en humanos; mientras que los grupos
D, E y F solo han sido caracterizados en animales. Asi mismo, los rotavirus de un grupo
son divididos en serotipos, los cuales son definidos por ensayos de reduccién de placa y
neutralizacion reducciébn de focos fluorescentes usando antisueros de animales
hiperinmunizados con particulas virales purificadas. Estos ensayos miden la reactividad
de anticuerpos con las dos proteinas de la capa mas externa del rotavirus (VP4 y VP7),
las cuales inducen la produccién de anticuerpos con actividad neutralizante. De lo

anterior, los rotavirus de un grupo se clasifican en serotipos G (denota a la proteina VP4,



sensible a proteasas), P (denota a VP7, glucoproteina) y S, o S, (denotan la proteina
VP6). (g

1.2 PROTEINAS ESTRUCTURALES QUE FORMAN LA PARTICULA VIRAL

Las particulas virales constan de tres capas concéntricas de proteinas. La capa mas
interna estd formada por la proteina estructural VP2, la cual rodea el genoma viral
compuesto por 11 segmentos de ARN de cadena doble, y las proteinas VP1 y VP3; en
conjunto estas proteinas constituyen el centro viral. La adiciéon de la proteina VP6 a la
capa de VP2 produce particulas de doble capa. La capa mas externa, caracteristica de
particulas infecciosas de triple capa, estd compuesta por dos proteinas, VP4 y VP7. La
superficie del virus esta compuesta por 260 trimeros de VP7 y 60 dimeros de VP4 que se
extiende en estructuras con forma de espigas en la superficie del virus (figura 1). [
Conjuntamente, estas proteinas presentan actividad replicasa en sistemas de centros
derivados de viriones o baculovirus que expresan estas proteinas y permiten la formacion
de CLPs (Particulas similares al centro viral). Por otra parte, una sefal esencial para la
replicacion fue encontrada en los extremos 3" del gen 8 y 9 del rotavirus que son
altamente conservados, sugiriendo que puede ser una caracteristica comin de los 11

segmentos de ARN viral para su eficiente replicacion y transcripcion. (s. 1

Figura 1. Representacion gréafica de una particula viral de rotavirus.
Los circulos de color amarillo representan la proteina estructural VP7, las
estructuras de color rojo representan la proteina VP4 (capa externa), los
circulos de color azul representan la proteina VP6 (capa intermedia) y la

capa interna esta reprensada de color verde.

VPL1: Esta proteina es codificada por el segmento 1 del genoma del rotavirus y hace parte
del centro de la capside viral. Un pequefio nimero de mondmeros de la proteina hacen
parte del virién, sugiriendo que esta proteina no tiene una importante funcion estructural y
gue hace parte de un complejo enzimético. Ademas, evidencias experimentales han
permitido demostrar que esta proteina es una ARN polimerasa dependiente de ARN,
teniendo en cuenta los siguientes aspectos: a) presenta dominios homaologos a otras ARN

polimerasas de otros virus, s-10; b) se une a nucleotidos y el uso de nucleotidos analogos



azido-ATP inhibe la actividad polimerasa, (117 y €) particulas virales semejantes al centro
viral (CLPs) que constan de VP1 y VP2 pueden catalizar la sintesis de ARN ds a partir de
ARNm (actividad replicasa), mientras que particulas que solo presentan la proteina VP2

carecen de esta actividad polimerasa p12;.

VP2: Esta proteina es codificada por el segmento 2 del genoma y es la mas abundante en
el centro viral. VP2 es la Unica proteina que tiene sitios de union de &cidos nucleicos
(DNA, ssRNA y dsRNA), preferencialmente por dsRNA, pero la unién no es secuencia

especifica 5. Esta proteina tiene la capacidad de ensamblarse y formar CLPS 13- 14;.

VP3: Esta proteina es codificada por el segmento 3 del genoma del rotavirus que hace
parte del centro viral de la capside en cantidades minimas y se une covalentemente a

GTP, lo que ha permitido proponerla como la guanililtransferasa viral [;s;.

VP6: Es una proteina codificada por el segmento 6 del genoma viral y forma la capa
media del viridbn. La caracterizacion bioquimica de VP6 ha permitido identificar la
formacion de trimeros y tubulos como una capacidad intrinseca de la proteina extraida y
purificada de viriones y mediante ensayos estructurales tridimensionales de la superficie
de estas particulas. Estudios in vitro e in vivo indican que VP6 es requerida para la
actividad polimerasa pero no se encuentra directamente involucrada en la trascripcion; lo
cual ha permitido sugerir que es un componente estructural de las particulas para
mantener la organizacion del complejo transcripcional, compuesto por las proteinas del
centro viral. Adicionalmente, VP6 es altamente inmunogénica y antigénica siendo
ampliamente usada para ensayos de diagndéstico para la identificacion de particulas

virales .

VP4: Es una proteina codificada por el segmento 4 del genoma del rotavirus, hace parte
de la capa externa del rotavirus, no es glucosilada y constituye la hemaglutinina de
algunas cepas virales 5. VP4 esta implicada tanto en el proceso de unién y penetracion a
la célula huésped como en la hemaglutinacién, neutralizacion, virulencia y aumento de la
infectividad del rotavirus por proteasas 17 - 19;. Este Ultimo fendmeno es particularmente
importante teniendo en cuenta que el rotavirus se replica preferencialmente en enterocitos
maduros del intestino delgado, un ambiente rico de proteasas. El corte proteolitico de VP4

aumenta la eficiencia de entrada viral a las células y por tanto la capacidad infectiva 2o - 21;.



Durante la protedlisis, VP4 es clivada en dos fragmentos, VP5 (60 kDa) y VP8 (28 kDa)
(figura 2), los cuales permanecen asociados al viridon ;. Datos experimentales han
mostrado que VP4 sufre cambios conformacionales transitorios de un estado
desorganizado a uno organizado después de la tripsinizaciébn que parecen ser los
responsable del aumento en la capacidad infectiva del rotavirus (figura 3) [23. En el
proceso de entrada del rotavirus a la célula se han evidenciado una serie de pasos que
involucra los dos fragmentos de la proteina VP4, en donde el domino de VP8 esta
involucrado en procesos de union a acido sialico (AS), mientras que VP5 esta implicada

en las interacciones con la integrina a2p1 y Hsc70 (figura 2) [24).

VP7: Es la segunda proteina mas abundante de la capside viral y se localiza en la capa
mas externa del rotavirus. Esta proteina es codificada por el segmento 9 de la cepa SA1l
de simios y segmento 8 de la cepa UK de bovinos. Ademas, es una proteina glucosilada,
altamente inmunogénica e induce anticuerpos neutralizantes. Al igual que VP4, la proteina
VP7 se encuentra involucrada en el proceso de penetracion y entrada del rotavirus a la

célula huésped (figura 3).

Figura 2. Composicion proteica de la particula del rotavirus a. Representacion grafica de una particula
rotaviral TLP, las estructuras de color amarillo representan la proteina estructural VP7 y las de color rojo, a la
proteina VP4, b. DLP, las estructuras de color azul representan la proteina estructural VP6 y c. Corte de la

proteina VP4 que genera dos fragmentos VP8 y VP5. [7]
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Figura 3. Representacion gréfica de las proteinas estructurales del rotavirus VP7 y VP4, sitio de corte

de la proteina VP4, dominios de unién con integrinas y acido sialico. [7]

1.3 CARACTERISTICAS GENERALES DE LA INFECCION CON ROTAVIRUS

El rotavirus presenta un especifico tropismo celular in vivo, infectando inicialmente
enterocitos maduros y sin capacidad proliferativa de la vellosidad del intestino delgado,
sugiriendo que estas células tiene receptores especificos para el virus. Por otra parte, en
estudios in vitro, el rotavirus se une a una gran variedad de lineas celulares aunque solo
un grupo de estas (incluyendo células de origen renal o intestinal y lineas celulares
transformadas derivadas de seno, estdmago, hueso y pulmén) son eficientemente
infectadas, sugiriendo que la union del rotavirus a la célula es promiscua y que la
interaccibn con receptores celulares que son responsables de la entrada viral
probablemente ocurre en un paso post-union 6. Por tanto, la infeccion con rotavirus en
nifos se localiza en el epitelio de la vellosidad del intestino delgado, resultando en la
atrofia total de la misma. Aunqgue el rotavirus puede infectar nifios y adultos, la diarrea es
generalmente observada en nifios menores a dos afios de edad, la cual es ocasionada
por una serie de factores, incluyendo: reduccién del area de superficie epitelial, reemplazo
de enterocitos maduros por inmaduros (células de la cripta), un efecto osmotico resultante
de la incompleta absorcion de carbohidratos del lumen intestinal en combinaciéon con
fermentacién bacteriana de los compuestos no absorbidos, secrecién del fluido intestinal y
electrolitos a través de la activacion del sistema nerviosos entérico y el efecto de la

proteina no estructural NSP4, la cual ha sido considerada como la enterotoxina viral 7.



1.4 MECANISMOS DE UNION Y ENTRADA DEL ROTAVIRUS

La entrada del rotavirus a la célula es un proceso de multiples pasos, en los cuales
diferentes dominios de las proteinas de la superficie del rotavirus interactian con
diferentes dominios de las proteinas de la superficie de la célula, los cuales actian como
receptores de union y entrada viral (7. Diversas estrategias experimentales han sugerido
gue el rotavirus interactla secuencialmente con diversas moléculas de la superficie de la
célula para entrar a la célula, usando diferentes dominios de las proteinas que forman la

capa mas externa del rotavirus, entre los cuales se encuentran los siguientes:

e AS - VP8: Rotavirus dependientes de SA inicialmente interaccionan con AS sobre la
superficie celular mediante una region localizada entre los aminoacidos 93 — 208 del
dominio VP8 de VP4 45 4¢).

e Integrina a2B1 — VP5: La caracterizacion de un mutante de rotavirus. Conocido como
nar3, indica que este se une a la superficie celular por interaccion con la integrina
021, mientras que el rotavirus parental RRV de simio interactlia con esta integrina en
un paso post-union, después de su unién a AS. Asi mismo, se evidenci6 en cepas de
rotavirus independientes de AS o resistentes a neuraminidasa, los cuales interactian
con esta integrina en un paso post-union 2. La interaccion de RRV y nar3 con la
integrina a2Bles mediada por un motivo de reconocimiento DGE, localizado en los
aminoacidos 308 — 310 de VP4, en el dominio VP5 3.

e Hsc70 — VP5: Después del contacto inicial del rotavirus con AS vy la integrina a2, el
virus interactda con tres proteinas adicionales de la célula huésped: hsc 70, av33 y
axp2. La interaccion viral con hsc 70 es mediada por un dominio en VP5 que esta
localizado entre los aminoacidos 642 — 659. Un péptido sintético que asemeja esta
region y anticuerpos contra hsc 70 bloquean la infeccion con rotavirus pero no su
union a la célula 47;. Por otra parte, una region similar (aminoacidos 650 - 657) del
VP5 de la cepa CRWS8 fue seleccionada por su habilidad para unirse a células MA104
y especialmente a la proteina Hsc 70, es representado por el péptido KID y no
conservado en diferentes cepas virales, sugiriendo que la interaccién hsc 70 — VP5 no
es estrictamente secuencia especifica sg;.

¢ Integrina avB3 — VP7: La interaccion del rotavirus con esta proteina aparentemente es
independiente del dominio RGD que esta presente en los ligandos naturales de esta

integrina 49 Un estudio permiti6 comparar las secuencias de las proteinas de



superficie del rotavirus y hantavirus (el cual usa la integrina avf3 de una manera
independiente de del dominio RGD) y se identific6 una region que consta de 9
aminoacidos (entre 161 - 169) con alta homologia entre la proteina VP7 de RRV y la
proteina G1G2 del hantavirus L99. Esta secuencia en VP7 es altamente conservada
en diferentes cepas de rotavirus y un péptido sintético de esta region se une a la
integrina avB3 en estudios in vitro, un sitio diferentes de unién al dominio RGD y
eficientemente bloqued la infeccion pero no la union del rotavirus a la célula so;.

e Integrina axB2 — VP7: Esta interaccion se basa en que VP7 contiene el dominio de
unién GPR a la proteina axp2, entre los aminoacidos 253 — 255. La caracterizacion de
esta interaccion fue demostrada mediante el uso de péptidos sintéticos GPRP que

bloguearon la infeccion de las cepas Wa y RRV pero no su unién a la célula.

Figura 4. Modelo propuesto entre las interacciones de las proteinas virales y las moléculas celulares
en el proceso de adhesion y penetracion viral. Este modelo se basa en estudios realizados con una cepa

sensible a neuramidasa. [7]

Adicionalmente, ensayos experimentales de inhibicion con anticuerpos dirigidos contra la
integrina a4p1 y sus ligandos naturales ha permitido sugerir que esta proteina también
participa en los eventos iniciales de la infeccion con rotavirus ;3. Por otra parte, la
infeccidn con rotavirus es parcialmente bloqueada por el uso de inhibidores metabdlicos

de N-glucosilacién y sintesis de glucolipidos y eliminacion de colesterol de la membrana



celular [s;. Estos resultados sugieren que regiones o dominios ricos de esfingolipidos y
colesterol en la membrana, conocidos como microdominios lipidicos, pueden estar
involucrados en la entrada viral (s;. La participacion de los de los microdominios lipidicos
se basa en que el gangliésido GM1, las subunidades de las integrinas a2 y 33, y hsc70
estan asociadas a estas regiones y que las particulas infecciosas también se asocian con
estos dominio en interacciones tempranas del virus con la células. Por lo tanto, los
microdominios lipidicos pueden servir como plataformas para facilitar la eficiente
interaccion de los receptores celulares con la particula viral [s3;. Los mecanismos

mencionados anteriormente se resumen en la figura 4.



2. SISTEMAS DE EXPRESION DE PROTEINAS HETEROLOGAS

2.1 EXPRESION DE PROTEINAS RECOMBINANTES EN Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria en forma de varilla con un cromosoma circular de cerca 3
millones de pares de bases (pb) de longitud, que puede crecer rapidamente en medio
minimo que contenga una fuente de carbono y sales que proporcionen nitrégeno, fésforo
y algunas trazas de metales. Esta bacteria ha sido el huésped procarionte mas utilizado
para la expresion de proteinas recombinantes debido a que ha su genética molecular,
fisiologia y sistema de expresion han sido ampliamente caracterizados [s4 - 55, de costos
bajos respecto a otros métodos de expresion y facilidad de obtener cultivos con una alta
densidad celular que han facilitado la obtencién de proteinas recombinantes y productos
biomoleculares no proteicos, tales como: aminoacidos, metabolitos primarios vy

secundarios con alto rendimiento [se - sq).

La expresiéon de proteinas recombinantes mediante este sistema requiere de vectores
especificos, conocidos como plasmidos, de los cuales existe una gran variedad con una
gran diversidad genética que facilitan la localizacién y purificacion de la proteina
expresada. Estos vectores son pequefias moléculas de ADN circular que se encuentran
en bacterias de forma independiente al ADN cromosomal que no son esenciales para la
sobrevivencia de las mismas; sin embargo, contienen genes que codifican proteinas que
les confieren resistencia a antibioticos. El gen de interés puede ser insertado a la
secuencia del ADN plasmidico para formar un hibrido o plasmido recombinante que es
capaz de replicarse y ser expresado en las bacterias puesto que presentan secuencias de
iniciacion de la replicacion, promotores de la transcripcién, regiones de iniciacion de la
traduccion asi como secuencias de terminacion de la transcripcion y traduccién
reconocidos por la maquinaria bacteriana. La unién del gen de interés en el vector
requiere el uso de enzimas de restriccibn que reconocen una secuencia especifica
presente tanto el gen como en el pldsmido, los fragmentos generados son realineados por
complementariedad de las bases nitrogenadas y unidos mediante una DNA ligasa. Las

pldsmidos recombinantes formados son introducidos en las  bacterias, por un



procedimiento de transformacion como: el método de sales (generalmente, CaCl,),
polietilenglicol y electroporacién, que se fundamentan en la formacién de poros en la
membrana y pared celular para permitir la entrada del material genético hacia el interior

de la célula [60 - 61]-

Por otra parte, la expresion de proteinas heterdlogas en estas bacterias requiere que el
vector presente un promotor transcripcional fuerte e inducible para controlar la expresion
del gen a un alto nivel. El promotor transcripcional mas comunmente utilizado es el operén
Lac que consta de tres genes LacZ, LacY y LacA. Cuando las células crecen en un medio
minimo en presencia de glucosa, la transcripcion es bloqueada por el represor Lac
(producto del gen Lacl) el cual se une a un Unico sitio corriente arriba del gen LacZ y evita
gue la RNA polimerasa transcriba los genes LacZ, LacY y LacA, de los cuales dos de
estos productos son necesarios para el crecimiento en presencia de lactosa. Para la
expresion de proteinas recombinantes generalmente se emplean inductores quimicos o
térmicos, de los cuales el mas comun es el Isopropil § D tioglactopirandsido (IPTG) el cual
interacciona con el represor Lac evitando que se inhiba la transcripcién de genes que se
encuentren bajo el control de este promotor ;. La transcripcion y expresion basal en la
ausencia de un inductor es minimizado en presencia de un inhibidor o represor, lo cual es
de vital importancia cuando la proteina expresada produce una situacién de estrés celular
y permite la pérdida del plasmido o la muerte celular. El inhibidor de la transcripcién basal
mas empleado durante la expresién de proteinas recombinantes, es la glucosa, puesto
gue disminuye la concentracion de AMPc, el cual se une a la proteina de unién a AMPc
(CAP) activando la transcripcion de este operon (figura 5) 3 - 645 El Operon LacUV es una
version mutada del operdn Lac, cuya actividad basal es menos sensible al incremento de
niveles intracelulares de AMPc y al igual que el oper6n Lac, se activa tras el uso de

analogos de lactosa.

Los marcadores de resistencia mas comunmente utilizados en los vectores de expresion
confieren resistencia a diversos antibidticos, como: ampicilina, puesto que expresa una
enzima B-lactamasa, la cual es secretada al periplasma en donde cataliza la hidrélisis del
anillo B-lactam del antibiético; Kanamicina, la cual es inactivada en el periplasma por la
actividad de aminoglucosido fosfotransferasa (figura 6); Cloranfenicol, el cual es
inactivado por el producto del gen CAT (cloranfenilcol acetiltransferasa) y tetraciclina, el

cual es inactivado por el producto de varios genes [e;.



Figura 5. Activacién e inactivacion del la transcripcion del operdn Lac tras el estimulo con Lactosa o

Glucosa, respectivamente [62].

Otro factor fundamental que se debe tener en cuenta para la expresion de proteinas
recombinantes es la cepa de E. coli huésped, puesto que se debe caracterizar por tener
una baja expresion de proteasas a fin de evitar la degradacion de la proteina de
expresion. La cepa de E. coli que es generalmente utilizada en estos protocolo es la cepa
BL21(DE3), la cual se caracteriza por alcanzar una alta densidad Optica, no es patogénica
y es deficiente en la expresion de ompT y Lon, dos proteasas extracelular e intracelular
respectivamente, que pueden degradar la proteina de interés. Adicionalmente, esta cepa
presenta la secuencia que codifica la RNA polimerasa T7 que depende del promotor
lacUV5 y la expresion del represor Lacl, por esta razon los vectores de expresion
utilizados con esta cepa deben presentar el promotor con la secuencia de reconocimiento
para esta RNA polimerasa. Algunos vectores generan proteinas de fusion, proteinas
ligadas a péptidos o proteinas (Hiss y GST) de caracteristicas conocidas, que
proporcionan un marcador de reconocimiento, simplifica el proceso de purificacion y el
replegamiento de proteinas denaturadas mediante cromatografia de afinidad; sin
embargo, esta molécula puede afectar la estructura tridimensional y generalmente el corte

del sitio especifico de esta molecula en el proceso de purificacion, no es del 100% 2.
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Figura 6. a. Estructura quimica de la ampicilina, b. Reacci6n catalizada por las enzimas que confieren
resistencia a la kanamicina.

Adicionalmente, esta bacteria consta de una membrana interna que divide la célula en
tres compartimentos: el citoplasma, el periplasma y el espacio extracelular. Se han
desarrollado estrategias para dirigir la sintesis de las proteinas recombinantes a un
compartimento definido. Cuando el destino final es el citoplasma, un alto nivel en la
produccion de la proteina frecuentemente permite la formacién de cuerpos de inclusion,
los cuales contienen la proteina recombinante con plegamientos intermedios y no nativos
o desnaturalizada [¢7, 75y Ademas, E. coli no es conveniente para la expresion de proteinas
de gran tamafio o complejos proteicos que contengan enlaces disulfuros o modificaciones
pos—transduccionales y la estabilidad de la proteina forAnea puede ser baja debido a
degradacion proteolitica. Sin embargo, diversas estrategias han sido desarrolladas para
permitir la formacién de la estructura nativa de la proteina, esto incluye el uso de
diferentes promotores y cepas bacterianas s, ss - 69, 1& Co-expresion de chaperonas 7o - 71,
76 - 771, €l uso de cepas deficientes en tioredoxina para mantener un potencial redox
favorable o proteasa, para disminuir la degradacion de la proteina [7s - 795, la reduccion de
la velocidad de sintesis de la proteina [¢7, so;, disminucion de la temperatura durante el

cultivo (72— 74, 811 Y USO de polipéptidos altamente solubles para producir proteinas de fusion

[82 - 83]



Cabe mencionar que la expresién de proteinas en cuerpos de inclusion tiene una serie de
ventajas, entre ellas: estas agregaciones proteicas son acumuladas en el citoplasma con
una alta concentracion (aproximadamente el 25% de la proteina total); pueden ser
purificados y concentrados por simple centrifugacién, lo que reduce los procesos para
eliminar proteinas contaminantes; no tienen actividad bioldgica, facilitando la produccion
de proteinas que pueden ser téxicas para las bacterias y por ultimo, los cuerpos de
inclusion son resistentes a protedlisis; sin embargo, para obtener laproteina activa se
requieren de procesos adicionales de solubilizacién y replegamiento que no garantizan el
100 % de eficiencia. Otro problema que debe tenerse en cuenta es que la proteina final

puede presentar una metionina formilada en el N-terminal (g5, s4;.

Por otra parte, la produccion de la proteina recombinante en el periplasma presenta varias
ventajas, entre ellas: la identidad del aminoacido del N- terminal se mantiene, la actividad
proteasa es menor respecto al citoplasma, la purificacion de la proteina recombinante es
mas facil puesto que no hay un gran contenido de proteinas contaminantes, la formacién
de puentes disulfuro puede ser facilitada porque el espacio periplasmico proporciona el
ambiente oxidante requerido y las proteinas pueden ser usadas en ensayos de actividad
in Vivo (4 - gg. Sin embargo, para que una proteina recombinante se dirija al espacio
periplasmico debe presentar una secuencia sefial, la cual puede no ser completamente
procesada o puede ser removida; ademas, la proteina de interés puede ser expresada en
bajas concentraciones. En algunos casos, la células se lisan porque la membrana externa
se debhilita y la eficiente secrecion varia dependiendo de la proteina recombinante.
Adiconalmente, se ha evidenciado la formacién de cuerpos de inclusion y los puentes

disulfuro pueden formarse inapropiadamente ga;.

Finalmente, la expresion de proteinas recombinantes en el medio extracelular se deben
emplear cepas de E. coli que carezcan de pared bacteriana o bacterias Gram — positivas
87 ESte mecanismo de expresion presenta una serie de ventajas respecto a los dos
anteriores puesto que la proteina de interés se mantiene soluble y por tanto no se
evidencia la formacion de cuerpos de inclusion, el replegamiento se favorece, la identidad
del N-terminal se mantiene, se disminuye significativamente la degradacidn por proteasas
y se facilita el proceso de purificacién; sin embargo, la concentracion de la proteina
excretada es muy poca y en algunos casos no se excreta, se aumenta la lisis celular y la

proteina recombinante que se obtiene se encuentra muy diluida (4.



2.2 EXPRESION DE PROTEINAS HETEROLOGAS EN LEVADURAS

Las levaduras como sistema de expresion de proteinas heterdlogas han sido ampliamente
usadas por cerca de dos décadas en investigacion basica y en la industria biotecnoldgica
para la produccién y secrecién de proteinas humanas, de animales, de plantas o virales.
En muchos casos, este sistema ha sido empleado para la produccion de proteinas
fordneas que no se pueden extraer de su fuente natural debido a que no pueden ser
purificadas en grandes cantidades o porque son proteinas que presentan mutaciones
puntuales y no se encuentran naturalmente, lo que ha permitido el desarrollo de estudios

de proteinas de importancia médica y farmacolégica (ss;.

Las levaduras se han convertido en un buen sistema de expresién de proteinas
heterdlogas por ciertas razones, entre ellas: el crecimiento microbiano es rapido y se
obtiene una alta densidad Optica a bajos costos, establece una mezcla entre la
manipulacion genética encontrada en bacterias en un ambiente eucariota, como
procesamiento proteolitico, plegamiento, formacion de enlaces disulfuro y glucosilacién
[sg); Mientras que las bacterias carecen de la propiedad de realizar estas modificaciones y
por tanto producen proteinas eucariotas con plegamientos no nativos, insoluble e
inactivas y otros sistemas eucariontes, como células de ovario de hamster (CHO) y lineas
celulares de insectos infectadas con baculovirus resultan ser mas costosos, el rendimiento
en la expresion es menor y demandan mas tiempo y esfuerzo (g0, 96.Sin embargo, no
puede realizar modificaciones pos-transduccionales mas complejas, como: prolil

hidroxilacion, amidacion y algun tipo de glucosilacion y fosforilacion [oy;.

La expresion de proteinas foraneas en levaduras consta de cuatro pasos: clonacion de la
secuencia génica que codifica la proteina de interés en un casete de expresion que
contiene un promotor y sitio de terminacion transcripcional de levaduras, transformacién
estable del DNA recombinante en la célula huésped, sintesis de la proteina foranea en
condiciones especificas del cultivo y finalmente, la purificacién de la proteina heteréloga y
comparacién con la proteina nativa. Generalmente, un promotor regulable es usado para
controlar la sintesis de la expresién de la proteina forAnea puesto que se debe evitar la
expresion basal de la misma, lo que minimiza la seleccion de células que no la expresen

durante la fase de crecimiento celular o0, 9. Diversas cepas de levaduras han sido



empleadas en la expresion de proteinas heterélogas o, - ¢5;; Sin embargo, las cepas mas

empleadas para este propdsito son Pichia pastoris y Saccharomyces cerevisiae

2.3 EXPRESION DE PROTEINAS HETEROLOGAS EN CELULAS DE INSECTO,
LARVAS Y CELULAS DE MAMIFERO MEDIANTE BACULOVIRUS

Los vectores de expresion Baculovirus han sido ampliamente utilizados para la obtencién
de una gran variedad de proteinas recombinantes en células de insecto, incluyendo
proteinas citoplasmaticas, nucleares, mitocondriales o unidas a membrana. La expresiéon
de proteinas heter6logas mediante este sistema permite el plegamiento, modificaciones
pos-transduccionales, transporte y ensamblaje de polipéptidos sintetizados para producir
proteinas solubles e idénticas a las nativas o7 - ogj; SIN €mbargo, estas células tienen un
perfil de glucosilacion diferente en comparacion con células de eucariontes superiores,
debido que permite la formacién de N — glicanos con un alto contenido de manosa o
paucimanosa [ioq). Por otra parte, se puede obtener un alto nivel de expresion de la
proteina de interés cuando es co-transfecta con chaperonas, las cuales intervienen en el
plegamiento y modificaciones de estas proteinas [101;. ASi mismo, es un proceso seguro y

manipulable a pequefia y gran escala.

Por otra parte, se han disefiado diversas estrategias metodolégicas para la obtencion de
proteinas heterélogas utilizando este vector, para lo cual el virus ha sido modificado
genéticamente y permite la expresién de proteinas en células de mamifero, entre ellas:
condrocitos primarios de rata, hepatocitos de ratén y humano y ciertas lineas celulares
procedentes de osteocarcinomas y hepatomas 02 - 105 Adicionalmente, péptidos o
proteinas fordneos pueden ser obtenidos sobre la superficie de las particulas virales por
fusion del péptido o la proteina de interés a la glicoproteina gp64 del baculovirus (106 - 107-
Por ultimo, este virus recombinante ha sido empleado para la infeccién de larvas y aunque
se obtiene una gran concentracion de la proteina heteréloga a gran escala, el

mantenimiento de los cultivos resulta dispendioso y coStoso [10s - 109}



Figura 7. Versatilidad del vector de expresidn baculovirus. Los vectores baculovirus tienen una variedad
de aplicaciones, entre ellas: infectan larvas, células de insecto y células de mamifero. Las células de insecto y
de mamifero fueron tratadas con un baculovirus que expresa GFP. Los virus también pueden ser modificados

genéticamente y expresar la proteina heter6loga unida a la superficie de la particula viral [110].

2.4 EXPRESION DE PROTEINAS HETEROLOGAS EN CELULAS DE MAMIFERO
MEDIANTE EL VIRUS VACCINIA

La expresion de altas concentraciones de proteinas de mamifero puede ser obtenida por
la amplificacion de un gen en lineas celulares transformadas establemente. El uso de
virus como vectores de expresion proporciona ciertas ventajas como la diversidad en la
infeccién de diferentes tipos de células inclusive de modelos animales. Los virus de ADN y
retrovirus han sido preferencialmente utilizados como vectores, incluyendo virus de
tamafio intermedio o pequefios, entre ellos: SV40, virus de papiloma bovino, retrovirus y
adenovirus, los cuales son facilmente manipulables para la construccion del vector y
proporcionan relativamente alto nivel de expresion de la proteina de interés; sin embargo,
estos virus tienen un limitado nidmero de células huésped y pueden reacomodar un
fragmento de informacién genética que puede afectar la replicacion viral. Los virus de
ADN de mayor tamafio, tales como vaccinia y herpes simple, son mas dificiles de
manipular genéticamente, pero tienen un amplio rango de células huésped y pueden

retener ADN foréneo sin perder su capacidad infectiva.



Los Poxvirus comprenden una gran familia con miembros que infectan tanto células
huésped de vertebrados e invertebrados 111;. A diferencia de otros virus de ADN, ellos
replican en el citoplasma de las células infectadas. Los miembros mas conocidos de esta
familia son el virus vaccinia y variola. El virus vaccinia consta de un genoma de ADN de
doble cadena de 185000 pb y presenta estructura horquilla (en inglés “hairpin”) en los dos
extremos del genoma uniéndolo. EI ADN se encuentra en el centro del virus, el cual
contiene un sistema completo de transcripcidn, incluyendo una RNA polimerasa
especifica  del virus y enzimas que modifican el ARN m (cap, metilacién y
poliadenilacién). La fraccién externa del virus esta compuesta por membrana formada por

lipoproteinas.

Cuando el virus penetra la célula huésped, el sistema de transcripcion viral es activado y
aproximadamente 100 genes son expresados durante la fase temprana de la infeccion.
Las proteinas virales sintetizadas incluyen la DNA polimerasa y otros factores necesarios
para la replicacion del genoma del virus. Las secuencias que regulan la expresion
temprana y tardia de determinados genes, estan localizadas corriente arriba de la region
codificante y difiere significativamente del promotor eucariota [115;. Los productos de los
genes de expresion tardia incluyen la mayoria de las proteinas estructurales ensambladas
en la particula viral en el citoplasma, algunos viriones permanecen intracelularmente
mientras que otros, se localizan en el aparato de golgi y son llevados fuera de la

membrana plasmatica con una envoltura adicional.

La insercion de ADN foraneo se realiza en regiones no esenciales del genoma viral por
recombinacion homadloga (113 - 114 LOS plasmidos que facilitan la insercion y expresion de
genes fordneos presentan un promotor transcripcional del virus y uno o mas sitios de
restriccion con endonucleasas para la insercion de la secuencia que codifica la proteina
foranea, flanqueada por ADN de una region no esencial del genoma del virus vaccinia 115 -
116]- La eleccion del promotor determina tanto el tiempo (temprano o tardio del proceso
infeccioso) como el nivel de expresion, mientras que la secuencia de ADN que flanquea
determina el sitio de recombinaciéon homologa. Sin embargo, solo se obtiene una particula
viral recombinante de mil viriones por este método y la identificacion de esta particula se

realiza mediante un ensayo de placa o hibridacién con una sonda de DNA.



La cinética de la sintesis de la proteina de interés depende del promotor vaccinia
seleccionado. Cuando la sefal transcripcional temprana es usada, la expresion ocurre
durante las seis primeras horas del proceso infeccioso; si la sefial es tardia, la expresion
de la proteina se da después de las 6 horas de infeccion [117. EI promotor mas usado,
P7.5, contiene sefiales de expresién temprana y tardia y permite continuar la expresion
durante 1 a 2 dias dependiendo de las condiciones [11g; Sin embargo, periodos mas largos
de incubacion no se llevan a cabo, puesto que la infeccién con este virus induce la muerte
celular. Adicionalmente, cuando la proteina expresada por el vector virus vaccinia
recombinante es de mamifero, las modificaciones pos-transduccionales parecen ser muy

similares a su estructura nativa 119 - 121].



3. SISTEMAS DE PURIFICACION DE PROTEINAS HETEROLOGAS

Antes de iniciar cualquier proceso de purificacion de la proteina de interés resulta
necesario identificar su localizacion a nivel celular y de esta manera seleccionar la técnica
apropiada para su posterior aislamiento. Las proteinas heterélogas pueden ser
expresadas en forma soluble o insoluble y se pueden localizar en el espacio extra o
intracelular o en forma de agregaciones insolubles o cuerpos de inclusion. A continuacion
se describen algunas ventajas y desventajas de la localizacién y solubilidad de la proteina

de interés durante su purificacion.

a. Proteinas localizadas en el espacio extracelular:

Las proteinas expresadas en el espacio extracelular procedentes del medio de cultivo de
bacterias, hongos, células de animales o plantas, generalmente no contienen un gran
ndamero de proteinas contaminantes y la proteina de interés es la mas abundante,
especialmente si es producida como una proteina recombinante. No obstante, la proteina
puede encontrarse muy diluida en la muestra inicial y se requieran de grandes volimenes

para ser procesados y obtener una mayor concentracion de la proteina.

b. Proteinas Intracelulares (citoplasmaticas):

Para obtener una proteina intracelular soluble (principalmente enzimas), las células deben
ser lisadas para liberar su contenido. Las células procedentes de animales y bacterias son
facilmente lisadas a diferencia de células de plantas y hongos debido a la presencia de la
pared celular. El contenido macromolecular soluble de las células esta principalmente
constituido por proteinas con acidos nucleicos en menor proporcién. Los extractos
bacterianos pueden ser viscosos debido a la presencia de ADN cromosomal para lo cual
debe ser tratado con una DNasa la cual rompe el material genético. Aunque procesos
cormatograficos pueden ser aplicados a los extractos crudos, en ocasiones se requiere

qgue algunos compuestos, incluyendo proteinas inestables, sean retirados de la muestra



puesto que se pueden unir a la proteina de interés o a la resina y no son dificiimente

retirados [12; - 125).

c. Proteinas asociadas a membrana:

Existes dos estrategias metodoldgicas para el aislamiento de proteinas asociadas a
membrana. En el primer método, la fraccion que corresponde a membranas puede ser
preparada y usada para la purificacion de la proteina de interés. Alternativamente, la
muestra completa puede ser usada para la extraccién, en donde se solubilizan las
membranas y el contenido citoplasmatico es liberado en el mismo procedimiento. La
purificacion de la proteina asociada a membrana es mejor cuando se realiza el
aislamiento de las membranas, puesto que la actividad especifica de la membrana
solubilizada es mucho mayor respecto al segundo método. Sin embargo, este proceso de
purificacion puede permitir la perdida sustancial de la proteina. De esta manera, si es mas
importante obtener la mayor cantidad de proteina que su pureza, utilizar el extracto del
tejido o lisado celular total es més apropiado.

Las proteinas periféricas se encuentran débilmente unidas a la membrana y pueden ser
liberadas mediante cambios de pH, adicion de EDTA o bajas concentraciones de
detergentes no idnicos y una vez se encuentre en solucion, se deben emplear detergentes
para mantener su solubilidad. Las proteinas integrales de membrana, a diferencia de las
proteinas periféricas, requieren de tratamientos mas fuertes, entre ellos concentraciones
mas altas de detergentes para solubilizar por completo la membrana. Estas proteinas
generalmente son insolubles e inestables en ausencia de detergentes. En algunos casos,
es necesario mantener los fosfolipidos naturales en asociacion con la proteina con el

objetivo de mantener su actividad biolégica.

Algunos procedimiento para la purificaciéon de la proteina de interés son afectados por la
presencia de detergentes y de esta manera se dificulta el aislamiento de proteinas

integrales de membrana 12; - 125}



d. Proteinas insolubles:

Las proteinas que son insolubles en solventes comunes son generalmente proteinas
estructurales, las cuales son entrecuzadas para formar un polimero por modificaciones
pos-transduccionales. El primer paso de purificacion consiste en retirar todas las proteinas
solubles y de esta manera obtener el pellet remanente que contiene la proteina deseada.
Sin embargo, la obtencién de la proteina en su estado nativo puede ser dificil puesto que

su solubilizacion requiere de agentes denaturantes 12, - 125).

e. Proteinas recombinantes solubles:

Las proteinas recombinantes que no son expresadas en formas de agregaciones
insolubles, se encuentran de forma soluble en el espacio citoplasmatico, pero si un vector
de excrecion es usado, se localizara en el espacio extracelular o en el espacio
periplasmico bacteriano. En algunos sistemas, la expresion es tan buena que la proteina
recombinante es la mas abundante y el proceso de purificacién es relativamente simple.
En sistemas en donde la expresién de la proteina recombinante es baja, los procesos de
purificacion pueden ser mas complejos. Actualmente, muchas proteinas recombinantes
pueden ser obtenidas como proteinas de fusion con el objetivo de facilitar los
procedimientos de purificacién mediante cromatografia de afinidad a partir del fragmento
unido a la proteina. Una gran variedad de polipéptidos o tags han sido empleados para la
obtencién de proteinas recombinantes, tales como: proteina A, glutation S transferasa
(GST), proteina de unién a maltosa, asi como péptidos que pueden ser reconocidos por
anticuerpos especificos, biotinilados en la células huésped o unirse especificamente a

metales inmovilizados.

Adicionalmente, la purificacion casi completa de la proteina recombinante puede
obtenerse al pasar el extracto crudo por la resina con el ligando especifico y un eluyente
adecuado. Otra ventaja de la expresién de proteinas recombinantes es que la expresion
de la proteina puede ser determinada por las sefales de transcripcion y traduccion

inducidas por el péptido de fusién (el cual ha sido optimizado en el vector).

La principal desventaja del uso de estos polipétidos para la expresién de una proteina en
particular, consiste en retirar este tag de la proteina de interés. Para esto se requiere de



un paso porteolitico, en el cual se emplean proteasas altamente especificas, por ejemplo:
factores de la cascada de coagulacién, para lo cual su sitio de reconocimiento ha sido

insertado entre la secuencia del péptido y la de la proteina de interés (12, - 125).

f. Proteinas recombinantes insolubles (Cuerpos de inclusion):

La expresion de proteinas recombinantes en un sistema bacteriano, por ejemplo: E. coli,
generalmente se da en forma de cuerpos de inclusion o agregados densos al interior de la
célula constituidos principalmente por la proteina de interés, pero en un estado no nativo.
Los cuerpos de inclusién se pueden formar por una diversidad de razones, entre ellas: la
insolubilidad de la proteina a las concentraciones que esta siendo producida, inhabilidad
del correcto plegamiento en el ambiente bacteriano o inhabilidad de formar puentes
disulfuro. La purificacidbn es simple puesto que los cuerpos de inclusién pueden ser
separados por centrifugacion diferencial de otros constituyentes celulares, dando un
producto casi puro; el problema radica en que su contenido proteico es inactivo e

insoluble.

Los cuerpos de inclusién formados y separados pueden ser solubilizados en presencia de
agentes denturantes como hidrocloruro de guanidina o Grea y tioles, como B-
mercaptoetanol o glutation con el objeto de romper los puentes disulfuro formados vy
prevenir la formacion de otros. El plegamiento correcto de la proteina puede requerir una
cantidad de aditivos, asi como la remocién lenta del agente denaturante, lo cual puede ser
realizado mediante una simple dilucién o dialisis. El replegamiento correcto es facilitado
cuando se emplean bajas concentraciones de la proteina y si la proteina nativa no
presenta enlaces disulfuro, entonces es importante crear condiciones redox (pero no en

exceso), de tal manera que la oxidacion de grupos tiol se lleve a cabo [12s, 131]-

Una vez la proteina recombinante ha sido correctamente replegada, el proceso de
purificacion consiste en remover la pequefias cantidades de proteina que no fue plegada

adecuadamente y otras proteinas contaminantes atrapadas en los cuerpos de inclusién.

Los métodos desarrollados para la purificacién de proteinas se basan desde simples
procedimientos de precipitacion hasta métodos cromatograficos y de afinidad mas
avanzados. Las técnicas empleadas para este propdsito se pueden clasificar en cuatros



grupos dependiendo de las propiedades bioquimicas de la proteina que se desea
purificar, entre ellas: caracteristicas de superficie, tamafio y forma, carga neta y

biopropiedades.

3.1 METODOS DE PURIFICACION DE PROTEINAS BASADOS EN LAS
CARACTERISTICAS DE SUPERFICIE DE LAS PROTEINAS

Las caracteristicas de superficie de una proteina incluyen la distribuciéon de la carga,
localizacion de cadenas laterales de aminoacidos hidrofébicos e hidrofilicos vy
exteriorizacion de dominios proteicos. Estas propiedades dependen del solvente y el pH

usado para solubilizar la proteina de interés.

Los métodos que se basan en estas propiedades generalmente dependen de la
solubilidad de la proteina. Diferencias en la solubilidad permiten la precipitacion por
manipulacion de diversos solventes en el cual las proteinas son solubilizadas. Estos
solventes, los cuales generalmente son un buffer que contiene una baja concentracion de
sal, pueden alterar propiedades como fuerza iénica y constante dieléctrica, con el objetivo
de precipitar selectivamente algunas de las proteinas presentes en la muestra.
Adicionalmente, algunas de ellas pueden ser solubilizadas a partir de un estado insoluble,

cuando al solvente se le agrega un detergente o un agente caotropico 126 - 131]-

La distribucion de los aminoécidos hidrofébicos es determinante en la solubilidad de estas
proteinas y puede ser utilizado para la purificacion de una proteina en particular por
cromatografia hidrofébica. Asi mismo, la cromatografia de inmunoafinidad hace parte de
este grupo, en la cual un anticuerpo dirigido contra un epitope de la superficie de la

proteina es usado para purificar la proteina de una mezcla.

3.2 METODOS DE PURIFICACION DE PROTEINAS BASADOS EN LA ESTRUCTURA
TOTAL DE LA PROTEINA: FORMA Y TAMANO

Las técnicas que se basan en estas propiedades para el aislamiento y purificacién de
proteinas especificas son: la cromatografia de exclusién por tamafio y la electroforesis
preparativa. Muchas proteinas en su estado bioactivo son oligobmeros de mas de un
polipéptido y estos pueden ser disociados con pérdida de su estructura. De esta manera,



muchas proteinas pueden presentar dos pesos moleculares correspondientes al
oligbmero en su estado nativo y a los polipéptidos disociados y denaturados. Los métodos
de cromatografia de exclusién por tamafio generalmente permiten la purificaciéon de la
proteina en su estado nativo; mientras que la electroforesis preparativa involucra la

separacion de los polipéptidos disociados [126 - 131].

3.3 METODOS DE PURIFICACION DE PROTEINAS BASADOS EN LA CARGA NETA
DE LA PROTEINA

Las dos técnicas que se fundamentan en la carga neta de una proteina para su
purificacion son: cromatografia de intercambio i6nico y electroforesis. La cromatografia de
intercambio i6nico consta de un grupo cargado inmovilizado positiva (anidénico) o
negativamente (cationico) en una resina, de tal manera que pueda retener proteinas con

carga contraria.

La carga neta de una proteina depende del pH de la solucién o solvente en el cual se
encuentre solubilizada. De esta manera, una proteina se carga positivamente cuando se
encuentra en pH muy acido o negativamente cuando el pH de la solucién es muy alcalino.
La carga neta cero de una proteina se adquiere a un determinado pH, denominado pl, en
el cual las cargas negativas son exactamente iguales a las cargas positivas. El estado
mas cargado de una proteina (sin discernir en el signo de la carga) se encuentra en el
rango de pH de 6.0 a 9.0, siendo el rango de pH en el que la mayoria de las proteinas son
mas estables. La purificacion de una proteina a partir de cromatografia de intercambio
i6nico principalmente se realiza con grupos cargados positivamente debido a que la
mayoria de las proteinas a pH neutro se cargan negativamente y por tanto tienen un pl

mas bajo 126 - 131)-

3.4 METODOS DE PURIFICACION DE PROTEINAS BASADOS EN BIOPROPIEDADES
(AFINIDAD)

Un método eficaz en la purificacién de una proteina en particular es el bioespecifico, en el
cual la propiedad bioldgica particular de la proteina es utilizada. La afinidad es limitada a
proteinas que tienen propiedades de union especificas, excepto las proteinas que son

tedricamente capaces de ser purificadas por técnicas de inmunoafinidad.



Muchas proteinas de interés tienen un ligando especifico, por ejemplo: las enzimas
reconocen un sustrato y un cofactor, proteinas de unién a hormonas y receptores se unen
a hormonas y otros factores especificos. Por tanto, la inmovilizacion de un ligando que
sea reconocido por la proteina de interés (o0 un anticuerpo dirigido contra la proteina de
interés), selectivamente retiene la proteina. Esta técnica es conocida como cromatografia
de afinidad; sin embargo, existen técnicas no cromatograficas que se fundamentan en el

MISMO PrinCipio [126 - 131)-



4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Expresar y purificar las proteinas recombinantes estructurales del rotavirus VP5, VP6 y
VP8 para realizar ensayos biolégicos y obtener anticuerpos policlonales contra estas

proteinas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1 Amplificar y purificar los vectores que presentan las secuencias que codifican las
proteinas estructurales del rotavirus VP5 y VP8 en una cepa de E. coli deficiente en
endonucleasas.

4.2.2 Expresar y purificar las proteinas estructurales del rotavirus VP5 y VP8 a partir de
vectores de expresién en una cepa bacteriana de E. coli deficiente en proteasas.

4.2.3 Expresar y purificar la proteina recombinante VP6 del rotavirus en el sistema de
vaccinia mediante la infeccion de células MA104.

4.2.4 Obtener anticuerpos policlonales contra cada una de las proteinas recombinantes en
conejos.

4.2.5 ldentificar la interaccién entre las proteinas recombinantes y las proteinas Hsc70 y
PDI en un sistema acelular y durante el proceso infeccioso en células MA104

mediante ensayos de union y competencia de la infeccion.



5. METODOLOGIA

La estrategia experimental que se utilizé para desarrollar este trabajo de investigacion se
dividio en 5 etapas: 1) Amplificaciéon y purificacion de los vectores que presentan la
secuencia génica que codifica las proteinas VP5 y VP8; 2) Expresion de las proteinas
recombinantes en un sistema de transfeccion bacteriana (VP5 y VP8) e infecciéon de
células de mamifero con el virus vaccinia recombinante (VP6); 3) Purificacion de las
proteinas recombinantes mediante cromatografia de afinidad, electroelucion y tratamiento
con detergentes; 4) Interaccion de las proteinas recombinantes estructurales VP5, VP6 y
VP8 con las proteinas celulares PDI y Hsc70 en un sistema acelular y celular y 5)

Obtencion de anticuerpos policlonales en conejos Nueva Zelanda.

5.1 AMPLIFICACION Y PURIFICACION DE LOS VECTORES QUE PRESENTAN LAS
SECUENCIAS GENICAS QUE CODIFICAN LAS PROTEINAS VIRALES VP5 Y VP8
Y LA PROTEINA CELULAR Hsc 70

5.1.1 Caracteristicas de los plasmidos que presentan las secuencias génicas de las

proteinas recombinantes.

Para la expresién de las proteinas estructurales del rotavirus VP5 y VP8 se utilizo el
plasmido pGEX-4T (figura 8a), en los cuales se cloné las secuencias de ADN copia que
codifican estas proteinas procedentes de la cepa de rotavirus RRV de simio, los cuales
fueron donados por el Doctor Carlos Arias del Departamento de Genética del Desarrollo y
Fisiologia Molecular del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Autbnoma de México.
El plasmido pGEX presenta una secuencia que codifica el polipéptido de Glutation S
Transferasa (GST) unida a la secuencia génica que codifica cada una de las proteinas
estructurales, VP5 o VP8, en la regibn amino terminal y un gen que codifica una B-
lactamasa que le confiere resistencia a ampicilina a la cepa bacteriana después de la

transfeccion, la cual rompe el anillo B - lactamico de la ampicilina desactivando su



actividad antimicrobiana. La insercion de las secuencias génicas se realizd corriente
abajo del promotor tac. Para la expresion de la proteina Hsc70 se utilizé el plasmido pET-
28a (figura 8b), en el cual se clond la secuencia que codifica esta proteina. Este vector
presenta una secuencia que codifica una segmento de seis histidinas que quedan unidas
mediante un enlace peptidico a la region amino terminal de la proteina celular después
de la traduccién; adicionalmente codifica una proteina que confiere resistencia a
Kanamicina. La insercion de la secuencia génica de Hsc70 se realizé corriente abajo del
promotor para la RNA polimerasa del Bacteriéfago T7.
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Figura 8. Representacion gréfica del vector de expresion utilizado para la inserciéon de las secuencias
de ADN que codifican las proteinas estructurales del rotavirus, VP5y VP8.

5.1.2 Cepas bacterianas de Escherichia Coli.

Las cepas bacterianas de E. coli que se utilizaron para el desarrollo de este trabajo de
investigacion fueron: XL-1BLUE y BL21(DE3). La cepa bacteriana XL-1 BLUE ha sido
modificada genéticamente y es deficiente en la expresién de enzimas que catalizan el
rearreglo y delecién de estructuras secundarias y terciarias que ocurren frecuentemente
en el ADN, es deficiente en endonucleasas (endA) y enzimas de recombinacién (recA) y
presenta la mutacion en el gen hsdR, la cual previene el corte del ADN clonado por el
sistema de endonucleasa EcoK, lo que asegura la correcta y eficiente amplificacion de los
vectores. Esta cepa fue utilizada para la amplificacion de los plasmidos y obtencion de

una mayor concentracion de los mismos.

La cepa bacteriana BL21(DE3) fue utilizada para la expresion de los pldsmidos
transfectados puesto que es una cepa deficiente en la expresion de proteasas OmpT
(proteasa extracelular) y Lon (proteasa intracelular). Adicionalmente, presenta la



secuencia de que codifica la RNA polimerasa T7 del fago ADE3 y su expresion es
dependiente del promotor lacUV5 y del represor Lacl®. Las cepas bacterianas fueron
donadas por el Doctor Carlos Arias del Departamento de Genética del Desarrollo y

Fisiologia Molecular del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Autbnoma de México.

5.1.3 Preparacion de medios de cultivo para el crecimiento de las cepas bacterianas
de E. coli.
Uno de los medio de cultivo de uso general mas utilizado es el Luria — Bertani (LB)
constituido por triptona (hidrolizado de proteinas) 1 %, extracto de levaduras 0.5 % y
cloruro de sodio (NaCl) 1 %. Para la preparacion de un caldo de cultivo se pes6 cada uno
de los nutrientes y se disolvieron en H,0, la solucién fue ajustada a pH 7.0 — 7.5 y se
aforé a volumen total. Para la preparacion de un medio sélido se adicion6 a la mezcla
anterior agar- agar a una concentracion final de 1.2 %, se calentdé para disolver y se
autoclavo a 20 psi durante 20 min. Por ultimo, se dejo enfriar (en este paso se adicionaron
los antibiéticos necesarios) y se sirvid en cajas de petri estériles hasta que solidifico.
Como control de esterilidad se dejé una caja de petri con medio sélido a 37°C durante
varios dias en ausencia del antibiotico. Para favorecer la expresion de la proteina
recombinante estructural VP5 del rotavirus se emple6 otro medio liquido, 2XYT, el cual

contenia triptona al 1.6 %, extracto de levadura al 1% y NaCl al 0.5%.

5.1.4 Transfeccion de los plasmidos que presentan las secuencias de las proteinas
VP5y VP8.

Preparacion de células competentes.

La metodologia empleada para preparar las células competentes fue una modificacion del
protocolo publicado por Chung C. T., et al, en 1989 13;. Una colonia de bacterias
XL1BLUE o BL21(DE3) fue inoculada en 100 ml de medio LB y cultivada a 37 °C con
agitacion constante a 150 rpm durante toda la noche. Al siguiente dia se inoculé 1 ml del
cultivo anterior en 100 ml de medio LB (fd: 100) hasta alcanzar una densidad 6ptica (DO)
de 0.3 — 0.4 a 600 nm. Posteriormente, se obtuvo el pellet de células mediante
centrifugacién a 5000 rpm durante 10 min y fue resuspendido en 5 ml (1/20 respecto al
volumen inicial de medio LB) de medio de congelacién que contenia Polietilenglicol (PEG)
3350 al 10%, Dimetilsulféxido (DMSO) al 5%, NaCl 100 mM, MgCl, 10 mM, MgSO,4 10 mM
y Glicerol al 10% disuelto en medio LB al 60% v/v en H,O estéril pH 6,7 — 7,0. La mezcla



se incubé en hielo durante 10 min, se hicieron alicuotas de a 200 pl en crioviales de 2 mly
se congelaron en nitrégeno liquido. Antes de iniciar el proceso de transformacion, fue
importante comprobar la viabilidad de las bacterias competentes para lo cual se sembré
una alicuota de estas bacterias en una placa de agar LB y se incub6 a 37 °C durante toda

la noche.

Transformacion de las células competentes.

Una de las alicuotas anteriores de 200 ul de bacterias XL1BLUE o BL21(DE3)
competentes se mezclaron con aproximadamente 10 ng de ADN plasmidico (pGEX-4T-
VP5 o pGEX-4T-VP8) disuelto en 100 ul de una solucién de KCI 100 mM, CaCl, 30 mM y
MgCl, 50 mM y cuantificado a 260 nm en un GeneSpec |. La mezcla de bacterias y ADN
se agitaron suavemente y posteriormente se incubaron en hielo durante 20 min. Con el
objeto de proceder a la transformacion, las células fueron expuestas a choque térmico a
42 °C durante 2 minutos para garantizar la entrada del vector a la célula. Las células
transformadas se sembraron en placas LB — agar con ampicilina o kanamicina a una

concentracion final de 100 ug/ml y se incubaron durante 14 horas a 37 °C.

Asi mismo, se emple6 como control negativo de transformacién un cultivo de células
XL1BLUE o BL21(DE3), a las cuales se les realizé los procedimientos descritos
anteriormente pero sin plasmido que indujera la transformacién bacteriana y se crecieron

en placas de LB — agar en presencia de ampicilina o kanamicina.

5.1.5 Purificacién de los plasmidos que presentan las secuencias de las proteinas
estructurales VP5y VP8.
La extraccion del ADN plasmidico se realiz6 con el kit Purelink™ Quick Plasmid Miniprep
de Invitrogen. Una vez transformadas las bacterias XL1BLUE con cada uno de los
plasmidos, se realizd el crecimiento de una cepa transformada hasta alcanzar una
concentracion de 1 — 2 x 10° células por 5 ml de medio LB con 100 ug/ml de ampicilina, se
centrifugdé durante 10 minutos a 5000 rpm y se descarté el sobrenadante. El pellet de
células fue resuspendido en 250 pul de buffer Tris HClI 50 mM pH 8.0, EDTA 10 mM y
RNAasa A 0.2 mg/ml (R3, numeracién del catalogo del kit). A la mezcla anterior se
adicion6 250 pul de buffer de lisis que contiene NaOH 200 mM y SDS 1% (L7, numeracion

del kit), se mezcl6 5 veces por inversion y se dejo en reposo durante 5 min.



Posteriormente, se adiciond 350 ul de buffer de precipitacion (N4, numeracién del
catalogo del kit), se mezcld 5 veces por inversién y se centrifugdé a 12000 x g durante 10

min a temperatura ambiente.

El aislamiento del ADN plasmidico se realiz6 con una mini columna de membrana de
silica (figura 9), a la cual se le adicion6 la mezcla obtenida en el paso anterior, se
centrifugbé a 12000 x g durante 1 min y se descarté la solucion que quedé en el tubo de
lavado. Se realizaron dos lavados al ADN plasmidico adherido a la columna con un buffer
de lavado que tiene etanol (W9, numeracion del catalogo del kit) y se centrifugé a 12000 x
g por 1 min. Finalmente, el ADN fue eluido de la columna mediante la adicién de 75 ul de
buffer TE (Tris — HCI 10 mM pH8.0 y EDTA 0,1 mM), el cual habia sido previamente
calentado a 65°C, y centrifugacion a 12000 x g por 1 min. Una alicuota de 5 pul de los
plasmidos purificados fueron mezclados con 1 pl de buffer muestra tipo | (Xilencianol
0,25%, Azul de bromofenol 0,25% y sacarosa 40 %), separados en geles de agarosa al
1.2 % a 100 voltios durante 45 min y tefiidos con 0,5 ug/ml de bromuro de etidio (BrEt).
Por dltimo, la cuantificacion de las muestras obtenidas se realizo
espectrofotométricamente a 260 nm en un GeneSpec | y se tuvo en cuenta la relacion

260/280 a fin de determinar su pureza.

Figura 9. Montaje para la separacion y purificacion de ADN plasmidico.

5.1.6 Corte de los plasmidos con la enzima de restriccion Pst 1.

En tubos de 0,2 ml estériles se mezclaron 2 ul de buffer de restriccion H 10X, 0.5 ul de
Pstl 10 U/ul, 1 ug de ADN plasmidico y H,O desionizada estéril para completar un
volumen final de 20 ul. La mezcla fue incubada a 37 °C durante 2 h en un termociclador
PTC — 100 ™ MJ RESEARCH, Inc. Posteriormente, la mezcla fue incubada a 65 °C por



15 min para inactivar la enzima y las muestras fueron analizadas por electroforesis en
geles de agarosa al 1.2 % y tefiidos con BrEt 0.5 pg/ml, como se describié en el numeral

anterior.

5.2 EXPRESION DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES VP5, VP8 Y VP6 DEL
ROTAVIRUS Y LA PROTEINA CELULAR Hsc 70

Para la expresion de las proteinas recombinantes se utilizé la cepa de E. coli, BL21(DE3)
puesto que es deficiente en la expresién de proteasas y disminuye el riesgo de protedlisis
de la proteina de interés; ademas, presenta la secuencia que codifica la RNA polimerasa

T7 indispensable para la expresion de los vectores pGEX-4T y pET-28a.

Una vez transformadas las bacterias BL21(DE3) con cada uno de los pladsmidos, se
procedid a inducir la expresién de cada una de las proteinas virales. Las alicuotas
congeladas de las cepas transformadas fueron sembradas en una caja de petri en
presencia del antibidtico. Una colonia de las cepas transformadas fue sembrada en 25 ml
de medio liquido LB o 2XYT en presencia de 100 pug/ml de ampicilina, para las cepas
transformadas con el vector pGEX-4T o 50 pg/ml de Kanamicina, para las cepas
transformadas con el vector pTE-28a, y se incubaron a 37°C con agitacién constante a
150 rpm durante 12 h. Adicionalmente, se crecieron dos controles negativos de expresion
de células BL21(DE3) sin transformar y las bacterias transformadas que no fueron
inducidas. Posteriormente, se adicionaron 5 ml del cultivo anterior a 500 ml de medio LB o
2XYT (Fd: 100) y se incubaron a 37 °C con agitacion constante a 150 rpm durante 1 — 8 h
hasta alcanzar una densidad 6ptica correspondiente a la fase exponencial del crecimiento
bacteriano. Posteriormente, se adiciond el inductor Isopropil B-D-Tioglactopirandsido
(IPTG) a una concentracion entre 0.5 — 2 mM durante 2, 4, 6 y 8 h. Para la expresién de
la proteina viral VP5 fue necesario la adicion de 0.2% de glucosa durante todo el

procedimiento de crecimiento celular.

Al finalizar el tiempo de induccion, el cultivo liquido se centrifugé a 5000 rpm durante 10
min. El pellet de células fue lavado dos veces con buffer PBS y tratado con 100 ug/ml de
lisozima y se incub6 durante 15 min en hielo con agitacion constante. A fin de completar la
lisis celular, la mezcla fue sonicada con una amplitud de 30% durante 5 ciclos de 30
segundos, se centrifugé a 10000 rpm durante 10 min a 4°C y se separé el sobrenadante



(proteinas solubles) del pellet (proteinas insolubles). El pellet fue tratado con 5 ml de Urea
1, 2,4y 8 M en PBS de manera consecutiva, a 4°C con agitacién constante durante 2 h
cada uno, con el objeto de evidenciar si la proteina viral se encontraba en forma de
cuerpos de inclusion. Las proteinas del pellet solubilizadas en Urea fueron centrifugadas a
12000 rpm durante 10 min después de cada tratamiento con las diferentes
concentraciones del agente caotrépico. A los controles negativos de células no

transformadas y transformadas pero sin induccién se les realiz6 el mismo procedimiento.

La expresion de las proteinas recombinantes fue evaluada y analizada mediante SDS-
PAGE y Western Blot frente a una marcador de peso molecular, un control de bacterias
BL21(DE3) sin transformar y un control de células BL21(DE3) transformadas pero en
ausencia del inductor, para lo cual se cuantificé la concentracién de proteinas totales de
cada una de las fracciones a 280 nm respecto a una curva de calibracion de BSA de 2

mg/ml, con el fin de sembrar la misma cantidad de proteinas totales en el gel.

5.3 EXPRESION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE VP6 EN UN SISTEMA DE
INFECCION DE CELULAS EUCARIOTAS

5.3.1 Cultivo celular.

La linea celular MA104 fue cultivada en Medio Eagle Dulbecco's Modified (DMEM),
suplementado con 2% (v/v) de suero fetal bovino (SFB) y 2 mM de L-Glutamina en
condiciones de atmoésfera de aire enriquecido con 5% de CO, a 37°C en frascos de
cultivo de 25, 75 y 150 cm? . Todos los pasos anteriores se realizaron en una cabina de
flujo laminar bajo estrictas condiciones de esterilidad. La linea celular fue donada por los
Doctores Manuel Franco y Juanita Angel Uribe del Instituto de Genética Humana de la

Pontificia Universidad Javeriana.

5.3.2 Infeccidn de la linea celular MA104 con el virus Vaccinia recombinante que
presenta la secuencia que codifica la proteina estructural del rotavirus VP6.
Las cajas de células MA104 con una confluencia entre el 80 — 100 % fueron lavadas dos
veces con PBS y posteriormente infectadas con una alicuota de virus Vaccinia — VP6
durante 1 h. Transcurrido este tiempo, se retir6 el remanente de lisado viral y se incubaron
con 2, 4 0 8 ml de medio MEM para las cajas de 25, 75 y 150 cm?, respectivamente. Se

incubaron durante 24 h o hasta que se evidenciara un efecto citopatico, como



desprendimiento de la monocapa. La alicuota del virus Vaccinia — VP6 fue donada por los
Doctores Manuel Franco y Juanita Angel Uribe del Instituto de Genética Humana de la

Pontificia Universidad Javeriana.

Después de terminar el tiempo de infeccién, el cultivo fue congelado a — 70°C y
descongelado a temperatura ambiente, tres veces a fin de liberar las proteinas
citoplasmaticas de las membranas celulares y se centrifugé a 12000 rpm durante 15
minutos a 4°C para separar la fraccidon de proteinas solubles de las proteinas insolubles.
La fraccion de proteinas solubles fue tratada con acetona fria y se incub6 a -70°C durante
toda la noche, se centrifugd a 12000 rpm por 20 min a 4°C. El pellet de proteinas obtenido
fue resuspendido en PBS después de que se evaporé las trazas del solvente. La fraccion
de proteinas insolubles fue tratada con Urea 8M y centrifugada a 10000 rpm por 10 min a
4°C. Las fracciones fueron analizadas por electroforesis y western blot frente a un
marcador de peso molecular y un control de células sin infectar a las cuales se les realizd

el procedimiento descrito.

5.3.3 Andlisis de la expresién de la proteina viral estructural VP6 mediante el conteo
de Unidades Formadoras de Foco (UFF).
Para determinar la concentracién viral de un lisado de células infectadas con vaccinia
recombinante y a la vez, verificar la expresiéon de la proteina rotaviral VP6, se realizaron
diluciones sucesivas del lisado viral y se adicionaron a células MA104 confluentes al
100% en una caja de 96 pozos. Transcurrida una hora de infeccion, el virus se retir6 y se
adicion6 100 ul de medio a la monocapa de células. El proceso infeccioso se dejo incubar
durante 14 h a 37°C. Una vez finalizado el tiempo de infeccion, las células fueron fijadas y

permeabilizadas con 50 ul de metanol preenfriado durante 40 min a 4°C.

La monocapa fue lavada dos veces con PBS y se incubd con un anti-rotavirus en una
diluciéon 1:1000 en PBS a 37°C durante 1h. Posteriormente, se lavo tres veces con PBS,
se adiciond un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa y se incubé durante 45
minutos a 37 °C. La monocapa de células fue lavada tres veces con PBS y se revel6
utilizando como sustrato aminoetilcarbazol (AEC) disuelto en N-dimetilfomamida. El AEC
se diluy6é a una concentracion final de 0.268 % (a partir de una solucién patrén de 0,4 %
de AEC disuelto en dimetilformamida) en buffer de acetato de sodio 0,1 M pH 5.2, se

adicion6 H,O, a una concentracién final de 0.03% y se filtr6 tres veces hasta retirar el



precipitado que se forma. El conteo se realiz6 en un microscopio invertido y se eligio el
pozo en donde se encontraron 100 focos contados una sola vez, desde un extremo del

pozo, en linea recta, hasta el otro extremo. Luego se aplicé la siguiente formula:

20 x nimero de focos contados x la dilucion donde habia 100 focos de infeccion x 5.5

En donde, 20 corresponde al fd en el cual se diluye el virus y 5.5, es el nUmero de campos
gue tiene el pozo al recorrer el lente 20X en el microscopio invertido (Euromex, Holanda).
Adicionalmente, se utilizaron como controles negativos células sin infectar y se les realizé

el procedimiento descrito en el parrafo anterior.

5.4 SOLUBLIZACION Y PURIFICACION DE LAS PROTEINAS ESTRUCTURALES
VP5, VP6 Y VP8 DEL ROTAVIRUS Y LA PROTEINA CELULAR Hsc70

5.4.1 Solubilizacién de las proteinas recombinantes VP5, VP8 y Hsc70 a partir del
lisado de bacterias BL21(DE3) transformadas con los vectores de expresion.
La solubilizacion de las proteinas recombinantes VP5, VP8 y Hsc 70 fue desarrollada
mediante el protocolo publicado por Frangioni et al., en 1993 [;,¢, €l cual fue modificado
como se muestra a continuacion. Cada cepa bacteriana transformada con los plasmido
gue presentaban las secuencias de las proteinas virales (VP5 y VP8) o la proteina celular
Hsc 70, de manera independiente, fueron cultivadas y las proteinas fueron expresadas

teniendo en cuenta las condiciones estandarizadas en el numeral 5.2.1.

Finalizado el tiempo de expresion, las bacterias fueron centrifugadas a 5000 rpm por 10
min y lavadas dos veces con buffer STE (Tris — HCI pH 8.0 10 mM, NaCl 150 mM y EDTA
1 mM) para la bacterias que expresaron las proteinas virales y buffer PBS para las
bacterias que expresaron la proteina Hsc 70. Posteriormente, el pellet de células fue
resuspendido en 50 ml de buffer STE o PBS y tratado con 100 ug/ml de lizosima durante
15 min 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.
Para el lisado de las bacterias que expresaron la proteina viral VP5, el sobrenadante

obtenido fue tratado con Triton X-100, Tween 20, NP40 y Octilglucésido (detergentes no



i6nicos) y CHAPS (zwiteri6bnico) en concentraciones del 1 y 3 %, como agentes

renaturantes y de manera independiente.

En el caso del lisado obtenido de bacterias que expresaron la proteina viral VP8, el
sobrenadante fue diluido 10 veces en PBS, aunque también se realizaron tratamientos
con los diferentes detergentes como se mencioné para el lisado procedente de bacterias
que expresaron la proteina viral VP5. Los sobrenadantes obtenidos fueron analizados por
SDS-PAGE y western blot para verificar la presencia de las proteinas virales.

En el caso de las bacterias que expresaron la proteina recombinante Hsc 70, fueron
lavadas y resuspendidas en buffer PBS, puesto que el buffer STE contiene EDTA, el cual
quela iones metélicos como Ni**, indispensables para la purificacion de la proteina. Una
vez se obtuvo el lisado bacteriano de las células transformadas de la misma manera que
el procedimiento anterior, se traté con triton X-100 al 1 % como agente renaturante y la

presencia de la proteina fue identificada mediante SDS-PAGE y western blot.

5.4.2 Purificacion de las proteinas estructurales VP5 y VP8 del rotavirus mediante
cromatografia de afinidad.

Las proteinas virales expresadas VP5 y VP8 tienen un polipéptido de la proteina GST

unido covalentemente al dominio amino terminal de cada una de las proteinas virales, el

cual fue empleado para la purificacion de las proteinas recombinantes.

Una vez se obtuvo el sobrenadante de los lisados bacterianos que presentaron la proteina
viral VP5 o VP8, se procedié a purificar las proteinas mediante una resina de agarosa
conjugada a glutatiéon (Molecular Probes). En una columna cromatogréfica se cargaron 5
ml de la resina, la cual fue lavada con 10 volimenes de columna de PBS, con el objeto de
retirar la azida presente en la resina; posteriormente se equilibr6 con 5 volimenes de
buffer STE en presencia de DTT 5 mM y N-Laurilsarcosina al 1 % y se incub6 con el

lisado bacteriano.

Para la union de las proteinas recombinantes virales con la resina se estandarizo el
tiempo de interaccion para cada una de ellas. De esta manera, para la purificacion de la
proteina viral VP5, el lisado fue adicionado a la resina en la columna cromatogréafica y se
pasé dos veces el mismo lisado con el fin de retener la mayor cantidad de proteina. En el



caso de la proteina viral VP8, el lisado diluido 10 veces con PBS se incubd toda la noche
a 4 °C con la resina puesto que presentdé 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 emplearon concentraciones crecientes de
glutatién entre 5 — 50 mM. El glutatiéon fue preparado en Tris — HCI pH 8.0 50 mM, 100
mM y 150 mM, para concentraciones de glutation de 5 -15 mM, 20 mM y 50 mM,
respectivamente. Los eluidos fueron recolectados a un flujo de 1 ml cada 3 min para VP5
6 1 ml cada min para VP8. Finalmente, la resina fue tratada con 5 volimenes de PBS que
contenia NaCl 3M y se lav6 con 10 volumenes de PBS.

Paralelamente, cada una de las fracciones obtenidas en el corrido cromatografico, entre
ellas: no retenido, lavados con PBS, eluidos y lavados con NaCl fueron tratadas con el
reactivo de Bradford con el objetivo de evidenciar la presencia de proteinas, mediante el
cambié de color rojo — café a azul. Por otra parte, las fracciones fueron analizadas por
SDS-PSGE y western blot.

5.4.3 Purificacién de la proteina celular Hsc 70 mediante cromatografia de afinidad.
Para la purificacion de esta proteina se emple6 una resina HisTrap puesto que la proteina
recombinante presenta en su amino terminal, una cola de seis histidinas que
interaccionan con el niquel (Ni**) cargado en la resina. Se cargaron 10 ml de resina en
una columna de cromatografia y se lavo con 5 volimenes de buffer fosfatos (NaH,PO,4 50
mM y NaCl 300 mM) y se equilibré con 5 volumenes de buffer fosfatos que contenia 10
mM de Imidazol. Paralelamente, al lisado celular se le adiciondé imidazol a una
concentracion final de 10 mM a partir de una solucién patron 1 M. La muestra que
contenia la proteina recombinante fue adicionada a la resina, y se realizaron lavados con
buffer fosfatos con 10 mM de imidazol para retirar lo que no se uni6 a la resina hasta que
no se detectara la presencia de proteinas por el método de Bradford. Finalmente, la
proteina recombinante fue eluida con concentraciones crecientes de imidazol en buffer
fosfatos, entre 0,1 - 1 M. La resina fue lavada con 10 volimenes de H,Oq4 y 5 volimenes
de etanol al 30%.

5.4.4 Solubilizacién e identificacion de la localizacion de la proteina estructural VP6.



Las células MA104 infectadas fueron congeladas a — 70 °C y descongeladas a 37 °C tres
veces. El lisado obtenido fue transferido a un tubo de 15 ml, sonicado durante 2 ciclos de
15 seg a 20% de amplitud y centrifugado para separar la fraccién soluble del pellet,

correspondiente a la fraccién de membranas.

Las proteinas presentes en el sobrenadante fueron precipitadas a fin de concentrarlas con
cinco volimenes de acetona fria y almacenadas a -70 °C durante toda la noche. La
mezcla anterior fue centrifugada a 12000 rpm durante 10 min a 4 °C, el sobrenadante fue
descartado y el pellet fue resuspendido en PBS después de dejar evaporar las trazas de
acetona; mientras que las proteinas presentes en el pellet obtenido después de la
sonicacioén, fueron disueltas en Urea 8M. Finalmente, cada una de las fracciones fueron
analizadas por SDS-PAGE y western blot para identificar la presencia de la proteina
rotaviral VP6.

5.4.5 Purificacion de la proteina estructural VP6 del rotavirus mediante el

tratamiento con detergentes.

La fraccion de proteinas adheridas a membranas de células MA104 proveniente de 10
cajas de cultivo 75 cm?, fue lavada dos veces con 2 ml buffer tris ~HCI 20 mM pH 8.0 que
contenia KCI 150 mM. Luego se adiciond 1 ml de buffer RIPA frio (Tris HCI pH 7.4 10 mM,
SDS 0.1%, Tritdn X-100 1%, Deoxicolato de sodio 1% y NaCl 150 mM), incubado a 4 °C
durante 1 h y centrifugado a 10000 rpm durante 10 min a 4 °C. El pellet remanente fue
tratado con 500 pl de buffer Tris HCI 20 mM pH 8.0, KCI 150 mM y diferentes detergentes
al 1 %, entre ellos: CHAPS, B Octilglucésido, NP40, Tween 20 y Triton X-100, de manera
independiente con el objetivo de evaluar la solubilidad de esta proteina. Los pellet
solubilizados fueron incubados toda la noche a 4 °C y centrifugados a 10000 rpm durante
10 min a 4 °C. El pellet remanente fue tratado con una solucién de 500 ul Urea 8 M
disuelta en Tris HCI 20 mM y KCI 150 mM pH 8.0 y N-laurilsarcosina al 1%. Las muestras
solubilizadas fueron dializadas frente a un gradiente decreciente de Urea en PBs, diluidas

10 veces en buffer PBS y concentradas mediante un amicon Ultra — 4 (Milipore).



5.5 OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES DIRIGIDOS CONTRA LAS
PROTEINAS ESTRUCTURALES VP5, VP6 Y VP8 DEL ROTAVIRUS

5.5.1 Preparacién de las proteinas estructurales VP5 y VP8 del rotavirus mediante
electroelucién para la inmunizacién de conejos Nueva Zelanda.

Los lisados bacterianos transfectados e inducidos para las proteinas VP5 y los cuerpos de

inclusion de VP8 fueron corridos en geles preparativos de poliacrilamida al 12% en

condiciones denaturantes a 40 mAmp por lamina de gel (16.5 cm x 17.5 cm x 3 mm) toda

la noche. Un extremo del gel fue cortado y transferido a una membrana de fluoruro de

polivinilideno (PVDF) para la localizacion de la proteina viral con un anticuerpo policlonal

para cada proteina.

El resto del gel se tifid con Azul de Coomassie y después de identificada la banda
correspondiente a cada proteina mediante Western blot, se corté el segmento donde se
ubicaba la proteina, se colocd en trozos pequefios en un tubo de vidrio y se realizé el
montaje de la figura 10. La electroelucion de las proteinas se llevo a cabo en una camara
de electroelucion (modelo 422 de Bio Rad) durante 5h a 10 mA constantes por tubo en
buffer de corrido (192 mM de Glicina, 25 mM de Tris y SDS 0.1% pH 8.3). La proteinas
electroeluidas se precipitaron con cinco volimenes de acetona fria durante toda la noche
a -70 °C y se centrifugaron a 10000 rpm por 10 min. Las proteinas precipitadas fueron
resuspendidas en un buffer que contenia Tris HCI 50 mM pH 8.0 y CaCl, 10 mM para el

posterior corte de la region GST de cada proteina.
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Figura 10. Montaje para la electroelucién de las proteinas virales recombinantes a partir de geles de

poliacrilamida.



5.5.2 Corte del polipéptido GST de las proteinas virales.

Después de electroeluidas las proteinas de fusién VP5 y VP8, se procedio a digerirlas con
trombina para retirar el péptido de GST, puesto que las proteinas recombinantes
presentan la secuencia que codifica el sitio de reconocimiento para esta enzima. El corte
de GST se realizdé con el kit THROMBIN CleanCleave (Sigma), el cual consta de una
resina de agarosa unidad a la trombina y un buffer de digestion 10X que contiene Tris —
HCI 500 mM pH 8.0 y CaCl, 100 mM .

Se tomaron 50 pl de la resina y se centrifugaron a 20 x g durante 2 min a fin de retirar el
sobrenadante que contiene Tris — HCI 20 mM vy Glicerol al 50% y se realizaron dos
lavados con buffer de digestion 1X. Posteriormente, se adiciond la proteina viral
electroeluida (500 ng), la cual estaba resuspendida en el buffer de digestion que contenia
tris — HCI 50 mM pH 8.0 y CaCl,, se incubd durante 4 h a temperatura ambiente con
agitacion constante, se centrifugé a 500 rpm por 5 minutos y se separ6 el sobrenadante
que contenia la proteina rotaviral y la fraccion GST; por ultimo, se realizé un lavado de la
resina con el buffer de digestion 1X para retirar el remanente de la proteina.

Posteriormente, las fracciones que contenian tanto la proteina rotaviral como la fraccién
GST fueron corridas en un gel de electroforesis SDS-PAGE al 12 % en un Gnico pozo de
siembra y al igual que en los casos anteriores, se cortd la banda que correspondia a la
proteina viral identificada por western blot, la cual fue utilizada para la inmunizacion de los

conejos.

5.5.3 Preparacién de la proteina estructural VP6 del rotavirus para la inmunizacion
de conejos Nueva Zelanda.

Para el caso de VP8, la proteina viral fue parcialmente purificada, como se mencioné en
el numeral 5.4.5 y sembrada en geles de poliacrilamida al 12 % en condiciones
denaturantes en un Unico pozo de siembra a 20 mAmp por lamina de gel con dimensiones
de 8 cm ancho por 7 cm de largo y 1.5 mm de grosor durante 1.5 horas. Un extremo del
gel fue cortado y transferido a una membrana de PVDF para identificar la proteina
mediante western blot. El resto del gel fue tefiido con una solucion de azul de Coomassie
y la banda identificada por western blot fue cortada para inocularla en el conejo.



5.5.4 Inoculacién en conejos para la obtencion de anticuerpos policlonales contra
las proteinas estructurales del rotavirus VP5, VP6 y VP8.

Las bandas del gel que contenian aproximadamente 50 pg / banda de las proteinas

recombinantes VP5, VP6, VP8 y Hsc70 fueron cortadas en trozos pequefios y transferidas

a una jeringa de 5 ml, luego se pasaron varias veces a través de agujas de diferentes

calibres (N0.18, 21 y 25) a fin de formar una suspensién en buffer PBS.

Posteriormente, se inocularon 15 bandas cortadas y homogenizadas de cada una de las
proteinas a conejos machos raza Nueva Zelanda de 2 - 3 meses de edad, 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 inoculacion, los conejos fueron sangrados a blanco

20 dias después de la tercera inmunizacion.

Las muestras de sangre fueron incubadas a 37°C por una hora y se incubaron a 4 °C toda
la noche con el objetivo de retraer el coagulo. Después la muestra fue centrifugada a 5000
rpm durante 10 min y se recuperé el suero, el cual contenia los anticuerpos contra cada
una de las proteinas rotavirales. El suero fue diluido con glicerol en una proporcion 1:1,

dispensado en tubos de 1.5 ml estériles y almacenados a — 20 °C.

5.5.5 Caracterizacion de los anticuerpos policlonales contra las proteinas virales
VP5, VP6 y VP8 y la proteina celular Hsc 70.

Los anticuerpos obtenidos contra las proteinas estructurales VP5, VP6 y VP8 del rotavirus

y la proteina celular Hsc 70 fueron caracterizados mediante diferentes técnicas de

inmunodeteccién, entre ellas: western blot, ELISA e inmunocitoquimica.

Western Blot.

Diferentes cantidades de las proteinas purificadas (500 — 62,5 ng) y lisados bacterianos
(100 — 25 ug), para VP5 y VP8, asi como, lisados celular infectados con vaccinia
recombinante, para VP6, fueron separados en geles SDS-PAGE y transferidos a
membranas de PVDF a 50 mAmp durante 2h en una camara Mini Trans Blot Cell (Bio-
Rad Labs, USA) con buffer de transferencia que contenia Glicina 129 mM, Tris 25 mM y
Metanol al 10 %. Finalizada la transferencia, las membranas fueron tefiidas con rojo

Ponceau al 0,1 % en acido acético al 5 %, con el fin de verificar la transferencia.



Posteriormente, 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 dilucion de 1:1000 de los anticuerpos
correspondientes en PBS, Tween 20 al 0,05 % y leche descremada al 0.1 %. El exceso de
anticuerpo no unido fue retirado mediante cinco lavados de 5 min cada uno con PBS
Tween 20 al 0.1 % y se incubaron con un anticuerpo secundario anti — conejo conjugado a
peroxidasa en una dilucién 1:1000 en PBS que contenia leche descremada al 0.1 % y
Tween 20 al 0,05 % y al igual que el paso anterior, se realizaron cinco lavados con PBS
Tween 20 al 0,1 % de 5 minutos cada uno para retirar el anticuerpo no unido.

La deteccion se llevd a cabo utilizando como sustrato aminoetilcarbazol (AEC) disuelto en
N-dimetilformamida. ElI AEC se diluyé a una concentracion final de 0.268 % en buffer de
acetato de sodio 0,1 M pH 5.2, se adicioné H,O, a una concentracion final de 0.03% y se
filtré tres veces hasta retirar el precipitado que se forma. Finalmente, las membranas

fueron lavadas con PBS.

Por otra parte, se analiz6 el reconocimiento de las proteinas en las particulas virales, para
lo cual se emplearon 500 ng de TLPs, pero a diferencia del ensayo anterior, se variaron
las diluciones de los anticuerpos policlonales, entre 1:250 a 1:1000, con el objetivo de

identificar el limite de deteccion.

Inmunocitoquimica.

Se cultivaron células MA104 en cajas de 96 pozos con una confluencia del 100 %, la
monocapa fue lavada dos veces con medio de cultivo, infectadas con 50 ul de TLPs
purificadas de RRV en una dilucién 1:3200 que tenian una concentraciéon de 1.8 x 10°
uff/ml, incubadas a 37 °C durante 1 h, lavadas dos veces e incubadas con 100 ul de
medio MEM a 37 °C durante 12 h. Finalizado el tiempo de infeccién, la monocapa fue
lavada dos veces con PBS vy fijadas con 50 ul de metanol frio y refrigeradas a 4 °C

durante 40 min. El metanol fue retirado y las células lavadas con PBS.

Posteriormente, las células fijadas fueron incubadas de manera independiente 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 0,05 %, incubadas con un anti-conejo conjugado a peroxidasa en una dilucion 1:3000



en PBS durante 45 min a 37°C y lavadas cinco veces con PBS tween al 0,05%. El
proceso de detencién se realiz6 con AEC, como se describié en el procedimiento para
western blot. Por ultimo, las células fueron lavadas con H,O y se realizé el conteo de la uff

en cada pozo.

ELISA.

En una placa de 96 pozos para ELISA se incubaron concentraciones crecientes de las
proteinas virales recombinantes (50 ng — 2000 ng) en PBS en un volumen final de 50 pl
durante toda la noche a 4 °C. Posteriormente, la proteina no unida fue retirada lavando
dos veces con 200 ul de PBS cada uno, la caja fue bloqueada con 200 pl de albdmina al 1

% por pozo durante 2 h a 37 °C y lavada con 200 ul de PBS dos veces.

Las proteinas adheridas fueron incubadas con los anticuerpos policlonales respectivos en
una dilucién 1:1000 en PBS, Tween 20 0,05 % y albumina al 0,1 % e incubadas durante 2
h a 37 °C. El anticuerpo no unido fue retirado mediante el lavado de los pozos con 200 pl
de PBS Tween 20 al 0,1 % tres veces. A continuacion, se adicioné a cada pozo un
anticuerpo anti — conejo conjugado a peroxidasa en un diluciéon 1:3000 en PBS Tween 20
0,05 % y albumina 0,1 % e incubado 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 deteccién se llevd a cabo mediante la adicion de 50 ul por pozo de una
solucién de 1mg /ml de orto — fenilendiamina (OPD) disuelto en H,O, al 0,03 % y buffer
fosfato/citrato pH 5.0, que contiene 25 mM de acido citrico y 50 mM de Na,PO,. Cuando
se evidencid la formacion de un color amarillo intenso, la reaccion se detuvo mediante la
adicion de 50 pul de H,SO,4 2,5 M.

Como controles negativos de la técnica, se realizaron las incubaciones mencionadas en
ausencia de alguno de los componentes y en lugar de ellos se reemplazé por 50 ul de
albimina al 1 %. Los ensayos fueron realizados por duplicado y el procedimiento se
realizé dos veces de manera independiente. Para las graficas se tabuld el ADO, el cual
resulta de la diferencia de la absorbancia obtenida para los experimentos menos la

absorbancia de los controles negativos.



5.6 ENSAYOS DE INTERACCION ENTRE LAS PROTEINAS ROTAVIRALES Y LAS
PROTEINAS CELULARES Hsc70 Y PDI

Para identificar la interaccion de las proteinas recombinantes virales VP5, VP6 y VP8 con
las proteinas celulares recombinantes Hsc 70 y PDI en condiciones acelulares se empleé

la técnica de ELISA indirecto y ensayos de competencia de la interaccion.

5.6.1 Ensayo de ELISA indirecto.

Las placas de ELISA fueron incubadas con 40 ng/ul por pozo de la proteina recombinante
Hsc 70 o PDI en un volumen final de 50 diluida en PBS e incubadas a 4 °C toda la noche.
Posteriormente, las placas con la proteina adherida fueron bloqueadas con 200 ul de BSA
al 1 % en PBS e incubadas a 37 °C durante 2 h 0 a 4 °C toda la noche. Se realizaron dos
lavados con PBS y se incubaron con concentraciones crecientes de las proteinas virales
VP5, VP6 y VP8, entre 1 — 20 ng/ul en un volumen final de 50 pl diluidas en PBS e
incubadas a 37 °C durante 2 h. Finalizado el tiempo de interaccién, 50 ul de los
anticuerpos policlonales contra las proteinas virales o contra la fraccibn GST fueron
adicionados a la placa de ELISA en una diluciéon 1:1000 en PBS que contenia BSA al 0.1
% y Tween 20 al 0,05 % y se incubd durante 2 h a 37 °C para llevar a cabo el
reconocimiento de la proteina viral. Se realizaron tres lavados con 200 ul de PBS Tween
20 al 0,1 %, se adicionaron 50 ul de los anticuerpos anti-conejo conjugado a peroxidasa
en PBS que contenia BSA al 0.1 % y Tween 20 al 0,05 %, se incubaron a 37 °C durante

1hy se realizaron los cincos lavados correspondientes.

Finalmente, el revelado se realizé con 50 ul de 1 mg/ml de orto — parafenilendiamina
(OPD) disuelto en un buffer de Na,HPO, 50 mM y &cido citrico 25 mM pH 5,0 y H,0, al
0,03 %. Después de evidenciar la formacion de un color amarillo, producto de la actividad
de la HRP, la reaccion se detuvo con 50 ul de H,SO, 2,5 M. La lectura de las

absorbancias se realizé a 492 nm.

Como controles negativos de la técnica, se realizaron las incubaciones mencionadas en
ausencia de alguno de los componentes y en lugar de ellos se reemplazé por 50 ul de
albimina al 1 %. Adicionalmente, los ensayos fueron realizados por duplicado y el

procedimiento se realizd dos veces de manera independiente. Para las graficas se tabuld



el ADO, el cual resulta de la diferencia de la absorbancia obtenida para los experimentos

menos la absorbancia de los controles negativos.

5.6.2 Co —inmunoprecipitacion.

Aproximadamente 2,5 ng/ul de la proteina viral VP6 o 10 ng/ul de VP5 o VP8 fueron
incubadas con 10 ng/ul de las proteinas celulares, PDI y Hsc70, de manera independiente
en presencia de albumina al 0,1 % en un volumen final de 200 ul. Las mezclas proteicas
fueron incubadas durante toda la noche a 4 °C, se les adicioné del anticuerpo policlonal
de conejo dirigido contra la proteina viral respectiva en una dilucién 1:200 y se incub6 a
37 °C durante 1 h.

La mezcla fue tratada con 10 ul de proteina A unida a agarosa (Bio Rad) previamente
tratada con albumina al 4 % e incubada a temperatura ambiente durante 1 h. Finalmente,
la resina fue lavada tres veces con PBS — tween al 0,05 % y centrifugada a 1500 rpm
durante 10 min después de cada lavado. El complejo proteico unido a la resina fue
analizado por SDS — PAGE y western blot, para lo cual se empled un anticuerpo policlonal
contra las proteinas celulares. Como controles negativos, las proteinas celulares fueron
incubadas con los anticuerpos dirigidos contra las proteinas virales e inmunoprecipitadas
a fin de evidenciar si la proteina celular se unia inespecificamente a la resina o era

reconocida por el anticuerpo.

En tubos independientes, la mezcla de proteinas celulares y virales fue incubada, pero a
diferencia del ensayo anterior, se inmunoprecipité la proteina celular con 1 ng/ul de un
anticuerpo policlonal dirigido contra Hsc70 o PDI y en el western blot se identificaron las
proteinas virales. Como controles negativos, las proteinas virales fueron incubadas con
los anticuerpos dirigidos contra las proteinas celulares con el objetivo de evidenciar si

estas proteinas se unian a la resina en ausencia de la proteina celular.

5.6.3 Interaccién de las proteinas virales con la proteina Hsc70 en los dominios
rafts lipidicos.

Para identificar la interaccion de las proteinas virales con la proteina Hsc 70 en

condiciones celulares, se crecieron células MA104 en 2 cajas T - 160 hasta alcanzar un

confluencia del 100 %, las cuales fueron tratadas con 1 ml de tripsina al 0.1 mg /ml e

incubadas 10 min a 37 °C a fin de desprenderlas de la caja. Las células fueron mezcladas,



transferidas a un tubo de 15 ml, centrifugadas a 1400 rpm durante 10 min y lavadas con
medio MEM para retirar el remanente de la enzima. Posteriormente, las células fueron
resuspendidas en 1400 ul de medio, divididas en 4 tubos de 1.5 ml con
aproximadamente 9,2 x 10 ° células y mezcladas de manera independiente con 15 ng/ul
de cada una de las proteinas virales VP5 o VP8 y 1.5 ng/ul de VP6, durante 1 hora a
temperatura ambiente en un volumen final de 700 ul. El tubo de células remanente fue
empleado como control del ensayo, el cual no fue incubado con las proteinas virales.
Finalizado el tiempo de incubacion, las células fueron lavadas dos veces con PBS y
lisadas en 120 pl buffer lisis triton frio, el cual contenia 25 mM de Tris HCI pH 7.5, 150 mM
NaCl, 1 mM CaCl,, 1 mM DTT, 1 % Triton X 100 y 1 mM de PMSF, durante 30 min a 4 °C.

El lisado se mezclod 1:1 con sacarosa al 80% disuelta en buffer TNC (25 mM de Tris HC |
pH 7.5, 150 mM NaCl y 1 mM CacCl,) y puesto al final de un tubo de ultracentrifuga. Sobre
el lisado se formé un gradiente discontinuo de sacarosa del 30 al 5 % en buffer TNC y se
ultracentrifugd a 170000 x g por 8 h a 4 °C. Posteriormente, fueron recolectadas 8
fracciones de 500 ul de cada ensayo, las cuales fueron mezcladas con 10 mM de
ciclodextrina y 0,8 % de Octilglucésido e incubadas a 37 °C durante 1 h. Cada una de las
fracciones fue incubada con 2 ng/ul de un anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra la
proteina celular Hsc70 (Santa cruz) durante 1 h a 37 °C, luego se adiciond 30 pl de
proteina A unida a agarosa (Bio Rad) y las fracciones fueron incubadas durante 1 hora a
temperatura ambiente. Las muestras fueron centrifugadas a 1500 rpm por 10 min y
lavadas con PBS tres veces. Las fracciones inmunoprecipitadas fueron analizadas por

western blot con anticuerpos policlonales dirigidos contra las proteinas virales.

5.6.4 Ensayos de inhibicion de la infeccidn en células MA104 con el rotavirus de la
cepa RRV
Para determinar si las proteinas recombinantes virales inhibian el proceso infeccion con
TLPs de RRV, diferentes concentraciones, entre 1,25 - 40 ng/ul, de las proteinas virales
fueron adicionadas a un cultivo de células MA104 adheridas a placas de 96 pozos durante
1 h a 37°C. Posteriormente, se adicionaron 50 pl de TLPs purificadas en una dilucién
1:3600 (1.8 x 10° uff/ml) a la monocapa y se incubaron durante 1 h a 37 °C, luego se lavo
con medio para retirar el exceso de virus no adherido y se incubé durante 12 h en 100 pl

de medio MEM cada pozo a 37°C. La identificacion de la infeccidon se realiz6 como se



describio en el numeral 5.5.5 (Inmunocitoquimica). El porcentaje de infeccion se comparé

respecto a células que no fueron incubadas con ninguna proteina viral.



6. RESULTADOS

6.1 AMPLIFICACION Y PURIFICACION DE LOS VECTORES QUE PRESENTAN LAS
SECUENCIAS GENICAS QUE CODIFICAN LAS PROTEINAS VIRALES VP5 Y VP8

Los vectores que presentan las secuencias génicas que codifican las proteinas virales
VP5 y VP8 fueron amplificados mediante la transfeccién de los mismos en bacterias E.
coli de la cepa XL1BLUE deficiente en la expresién de enzimas que catalizan el rearreglo,

delecion, recombinacién o corte del ADN.

Los plasmidos pGEX-4T-VP5 y pGEX-4T-VP8 fueron purificados con el kit Purelink™
Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen) como se describié en metodologia numeral 5.1.5.
Como se observa en la figura 11 a, carriles 2 y 3, las fracciones purificadas de los
plasmidos presentaron tres bandas de ADN de alto peso molecular, que pueden
corresponder a diferentes enrrollamientos de los vectores 0 a una contaminacién con
material genético bacteriano. Para descartar esta Ultima posibilidad, los plasmidos fueron
tratados con la enzima de restriccidon Pst |, puesto que estos vectores presentan un Unico

sitio de corte para esta enzima (...CTGCA/G...) (figura 10, carriles 4 y 5).

En esta misma figura, se observa un corrido diferencial entre las muestras que no habian
sido tratadas (carriles 2 y 3) y las que fueron digeridas (carriles 4 y 5). El plasmido pGEX-
4T-VP5 al ser digerido con la enzima de restriccion Pst | generd tres fragmentos con
pesos moleculares de 5997.9, 1733.8 y 501.19 pb (figura 11 a, carril 4), puesto que la
secuencia que codifica la proteina viral presenta dos sitios de corte para esta enzima,

como se muestra en la figura 11 b.

En el caso del plasmido pGEX-4T-VP8 digerido con la enzima de restriccion Pst I, se
observé la presencia de una sola banda de 6839.1 pb, correspondiente al vector en su

estructura lineal (figura 11 a, carril 5).



Figura 11. a) Purificacién de los plasmidos pGEX-4T que presentan las secuencias que codifican las
proteinas virales VP5 y VP8 purificados y digeridos con Pst I. En el gel de agarosa al 1,2 % tefiido con
BrEt se observa en los carriles de izquierda a derecha: 1. Marcador de peso molecular; 2, Plasmido pGEX-4T-
VPS5 sin digerir con Pst I; 3, Plasmido pGEX-4T-VP8 sin digerir con Pst I; 4, pGEX-4T-VP5 digerido con Pst | y
5, pGEX-4T-VP8 digerido con Pst I. b) Secuencia génica que codifica la proteina viral VP5. En color rojo
se identifican los sitios de corte para la enzima Pst | presentes en la secuencia que codifica para esta proteina

viral.

6.2 EXPRESION DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES VP5, VP8 Y VP6 DEL
ROTAVIRUS Y LA PROTEINA CELULAR Hsc 70

La expresion de las proteinas estructurales del rotavirus VP8 y VP5 vy la proteina celular
Hsc 70 se realizé en un sistema de transfeccion de células procariontes, Escherichia coli,
de la cepa BL21(DE3), la cual se caracteriza por ser una cepa modificada genéticamente
gue es deficiente en la expresion de proteasas. Por otra parte, la proteina VP6 fue
expresada mediante la infeccion de células eucariotas de rifion de mono verde MA104

con el virus recombinante vaccinia.

Para la expresién de las proteinas del rotavirus VP5 y VP8 y la proteina Hsc 70 fue
necesario establecer las condiciones 6ptimas de expresion para obtener el mayor
rendimiento de la proteina de interés. Las variables analizadas fueron: nimero de
bacterias antes de inducir la expresion, tiempo de induccién, concentracion del inductor,
medio de crecimiento y presencia de cuerpos de inclusion. La expresion de las proteinas
recombinantes fue determinada mediante SDS — PAGE y western blot a partir de los
lisados bacterianos.



6.2.1 Expresion de la proteina recombinante estructural del rotavirus VP8.

La primera variable que se tuvo en cuenta para optimizar la expresion de la proteina viral
VP8, fue el nUmero de bacterias presentes antes de inducir la expresion de esta proteina,
para lo cual se empled un método indirecto que consistié en determinar la densidad Optica
a 600 nm (DOgoo nm) por unidad de tiempo a fin de identificar las diferentes fases del
crecimiento microbiano (latencia, exponencial y estacionaria). De esta manera, se realizé
una curva de crecimiento de la bacteria transformada, para lo cual se determiné la DOgqp
»m cada hora, teniendo en cuenta la relacién directa entre el incremento del nimero de

células y el valor de absorbancia registrado sin discriminar la viabilidad de las mismas.

A partir de esta curva de crecimiento se pudo definir la fase de latencia, comprendida
entre 0 — 1 h de crecimiento, la fase exponencial, entre 1 — 4 h y por ultimo, la fase
estacionaria, a partir de las 4 horas de crecimiento. De esta manera, se decidié evaluar
la expresién de la proteina viral VP8 en rangos de absorbancia entre 0,1 — 0,6 (en la curva
se grafico el log (DO x 100) vs tiempo) que corresponden a la fase exponencial y el inicio

de la fase estacionaria del crecimiento bacteriano (figura 12 a).

Varias alicuotas de 25 ml de las bacterias transformadas fueron cultivadas en medio LB
hasta alcanzar una DO ¢y nm €ntre 0.1 a 0.6 y se indujo la expresion de la proteina viral
con 1 mM de IPTG durante 4 h. El pellet de células de cada ensayo fue sonicado y
centrifugado, de lo cual se obtuvo una fraccidén de proteinas solubles y una de proteinas
insolubles que fueron tratadas con Urea 8M. Estas fracciones fueron analizadas por SDS-
PAGE vy la presencia de la proteina viral recombinante VP8 - GST fue detectada mediante
un anticuerpo policlonal contra GST y un anticuerpo policlonal dirigido contra un péptido

de la proteina viral (figura 12 b).

Los carriles 2 y 3 de la figura 12 b, corresponden a la fraccién soluble e insoluble del
lisado bacteriano que no fue tratado con IPTG, respectivamente, en los cuales se observé
una baja expresion basal de la proteina viral en la fraccion de proteinas insolubles con un
peso molecular de 49,6 KDa. En los carriles 4, 6, 8, 10 y 12, que corresponden a las
fracciones solubles de los lisados bacterianos que fueron tratados con IPTG una vez
habian alcanzado las diferentes DO 400 nm, NO S€ oObservd la presencia de la proteina

recombinante. En los carriles 5, 7, 9, 11 y 13 se sembraron las fracciones insolubles de



los lisados bacterianos correspondientes y se observé que a medida que se incrementaba
el nimero de bacterias, la cantidad de la proteina VP8 era mayor y se mantuvo constante
a partir del carril 7, el cual corresponde a un cultivo que alcanz6 una DO g0 nm de 0.3 en el
momento de inducir la expresion con IPTG. De esta manera, la expresion de la proteina
viral VP8 se localizé en la fraccion insoluble, independientemente de la densidad 6ptica a

la cual se realizé la induccion de la expresién de la proteina viral.

Figura 12. a) Curva de crecimiento de las bacterias BL21(DE3) — VP8 en medio LB medido por
turbidimetria a 600 nm. b) Expresién de la proteina viral recombinante VP8 — GST variando el numero
de bacterias transformadas antes de inducir la expresion. La fraccién de proteinas solubles (FS) e
insolubles (FI) de cada uno de los cultivos fueron analizadas por SDS-PAGE al 12% y western blot con un
anticuerpo primario contra GST. En los carriles de los geles y membranas correspondientes se observa de
izquierda a derecha: 1, Marcador de peso molecular; 2, FS No inducido; 3, FI No inducido; 4, FS DO 600 nm 0,1;
5, FI DO 600 nm 0,1; 6, FS DO 600 nm 0,2; 7, FI DO 600 nm 0,2; 8, FS DO 600 nm 0,4; 9, FI DO 600 nm 0,4; 10, FS DO
600nm 0,5; 11, FI DO 600 nm 0,5; 12, FS DO 600 nm 0,6 y 13, FI DO 600 nm 0,6.

La concentracion aproximada de la proteina viral se determindé mediante la cuantificacién
de proteinas totales a 280 nm y se sembro en el gel 100 pg de proteinas totales de cada
fraccion. La banda correspondiente a la proteina VP8 fue comparada visualmente con una
curva de BSA corrida en un gel de electroforesis tefiido con azul de coomasie y se
establecid la concentracion aproximada de la misma respecto al volumen sembrado en el
gel (tabla 1).

Teniendo en cuenta los datos mostrados en la tabla 1, se observa que la mayor
concentracion de la proteina viral se obtuvo cuando el cultivo alcanz6 una DO gy nm de 0,5
al momento de inducir la expresion de la proteina, con una concentracion aproximada de

la proteina viral de 0,141 ug/ul.



Tabla 1. Determinacién aproximada de la concentracion de la proteina viral VP8 - GST en las
fracciones de proteinas insolubles después de la lisis bacteriana a diferentes densidades 6pticas al

momento de inducir la expresion de la proteina VP8 con IPTG.

Carril de siembra ) Concentracion
Cantidad VP8 — GST Volumen )
DO 600 nm en el gel de la aproximada VP8 — GST
) («9) sembrado (u)
figura12 b (ug/d)
0,1 5 0.2 8,63 0,023
0,2 7 0,8 11,3 0,071
0,4 9 0,8 7,87 0,102
0,5 11 0,8 5,66 0,141
0,6 13 0,8 7,67 0,104

Otros factores que afectan la cantidad y solubilidad de las proteinas recombinantes
durante su expresion, es el tiempo de induccién y la concentracion del inductor. De esta
manera, se evaluaron diferentes tiempos de induccion, entre 2 a 8 h, con 1 mM de IPTG
cuando el cultivo alcanz6 una DO 4 nm de 0,5 (figura 13 a) y diferentes concentraciones
de IPTG, entre 0,5 - 2 mM (figura 13 b). Como se muestra en la figura 13 a, en las
fracciones insolubles correspondientes a los lisados bacterianos que fueron tratados
durante 2, 4, 6 y 8 horas con 1mM de IPTG (carriles 5, 7, 9 y 11), se observo la presencia
de la proteina viral en el gel, correspondiente a la banda mas ancha, la cual fue
identificada mediante western blot; mientras que en las fracciones solubles
correspondientes (carriles 4, 6, 8 y 10) no se evidencié la presencia de la proteina viral. Al
igual que en el ensayo anterior, la concentracién de la proteina viral fue determinada
visualmente frente a una curva de BSA con relacién al volumen de siembra que contenia

100 ug de proteina total en geles de poliacrilamida (tabla 2).

Tabla 2. Determinacion aproximada de la concentracion de la proteina viral VP8 - GST en las
fracciones de proteinas insolubles después de la lisis bacteriana a diferentes tiempos de induccion

con 1 mM de IPTG después de que el cultivo alcanz6 una DO g0 nm de 0,5.

Concentracion

Tiempo de Carril de siembra en Cantidad VP8 — Volumen ]
Induccioén (h) | gel de lafi 13 GST brad aproximada VP8 -
nduccién el gel de lafigura 13 a sembrado
g g (ug) () GST (uglud)
11,8 0,169

4 7 2 9,48 0,211




Concentracion

Tiemgo de Carril de sie.zmbra en Cantidad VP8 — Volumen aproximada VP8 -
Induccién (h) el gel de lafigural3 a GST (u9) sembrado () GST (uglu)
9 2 8,00 0,250
11 2 8,20 0,244

De acuerdo con los resultados calculados en la tabla 2, se determind que la concentracion
de la proteina viral VP8 - GST fue mayor cuando el cultivo bacteriano transformado fue
inducido durante 6 a 8 h, con una concentracion aproximada de 0,250 ug/ul de VP8 —
GST, respecto a 2 y 4 h con concentraciones de 0,169 — 0,211 nug/ul de VP8 — GST,

respectivamente.

Asi mismo, se determiné el efecto de la concentracion de IPTG sobre la expresion de la
proteina viral. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la figura 13 b, se observa
gue la mayor cantidad de la proteina viral se obtuvo cuando el cultivo bacteriano fue
tratado con 1 mM de IPTG vy se localizd en la fraccidn insoluble del lisado bacteriano
(carril 7); sin embargo, a una menor o mayor concentracion del inductor, la cantidad de
proteina viral expresada fue menor (carril 5 y 9). Por otra parte, las fracciones de
proteinas solubles correspondientes no presentaron la proteina recombinante (carriles 4,
6 y 8). La tabla 3 indica las concentraciones aproximadas calculadas para la proteina viral
VP8 — GST en cada uno de los ensayos, de lo cual se obtuvo 0,252 pug/ul cuando el

cultivo fue inducido con 1 mM de IPTG.

Tabla 3. Determinacion aproximada de la concentracion de la proteina viral VP8 - GST en las
fracciones de proteinas insolubles después de la lisis bacteriana con diferentes concentraciones de

IPTG después de que el cultivo alcanzé una DO gponm de 0,5.

Carril de siembra ) Concentracion
Concentracion Cantidad VP8 — Volumen ]
en el gel de la aproximada VP8 — GST
de IPTG (mM) ) GST (u9) sembrado ()
figural3b (ug/)
0,5 5 1 5,79 0,172
1,0 7 2 7,93 0,252

2,0 9 1 7,71 0,129




En resumen, las bacterias transformadas con el vector pGEX-4T-VP8 fueron cultivadas
hasta alcanzar una DO ¢y nm de 0.5 al momento de inducir la expresion de la proteina con
1 mM de IPTG durante 6 h.

Figura 13. a) Expresién de la proteina viral VP8 — GST variando el tiempo de induccién con 1 mM de
IPTG. La fraccion de proteinas solubles (FS) e insolubles (FI) de cada uno de los cultivos fue analizado por
SDS-PAGE al 12% y Western Blot con un anticuerpo primario contra GST. En los carriles del gel y membrana
correspondiente se observa de izquierda a derecha: 1, Marcador de peso molecular; 2, FS No inducido; 3, Fl
No inducido; 4, FS inducido 2h; 5, Fl inducido 2h; 6, FS inducido 4h; 7, Fl inducido 4h; 8, FS inducido 6h; 9, FI
inducido 6h; 10, FS inducido 8h y 11, FS inducido 8h. b) Expresion de la proteina viral VP8 — GST variando
la concentracién de IPTG. En los carriles del gel y membrana correspondiente se observa de izquierda a
derecha: 1, Marcador de peso molecular; 2, FS No inducido; 3, FI No inducido; 4, FS inducido con 0,5 mM
IPTG; 5, Fl inducido 0,5 mM IPTG; 6, FS inducido 1 mM IPTG; 7, Fl inducido 1 mM IPTG; 8, FS inducido 2
mM IPTG y 9, Fl inducido 2 mM IPTG.

Teniendo en cuenta que la expresién de la proteina viral recombinante VP8 se localiz6 en
la fraccion de proteinas insolubles, se analizd la expresion de la proteina pero a una
temperatura menor (25 °C) durante el crecimiento bacteriano y la induccién de la proteina
recombinante. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la figura 14, se puede

evidenciar que a pesar de disminuir la temperatura durante la induccién de la proteina



recombinante, esta se sigue localizando en la fraccién de proteinas insolubles y su

rendimiento fue menor (carril 4), en comparacién a 37°C (carril 5).

Figura 14. Expresion de la proteina viral VP8 — GST variando la temperatura a la cual se realizé el
crecimiento bacteriano y la induccidon de la expresion de la proteina recombinante. La fraccion de
proteinas solubles (FS) e insolubles (FI) de cada uno de los cultivos fue analizado por SDS-PAGE al 12% y
Western Blot con un anticuerpo primario contra GST y contra un péptido de VP8. En los carriles del gel y
membranas correspondientes se observa de izquierda a derecha: 1, Marcador de peso molecular; 2, FS
inducido a 25 °C; 3, FS inducido a 37 °C; 4, Fl inducido a 25 °C y 5, Fl inducido a 37 °C.

6.2.2 Expresion de la proteina recombinante estructural del rotavirus VP5.

Para la expresiéon de la proteina viral VP5 — GST se emplearon las condiciones
previamente estandarizadas para la expresion de la proteina viral VP8 — GST; sin
embargo, el rendimiento no fue el adecuado teniendo en cuenta los resultados obtenidos
para VP8 — GST. Por tanto, se evaluaron las variables descritas anteriormente y dos
variables adicionales que permitieron aumentar la expresién de la proteina recombinante,

entre ellas: el medio de cultivo y la adicién de glucosa durante el crecimiento bacteriano.

Teniendo en cuenta lo anterior, se analizd la expresion de la proteina viral VP5 — GST
cuando las bacterias transformadas fueron cultivadas en dos medios diferentes: LB y
2XYT. El primero tiene los nutrientes esenciales para el crecimiento bacteriano y el

segundo, es un medio enriquecido, el cual presenta una mayor concentracion de triptona



y extracto de levadura respecto a LB. La presencia de la proteina viral fue identificada en
la fraccién de proteinas insoluble mediante western blot con un anticuerpo policlonal
dirigido contra la proteina viral y otro anticuerpo policlonal dirigido contra GST y presento

un peso molecular de 75 KDa (figura 15).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la figura 15, se pudo observar que
cuando las bacterias fueron cultivadas en medio LB pero no se empleé inductor, no se
evidencié la expresion basal de la proteina viral (carril 2); sin embargo, cuando el cultivo
se realiz6 en medio 2XYT, se incrementd la expresién basal de la misma (carril 3), pero
en presencia de glucosa al 2% se inhibio (carril 4). Asi mismo, la mayor concentracion de
la proteina viral se obtuvo cuando el cultivo se realizé en medio 2XYT en presencia de
glucosa al 2 % con 1 mM de IPTG (carril 8), respecto a las bacterias que fueron cultivadas
en este mismo medio pero en ausencia de glucosa (carril 7) y en medio LB con y sin

glucosa en presencia del inductor (carril 5y 6).

Figura 15. Expresién de la proteina viral VP5 - GST en medio LB y 2XYT en presencia y ausencia de
glucosa al 2 %. En los carriles del gel se observa de izquierda a derecha: 1, Marcador de peso molecular; 2,
FI No inducido en medio LB; 3, FI No inducido en medio 2XYT; 4, FI No inducido en medio 2XYT y glucosa; 5,
Fl inducido en medio LB; 6, Fl inducido en medio LB y glucosa; 7; Fl inducido en medio 2XYT; 8, Fl inducido
en medio 2XYT vy glucosa. En la parte inferior se encuentra la membrana correspondiente, para lo cual se

empled un anticuerpo dirigido contra el polipéptido GST.

Con el fin de incrementar la concentracion de proteina viral VP5 — GST y de ser posible
en forma soluble, se analizé la expresién de la proteina recombinante cuando la induccién
se realiz6 a diferentes DO gonm @l momento de adicionar el IPTG. Para esto se realiz6 la

curva de crecimiento para las bacterias BL21(DE3) transfectadas con el plasmido pGEX-



4T-VP5 con el fin de identificar la fase de crecimiento exponencial y estacionaria de las

bacterias transformadas en medio 2XYT y en presencia de glucosa al 2 % (figura 16 a).

A partir de la figura 16 a fue posible definir la fase de latencia, entre 0 — 1 h de
crecimiento, la fase exponencial, entre 1 — 4h y la fase estacionaria, después de 4h en
adelante, del cultivo bacteriano. Después de identificado el tiempo en el cual se llevé 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 alcanzaron las
diferentes DO 400 nm (0,1 — 0,7) al momento de adicionar el inductor. En los carriles 2y 3 de
la figura 16 b, se sembraron las fracciones soluble e insoluble, respectivamente, del lisado
bacteriano que no fue inducido con IPTG, en los cuales no se evidencid expresion basal
de la proteina recombinante. Los carriles 4, 6, 8, 10 y 12 corresponden a las fracciones de
proteinas solubles de cada uno de los lisados bacterianos que fueron tratados con el
inductor una vez habian alcanzado una DO ¢y nm de 0.1, 0.2, 0.4, 0.6 y 0.7,
respectivamente, en los cuales tampoco se detectd la presencia de la proteina viral.
Mientras que en los carriles 5, 7, 9, 11 y 13, en los que se sembrd las fracciones
insolubles de los lisados anteriores, se identificé la presencia de esta proteina. Por lo
tanto, la proteina viral VP5 — GST fue expresada en la fraccion de proteinas insolubles a

pesar de variar el nimero de bacterias antes de estimular su expresion.

Figura 16. a) Curva de crecimiento de las bacterias BL21(DE3) — VP5 en medio 2XYT y 2 % de Glucosa
medido por turbidimetria a 600 nm. b) Expresion de la proteina viral recombinante VP5 — GST variando
el numero de bacterias transformadas antes de inducir la expresion. La fraccién de proteinas solubles
(FS) e insolubles (FI) de cada uno de los cultivos fue analizado por SDS-PAGE al 12% y western blot con un

anticuerpo primario contra GST. En los carriles de los geles y membranas correspondientes se observa de



izquierda a derecha: 1, Marcador de peso molecular; 2, FS No inducido; 3, FI No inducido; 4, FS DO 600 nm 0,1;
5, FI DO 600 nm 0,1; 6, FS DO 600 nm 0,2; 7, Fl DO 600 nm 0,2; 8, FS DO 600 nm 0,4; 9, FI DO 600 nm 0,4; lO, FS DO
600 nm 0,6; ll, FI DO 600 nm 0,6; 12, FS DO 600 nm 0,7 Yy 13, FI DO 600 nm 0,7.

Asi mismo, la concentracién aproximada de la proteina recombinante fue determinada
teniendo en cuenta la intensidad de la banda obtenida para esta proteina y comparandola
con una curva de BSA con relacion al volumen sembrado en el gel de electroforesis (tabla
4).

Tabla 4. Concentracién aproximada de la proteina viral VP5 - GST en las fracciones de proteinas
insolubles después de la lisis bacteriana a diferentes densidades Opticas antes de la induccién con 1
mM de IPTG.

Carril de siembra . Concentracion
Cantidad VP5 — Volumen ]
DO 600 nm en el gel de la aproximada VP5 — GST
. GST (u9) sembrado ()
figural6 b 071)7))
0,1 5 0,2 10,0 0,020
0,2 7 1,0 10,0 0,100
0,4 9 0,5 4,69 0,107
0,6 11 0,1 4,35 0,023
0,7 13 0,1 3,44 0,029

En la tabla 5 se calcul6é que la mayor concentracion de la proteina VP5 — GST se obtuvo
cuando el cultivo alcanzé una DO gy nm entre 0.2 — 0.4 y se indujo con 1 mM de IPTG
durante 4 h, con una concentracion de la proteina viral de 0.100 — 0.106 ng/ul,

respectivamente.

Por otra parte, la expresion de la proteina viral VP5 fue evaluada a diferentes tiempos de
induccion, para lo cual las bacterias transformadas fueron cultivadas hasta alcanzar una
DO 500 nm de 0,4 en medio 2XYT en presencia de glucosa al 2 % y tratadas con 1 mM de
IPTG durante 2 — 8 h. Como se observa en la figura 17 a, la banda correspondiente a la
proteina VP5 — GST fue detectada solo en las fracciones insolubles de los lisados
bacterianos inducidos durante 2, 4, 6 y 8 h (carriles 5, 7, 9 y 11, respectivamente).
Mientras que en los carriles 4, 6, 8 y 10, correspondientes a las fracciones solubles de los

lisados anteriores, no se observo la proteina viral.



La concentracidon de la proteina viral VP5 — GST fue calculada en cada una de las
fracciones insolubles de los lisados bacterianos como se menciond anteriormente. En la
tabla 5, se puede observar que la mayor concentracién de la proteina viral fue obtenida
cuando el cultivo fue inducido durante 4 h, con un valor aproximado de 0,297 ug/ul; sin
embargo, no se observd cambios drasticos en la cantidad de proteina expresada en los

diferentes tiempos analizados.

Tabla 5. Concentracion aproximada de la proteina viral VP5 unida a GST en las fracciones de proteinas
insolubles después de la lisis bacteriana a diferentes tiempos de inducciéon con 1 mM de IPTG después

de alcanzar una DO goonm de 0,2.

i Carril de siembra . Concentracion
Tiempo de Cantidad VP5 — Volumen )
. en el gel de la aproximada VP5 — GST
Induccion (h) ) GST (19) sembrado (g)

figural7 a (w9 /1d)
2 5 2 7,00 0,286
4 7 1 3,37 0,297
6 9 0,8 3,03 0,264
8 11 1 4,65 0,215

Otra variable que afecta la expresién de una proteina recombinante es la concentracion
del inductor. Para esto, se crecieron las bacterias transformadas en medio 2XYT en
presencia de 2% de glucosa y se indujo la expresion de la proteina con diferentes

concentraciones de IPTG, entre 0,5 — 2 mM, durante 4 h.

Como se observa en la figura 17 b, la proteina viral VP5 — GST se mantuvo en la fraccion
de proteinas insolubles (carriles 5, 7 y 9), aun cuando se varid la concentracion del
inductor. Al igual que en los ensayos anteriores, no se observé la presencia de la proteina

viral en las fracciones solubles de los lisados anteriores (carriles 4, 6 y 8).

Tabla 6. Concentracién aproximada de la proteina viral VP5 unida a GST en las fracciones de proteinas
insolubles después de la lisis bacteriana a diferentes concentraciones de IPTG después de alcanzar
una DO goonm de 0,2.

) Carril de siembra . Concentracién
Concentracion Cantidad VP5 — Volumen )
en el gel de la aproximada VP5 — GST
de IPTG (mM) ) GST (u9) sembrado ()
figural7 b (0l )

0,5 5 2 515 0,388




Carril de siembra . Concentracion
Concentracion Cantidad VP5 — Volumen )
en el gel de la aproximada VP5 — GST
de IPTG (mM) ) GST (u9) sembrado ()
figural7 b (z0/d)
1,0 7 2 5,23 0,382
2,0 9 1 5,02 0,199

La concentracion de la proteina viral VP5 — GST fue determinada en los ensayos
anteriores y se tabul6 en la tabla 6. A partir de los datos obtenidos, se determiné que la
mayor concentracion de la proteina fue obtenida cuando al cultivo se le adicioné 0.5y 1
mM de IPTG, con un valor aproximado de 0,388 pg/ul. Sin embargo, concentraciones de 2
mM del inductor disminuy6 la concentracion de la proteina viral, con un valor aproximado

de 0,199 pg/ul.

Figura 17. a) Expresién de la proteina viral VP5 — GST variando el tiempo de induccién con 1 mM de
IPTG. La fraccion de proteinas solubles (FS) e insolubles (FI) de cada uno de los cultivos fue analizado por
SDS-PAGE al 12% y western blot con un anticuerpo primario contra GST. En los carriles del gel y membrana
correspondiente se observa de izquierda a derecha: 1, Marcador de peso molecular; 2, FS No inducido; 3, Fl
No inducido; 4, FS inducido 2h; 5, Fl inducido 2h; 6, FS inducido 4h; 7, Fl inducido 4h; 8, FS inducido 6h; 9, FI
inducido 6h; 10, FS inducido 8h y 11, Fl inducido 8h. b) Expresién de la proteina viral VP5 — GST variando
la concentracién de IPTG. En los carriles del gel y membrana correspondiente se observa de izquierda a
derecha: 1, Marcador de peso molecular; 2, FS No inducido; 3, FI No inducido; 4, FS inducido con 0,5 mM
IPTG; 5, Fl inducido 0,5 mM IPTG; 6, FS inducido 1 mM IPTG; 7, Fl inducido 1 mM IPTG; 8, FS inducido 2
mM IPTG y 9, Fl inducido 2 mM IPTG.



En resumen, las bacterias transformadas con el vector pGEX-4T-VP5 fueron cultivadas
hasta alcanzar una DO gy nm de 0.2 al momento de inducir la expresion de la proteina con
0,5 mM de IPTG durante 4 h.

La expresion de la proteina viral VP8 y VP5 fue localizada en la fraccion de proteinas
insolubles en las diferentes condiciones analizadas, lo cual sugiere la formacién de
agregados insolubles de la proteina recombinante, denominados cuerpos de inclusion.
Para confirmar este evento, el pellet obtenido después de la lisis celular fue tratado con
concentraciones crecientes de Urea (1 — 8M), teniendo en cuenta que solo a altas
concentraciones del agente caotropico se solubilizan este tipo de agregaciones. Como se
puede evidenciar en la figura 18, las proteinas recombinantes VP8 — GST y VP5 - GST
fueron solubles solo cuando se emple6 8 M de Urea (carriles 8), sugiriendo que la

expresion de estas proteinas se di6 en forma de cuerpos de inclusion.

Figura 18. Expresion de la proteina viral VP8 - GST (a) y VP5 — GST (b) en cuerpos de inclusién. En los
carriles de los geles se observa de izquierda a derecha: 1, Marcador de peso molecular; 2, FS No inducido; 3,
FI No inducido; 4, FS inducido; 5, FI tratada con Grea 1 M; 6, Fl tratada con Urea 2 M; 7; Fl tratada con Urea 4
M; 8, FI tratada con Urea 8 M. La induccién de la expresion de la proteina viral VP8 — GST se llevé a cabo
cuando el cultivo bacteriano alcanz6 una DO g0 nm: 0,5, con 1 mM de IPTG durante 6 horas; mientras que la
expresion de la proteina viral VP5 — GST se realizé cuando el cultivo alcanzé una DO oo nm de 0,4 con 0,5 mM
de IPTG durante 4 h.

6.2.3 Expresion de la proteina recombinante Hsc 70.

Para optimizar las condiciones de expresion de la proteina recombinante Hsc 70 se
tuvieron en cuenta las variables anteriormente mencionadas para las proteinas virales
VP8y VPS5.



Inicialmente, se realizd la curva de crecimiento de las bacterias BL21(DE3) trasnformadas
con el vector pET-28a-Hsc70 en medio LB, la cual permiti6 definir las fases del
crecimiento con relacion al tiempo que corresponde a la fase de latencia, entre 0 — 1h, la
la fase exponencial, entre 1 — 4h, y la fase estacionaria, de 5 h en adelante (figura 19
a). Por tanto, los ensayos de induccion de la expresion de la proteina recombinante Hsc
70 se realizaron con cultivos que tuvieran absorbancia entre 0,1 — 0,7 que corresponden a
la fase exponencial y el inicio de la fase estacionaria del crecimiento celular. La presencia
de la proteina fue identificada con un anticuerpo policlonal dirgido contra la proteina
celular y se calculé un peso molecular de 65 KDa.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la figura 19 b, no se observé expresion
basal de la proteina Hsc70 en la fraccién soluble ni en la insoluble procedente de un
cultivo bacteriano al cual no se le adicion6 IPTG (carriles 2 y 3, respectivamente). Por otra
parte, se evidencié una banda correspondiente a la proteina recombinante tanto en las
fracciones solubles como en las insolubles de los cultivos bacterianos que alcanzaron una
DO 600 nm de 0.1 a 0.4 (carriles 4 - 11) y que fueron tratados con 1 mM de IPTG durante 4
h. Sin embargo, la presencia de Hsc70 fue identificada Unicamente en las fracciones
insolubles procedentes de cultivos que alcanzaron una DO g nm de 0.5 a 0.7 al momento

de inducir la expresion con IPTG (carriles 13, 15y 17).

Figura 19. a) Curva de crecimiento de las bacterias BL21(DE3) — Hsc 70 en medio 2XYT medido por

turbidimetria a 600 nm. b) Expresion de la proteina recombinante Hsc70 variando el nimero de



bacterias transformadas antes de inducir la expresion. La fraccion de proteinas solubles (FS) e insolubles
(FI) de cada uno de los cultivos fue analizado por SDS-PAGE al 12% y western blot con un anticuerpo
primario contra la proteina. En los carriles de los geles y membranas correspondientes se observa de
izquierda a derecha: 1, Marcador de peso molecular; 2, FS No inducido; 3, FI No inducido; 4, FS DO 600 nm 0,1;
5, FI DO 600 nm 0,1; 6, FS DO 600 nm 0,2; 7, FI DO 600 nm 0,2; 8, FS DO 600 nm 0,3; 9, FI DO 600 nm 0,3; 10, FS DO
600 nm 0,4; 11, FI DO 600 nm 0,4; 12, FS DO 600 nm 0,5; 13, FI DO 600 nm 0,5; 14, FS DO 600 nm 0,6; 15, FI DO 600 nm
0,6; 16, FS DO g00nm 0,7 y 17, FI DO 600 nm 0,7.

En la tabla 7 se muestran los datos de concentracion aproximada de la proteina Hsc70
obtenida en los diferentes cultivos analizados, tanto en la fraccién soluble como en la
insoluble. Los resultados obtenidos muestran que la mayor concentracion de la proteina
celular se obtuvo cuando el cultivo bacteriano alcanzé una DO gy i de 0.6 al momento de
inducir la expresion, con un valor de 0,118 ug/ul, en comparacién con los datos obtenidos

en los otros cultivos.

Tabla 7. Concentracién aproximada de la proteina recombinante Hsc70 en las fracciones de proteinas
solubles e insolubles después de la lisis bacteriana a diferentes densidades 6pticas antes de la

induccién con 1 mM de IPTG.

Carril de siembra . Concentracion
Cantidad Volumen ]
DO 600 nm en el gel de la Fraccion aproximada Hsc 70
) Hsc 70 (zg) = sembrado (u)

figura19 b (ug/ )

01 4 Soluble 0,2 9,63 0,021
’ 5 Insoluble 0,2 11,7 0,017
0.2 6 Soluble 0,2 11,3 0,018
’ 7 Insoluble 0,2 10,1 0,020
0.3 8 Soluble 0,1 10,2 0,010
’ 9 Insoluble 0,2 8,69 0,023
04 10 Soluble 0,1 9,57 0,010
’ 11 Insoluble 0,2 8,29 0,024
0,5 13 Insoluble 0,5 4,91 0,102
0,6 15 Insoluble 0,4 3,40 0,118
0,7 17 Insoluble 0,4 6,93 0,058

Con el objeto de incrementar la concentracion de la proteina recombinante y aumentar la
proporcién de la misma en la fraccion soluble, se evalué el tiempo de induccidn, entre 2 a
8 h, con 1 mM de IPTG después de que el cultivo alcanzé una DO gy nm de 0,6. Teniendo

en cuenta los resultados en la figura 20 a, la presencia de la proteina recombinante fue



identificada en todas las fracciones procedentes de los lisados bacterianos obtenidos en
cada ensayo (carriles 4 - 11); sin embargo, se evidencié una mayor cantidad de la
proteina en las fracciones insolubles en comparacién con las fracciones solubles. La
concentracion de Hsc70 en las fracciones obtenidas de cada uno de los cultivos fue
determinada y tabulada en la tabla 8. De acuerdo con los resultados obtenidos en la tabla,
la mayor concentracion de Hsc70 (0,134 ug/ul) fue obtenida cuando el cultivo bacteriano
alcanz6 una DO gy nm de 0,6 y la induccion se realizé con 1 mM de IPTG durante 4 h,

teniendo en cuenta las dos fracciones.

Tabla 8. Concentracién aproximada de la proteina recombinante Hsc 70 en las fracciones de proteinas
solubles e insolubles después de la lisis bacteriana a diferentes tiempos de induccién con 1 mM de

IPTG después de alcanzar una DO gp nm de 0,6.

_ Carril de siembra _ Volumen )
Tiempo de » Cantidad Concentracién
) » en el gel de la Fraccion sembrado ]
induccién (h) ] Hsc 70 (1g) aproximada Hsc 70
figura 20 a ()
) 4 Soluble 0,1 9,45 0,011
5 Insoluble 0,5 9,73 0,051
4 6 Soluble 0,1 7,26 0,014
7 Insoluble 1,0 8,33 0,120
6 8 Soluble 0,1 9,97 0,010
9 Insoluble 0,5 6,75 0,074
8 10 Soluble 0,1 8,15 0,012
11 Insoluble 0,5 5,48 0,091

Asi mismo, se evalué el efecto sobre la concentracién y localizacion de la proteina
recombinante Hsc 70 al utilizar diferentes concentraciones de IPTG, entre 0,5 — 2 mM.
Como se muestra en la figura 20 b, la proteina recombinante fue identificada tanto en la
fraccion insoluble y soluble de cada uno de los cultivos inducidos con las diferentes
concentraciones de IPTG (carriles 4 - 9) y al igual que el ensayo anterior, la mayor
cantidad de Hsc70 fue observada en la fraccion insoluble de los lisados bacterianos

(carriles 5, 7y 9).

De la misma manera, la concentracién de la proteina Hsc70 fue determinada en cada una
de las fracciones obtenidas a partir de los diferentes cultivos. Como se muestra en la tabla
10, la mayor concentracién de la proteina se obtuvo cuando el cultivo se traté con 1 mM

de IPTG, con un valor de 0,089 ug/ul; sin embargo, no se observaron diferencias radicales



en cuanto a cantidad ni localizacién de la proteina aun al variar la concentracion del

inductor.

Tabla 9. Concentracidon aproximada de la proteina recombinante Hsc 70 en las fracciones de proteinas
solubles e insolubles después de la lisis bacteriana con diferentes concentraciones de IPTG después

de alcanzar una DO g0 nm de 0.6.

Concentracion = Carril de siembra Cantidad Hsc Volumen Concentracion
del inductor en el gel de la Fraccién sembrado aproximada

(mM) figura20 b 70 (1) (ud) Hsc 70 (ug/d)

4 Soluble 0,1 8,05 0,012

05 5 Insoluble 0,5 7,21 0,069

6 Soluble 0,1 5,83 0,017

L0 7 Insoluble 0,5 6,93 0,072

8 Soluble 0,1 7,31 0,014

20 9 Insoluble 0,5 7,62 0,066

Figura 20. a) Expresidn de la proteina recombinante Hsc70 variando el tiempo de induccién con 1 mM
de IPTG. La fraccion de proteinas solubles (FS) e insolubles (FI) de cada uno de los cultivos fue analizado por
SDS-PAGE al 12% y Western Blot con un anticuerpo primario contra GST. En los carriles del gel y membrana
se observa de izquierda a derecha: 1, Marcador de peso molecular; 2, FS No inducido; 3, FI No inducido; 4,
FS inducido 2h; 5, Fl inducido 2h; 6, FS inducido 4h; 7, FS inducido 4h; 8, FS inducido 6h; 9, Fl inducido 6h;



10, FS inducido 8h y 11, FI inducido 8h. b) Expresién de la proteina recombinante Hsc70 variando la
concentracion del inductor IPTG. En los carriles del gel y membrana se observa de izquierda a derecha: 1,
Marcador de peso molecular; 2, FS No inducido; 3, FI No inducido; 4, FS inducido con 0,5 mM IPTG; 5, FI
inducido 0,5 mM IPTG; 6, FS inducido 1 mM IPTG; 7, Fl inducido 1 mM IPTG; 8, FS inducido 2 mM IPTG y 9,
Fl inducido 2 mM IPTG.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos para optimizar la expresién de la proteina
Hsc70, se puede evidenciar que la mayor concentracion de la proteina recombinante se
obtuvo cuando el cultivo alcanzé una DO 4y nm de 0,6 y la induccién se llevo a cabo
durante 4 h con 1 mM de IPTG.

6.2.4 Expresion de la proteina estructural del rotavirus VP6

La expresion de la proteina estructural VP6 del rotavirus se realizé mediante la infeccidn
de células MA104, procedentes de células epiteliales de rifibn de mono verde, con un
virus recombinante vaccinia que tiene la secuencia que codifica esta proteina. Las células
infectadas fueron lisadas a partir del tratamiento con diferentes detergentes y sonicacion.
Una vez separado el pellet (proteinas adheridas a membrana) del sobrenadante
(proteinas solubles) se procedi6é a identificar la presencia de la proteina rotaviral VP6 en
cada una de las fracciones mediante SDS — PAGE y western blot con un anticuerpo

policlonal contra rotavirus.

Como se puede observar en la figura 21, se identifico la presencia de la proteina viral VP6
en células infectadas con el virus vaccinia recombinante con un peso molecular de 39
KDa, comparado con un control positivo de TLPs (carril 2) y un control negativo de células
sin infectar que incluye una fraccién soluble (carril 7), fraccién solubilizada con triton X 100
(carril 8) y fraccién solubilizada con uUrea 8 M (carril 9). La proteina viral VP6 se localiz6 en
la fraccion de proteinas insolubles (carril 6) de las células infectadas, posiblemente
adheridas a membranas o agregaciones proteicas de VP6 producidas tras el proceso
infeccion y la sobreexpresiéon de la misma, mientras que la fraccién soluble (carril 5) y la

fraccion solubilizada con el detergente (carril 5) no presentaron la proteina rotaviral.



Figura 21. Localizacién de la proteina viral VP6. a. En los carriles del gel de electroforesis se observa de
izquierda a derecha: 1, Marcador de peso molecular; 2, TLPs purificadas; 3, lisado de células MA104
infectadas con rotavirus RRV; 4, FS obtenida a partir de un lisado de células MA104 infectadas con el virus
vaccinia recombinante; 5, Fl tratada con tritén al 1% obtenida a partir de un lisado de células MA104
infectadas con el virus vaccinia recombinante; 6, Pellet remanente solubilizado con Urea 8M obtenido a partir
de un lisado de células MA104 infectadas con el virus vaccinia recombinante; 7, FS obtenida a partir de un
lisado de células MA104 sin infectar; 8, FI tratada con triton al 1% obtenida a partir de un lisado de células
MAZ104 sin infectar y 9, Pellet remanente solubilizado con Urea 8M obtenido a partir de un lisado de células
MAZ104 sin infectar. En la parte inferior se observa la membrana correspondiente para lo cual se emple6 un

anticuerpo policlonal dirigido contra la particula viral del rotavirus.

6.3 PURIFICACION DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES ESTRUCTURALES VPS5,
VP8 Y VP6 DEL ROTAVIRUS Y LA PROTEINA CELULAR Hsc 70

Después de optimizar la expresion de cada una de las proteinas virales (VP5, VP6 y VP8)
y la proteina celular Hsc70, se procedioé a estandarizar el proceso de purificacién de las

proteinas.

6.3.1 Purificacion de la proteina VP8-GST mediante cromatografia de afinidad.

La expresion de esta proteina viral se dio en forma de cuerpos de inclusién, los cuales
fueron solubilizados con Urea 8M. El uso de este agente caotrépico dificultd la separacion
de la proteina recombinante, puesto que su purificacion por cromatografia de afinidad
dependia de la estructura tridimensional del polipéptido GST unido a la proteina viral y por

tanto del reconocimiento e interaccion con el glutatién unido a una resina de agarosa.



Teniendo en cuenta lo anterior, fue necesario emplear diferentes estrategias
experimentales que permitieran la interaccion de la proteina con la resina de agarosa. En
primera instancia, las fracciones insolubles de los lisados bacterianos solubilizadas con
Urea 8M fueron dializados frente a PBS a 4 °C durante 24 horas con recambios del buffer
cada 4 horas. Posteriormente, los lisados dializados fueron incubados con la resina, la
proteina recombinante fue eluida con 20 mM de glutation y las fracciones obtenidas
fueron analizados mediante SDS — PAGE. Con este método, la proteina no fue separada

en los eluidos y se mantuvo en el lisado bacteriano; es decir, no se unié a la resina.

Otra metodologia empleada para el replegamiento de la proteina recombinate consistio en
dializar las muestras en concentraciones decrecientes del agente caotropico en PBS, el
cual fue reemplazado cada 4 horas hasta dializar con PBS en ausencia de Urea.
Posteriormente, las muestras dializadas fueron tratadas con la resina y la proteina eluida
con glutation; sin embargo, no fue separada la proteina viral de la fraccion insoluble del

lisado bacteriano en los eluidos obtenidos.

Por este motivo, se empleé una metodologia publicada por Frangioni et al., en 1993, para
lo cual se utilizd N-Laurilsarcosina y DTT para lisar bacterias y solubilizar los cuerpos de
inclusion, como se menciond en metodologia, numeral 5.4.1. Adicionalmente, se empled
un detergente no iénico tritdbn, X-100 al 1 % como agente renaturante; sin embargo, la
cantidad de proteina recombinante purificada fue muy poca respecto a la cantidad de

proteina total identificada en el lisado bacteriano.

Con el objeto de aumentar la cantidad de proteina de fusién unida a la resina, se
incrementd la concentracion del detergente renaturante al 3 % y los resultados fueron
analizados por SDS-PAGE; sin embargo, no se incrementé la cantidad de proteina
retenida significativamente (figura 22 a, carril 4). Paralelamente, se realiz6 el mismo
tratamiento con N-laurilsarcosina y DTT a un pellet bacteriano, pero no se empled un
detergente renaturante, sino que la muestra fue diluida 10 veces en buffer PBS y después
sometida a la cromatografia de afinidad. Como se observa en la figura 22 b, la cantidad
de proteina recombinante recuperada y el nUmero de fracciones eluidas (carriles 4 - 6) fue
mayor respecto al ensayo anterior, teniendo en cuenta que se parti6 de un lisado
bacteriano con la misma concentracién de proteinas y el volumen de siembra en el gel fue

igual en los dos tratamientos.



Figura 22. Purificacion de la proteina recombinante VP8 — GST mediante cromatografia de afinidad. El
lisado bacteriano fue tratado con N — Sarcosina y DTT para solubilizar los cuerpos de inclusiéon y
tratado con: (@) triton X-100 al 3 % o (b) diluido 10 veces con PBS, las fracciones obtenidas de la
cromatografia fueron analizadas por SDS-PAGE. En los carriles de los geles se observa de izquierda a
derecha: 1, Marcador de peso molecular; 2, Lisado bacteriano total; 3, Lisado que no fue retenido por la
resina; 4, Eluido 1; 5, Eluido 2; 6, Eluido 3; 7, Eluido 4 y 8, resina lavada después de obtener los eluidos. Los
eluidos fueron obtenidos con 5 — 20 mM glutation.

6.3.2 Purificacion de la proteina VP5-GST mediante cromatografia de afinidad.

Al igual que la proteina viral VP8, la proteina VP5 - GST fue localizada en la fraccién de
proteinas insolubles y por tanto se emple6 Urea 8 M para su solubilizacion. A pesar de
repetidos intentos por purificar la proteina recombinante mediante cromatografia de
afinidad después de dializarla en PBS con el objetivo de renaturarla, no se evidencio
interaccion entre la proteina y la resina.

Para la purificaciéon de la proteina viral VP5 - GST, se emple6 la ultima metodologia
utiizada para VP8 — GST; sin embargo, se evaluaron diferentes posibles agentes
renaturantes, incluyendo: Trinton X100, Tween 20, NP40, CHAPS vy octilglucésido. Las
fracciones obtenidas después del corrido cromatografico se analizaron mediante SDS-
PAGE vy western blot.

En la figura 23, se observa que de los detergentes que se utilizaron como agentes
renaturantes y facilitaron la interaccion de la proteina recombinante con el glutation,
fueron: CHAPS y NP40 al 1 % (carriles 6 y 15); sin embargo, la cantidad total de la
proteina de fusién no fue retenida por la resina, como se evidencié en los carriles 5y 14.

Los detergentes restantes (octilglucésido, tween 20 y tritbn X100) no permitieron la



interaccion de la proteina viral unida a GST con el glutation presente en la resina (carriles

3,9y 12, respectivamente).

Figura 23. Purificacion de la proteina recombinante VP5 — GST mediante cromatografia de afinidad a
partir de lisados bacterianos tratados con N — sarcosina y DTT para solubilizar los cuerpos de
inclusion y con diferentes detergentes renaturantes. Las fracciones obtenidas de la cromatografia de
afinidad fueron analizadas por SDS — PAGE y western blot. En los carriles de los geles se observa de
izquierda a derecha: 1, Marcador de peso molecular; 2, Lisado bacteriano tratado con B - octilglucésido al 1 %
no retenido; 3, Eluido obtenido a partir del lisado tratado con B - octilglucosido; 4, resina lavada después de
obtener el eluido; 5, Lisado bacteriano tratado con CHAPS al 1 % no retenido; 6, Eluido obtenido a partir del
lisado tratado con CHAPS; 7, resina lavada después de obtener el eluido; 8, Lisado bacteriano tratado con
tween 20 al 1 % no retenido; 9, Eluido obtenido a partir del lisado tratado con tween 20; 10, resina lavada
después de obtener el eluido; 11, Lisado bacteriano tratado con tritobn X 100 al 1 % no retenido; 12, Eluido
obtenido a partir del lisado tratado con tritén X 100; 13, resina lavada después de obtener el eluido; 14, Lisado
bacteriano tratado con NP40 al 1 % no retenido; 15, Eluido obtenido a partir del lisado tratado con NP40; 16,
resina lavada después de obtener el eluido. Los eluidos fueron obtenidos con 5 mM glutatién. En la parte

inferior se encuentra las membranas de western blot correspondientes.

Por esta razén, se evalud una concentracion mayor de cada uno de los detergentes; sin
embargo, al utilizar 3 % de CHAPS en el lisado total, se observé la formacién de una
suspensién, que después de centrifugar y analizar por SDS-PAGE y western blot, se
identifico la presencia de la proteina viral junto con otras proteinas bacterianas, el restante
de proteina que quedod soluble en el lisado fue incubado con la resina, pero el proceso de
purificacion permitio la recuperacion de una baja cantidad de proteina viral respecto a la

encontrada en el lisado total, como se observé en los carriles 4 a 8 de la figura 24 a.

Al utilizar NP40 al 3 % como agente renaturante, no se observd la formacion de la

suspensién anterior y se logré purificar una mayor cantidad de la proteina recombinante



VP5 — GST en comparacion con CHAPS al 3 % teniendo en cuenta que se partié del

mismo lisado bacteriano (figura 24 b, carriles 4 - 8).

Figura 24. Purificacion de la proteina recombinante VP5 — GST mediante cromatografia de afinidad a
partir de un lisado bacteriano tratado con N — sarcosina y DTT para solubilizar los cuerpos de
inclusién. El lisado bacteriano fue tratado con CHAPS al 3 % (a) o con NP40 al 3 % (b), las fracciones
obtenidas después de la cromatografia de afinidad fueron analizadas por SDS — PAGE. En los carriles de los
geles se observa de izquierda a derecha: 1, Marcador de peso molecular; 2, Lisado bacteriano total tratado
con el detergente correspondiente; 3, Lisado bacteriano no retenido por la resina; 4, Eluido 1; 5, Eluido 2; 6,
Eluido 3; 7, Eluido 4; 8, Eluido 5; 9, resina lavada después de obtener los eluidos. Los eluidos fueron

obtenidos con 5 — 20 mM glutation.

6.3.3 Purificacion de la proteina recombinante Hsc 70 mediante cromatografia de

afinidad.

La proteina recombinante Hsc 70 tiene una cola de histidinas unida en la regién amino
terminal de la proteina, lo cual fue util en el proceso de purificacién puesto que al emplear
una resina de sefarosa cargada con Ni*, interacciona con los nitrégenos presentes en los
anillos imidazélicos de los residuos de histidina permitiendo su purificacién. En el proceso
de estandarizacién de la expresion, la proteina recombinante Hsc70 fue identificada tanto
en la fraccién soluble como en la insoluble. Por tanto, el pellet de células fue tratado de la
misma manera que las bacterias que expresaron las proteinas recombinantes VP5 y VP8.
Es importante resaltar, que las bacterias que expresaron las proteinas rotavirales fueron
tratadas con el buffer STE, N-sarcosina y DTT con el objeto de solubilizar los cuerpos de
inclusién para el proceso de purificacion, el cual contiene EDTA en su composicion;
mientras que las células que expresaron la proteina recombinante Hsc70 fueron

resuspendidas en buffer PBS, N-sarcosina y DTT en ausencia de EDTA, puesto que esta



molécula puede quelar el Ni** de la resina y evitar la purificacién de la proteina

recombinante.

Después de la lisis celular y la solubilizacion de los posibles cuerpos de inclusiéon
formados durante la expresion de la proteina, el lisado celular fue tratado con Triton X-
100 al 1 % como agente renaturante y para eliminar interacciones inespecificas de otras
proteinas bacterianas con la resina. Por dltimo, la elucion de la proteina se realizé con
concentraciones crecientes de imidazol y las fracciones obtenidas fueron analizadas por
SDS-PAGE. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la figura 25, la mayor
cantidad de la proteina Hsc70 presente en el lisado bacteriano total (carril 2) fue retenida
por la resina puesto que la banda correspondiente a esta proteina fue visiblemente
reducida en el lisado bacteriano no retenido (carril 3). Por otra parte, se logr6 eluir la
proteina celular con concentraciones crecientes de imidazol (carriles 7 - 12); sin embargo,
los eluidos correspondiente a los carriles 8, 9 y 10 presentaron bandas inespecificas de

alto y bajo peso molecular.

Figura 25. Purificacion de la proteina Hsc 70 mediante cromatografia de afinidad para lo cual se
empled una resina de sefarosa unida a Ni**. Las fracciones obtenidas de la cromatografia de afinidad
fueron analizadas por SDS — PAGE. En los carriles del gel se observa de izquierda a derecha: 1, Marcador de
peso molecular; 2, Lisado bacteriano total; 3, Lisado bacteriano no retenido por la resina; 4, Lavado con 10
mM de Imidazol en PBS antes de realizar la elucién; 5, Eluido 1; 6, Eluido 2; 7; Eluido 3; 8, Eluido 4; 9, Eluido
5; 10, Eluido 6; 11, Eluido 7; 12, Eluido 8. Los eluidos 1 a 8 fueron obtenidos con 50 mM de Imidazol en PBS.

6.3.4 Purificacién de la proteina recombinante VP6 mediante tratamiento con

detergentes.

Como se describi6 en metodologia numeral 5.4.4, el pellet obtenido después de la lisis

celular fue tratado con N-Laurilsarcosina, Deoxicolato de Sodio, Octilglucésido, Tween 20,



Triton X100, CHAPS al 1 %, Urea 5 M o con buffer RIPA (el cual contiene 0.1 % de SDS 'y
1 % de Triton X 100) a 4 °C con el objeto de identificar cual de ellos permitia la
solubilizacion total de la proteina viral. Sin embargo, solo los detergentes denaturantes (N-
Laurilsarcosina y Deoxicolato de Sodio) y Urea 5 M lograron solubilizar parte de la
proteina viral (figura 26 a, carril 2, 4 y 10); mientras que los detergentes no iénicos,
zwiteridnicos y el buffer RIPA (el cual contiene 0.1 % de SDS y 1 % de Tritén X 100) no la
solubilizaron (figura 26 a, carril 3, 5, 6, 7, 8 y 9); sin embargo, se evidenci6 la
solubilizacion de proteinas celulares, lo cual fue Util para la purificacion de VP6 puesto
gue elimind contaminantes celular, lo que facilita la recuperacién de la proteina

recombinante.

En todos los ensayos realizados se obtuvo un pellet que se mantenia insoluble después
de los tratamientos realizados con los detergentes, la Urea o el buffer RIPA, el cual fue
completamente solubilizado con Urea 8 M y fueron analizados por SDS — PAGE y western
blot. Como se observa en la figura 26 b, estas fracciones proteicas presentaron la
proteina VP6 parcialmente purificada que corresponde a la banda de 39 KDa identificada
con un anticuerpo dirigido contra rotavirus. Cabe resaltar, que el tratamiento del pellet con
octilglucésido al 1 % permitié la solubilizacion de proteinas de alto peso molecular a
diferencia de otros detergentes, mientras que VP6 permanecié en el pellet remanente
solubilizado con Urea (figura 26 a y b, carril 6). Adicionalmente, se observo que los carriles
2, 4 y 10 presentaron una cantidad menor de la proteina viral respecto a los otros carriles,
puesto que parte de la proteina fue solubilizada en el tratamiento inicial con N —
laurilsarcosina, DOC vy drea, debido a que son altamente denaturantes a las

concentraciones empleadas.

Figura 26. Solubilizaciéon de la proteina viral VP6 posiblemente precipitada intracelularmente. (a)

Tratamiento de los pellets obtenidos después de la lisis de células MA104 infectadas con el virus vaccinia



recombinante con diferentes detergentes al 1 %. Las proteinas solubilizadas por cada uno de los detergentes
fueron sometidas a SDS — PAGE vy la presencia de la proteina viral VP6 fue identificada por western blot con
un anticuerpo policlonal dirigido contra rotavirus. En los carriles del gel y membrana se observa de izquierda a
derecha: 1, Marcador de peso molecular; 2, Fl tratada con Urea 5 M; 3, Fl tratada con buffer RIPA; 4, FI
tratada con N - laurilsarcosina; 5, Fl tratada con CHAPS; 6, Fl tratada con j - octilglucésido; 7, FI tratada con
triton X 100; 8, FI tratada con tween 20; 9, FI tratada con NP40 y 10, Fl tratada con DOC. (b) Solubilizacion

con Urea 8 M de los pellet obtenidos a partir del tratamiento anterior.

De acuerdo con los resultados obtenidos en los ensayos anteriores, se establecié un
protocolo para la purificacion parcial de la proteina VP6, como se observa en la figura 27,
gue consistié en solubilizar la mayor cantidad de proteinas celulares en el tratamiento
inicial con buffer RIPA (carril 3y 4) y posteriormente con (3 - octilglucésido al 1 % (carril 6).
Una vez retiradas las proteinas que no eran de interés, VP6 fue solubilizada con Urea 8M

y N — sarcosina al 1 % (carriles 7 y 8, respectivamente).

Figura 27. Purificacién parcial de la proteina viral VP6 mediante el tratamiento del pellet obtenido
después de la lisis de células MA104 infectadas con el virus vaccinia recombinante con diferentes
detergentes de manera secuencial. La fraccién de proteinas insolubles fue tratada con buffer RIPA, B -
octilglucésido y Urea 8 M, secuencialmente. De cada uno de los tratamientos se obtuvieron diferentes
fracciones con proteinas solubilizadas, las cuales fueron analizadas por SDS — PAGE. En los carriles del gel
se observa de izquierda a derecha: 1, Marcador de peso molecular; 2, Fl solubilizada con Urea 8 M; 3, FS
precipitada con acetona fria; 4, Fl tratada con RIPA a 4 °C durante 4 horas; 5, Pellet remanente del
procedimiento anterior nuevamente tratado con RIPA a 4 ° C durante 4 h; 6, pellet remanente del
procedimiento anterior tratado con f - octilglucésido al 1 %; 7, pellet remanente del tratamiento anterior
solubilizado con Urea 8 M y 8, pellet remanente del tratamiento anterior solubilizado con Urea 8 M en

presencia de N — sarcosina al 1 %.

Con el objeto de disminuir la concentracion de los agentes denaturantes y emplear las

proteinas en los ensayos de interaccién en condiciones acelulares y celulares, las



fracciones que contenian la proteina viral parcialmente purificada fueron diluidas en PBS y

concentradas mediante un amicon ultra — 4 (Millipore).

6.4 OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES CONTRA LAS PROTEINAS
RECOMBINANTES ESTRUCTURALES VPS5, VP8 Y VP6 DEL ROTAVIRUS EN
CONEJOS

En el caso de la proteina de fusion VP8 — GST, los pellets obtenidos después de la lisis
celular fueron tratados con concentraciones crecientes de Urea (1 M — 8 M) con el objeto
de separar y solubilizar los cuerpos de inclusiéon. Las muestras solubles en Urea 8 M
fueron corridas en geles preparativos y la banda correspondiente a la proteina
recombinante, identificada por western blot con un anticuerpo policlonal contra GST
(figura 28 a), fue cortada y electroeluida como se mencioné en el numeral 5.5.1 de
metodologia. Para la proteina VP5 — GST, se parti6é de la fraccion insoluble tratada con
area 8M (figura 28 b).

Figura 28. Preparacion de los antigenos de las proteinas virales para la generacidon de anticuerpos
policlonales en conejos. (a) Gel preparativo en el cual se corrieron las fracciones correspondientes a
cuerpos de inclusion formados durante la expresion de la proteina viral VP8 — GST, extraidos y solubilizados
con concentraciones crecientes de Urea. (b) Gel preparativo en el cual se corrid la fraccion insoluble de los
lisados bacterianos que expresaron la proteina viral VP5 — GST. En el extremo derecho de los geles se
encuentran las membranas correspondientes en las cuales se localizo la proteina viral para cortar la banda de

interés con un anticuerpo policlonal contra GST.

Las fracciones electroeluidas fueron concentradas con acetona fria y el pellet obtenido fue
disuelto en buffer de digestién que contenia calcio para ser cortadas con el kit THROMBIN
CleanCleave (Sigma) (figura 29) para retirar el polipéptido GST que se encontraba unido
en sus dominios amino terminal. Por ultimo, la fraccibn que contenia los polipéptidos
cortados fue separada en geles preparativos y la banda correspondiente a la proteina viral

fue cortada e inoculada en los conejos.



Figura 29. Digestién con trombina del polipéptido GST de las proteinas virales VP8 y VP5 obtenidas a
partir de las bandas identificadas en los geles preparativos, electroeluidas y precipitadas con acetona.
(@) 2 ug de la proteina viral VP8 — GST fueron digeridos con trombina y las muestras obtenidas fueron
separadas mediante SDS — PAGE, la proteina viral fue identificada con un anticuerpo policlonal dirigido contra
un péptido de VP8. En los carriles del gel y la membrana correspondiente se observa de izquierda a derecha:
1, Marcador de peso molecular; 2, Proteina VP8 — GST sin digerir; 3, Proteina VP8 — GST digerida durante 2
h; 4, Proteina VP8 — GST digerida durante 4 h y 5, Proteina VP8 — GST digerida durante 8 h. Las
incubaciones fueron realizadas a temperatura ambiente. (b) 500 ng de la proteina viral VP5 — GST fueron
digeridos con trombina y las muestras fueron separadas por SDS — PAGE. En los carriles del gel se observa
de izquierda a derecha: 1, Marcador de peso molecular; 2, Proteina VP5 — GST sin digerir y 3, Proteina VP5 —

GST digerida durante 4 h a temperatura ambiente.

La proteina viral VP6 fue purificada parcialmente como se menciond anteriormente y
separada en geles preparativos. La banda correspondiente a esta proteina fue identificada

por western blot y utilizada como antigeno para la inoculacién en conejos.

Los conejos fueron inoculados con aproximadamente 750 pg de cada una de las
proteinas virales administradas en tres dosis. Finalizado el tiempo de inmunizacion, los
conejos fueron desangrados y los sueros hiperinmunes fueron caracterizados por western
blot, inmunocitoquimica y ELISA, para lo cual se empledé como antigeno TLPs purificadas,
las proteinas recombinantes purificadas, lisados bacterianos y celulares que expresaron

las proteinas recombinantes.

En la figura 30 se puede observar la caracterizacién de los anticuerpos polilconales
obtenidos contra las proteinas virales mediante western blot y ELISA indirecto utilizando

concentraciones crecientes de las proteinas recombinantes. Para el caso del anticuerpo



policlonal dirigido contra la proteina viral VP5, se puede evidenciar que el anticuerpo
permitié el reconocimiento mediante western blot de una banda de aproximadamente 75
KDa en los lisados bacterianos en todas las concentraciones proteicas utilizadas en este
ensayo (figura 30 a); sin embargo, se observé el reconocimiento inespecifico de varias
bandas adicionales correspondientes a proteinas del lisado bacteriano que no expresaba
la proteina viral (figura 30 a, carril 5). Asi mismo, se determindé que concentraciones
mayores a 62,5 ng de la proteina VP5 purificada por cromatografia pueden ser
identificadas con este anticuerpo en una diluciéon 1:1000 (figura 30 d); sin embargo, se
obtuvo un mayor reconocimiento a 500 y 250 ng de la proteina (figura 30 d, carriles 3 y 4).
También se observé una banda de menor peso molecular, posiblemente un producto de
degradacion de la proteina recombinante 0 a un reconocimiento inespecifico del mismo.
Adicionalmente, no se evidencié reconocimiento inespecifico por BSA (figura 30 d, carril
2).

En el caso del anticuerpo policlonal obtenido contra la proteina viral VP6 se puede
evidenciar el reconocimiento de la proteina mediante western blot en todas las
concentraciones proteicas de los lisados celulares infectados (figura 30 b).
Adicionalmente, se observa una banda de menor peso molecular, la cual puede
corresponder a un producto de degradacién o del proceso de sintesis de la proteina viral;
teniendo en cuenta que el control del lisado celular sin infectar no mostré la aparicién de
ninguna banda apreciable empleando como método de revelado carbazol (figura 30 b,
carril 5). Asi mismo, el anticuerpo dirigido contra VP6 reconoci6 todas las concentraciones

evaluadas de la proteina viral y no presenté reconocimiento por BSA (figura 30 e).

Por otra parte, el anticuerpo policlonal obtenido contra la proteina viral VP8 reconocio la
presencia de la proteina recombinante VP8 — GST tanto en los lisados bacterianos como
la proteina purificada mediante western blot. En los lisados bacterianos no se observé
reconocimiento inespecifico de proteinas bacterianas puesto que no se identific6 ninguna
banda en el lisado bacteriano control (figura 30 c). Asi mismo, el anticuerpo reconocio
todas las concentraciones analizadas de la proteina purificada por cromatografia de
afinidad; sin embargo, se observé un mayor reconocimiento cuando se utilizaron 500 -
250 ng de la proteina viral (figura 30 f, carril 3 y 4). Adicionalmente, el anticuerpo no

identifico inespecificamente la proteina BSA (figura 30 f, carril 2).



Otra de las técnicas utilizadas para la caracterizacion de los anticuerpos policlonales
obtenidos contra las proteinas recombinantes estructurales del rotavirus, fue el ensayo de
ELISA. Para esto, diferentes cantidades de las proteinas virales fueron incubadas en la
placa en un volumen final de 50 ul, la deteccién de la proteina se llevd a cabo con una
dilucién 1:1000 de los anticuerpos policlonales contra cada una de las proteinas
respectivas, un anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa y revelado con OPD.
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la figura 30 g, h e i, se puede observar el
incremento en la DO al aumentar la cantidad de proteina recombinante en cada uno de
los pozos. El reconocimiento de la proteina recombinante VP5 tuvo un valor de DO
superior a 0,2, cuando se emplearon 800 ng de la proteina viral (figura 30 g). En el caso
de los anticuerpos policlonales dirigidos contra las proteinas recombinantes VP6 (figura
30 h) y VP8 (figura 30 i), se obtuvo una DO superior a 0.2 cuando se emplearon

cantidades mayores a 500 ng de cada una de las proteinas virales.

Con el objeto de identificar la dilucion limite a la cual se podian utilizar cada uno de los
anticuerpos policlonales dirigidos contra las proteinas virales mediante western blot,
fueron corridas 250 ng de las proteinas recombinantes purificadas mediante
cromatografia de afinidad o tratamiento con detergentes y transferidas a membranas de
PVDF. La identificacién de las proteinas recombinantes se realizé con diluciones de los
anticuerpos entre 1:500 a 1:3000, obteniéndose un reconocimiento por cada una de las
proteinas virales con el anticuerpo correspondiente, aln con las diluciones mayores

(1:3000), como se observa en la figura 31, carril 2 de a, b y c.

De la misma manera, se evalué el reconocimiento de las proteinas virales en las TLPs
tratadas con tripsina, por los anticuerpos policlonales obtenidos en este trabajo, anti-VP5,
anti-VP6 y anti-VP8 de conejo. Para esto, se emplearon 500 ng de las particulas virales y
se analizé el reconocimiento de cada una de las proteinas con diferentes diluciones de los
anticuerpos, entre 1:250 a 1:1000 comparado con un anti — rotavirus policlonal que

reconoce las proteinas estructurales del virus generado en el laboratorio.



Figura 30. Caracterizacion de los anticuerpos policlonales contra las proteinas recombinantes VP5,
VP6 y VP8 obtenidos en conejos Nueva Zelanda utilizando diferentes cantidades de las proteinas
recombinantes. Diferentes cantidades proteicas de lisados bacterianos que expresaron la proteina viral
recombinante o lisados celulares infectados con el virus vaccinia recombinante fueron separados en geles
SDS - PAGE vy transferidos a una membrana de PVDF. En los carriles de las membranas se observa de
izquierda a derecha: 1, Marcador de peso molecular; 2, 100 ng; 3, 50 pg; 4, 25 pg de proteina total del lisado
que expresa la proteina viral y 5, 100 pg de proteina total de un lisado control que no expresaba la proteina
viral correspondiente. La presencia de las proteinas virales fue identificada con los anticuerpos policlonales
correspondientes. (a) anti — VP5, (b) anti— VP6 y (c) anti — VP8.

Diferentes cantidades de las proteinas virales purificadas fueron corridas en geles SDS — PAGE y transferidas
a una membrana de PVDF. En los carriles de las membranas se observa de izquierda a derecha: 1, Marcador
de peso molecular; 2, 500 ng de BSA; 3, 500 ng; 4, 250 ng; 5, 125 ng y 6, 62,5 ng de las proteinas virales. La
presencia de las proteinas virales fue identificada con los anticuerpos policlonales correspondientes. (c) anti —
VPS5, (d) anti — VP6 y (f) anti — VP8.

Por dltimo, concentraciones crecientes de cada una de las proteinas recombinantes fueron adheridas a una
placa de ELISA y fueron identificadas con el anticuerpo policlonal dirigido contra la proteina viral
correspondiente. (g) anti — VP5, (h) anti — VP6 y (i) anti — VP8 y un anticuerpo secundario conjugado a

peroxidasa. Los anticuerpos policlonales dirigidos contra las proteinas virales recombinantes fueron utilizados



en una dilucién 1:1000 en todos los ensayos y la concentracién de proteina total fue determina mediante la
cuantificacién a 280 nm en relacién a una curva de BSA.

Como se puede observar en la figura 31 d, e y f, los anticuerpos obtenidos contras las
proteinas recombinantes del rotavirus permitieron el reconocimiento de todas las
proteinas virales analizadas (VP5, VP6 y VP8) procedentes de las TLPs en una dilucién
1:250 y 1:500 mediante western blot, revelado con un anticuerpo secundario conjugado
con peroxidasa y carbazol (carriles 4 y 5); sin embargo, la dilucién de 1:1000 de los
anticuerpos no permitié el reconocimiento de estas proteinas (carril 6). En comparacion
con el anti — rotavirus, los anticuerpos dirigidos contra las proteinas virales recombinantes
presentaron un mejor reconocimiento por las proteinas virales estructurales de la particula

viral, como se puede observar en la figura 31 d, ey f, carriles 1, 2y 3.

Finalmente, se llevé a cabo el reconocimiento de las proteinas virales estructurales del
rotavirus mediante inmunocitoquimica. Para esto, células MA104 fueron cultivadas en
cajas de 96 pozos hasta alcanzar un confluencia del 100 % y fueron infectadas con TLPS
de RRV e incubadas a 37 °C durante 12 h. Una vez fijadas las células, se incubaron
concentraciones crecientes de los anticuerpos policlonales dirigidos contra las proteinas
recombinantes VP5, VP6 y VP8 obtenidos en este trabajo (figura 31 g, h e i). En el caso
del anticuerpo policlonal dirigido contra la proteina recombinante VP5 se evidencio el
reconocimiento de esta proteina en células infectadas con RRV aun con la mayor dilucién
empleada (1:4000) con un promedio de 6,34 x 10’ uff/ml (figura 31 g). De la misma
manera, el anticuerpo policlonal dirigido contra la proteina viral VP6 reconocié esta
proteina en células MA104 infectadas con rotavirus en todas las concentraciones
evaluadas, obteniéndose un promedio de 4,49 x 10" uff/ml con una dilucién de 1:2000
(figura 29 h). Por ultimo, el anticuerpo policlonal dirigido contra VP8 permitid la
identificacion de esta proteina viral en todas las diluciones empleadas del anticuerpo,
identificandose 5,56 x 10’ uff/ml con una dilucién de 1:1000 (figura 31 i).



Figura 31. Identificacién de las proteinas virales recombinantes y en TLPs con diferentes diluciones de
los anticuerpos policlonales dirigidos contra estas proteinas. 250 ng de las proteinas virales
recombinantes fueron corridas mediante SDS — PAGE vy transferidas a membranas de PVDF. En los carriles
de las membranas se observa de izquierda a derecha: 1, Marcador de peso molecular; 2, anticuerpo policlonal
contra la proteina viral (a) VP5 — GST, (b) VP6 o (c) VP8 — GST en una dilucién 1:3000; 3, 1:2000; 4, 1:1000;
5, 1:500.

500 ng de TLPs fueron separadas mediante SDS — PAGE vy transferidos a membranas de PDVF. En los
carriles de las membranas se observa de izquierda a derecha: 1, anti - rotavirus en una dilucion 1:250; 2,
1:500; 3, 1:1000; 4, anticuerpo contra la proteina viral (d) VP5, (e) VP6 o (f) VP8 en una diluciéon 1:250; 5,
1:500; 6, 1:1000.

Células MA104 fueron infectadas con 1.8 x 10° uff/ml de TLPs de RRV purificadas en una dilucién 1:3200 e
incubadas durante 12 h a 37 °C. El reconocimiento de las proteinas estructurales en las particulas virales se
realizo con diluciones entre 1:250 a 1:4000 de los anticuerpos policlonales contras (g) VP5, (h) VP6 y (i) VP8.



6.5 INTERACCION DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES PURIFICADAS VPS5, VP8
Y VP6 CON LAS PROTEINAS CELULARES Hsc 70 Y PDI

6.5.1 Interaccion de las proteinas celulares PDI y Hsc70 con las proteinas

recombinantes VP5, VP6 y VP8 en condiciones acelulares.

Para determinar la posible interaccion de las proteinas celulares Hsc 70 y PDI con cada
una de las proteinas recombinantes VP5, VP6 o VP8 en condiciones acelulares se
realizaron diferentes ensayos, entre ellos: ELISA indirecto y co-inmunoprecipitaciéon. Las
fracciones de las proteinas purificadas utilizadas para estos ensayos fueron separadas en
geles SDS — PAGE con el objetivo de determinar la concentracién aproximada de las
mismas frente a una curva de BSA. Como se muestra en la figura 32, la banda
correspondiente a la proteina viral VP8 (carril 6) tuvo una intensidad similar a la banda de
500 ng de albumina (carril 2), por tanto la concentracion calculada de la proteina viral
purificada con relacion al volumen sembrado (10 pl) fue de 50 ug/ml. La concentracién
calculada de la proteina viral VP5 (carril 7) y VP6 (carril 9) fue de 25 pg/ml y para las
proteinas celulares Hsc70 y PDI fue de 200 pg/ml (carril 10 y 11, respectivamente). La
proteina PDI utilizada en estos ensayos fue expresada en bacterias E. coli de la cepa
BL21(DE3) con el vector pET28a y purificada mediante cromatografia de interacciéon

hidrofébica con la resina t — butil (BioRad).

Figura 32. Cuantificacion por SDS — PAGE de las proteinas virales (VP5, VP6 y VP8) y las proteina
celulares Hsc70 y PDI frente a una curva de BSA tefiido con azul de coomassie. En los carriles del gel se
observa de izquierda a derecha: 1, Marcador de peso molecular; 2, 500 ng de BSA; 3, 250 ng de BSA; 4, 125
ng de BSA; 5, 62,5 ng de BSA; 6, = 500 ng / 10 ul de VP8 - GST; 7, = 250 ng / 10 ul de VP5 - GST; 8,z 62,5
ng/ 10 ul de VP6; 9, = 250 ng / 10 ul de VP6; 10, = 2 ng / 10 pl de Hsc70y 11, = 2 ug / 10 ul de PDI.



Para el ensayo de ELISA, se adhirié6 a cada pozo de la placa 40 ng/ul de la proteina
celular (Hsc70 o PDI) que se incubaron con concentraciones crecientes de las proteinas

virales purificadas.

En el caso de la proteina viral VP5, se evidencié que cuando se utilizaron 1 ng/ul (50 ng)
de la proteina recombinante se registré un ADO de 0,159; con 2 ng/ul (100 ng), un ADO
de 0,180; con 4 ng/ul (200 ng), un ADO de 0,294 y con 8 ng/ul ng (400 ng), un ADO de
0,451(figura 33 a). Para la proteina viral VP6, se observé que cuando se emplearon
concentraciones de 0,078 ng/ul (3,90 ng) de la proteina viral se registré un ADO de
0,0265; con 0,156 ng/ul (7,80 ng), un ADO de 0,1595; con 0,312 ng/ul (15,62 ng), un ADO
de 0,4035; con 0,625 ng/ul (31,25 ng), un ADO de 0,5955 y con 1,25 ng/ul (62,50 ng) se
obtuvo un ADO de 1,0415 (figura 33 c). Los ADO graficados fueron obtenidos luego de
restar las DO de los ensayos de interaccién con los controles de cada placa. Estos
resultados sugieren que las proteinas virales VP5 y VP6 interaccionan con la proteina
celular Hsc70 en condiciones acelulares. Respecto a la proteina VP8, el pozo que
contenia la mayor concentraciéon de la proteina viral y la proteina recombinante Hsc70 se
registré un valor de DO similar al obtenido en uno de los pozos control, en el cual se
incubd la proteina viral, el anticuerpo primario y el anticuerpo secundario conjugado a
peroxidasa en ausencia de la proteina celular que fue reemplazada por BSA al 1 %. Este
resultado sugiere que VP8 no interacciona con Hsc70 en las condiciones evaluadas y que
el incremento en la DO se debe probablemente a la interaccién de la proteina viral con
BSA (figura 33 e).

De la misma manera, se evalué la interaccién de las proteinas virales con la proteina
celular PDI mediante un ensayo de ELISA indirecto. Para este ensayo, 40 ng/ul de PDI
fueron adheridos a la placa e incubada con diferentes concentraciones de las proteinas
virales. La deteccion de la interaccién se llevé a cabo con un anticuerpo policlonal que
reconocia las proteinas virales, un anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa y

revelado con OPD.

Como se observo en la figura 33 b y d, hay un aumento en el ADO cuando se incrementan

las cantidades de las proteinas virales VP5 y VP6, cuando la placa habia sido cubierta



con PDI. En el caso de la proteina viral VP5, cuando se utilizd 1,25 ng/ul (62,5 ng) se
registré un valor del ADO de 0,084; con 2,5 ng/ul (125 ng), un ADO de 0,100; con 5 ng/ul
(250 ng), un ADO de 0,122 y con 10 ng/ul (500 ng) se obtuvo un ADO de 0,184 (figura 33
b). Para la proteina viral VP6, cuando se empled 0,156 ng/ul (7,80 ng) de la proteina se
registré un ADO de 0,029; con 0,312 ng/ul (15,62 ng), un ADO de 0,058; con 0,625 ng/ul
(31,25 ng), un ADO de 0,100; con 1,25 ng/ul (62,50 ng), un ADO de 0,215y con 2,5 ng/ul
(125 ng), un ADO de 0,210 (figura 33 d). Estos resultados sugieren que existe una
interaccion directa entre las proteinas virales recombinantes y PDI; sin embargo, teniendo
en cuenta que los valores de ADO son inferiores a 0,2 se realiz6 otro ensayo que permitid

verificar esta interaccion, como se mencionard mas adelante en este mismo item.

En el caso de la proteina viral VP8, se obtuvo el mismo resultado que el registrado con la
proteina celular Hsc70. Como se puede observa en la figura 33 f, el control que
presentaba la proteina viral, el anticuerpo primario contra VP8 y el anticuerpo secundario
conjungado a peroxidasa en ausencia de PDI y reemplazada por 1 % de BSA, registré un
valor de DO similar al pozo en donde se pretendia evaluar la posible interaccion de la
proteina viral con la proteina celular, mostrando que el incremento de la DO era
dependiente del reconocimiento de la proteina viral unida a BSA y no era dependiente de
una posible interaccion con PDI (figura 33 f). Este resultado sugiere que VP8 no

interacciona con la proteina celular PDI.

Con el objetivo de confirmar los resultados obtenidos en los ensayos de ELISA indirecto,
se procedié a realizar un ensayo de co-inmunoprecipitacion que permitié corroborar la
interaccidén entre las proteinas virales recombinantes VP5, VP6 y VP8 con las proteinas
recombinantes, Hsc70 y PDI purificadas. Para este ensayo se incubaron 10 ng/ul de las
proteinas celulares con 2,5 ng/ul de la proteina viral VP6 o 10 ng/ul de las proteinas VP5
y VP8 en ensayos independientes. A la mezcla proteica se le adicion6 un anticuerpo
dirigido contra la proteina celular y se inmunoprecipitd, las fracciones obtenidas fueron
separadas mediante SDS — PAGE, transferidas a membranas de PVDF y la presencia de

la proteina viral se identificé con el anticuerpo policlonal correspondiente.

Como se evidencia en la figura 34 a y b, las proteinas virales VP5 y VP6 fueron co —

inmunoprecipitadas con las proteinas celulares Hsc70 y PDI (carriles 3 y 4) en el western



blot; sin embargo, VP8 no se pudo identificar puesto que tiene un peso molecular similar a
la de la cadena pesada del anticuerpo empleado para la inmunoprecipitacién de las
proteinas celulares y el anticuerpo secundario reconoce esta cadena, por tanto no se
puede asegurar que VP8 no interacciona con Hsc70 o PDI mediante este ensayo (figura
34 c, carriles 3 y 4). Asi mismo, se evalud la interaccion de cada una de las proteinas
virales y del anticuerpo dirigido contra las proteinas celulares con la resina en ausencia de
Hsc70 o PDI, como controles del ensayo, a fin de evidenciar si la proteina viral se adheria
a la resina sin necesidad de la proteina celular. Se observé que ninguna de las proteinas
virales se unid por si sola a la resina que estaba bloqueada con BSA al 4 % antes de

realizar el ensayo de inmunoprecipitacion (figura 34 a, by c, carriles 5y 6).

Figura 33. Determinacion de la interaccién de las proteinas estructurales del rotavirus con las
proteinas celulares Hsc70 y PDI mediante el ensayo de ELISA indirecto en condiciones acelulares. 40

ng/ul de la proteinas celulares fueron adheridos a la placa de ELISA de manera independiente y se incubaron



con diferentes concentraciones de las proteinas virales (a) VP5 — GST y Hsc70, (b) VP5 - GST y PDI, (c) VP6
y Hsc70, (d) VP6y PDI, (e) VP8 — GST y Hsc 70 y (f) VP8 — GST y PDI. Se emplearon como controles, pozos
de la placa en los cuales se realizaron las incubaciones correspondientes en ausencia de alguno de los
componentes (proteina viral, proteina celular o anticuerpo primario) y se reemplazé por 1 % de albdmina. En
las figuras a - d se tabul6 el ADO, el cual resulta de la diferencia de la absorbancia obtenida para los
experimentos y la absorbancia de los controles negativos; mientras que en la figura e y f se tabularon los
datos de absorbancia de los controles negativos y de los experimentos (" en ausencia de anti — GST, ** en
ausencia de VP8 — GST, *** en ausencia de Hsc70 o PDI).

Adicionalmente, se analiz6 al interaccion de las proteinas virales con las proteinas
celulares, invirtiendo el procedimiento anterior, para lo cual la inmunoprecipité se relizé
con un anticuerpo dirigido contra la proteina viral y en el western blot se identificé la
proteina celular. Como se observa en la figura 34 d, la presencia de Hsc70 fue
identificada cuando se inmunoprecipito la proteina viral VP5 y VP6 (carriles 4 y 6), pero no
con la proteina VP8 (carriles 8). Asi mismo, se evalud la posible interaccion de Hsc70 con
la resina en ausencia de las proteinas virales, como control del ensayo, y no se identificd
la proteina celular en la membrana (carriles 3, 5 y 7). Estos resultados confirman la
interaccion de la proteina celular, Hsc70, con las proteinas virales VP5 y VP6, pero no con
VP8.

De la misma manera, se evalud la interaccion de las proteinas virales con PDI, para lo
cual la mezcla se inmunoprecipité utilizando un anticuerpo dirigido contra la proteina
celular y en el western blot se identificd la proteina viral. Sin embargo, no fue posible
identificar la proteina celular PDI puesto que tiene un peso muy cercano a la de la cadena

pesada del anticuerpo usado en la inmunoprecipitacion.



Figura 34. Identificacion de la interaccién de las proteinas estructurales del rotavirus con las proteinas
celulares Hsc70 y PDI mediante co — inmunoprecipitacion. 2,5 ng/ul de la proteina viral VP6 o 10 ng/ul de
VP5 o VP8 fueron incubadas con 10 ng/ul de las proteinas celulares de manera independiente y fueron co-
inmunoprecipitadas con un anticuerpo policlonal dirigido contra las proteinas celulares o contra las proteinas
virales. Co-inmunoprecipitacion de Hsc70 o PDI e identificacion en la membrana de (a) VP5 — GST, (b) VP6 y
(c) VP8 - GST. En los carriles de las membranas se observa de izquierda a derecha: 1, Marcador de peso
molecular; 2, Proteina viral; 3, Co — inmunoprecipitacién de Hsc70 e identificacion de la proteina viral; 4, Co —
inmunoprecipitacion de PDI e identificacion de la proteina viral; 5, control negativo en ausencia de Hsc70 y
carril 6, control negativo en ausencia de PDI.

(d) Co-inmunoprecipitaciéon de las proteinas virales e identificacion en la membrana de Hsc70. En los carriles
de las membranas se observa de izquierda a derecha: 1, Marcador de peso molecular; 2, Hsc70; 3, control
negativo en ausencia de VP5 — GST; 4, Co — inmunoprecipitacion de VP5 — GST; 5, control negativo en
ausencia de VP6; 6, Co — inmunoprecipitacion de VP6; 7, control negativo en ausencia de VP8 — GST y 8, Co
— inmunoprecipitacion de VP8 — GST. Los westerns blot fueron revelados con un anticuerpo secundario

conjugado a fosfatasa alcalina.

6.5.2 Interaccién de la proteina celular Hsc70 con las proteinas virales VP5, VP6 y
VP8 en condiciones celulares.

Aproximadamente 9.2 x 10° células MA104 fueron incubadas con 15 ng/ul de VP5, VP8 o
1,5 ng/ul de VP6, de manera independiente. Las células fueron lisadas a 4 °C en un buffer
gue contenia triton X 100 al 1% con el objetivo de no disgregar fracciones de membrana

resistentes a detergentes o rafts lipidicos. Los lisados celulares fueron ultracentrifugados



en un gradiente de sacarosa y las fracciones obtenidas fueron tratadas con j ciclodextrina
y octilglucésido, para desintegrar los microdominios lipidos y de esta manera poder
determinar interacciones proteina — proteina sin interferencia de los lipidos presentes en
los rafts [193. Posteriormente, las fracciones fueron inmunoprecipitadas con un anticuerpo
policlonal dirigido contra Hsc70, separadas mediante SDS — PAGE vy transferidas a
membranas de PVDF. La presencia de las proteinas virales fue identificada en el western

blot con el anticuerpo dirigido contra cada una de las proteinas virales.

Como control se emplearon células MA104 tratadas similarmente sin incubar con las
proteinas virales recombinantes. Esto se hizo para identificar la presencia de las proteinas
Hsc70, PDI e integrina 3 en los rafts, las cuales fueron detectadas mediante western blot
(figura 35 a).

En la figura 35 b y ¢ se observd que las proteinas virales VP5 y VP6 fueron co —
inmunoprecipitadas con la proteina celular Hsc70. Para el caso de la proteina viral VP5,
fue identificada en las siete primeras fracciones del gradiente de sacarosa; mientras que
la proteina viral VP6 se localizo en la fracciones 2 a 6. Estos resultados muestran que una
fraccién de las proteina virales VP5 y VP6 se localizaron en los rafts unidas directa o
indirectamente con la proteina celular Hsc70, teniendo en cuenta resultados previos del
laboratorio que han determinado que Hsc70 forma un complejo proteico con la integrina
B3 y PDI en estos microdominios lipidicos y se encuentra involucrado en los eventos
iniciales del proceso infeccioso del rotavirus [1977. En el caso de la proteina viral VP8
resulto dificil su identificacion teniendo en cuenta que su peso molecular coincide con el
peso de la cadena pesada del anticuerpo empleado para la inmunoprecipitacion (figura 35
d). Las fracciones recuperadas de células MA104, utilizadas como control, fueron
inmunoprecipitadas con anti-Hsc70, separadas mediante SDS — PAGE, transferidas a una
membrana de PVDF y tratadas con una mezcla de los anticuerpos policlonales dirigidos
contra las proteinas virales con el objetivo de identificar si existia un reconocimiento
inespecifico por las proteinas celulares. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en

este ensayo se descart6 la posible inespecificidad (figura 35 €).



Figura 35. a) Identificacién de la presencia de las proteinas celulares Hsc70, Integrina B3 y PDI en rafts
lipidicos. Células MA104 fueron lisadas con buffer tritén a 4 °C y ultracentrifugadas a 38000 xg durante 8 h a
4 °C a fin de separar fracciones de membranas resistentes a detergentes. Cada una de las fracciones fueron
separadas en geles SDS — PAGE y transferidas a membranas de PVDF vy se identificé la presencia de las
proteinas celulares con anticuerpos policlonales especificos.

b) Identificacion de la interaccion de las proteinas estructurales del rotavirus en condiciones celulares.
Células MA104 fueron incubadas con 15 ng/ul de las proteinas virales VP5 — GST, VP8 — GST o 1,5 ng/ul de
VP6 vy los rafts lipidicos fueron separados. Las fracciones fueron inmunoprecipitadas con 2 ng/ul de un
anticuerpo policlonal dirigido contra Hsc70 y la presencia de las proteinas virales fue identificada con el
anticuerpo policlonal correspondiente (b) VP5 — GST, (c) VP6, (d) VP8 — GST y (e) Control de células en

ausencia de las proteinas virales e inmunoprecipitadas con anti — Hsc70.

6.5.3 Inhibicion de la infeccion con RRV de células MA104 con las proteinas

recombinantes estructurales del rotavirus.

Resultados previos publicados en el laboratorio permitieron demostrar que al incubar las
células MA104 con DLPs, el proceso infeccioso de las TLPs es inhibido, sugiriendo que la
proteina estructural mas abundante de esta particula (VP6) puede estar involucrada en el
paso de penetracion del virus a la células [s4. Con el objetivo de confirmar este evento,
células MA104 fueron incubadas con las proteinas virales VP5, VP6 o VP8 durante 1 h a
37 °C, infectadas con TLPs de RRV y cosechadas por 12 h. El rotavirus fue detectado por

inmunocitoquimica utilizando un anticuerpo policlonal contra la particula viral.



Se observé una inhibicién de la infeccién con rotavirus de mas del 90 % cuando las
células fueron incubadas con 0,5 ng/ul (25 ng) de la proteina viral VP6 (figura 36 c). No se
observé inhibicion de la infeccion con las proteinas recombinantes VP5 — GST y VP8 —
GST, a pesar de emplear mayor concentracion de estas proteinas (figura 36 a y b). Como
control positivo de la inhibicidn se realizé el mismo ensayo, incubando las células MA104
con concentraciones crecientes de DLPs y posteriormente incubando con TLPs. Las DLPs
empleadas para este ensayo fueron previamente analizadas por SDS — PAGE y por
inmunocitoquimica a fin de evaluar si estaban completamente purificadas o presentaban
TLPs que pudieran interferir con los resultados obtenidos (figura 37). Se realizaron
ensayos de integridad de la membrana con azul de trypan cuando las células fueron
incubadas con las proteinas virales o las DLPs con el objeto de verificar que la
disminucién de la infeccién era ocasionada por la presencia de la proteina viral y no por
posible dafo celular.

Figura 36. Efecto de la presencia de diferentes concentraciones de las proteinas virales VP5 — GST,
VP8 — GST, VP6 y DLPs sobre la infecciéon de RRV en células MA104. Células MA104 fueron incubadas
con diferentes concentraciones de las proteinas estructurales del rotavirus (a) VP5 — GST, (b) VP8 — GST, (c)
VP6 y (d) DLPs durante 1 hora a 37 °C y posteriormente se llevé a cabo la infeccion con 50 ul del.8 x 10 8 uff
/ml de RRV (en una dilucién 1:3200) durante 1 h a 37 °C, se retird el virus no unido y se incub6 durante 12 h a
37 °C. La identificacion de la infeccion viral se llevé a cabo mediante inmunocitoquimica con un anticuerpo
policlonal dirigido contra rotavirus. La viabilidad celular fue determinada mediante azul de tripan vy la

concentracion de las proteinas fue determinada a 280 nm en relacion a una curva de BSA.



Figura 37. Caracterizacion de las TLPs y DLPs de RRYV utilizadas en los ensayos de inhibicion de la
infeccion en presencia de las proteinas virales recombinantes. (a) Electroforesis SDS — PAGE tefiido con
Nitrato de plata y (b) Western blot de las particulas virales reveladas con un anticuerpo dirigido contra

rotavirus. En los carriles del gel y la membrana se observa de izquierda a derecha: 1. TLPs y 2. DLPs.



7. ANALISIS DE RESULTADOS

La infeccion con rotavirus se ha convertido en una de las causas mas comunes de
enfermedades gastrointestinales en nifilos menores de 2 afios de edad y en animales
jovenes de importancia econémica en paises subdesarrollados. Sin embargo, no se han
desarrollados estrategias terapéuticas lo suficientemente eficientes para combatir la
infeccién. Por esta razén, se han intentado dilucidar los mecanismos moleculares
involucrados en los procesos de unién y penetracion del virus en células susceptibles a la
infeccidon rotaviral. Para poder identificar la participacion de las proteinas virales
estructurales y celulares en estos procesos se han empleado diferentes técnicas que han
permitido dilucidar algunos componentes fundamentales para que los eventos iniciales del
ciclo infeccioso se lleven a cabo, entre ellos: ensayos de inhibicion de la unién del virus a
la célula en presencia de anticuerpos dirigidos contra las proteinas celulares candidatas a
receptores del rotavirus o moléculas quimicas que afecten la actividad de estas proteinas.
Igualmente, la expresion y purificacion de proteinas heter6logas ha sido una estrategia
til para la identificacion de este tipo de interacciones, en este caso entre las proteinas
virales recombinantes VP5, VP6 y VP8 con los posibles receptores del rotavirus, Hsc70 y

PDI, tanto en condiciones celulares como acelulares.

Inicialmente, los vectores que presentan las secuencias génicas que codifican las
proteinas virales VP5 y VP8 fueron amplificados con el objetivo de obtener mayor
cantidad de los plasmidos. Para esto, bacterias E. coli de la cepa XL1BLUE (deficiente en
la expresidn de endonucleasas) fueron transformadas con los vectores, para lo cual se
empled un método convencional para hacerlas competentes con CacCl,. Sin embargo, no
se logré la transformacidn bacteriana con esta metodologia. Se utilizé el método publicado
por Chung C. T., et al, en 1989, utilizando Polietilenglicol (PEG) e iones metalicos mono y
divalentes, los cuales facilitan la entrada de moléculas de ADN circular al modificar la
membrana bacteriana haciéndola mas permeable a estas moléculas. Asi mismo, el uso de

DMSO facilita el almacenaje de las bacterias competentes en unico procedimiento 13;;. De



esta manera se lograron transformar bacterias E. coli de la cepa XL1BLUE para la
amplificacion de los vectores y bacterias E. coli de la cepa BL21(DE3) utilizadas para la

expresion de las proteinas VP5, VP8 y Hsc70.

Al analizar los vectores pGEX-4T-VP5 y pGEX-4T-VP8 en geles de agarosa inicialmente
se observo 3 bandas de alto peso molecular (figura 11 a, carriles 1y 2), pero al digerir el
vector pGEX-4T-VP8 con la enzima de restriccion Pst I, se obtuvo una Unica banda
correspondiente al vector linealizado (figura 11 a, carril 5). Para el plasmido pGEX-4T-VP5
las tres bandas corresponden a productos de digestion de la secuencia génica que
codifica la proteina viral que presenta dos sitios de corte para esta enzima, como se
muestra en la figura 11 b. Estos resultados demuestran que los vectores fueron

purificados y no presentaron contaminacion con ADN cromosomal bacteriano.

Durante la expresion de proteinas recombinantes se deben tener en cuenta la
concentracion y la solubilidad de la proteina de interés, debido a que estos factores
afectan el rendimiento de la expresion y la estructura tridimensional dificultando el proceso
de purificacion por cromatografia de afinidad y por consiguiente los ensayos de
interaccion proteina — proteina o de actividad enzimatica. Para obtener la mayor
concentracién de las proteinas recombinantes, las variables que se tuvieron en cuenta
fueron: nimero de bacterias antes de inducir la expresiéon de la proteina medida por el

incremento de la DO g0 nm, tiempo d-e induccién y concentracion del inductor IPTG.

En el caso de la proteina viral VP8, la mayor concentracion de proteina, 0,141 ug/ul, se
obtuvo al realizar la inducciéon cuando el cultivo alcanzé una DO gp nm de 0.5 en medio LB
(aproximadamente 5 horas de crecimiento), que corresponde al inicio de la fase
estacionaria del crecimiento bacteriano (figura 12 a y tabla 1). Este resultado muestra que
existe una relacién directa entre la concentracion de proteina expresada y el nimero de
células presentes al momento de inducir la expresion durante la fase exponencial del
crecimiento bacteriano. Asi mismo, sugiere que el mayor rendimiento en la expresion no
dependi6 de células que se encuentren en duplicacion constante y no fue afectada por la
concentracion de nutrientes o productos de desecho presentes en el medio. Respecto al
tiempo de induccién, la concentracion de la proteina recombinante se incrementd a
medida que aumentaba el tiempo de induccidon de 2 a 6 h; mientras que a 8 h de

induccion, la concentracion de la proteina se mantuvo constante respecto a 6 h (figura 13



a y tabla 2). Otro factor analizado fue la concentracién del inductor, de lo cual se obtuvo
gue a 1 mM de IPTG se obtuvo el mayor rendimiento en la expresion de la proteina
recombinante VP8, respecto a 0,5 y 2 mM de IPTG (figura 13 b y tabla 3). Este
comportamiento ya ha sido reportado previamente, al cuantificar la expresion de la enzima
B-Galactosidasa en presencia de diferentes concentraciones del inductor (0,0 — 7,5 mM) y
se encontrd que aunque la cantidad del transcrito de interés se incrementa ligeramente a
partir de 1 mM de IPTG, la estabilidad del mismo se ve afectada al igual que la cantidad
de RNA r y proteina total, sugiriendo que altas concentraciones de este compuesto se
asocian con una disminucién en la maquinaria encargada de la traduccién celular y por

tanto, una reduccion en la concentracion de la proteina recombinante 133 - 137

Para expresar la proteina viral VP5, se empled inicialmente medio LB y posteriormente el
medio 2XYT, el cual contiene una mayor concentraciéon de triptona y extracto de levadura;
sin embargo, se observo un incrementd en la expresion basal de la proteina recombinante
(en ausencia del inductor) (figura 15, carril 3). Esto se controlé6 empleando glucosa al 2%,
la cual disminuye los niveles de AMPc intracelular que son requeridos para activar la
expresion de la RNA polimerasa T7 después de su interaccién con la proteina de unién a
AMPc (CAP) (figura 15, carril 4) 60, 135;- En presencia del inductor se observo una mayor
concentracion de la proteina viral en medio 2XYT con glucosa en comparacién con el

medio LB (figura 15, carril 8 y 5, respectivamente).

La mayor concentracion de VP5 se obtuvo al realizar la inducciéon cuando el cultivo se
encontraba en la fase exponencial y alcanzé una DO gy nm entre 0,2 a 0,4 (figura 16 a 'y
tabla 4). Estos resultados sugieren que la expresion de esta proteina recombinante
requiere que las bacterias se encuentren metabolicamente activas cuando los nutrientes
no se hayan agotado y los productos generados no inhiban la duplicaciéon o incrementen
la muerte celular. En cuanto al tiempo de induccién, no se evidencid un cambio
significativo en la concentracion de VP5 a los diferentes tiempos evaluados, lo que
muestra que a partir de 2 h de induccidn se logra obtener la mayor concentracién de VP5.
La poca disminucién en la concentracion de la proteina recombinante a las 6 y 8 h de
induccion, puede deberse a la degradacion de la misma; sin embargo, no se evidenciaron
bandas de menor peso molecular en el western blot (figura 17 a y tabla 5). Con
concentraciones del IPTG de 0,5 y 1 mM no variaron significativamente el rendimiento en

la expresion de la proteina recombinante VP5, 0,388 y 0382 ug/ul, respectivamente;



mientras que concentraciones de 2 mM redujeron la produccién de la misma (0,199 pg/ul)
(figura 17 b y tabla 6).

Por otra parte, las proteinas recombinantes VP8 y VP5 no fueron identificadas en el
sobrenadante y se localizaron en la fraccion que se denominé “fraccion insoluble”
haciendo referencia al pellet obtenido después de centrifugar el lisado celular, que solo
fue soluble cuando se utilizaron concentraciones de Urea de 8M (figura 18). Estas
agregaciones proteicas se denominan cuerpos de inclusién y se forman en el espacio
citoplasmatico y periplasmico de la célula bacteriana cuando se obtienen altos niveles de
expresion de proteinas heterélogas (mas del 2 % del total de proteinas bacterianas) o
cuando la proteina expresada es hidrofobica. Estas agregaciones son principalmente
formadas por interacciones hidrofébicas no — nativas entre estructuras con plegamiento
intermedio, en las cuales los dominios hidrofébicos se exponen. Para la solubilizacion de
estas agregaciones proteicas se requiere de altas concentraciones de agentes
caotropicos, que generan estructuras en forma de rollos aleatorios (en inglés, random coil)
en donde los aminoécidos hidrofébicos se exteriorizan y se pierde la estructura nativa de
la proteina dificultando su proceso de purificacién por técnicas de afinidad que involucren

su estructura tridimensional [13g- 141].

Estudios de cristalografia de rayos X revelaron que la proteina viral VP8 presenta en su
estructura 9 % de hélices o y 55 % de hojas plegadas B 1477 Y aunque estas
caracteristicas bioquimicas no explican la formacion de cuerpos de inclusiéon durante la
expresion de la proteina recombinante, puesto que no es determinante en su posible
caracter hidrofébico, la produccion de aproximadamente 0,25 mg/ml de VP8 en el cultivo
puede estar relacionada con este evento. Por otra parte, en diferentes estudios se ha
expresado esta proteina mediante varios sistemas, entre ellos: infeccion de células de
insecto Sf9 con un baculovirus recombinante 19, 2, 143 - 144}, iNduccion de la expresion en
bacterias E. coli JIM109 transfectadas con el vector pGEMEX-1-VP8 o pGEX-4T-2-VP8
14s, 146) Y bacterias BL21(DE3) transfectadas con el vector pGEX-4T-2-VP8 o pET28a(+)
1147 - 149]. 10d0s los sistemas de expresion permitieron obtener la proteina viral de forma
soluble; excepto, cuando la expresion se realizdé en bacterias BL21(DE3) con el vector
pPGEX-4T-2-VP8 y la induccion se llevd a cabo cuando el cultivo bacteriano alcanzo una
DO 600 nm €ntre 0.2 — 0.4 con 1 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
gue la disminucién en la temperatura a 25 °C durante la induccién de la proteina,
incrementa su concentracion en el sobrenadante o fraccion de proteinas solubles [isq.
Esta dltima variable se debe tener en cuenta puesto que durante el desarrollo de este
trabajo, la temperatura més baja utilizada durante el crecimiento bacteriano fue de 28 °C
(figura 14), factor que no afecté la solubilizacion de la proteina pero se observé una
disminucién en su expresion, por tanto, es necesario realizar ensayos de expresion de
esta proteina pero a temperaturas mas bajas durante la induccién. Estos resultados
muestran que la solubilidad de la proteina recombinante no solo depende de las
caracteristicas bioquimicas o de la concentracion de la proteina en el cultivo; sino del

sistema de expresion empleado (145, 149].

En el caso de la proteina viral VP5, diversos estudios han demostrado que esta proteina
presenta dos dominios requeridos para inducir la permeabilidad celular: un dominio que
permite la asociacién periférica de la proteina a la membrana y un segundo dominio
hidrofobico, que comprende los residuos 248 a 474, requerido para la formacién del poro
ns1y- Asi mismo, este dominio presenta 1 % de hélices a. y 56 % de hojas plegadas p que
se asocian en forma de dimeros y trimeros durante la penetracién viral determinado por
cristalografia de rayos X psp. Estas caracteristicas bioguimicas y la produccion de
aproximadamente 0,3 mg/ml de la proteina viral puede sustentar la formacion de cuerpos
de inclusion aun cuando se variaron las condiciones de expresién de la proteina. La
insolubilidad de esta proteina recombinante en forma de agregaciones insolubles ha sido
previamente reportada en bacterias E. coli BL21(DE3) y JM109 transformadas con los
vectores pET28a(+) y pPGEMEX-1 recombinantes, respectivamente (146 1s3;; Sin embargo,
al expresar este dominio en células de insecto Sf9 a partir de un baculovirus
recombinante, la proteina fue obtenida de forma soluble y purificada mediante
cromatografia de intercambio i6nico 15, 154, Sugiriendo que la insolubilidad de VP5 no fue
solo dependiente de las propiedades de su secuencia proteica sino también del sistema
de expresion empleado. 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 induccién de la expresion se realiza a 20 °C, con
bajas concentraciones de IPTG (0,01 mM) y es co-purificada con la chaperona GroEL iss;

sin embargo, este procedimiento requiere de un paso adicional que consiste en retirar la



chaperona con ATP [i156. Cabe mencionar que esta variable no fue tenida en cuenta

durante el proceso de optimizacion de la expresion de esta proteina recombinante.

Para optimizar la expresibn de Hsc70 se analizaron las variables mencionadas
anteriormente, encontrandose que las condiciones que permitieron una mayor
concentraciéon de la proteina recombinante se obtuvieron cuando el cultivo alcanzé una
DO 600 nm de 0,6 y la induccién se llevo a cabo durante 4 h con 1 mM de IPTG. Cabe
mencionar que eta proteina fue obtenida tanto en la fraccién soluble como en la insoluble.
Su solubilidad puede depender en gran medida en la homologia que existe con
chaperonas bacterianas, como Dna K [157;; Sin embargo, se observé que a medida que el
namero de bacterias era mayor antes de inducir la expresion, la proteina se localizé
Unicamente en la fraccion insoluble posiblemente debido a la sobreexpresion de la misma
(figura 19, carriles 13, 15 y 17). Asi mismo, un estudio previo permitié confirmar los
resultados obtenidos, puesto que el lisado bacteriano fue disuelto con Urea 8M para
solubilizar los cuerpos de inclusion formados durante la expresion de esta proteina [isg.
Sin embargo, otros reportes han mostrado que esta proteina fue expresada en forma
soluble mediante el mismo sistema empleado en este trabajo, en el cual la induccion se
realizé cuando el cultivo alcanzé una DO gy nm de 0,3 con 0,4 mM de IPTG durante 2
horas. Estos resultados corroboran los datos obtenidos, puesto que a DO inferiores a 0,4
al momento de inducir la expresion de la proteina recombinante, una fraccion de esta es

obtenida en el sobrenadante [is9- 162-

Por otra parte, para la obtencion de la proteina VP6 del rotavirus se han empleado
diferentes sistemas de expresion en estudios previos, entre ellos: infecciébn con
baculovirus recombinante de células Sf9 163 - 169y Y Spodoptera frugiperda [ies - 166,
transfeccion de bacterias BL21(DE3) con el plasmido pMAL-C2X/EDIMG 167 - 169), infeccion
de células CV-1 [170-1721 0 MA104 175 con el virus vaccinia recombinante y transfeccion de
Solanum tuberosum con el vector pPCV70 174. En casi todos los reportes muestran que
para la posterior purificacién de esta proteina fue necesario solubilizar los lisados en Urea
5 M o detergentes i6nicos, como deoxicolato de sodio al 1 %, o se observo la formacion
de estructuras tubulares retiradas por ultracentrifugacion a 100000 x g, sugiriendo que la
expresion de esta proteina se dio en forma insoluble, lo cual esta de acuerdo con los

resultados obtenidos en este trabajo (figura 21). La insolubilidad de esta proteina se debe



a su caracter altamente hidrofébico y puede estar relacionada con la formacion de

trimeros, como ocurre de forma nativa en la estructura de las particulas virales 17s;.

La purificacion de las proteinas recombinantes VP5 - GST y VP8 — GST se realiz
mediante cromatografia de afinidad. Para lo cual, se emplearon dos técnicas de
solubilizacion de las agregaciones proteicas: el primero, se realizé con Grea 8 M y el

segundo, con el detergetne idnico, N- laurilsarcosina.

La Urea es un agente caotrépico que se une a la proteina dependiendo de la
concentracion empleada generando la formacion de estructuras proteicas mas flexibles y
desorganizadas perdiendo su estructura nativa. El replegamiento de las proteinas
recombinantes se realiz6 mediante dialisis, la cual fue desarrollada a baja temperatura y
con intercambios de buffer con concentraciones decrecientes de Urea en lapsos de 4
horas a fin de evitar la precipitacion de la proteina por plegamientos incorrectos que
suelen ocurrir durante la disminucion de la concentracion del agente caotropico [7o; sin
embargo, no se observo la retencion de la proteina recombinante durante el corrido
cromatografico. Estos resultados sugieren que el replegamiento del polipéptido GST no
fue el apropiado y por tanto no reconoci6 el glutation presente en la resina de agarosa

(datos no mostrados).

Por otra parte, los pellet celulares fueron tratados con N- laurilsarcosina, detergente iGnico
alcalino que ha sido ampliamente utilizado para solubilizar casi todas las proteinas unidas
a GST y en general agregaciones proteicas [176 - 177, debido a que dispersa los cuerpos de
inclusién en estructuras monomoleculares por la fuerte repulsién electrostatica del
complejo proteina — detergente. La proteina en este complejo puede adquirir estructuras
secundarias no nativas permitiendo la formacion de interacciones intra — moleculares
nativas y no nativas. La unién de un detergente a una proteina es determinada por la
concentracién micelar critica (CMC), cuando la concentracion del detergente es superior a
la CMC, se da la formacién de una micela con la proteina en donde la proteina
denaturada es altamente soluble, mientras que concentraciones menores a la CMC,
reducen la solubilidad de la misma [17g;. La concentracion empleada de N — laurilsarcosina
para solubilizar las proteinas bacterianas y los cuerpos de inclusion fue de 1 %, superior
al valor de CMC determinado para este detergente (0,427 %), el cual permitié la
solubilizacion de las agregaciones proteicas. Sin embargo, el uso de esta concentracion



del detergente anibénico afecta considerablemente la estructura de la proteina y por tanto
su interaccién con la resina de agarosa unida a glutation, puesto que depende

basicamente de la estructura tridimensional del polipéptido GST.

Estudios previos han demostrado que detergentes no idnicos pueden formar micelas
mezcladas con el detergente iGnico y previenen su precipitacion en presencia de iones
divalentes, como calcio y magnesio 177, 179, 200;. Adicionalmente, se ha demostrado que
este tipo de detergentes no afectan la interaccion de las proteinas unidas a GST a la
resina de agarosa [1s0. Por esta razon, fue necesario utilizar un detergente no iénico a los
lisados bacterianos que contenian 1 % de N - laurilsarcosina que permitiera la
renaturaciéon o replegamiento de las proteinas presentes en el lisado bacteriano,
incluyendo la proteina de fusién solubilizada. El detergente utilizado en el proceso de
purificacion de la proteina viral VP8 fue triton X-100 en concentraciones del 1 - 3 % [176) Y
se observo la unién de la proteina recombinante a la resina (figura 22 a); sin embargo, la
cantidad de proteina retenida fue muy baja en comparacién con el total de la proteina
recombinante presente en el lisado bacteriano total y la encontrada en la fraccién no

retenida, obtenida después de la interaccién del lisado con la resina (figura 22 a, carriles 2
y 3).

Por lo tanto, se emple6 una estrategia experimental diferente para inducir el
replegamiento correcto del polipéptido, con el objetivo de aumentar la cantidad de
proteina unida a la resina, que consistio en diluir 10 veces el lisado celular solubilizado
con N — laurilsarcosina al 1 % en buffer PBS y posteriormente realizar el paso de
purificacion (777. De acuerdo con los resultados obtenidos en la figura 22 b, es posible
evidenciar que este tratamiento resultdé mas eficiente, puesto que se logré obtener un
mayor nimero de eluidos de la proteina VP8 - GST a partir de un lisado bacteriano con
las mismas condiciones al utilizado en el procedimiento anterior. La diferencia en la
cantidad de proteina recombinante VP8 purificada a partir de las metodologias empleadas
para el replegamiento proteico, posiblemente se debe a que las concentraciones
empleadas de Tritébn X 100 (1 y 3 %) superan su CMC (0,021 %) y por tanto forman
micelas que tienen un peso molecular (PM) de 90 KDa, superior al peso de la proteina
recombinante (54 KDa). Sin embargo, es importante mencionar que las micelas formadas
son una mezcla del detergente i6nico y el no ionico, por tanto el PM de una micela,

suponiendo que la relacion fuera 1:1, seria de aproximadamente 50 KDa (PM de una



micela de N-laurilsarcosina es de 0,6 KDa) ocasionando que la proteina quede atrapada
dentro de la micela y no se expongan completamente sus dominios de interaccién con

glutation para su purificacion [ig - 1s2].

Para la purificacion de la proteina recombinante VP5 — GST se empledé la misma
estrategia utilizada para VP8 — GST; sin embargo, la proteina viral no se uni6 al glutatién
de la resina cuando el lisado fue tratado con Triton X-100. De esta manera, se emplearon
otros detergentes no idnicos (tween 20, NP40 y pB-octilglucésido) y un detergente
zwiterionico (CHAPS), como agentes renaturantes [;s3. Como se puede evidenciar en la
figura 23, carriles 6 y 15, los detergentes que indujeron la interaccién del polipéptido GST
a la resina, fueron CHAPS y NP40, respectivamente, obteniéndose mayor rendimiento
con el primero de ellos. Estos detergentes tienen caracteristicas quimicas diferentes,
entre ellas: estructura quimica, caracter iénico o no — ibnico, CMC, peso molecular del
mondmero y en forma micelar, o que no logra explicar los resultados obtenidos respecto
a los otros detergentes analizados, teniendo en cuenta que muestran caracteristicas

similares.

Por otra parte, cuando el tratamiento de purificacién se realiz6 con cultivos a mayor escala
en presencia de CHAPS, la cantidad de proteina retenida fue poca respecto a la cantidad
de proteina de fusién expresada en el lisado bacteriano total. Por tanto, se incremento6 la
concentracion del detergente al 3 %; sin embargo, se observo la formacion de un
precipitado en el lisado bacteriano correspondiente al CHAPS, puesto que a la
temperatura a la cual se estaba trabajando (4 °C) y la concentracién del mismo, se
favorece su insolubilidad en solucién acuosa. Este efecto puede ser ocasionado porque el
detergente se disolvié en forma de agregados a temperatura ambiente, pero cuando se
incub6é a 4 °C, estos agregados se precipitaron debido a que nunca fueron realmente
disueltos (efecto cinético) o por una sobresaturacion, en la cual el detergente pudo
mantenerse soluble a temperatura ambiente, pero al disminuir la temperatura, el
detergente se precipito (1s1-185.  El lisado fue centrifugado con el objeto de retirar estas
particulas insolubles y el sobrenadante fue tratado con la resina. Los resultados obtenidos
en la figura 24 a, muestran que la cantidad de proteina unida a la resina fue baja en
comparaciéon con la proteina total encontrada en el lisado total antes de la adicion del
CHAPS; sin embargo, al analizar el precipitado formado se observé que gran cantidad de

la proteina recombinante junto con otras proteinas bacterianas fueron precipitadas de la



misma manera. Por otra parte, el uso de NP40 al 3 % permiti6 mayor retencion de la
proteina viral por la resina y a diferencia del CHAPS, no se precipitd a pesar de la baja

temperatura y la concentracion empleada (figura 24 b).

En comparacion con la literatura, las proteinas recombinantes VP5 y VP8 obtenidas con el
mismo sistema de expresion utilizado en este trabajo, fueron purificadas mediante
cromatografia de afinidad sin dificultad puesto que se obtuvieron de forma soluble;
mientras que en los ensayos en donde se encontraron insolubles, se aplicaron técnica de
dialisis que permitieron el replegamiento del polipéptido GST y su interaccién con la

resina, aunque esta metodologia no funcion6 en nuestros ensayos [14s, 147, 148]-

Respecto a la purificacion de la proteina celular Hsc70, se empleé cromatografia de
afinidad, para lo cual se emple6 una resina que contiene iones metalicos de Ni** que tiene
gran afinidad por los anillos imidazdlicos de las colas de histidinas que presentd la
proteina de fusion. Por esta razén, el pellet bacteriano fue resuspendido y lisado en un
buffer que no contenia EDTA, a diferencia de las bacterias que expresaron las proteinas
virales recombinantes VP5 y VP8, debido a que por su propiedad de quelar iones
metélicos, no permitiera la purificacion de Hsc70 [igs. Asi mismo, se empleé N-
laurisarcosina y tritdn x-100 para la solublizacién de los cuerpos de inclusién formados
durante su expresion 1s7. La purificacion de esta proteina fue realizada de acuerdo con
reportes realizados previamente [1s5 1627- T€NIENdO en cuenta los resultados obtenidos en
la figura 23, se puede observar que la mayor parte de la proteina expresada fue retenida
por la resina al comparar la cantidad de proteina presente en el lisado bacteriano total
(figura 25, carril 2) y el lisado bacteriano no retenido obtenido después de pasar el lisado
por la resina (figura 25, carril 3). El procedimiento de elucién se llevé a cabo con
concentraciones crecientes de imidazol entre 50 mM a 1 M; las fracciones obtenidas con
50 mM presentaron un gran contenido de bandas inespecificas (figura 25, carriles 7 a 12)
y al incrementar la concentracion de imidazol, menor era el nimero de bandas

inespecificas.

Cabe mencionar que aunque no se realizaron ensayos de actividad enzimética para las
proteinas recombinantes purificadas (VP5, VP8 y Hsc70), el protocolo utilizado para la
solubilizacion de los cuerpos de inclusién formados durante su expresion permitio la

interaccion del polipéptido GST, en el caso de VP5 y VP8, y la cola de His, para Hsc70,



con la resina empleada para la purificacion de cada una. Estos resultados sugieren que
esta estrategia experimental facilita el correcto plegamiento de las proteinas
recombinantes. Adicionalmente, estudios recientes han permitido demostrar que la
solubilizacion de estas agregaciones proteicas, mediante el uso de N-laurilsarcosina,
encapsulan las proteinas y las disgregan; mientras que los detergente no idnicos o
zwiteridnicos forman grandes micelas o bicelas mezcladas que incorporan las moléculas
del detergente iénico (N-laurilsarcosina), disminuyendo su concentraciéon alrededor de la
proteina recombinante, dejando sitios activos libres o facilitando el replegamiento de la
proteina, en los cuales demuestran que las proteinas purificadas mediante esta
metodologia presentaron una actividad mayor al 80 % tras el uso de diferentes

detergentes y mezcla de ellos 134, 154 - 156, 188 - 190]-

En el caso de la proteina recombinante VP6, se han empleado diferentes técnicas que
han permitido la purificacion de esta proteina, incluyendo cromatografia de afinidad 165, 167

169, Cromatografia de intercambio i0nico 163, INMuNoprecipitacion [z, 73 Y
ultracentrifugacion de estructuras tubulares formadas por la proteina [1s;. Sin embargo, en
este trabajo se empled una técnica de purificacion basada en detergentes y en el caracter
apolar de la proteina recombinante viral. El pellet que contenia la proteina viral obtenido
después de la lisis celular fue tratado con diferentes detergentes, incluyendo iénicos, no —
iGnicos y zwiteridnicos. Como se observa en la figura 21 y 26 a, los detergentes que
solubilizaron esta proteina fueron los i6nicos (N-laurisarcosina y DOC); mientras que los
detergentes no — i6nicos o zwiteridnicos, no la solubilizaron aun cuando se utilizaron
concentraciones superiores al CMC correspondiente de cada detergente; sin embargo,
solubilizaron una gran cantidad de proteinas celulares posiblemente adheridas a
membrana. Estos resultados indican que la proteina recombinante VP6 permitid la
formacion de agregaciones proteicas que no se encontraban adheridas a membrana,
teniendo en cuenta que los detergentes i6nicos son agentes denaturantes que rompen
interacciones proteina — proteina, los detergentes no idnicos permiten la disociacion de
interacciones proteinas — lipidos vy lipido — lipido, mientras que los zwiteridnicos, aunque
no son altamente denaturantes, pueden disociar interacciones proteina — proteina; sin
embargo, el detergente CHAPS, a la concentracion y temperatura analizada, no permitio

la solubilizacion de esta proteina [1o1 - 192}



Teniendo en cuenta lo anterior y como se muestra en la figura 29, el buffer RIPA, el cual
contiene SDS al 0,1%, DOC al 1% y Tritén X 100 al 1%, permitié la solubilizacién de un
conjunto de proteinas celulares (carriles 4 y 5), las cuales fueron retiradas casi que
completamente con f - Octilglucésido al 1% (carriles 6). El pellet remanente que contenia
la proteina viral recombinante VP6 solo fue soluble cundo se trat6 con Urea 8M y N-
laurilsarcosina al 1%, compuestos altamente denaturantes (carriles 7 y 8). Los resultados
obtenidos sugieren que esta proteina formd agregaciones proteicas altamente insolubles
debido a su capacidad de polimerizacién y de formar estructuras tubulares cuando es
sobreexpresada 166; O trimeros cuando se encuentra en las particulas infecciosas del

rotavirus [175]

Para la caracterizacion de los anticuerpos policlonales dirigidos contra las proteinas
recombinantes del rotavirus VP5, VP6 y VP8 se realizaron diferentes técnicas de

inmunodeteccion, entre ellas: western blot, inmunocitoquimica y ELISA.

En el caso del anticuerpo policlonal obtenido contra VP5, se logré identificar hasta 250 ng
de la proteina recombinante purificada (figura 30 d, carril 3 y 4), cantidades menores
fueron débilmente reconocidas (figura 30 d, carril 5 y 6); sin embargo, en los lisados
bacterianos que expresaron esta proteina, se observa la identificacion de una serie de
bandas inespecificas correspondientes a proteinas bacterianas puesto que este mismo
perfil fue evidente en el lisado de bacterias que no expresaron la proteina viral (figura 30
a, carril 5). El reconocimiento de proteinas bacterianas por este anticuerpo puede ser
consecuencia del método de extraccion de la proteina viral utilizada como antigeno para
la inoculacién de los conejos, puesto que se partio de un lisado total y aunque se
identificé la banda correspondiente a la proteina mediante western blot, resulta importante
mencionar que muchas proteinas bacterianas pueden tener el mismo peso molecular y de
esta manera contaminar el antigeno que se intenté purificar. Por otra parte, se evidencio
el reconocimiento de la proteina recombinante por el método de ELISA, utilizando una
dilucién de 1:1000 del anticuerpo; sin embargo, valores de ADO 49, nm mayores a 0,2, solo
fueron obtenidos cuando se emplearon cantidades mayores a 200 ng de la proteina
(figura 30 g). Asi mismo, se analiz6 el reconocimiento del anti — VP5 por las proteinas
nativas procedentes de las particulas virales TLPs y durante el proceso infeccioso
mediante western blot e inmunocitoquimica, respectivamente. Los resultados muestran

que este anticuerpo permite el reconocimiento de la proteina viral VP5 mediante western



blot en condiciones denaturantes y en la particula viral infecciosa en condiciones nativas

en el proceso infeccioso (figura 31 d y g).

En el caso del anticuerpo dirigido contra la proteina viral VP6, se observé la presencia de
una banda inespecifica de menor peso molecular, probablemente producto de la
degradacion de la proteina viral teniendo en cuenta que el lisado celular que no fue
infectado con el virus recombinante no presentd estas bandas. Asi mismo, se logré el
reconocimiento de las proteinas procedentes de las particulas virales tanto en condiciones
denaturantes como en su estado nativo (figura 31 e y h). La dilucion empleada del anti —

VP6 en cada uno de los ensayos fue de 1:1000.

Finalmente, el anticuerpo dirigido contra la proteina VP8 permitié el reconocimiento de la
proteina viral en cada una de las muestras analizadas en diluciones 1:1000 y en
diferentes concentraciones los diferentes antigenos utilizados, como: proteina
recombinante purificada (figura 30 f e i) y lisados bacterianos (figura 30 c¢). Asi mismo, se
logré la identificacion de la proteina en las particulas virales denaturadas mediante
western blot, siendo mayor el reconocimiento respecto a un anticuerpo policlonal contra
rotavirus del laboratorio (figura 31 f) y en condiciones no denaturantes mediante
inmunocitoquimica (figura 31 i). Estos resultados muestran que las proteinas
recombinantes del rotavirus VP5, VP8 y VP6 indujeron la respuesta inmune en los

conejos que fueron inoculados.

Finalmente, la identificacién de la interaccion entre las proteinas recombinantes virales
VP5 - GST, VP6 y VP8 - GST con las proteinas candidatas a receptores del rotavirus,
Hsc70 y PDI, se realiz6 mediante ensayos de ELISA indirecto y co-inmunoprecipitacion.

De acuerdo con los resultados obtenidos en las figuras 33 a y 34 a, se pudo evidenciar
gue la proteina recombinante VP5 — GST interacciona directamente y dependiente de
concentracion con la proteina recombinante Hsc70 en las condiciones analizadas. Estos
resultados confirman datos previamente reportados, en los cuales se demuestra que el
dominio carboxi terminal de la proteina viral interacciona con el dominio KID de esta
chaperona, lo cual fue determinado mediante ensayos de ELISA y de competencia con
peptidos 46, 162, 2015 Adicionalmente, se pudo establecer que esta interaccion sucede en

condiciones celulares, al co-inmunoprecipitar Hsc70 procedente de células MA104 con



VP5, la cual fue determinada en regiones especificas de la membrana celular, conocidos
como rafts lipidicos 193 - 194 (figura 35 b). Resulta importante mencionar que la interaccion
de esta proteina recombinante con la proteina celular no fue dependiente del polipéptido
GST, puesto que la proteina recombinante viral VP8 — GST no interaccioné con Hsc70 en

los ensayos realizados, aun en presencia de este polipéptido (figura 33 e, 34 ¢, 35 d).

Paralelamente, la interaccion entre la proteina viral VP6 y la proteina recombinante Hsc70
fue identificada mediante los ensayos mencionados en condiciones acelulares y al igual
gue con la proteina VP5, esta interaccion es dependiente de concentracion.
Adicionalmente, se logré establecer que esta interaccion sucede en condiciones celulares
en raft lipidicos. Estos resultados complementan datos obtenidos previamente en el
laboratorio, en los cuales se demostré que las DLPs y péptidos sintéticos de VP6 se unen
a esta proteina de choque térmico e inhiben el proceso infeccioso con diferentes cepas
rotavirales (43, 195, asi como la co-inmunoprecipitacion de la proteina viral con Hsc70 en

células MA104 [196]-

Por otra parte, se determiné el efecto en la infeccion con rotavirus cuando las células
fueron expuestas a las proteinas virales recombinantes. Teniendo en cuenta los
resultados obtenidos en la figura 36, se evidencié una inhibicion de la infeccion de
aproximadamente del 90 % cuando se utilizaron 25 ng de la proteina recombinante VP6,
lo que fue comparable con ensayos previos en los que se demostrd que las particulas
DLPs pueden inhibir el proceso infeccioso del rotavirus (43, sin embargo, este efecto no
fue observado con las otras proteinas virales expresadas. Estos resultados sugieren que
la proteina viral VP6 es indispensable en los primeros eventos de la infeccion con
rotavirus RRV en células MA104, puesto que el tratamiento previo de las células con esta
proteina puede ocupar receptores especificos del virus que inhiban la entrada o
penetracion del virus a la célula, entre ellos Hsc70, el cual ha sido previamente
reconocido que participa durante un evento pos-union del rotavirus a la célula s, 162
Mientras que las otras proteinas virales pueden interaccionar con diferentes moléculas de

la superficie celular, lo que hace que su presencia no inhiba el proceso infeccioso 4.

Adicionalmente, se identificd la interaccion de las proteinas recombinantes virales VP5 —
GST y VP6 con la proteina recombinante PDI (figura 33b, d y 34). La PDI cataliza la



reduccién, oxidacién e intercambio de enlaces disulfuro, ademas presenta actividad de
chaperona [z - 2051 Y ha sido implicada en la reduccién de los enlaces disulfuro del
heterodimero de la toxina diftérica 204 Y €n la entrada del virus de la inmunodeficiencia
humana (HIV) a las células linfoides [205. Respecto al rotavirus, se ha reportado que la PDI
interacciona con la VP7 glicosilada para asegurar la formacién y el plegamiento correcto
de la VP7 en el ER, y por tanto del ensamblaje viral |20¢). El silenciamiento de la expresion
de chaperonas del ER, entre ellas la PDI, interfiere la formacién o el rearreglo de los
enlaces disulfuro de la VP7 y la formacion de TLPs »7. Se ha demostrado que la
interferencia en la formacién de los puentes de disulfuro en VP7 afecta la formacion de
particulas virales infecciosas debido al bloqueo en el ensamblajede la capa mas externa

del virion [208]-

Recientemente, estudios realizados en el Laboratorio de Biologia Molecular del Virus
reportaron la inhibicion de la infeccion rotaviral mediante el tratamiento previo de células
MA104 con inhibidores del intercambio tiol-disulfuro tales como bacitracina y DTNB [5,5-
dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid)]. Dado que estos inhibidores no son transportados a través
de la membrana celular, se sugirié la participacion de la PDI de la superficie celular en el
proceso de entrada de los rotavirus. Ensayos de biotinilacion con reactivos que no
permeabilizan la membrana celular y andlisis de citometria de flujo (FACS) confirmaron la
presencia de PDI en la superficie de la célula. La especificidad del bloqueo de la infeccién
con bacitracina y DTNB se confirmé con la adicion de anticuerpos dirigidos contra PDI o
de péptidos sintéticos correspondientes a VP4 y VP7 que contenian cisteinas en su

secuencia, los cuales inhibieron significativamente la infeccion con rotavirus RRV (197, 199].

Estos resultados permiten sugerir que la interaccion de estas proteinas celulares, Hsc70 y
PDI, con las proteinas recombinantes virales analizadas puede ser un paso determinante
en el proceso infeccioso del rotavirus, que sucede durante los eventos iniciales del ciclo
viral puesto que se lograron identificar en los microdominios lipidicos de células MA104,
en donde se ha establecido que existe una co-localizacion de PDI, Hsc70, integrina 3 197
y las particulas rotavirales 195, Siendo fundamentales para la uniéon y penetracion del virus
a las células hospederas. Estas chaperonas pueden estar involucradas en cambios
conformacionales que sufren las proteinas de la particula viral durante estos eventos zog,
lo cual puede ser sustentado a partir de estudios cristalograficos de un fragmento de VP5*

realizados previamente, en los cuales indican que esta proteina modifica su estructura al



retraerse sobre si misma, pasando de una estructura dimérica a una trimérica, para
permitir su interaccién con la membrana celular a través de la exposicion de su dominio
hidrofobico [1s; - 210). Adicionalmente, experimentos en solucion realizados para definir la
interaccion de Hsc70 con las proteinas de la capside externa del rotavirus, permitieron
evidenciar cambios conformacionales en las proteinas virales al estar en contacto con

esta chaperona (162 - 209}

Aunque no es posible afirmar que las interacciones establecidas entre las proteinas
virales y las proteinas celulares ocurran particularmente durante el paso de union o post-
union del virus a la célula con los datos mostrados, previamente se ha demostrado que
Hsc 70 y PDI participan en el evento de pos-union del virus, puesto que al utilizar
anticuerpos dirigidos contra estas proteinas o ligandos naturales se observa una

disminucion de la infeccion pero no de la union del virus a la célula (43, 162, 199)-

Asi mismo, no se puede establecer si estas interacciones suceden in vivo puesto que es
necesario tener en cuenta factores como la estructura tridimensional de las proteinas
purificadas teniendo en cuenta la insolubilidad que presentaron durante el proceso de
expresion y purificacion, por tanto resulta necesario realizar estos ensayos de interaccion
pero en un modelo animal, como ratén. Por Ultimo, para definir la especificidad de las
interacciones identificadas se requieren de ensayos de competencia a partir del uso de
otras moléculas que naturalmente se asocien o actien como sustratos de las proteinas

celulares candidatas a receptores del rotavirus.



8. CONCLUSIONES

El mayor rendimiento en la expresion de la proteina viral recombinante VP8 — GST se
obtuvo cuando las bacterias BL21(DE3) transformadas con el vector pGEX-4T-VP8
fueron cultivadas en medio LB a 37 °C con agitacién hasta alcanzar una DO g nm de 0,6 €

inducidas con 1 mM de IPTG durante 6 horas.

En el caso de la proteina viral recombinante VP5 - GST, la mayor concentracion se obtuvo
cuando las bacterias BL21(DE3) transformadas con el vector pGEX-4T-VP5 fueron
cultivadas en medio 2XYT en presencia de glucosa al 2% a 37 °C con agitacidon constante

hasta alcanzar una DO gy nm de 0,2 e inducidas con 0,5 mM de IPTG durante 4 horas.

Para obtener la mayor concentracién de la proteina recombinante Hsc70, bacterias
BL21(DE3) transformadas con el vector pET-28a-Hsc70 fueron cultivadas en medio LB a
37 °C con agitacién constante hasta alcanzar una DO gy nm de 0,6 e inducidas con 1 mM
de IPTG durante 4 horas.

Las proteinas recombinantes obtenidas fueron expresadas como cuerpos de inclusion
insolubles, los cuales fueron solubilizados con un detergente i6nico, altamente
denaturante. Las proteinas fueron replegadas con un detergente no i6nico, como NP40 en
el caso de VP5 o tritbn X 100, en el caso de Hsc70; mientras que para VP8, la
renaturacién se llevé a cabo por dilucién. El replegamiento del polipéptido GST, para las
proteinas recombinantes VP5 y VP8, fue demostrado al purificar estas proteinas mediante
cromatografia de afinidad usando glutation como ligando.

La purificacién parcial de la proteina viral VP6 se basé en su caracter apolar, puesto que
no fue soluble en ningln detergente no idnico, sugiriendo la formacién de polimeros
insolubles teniendo en cuenta la formacion de trimeros en la particula viral. Para su
solubilizacion se emplearon altas concentraciones de (rea que fue retirada por didlisis y

dilucion.



Las proteinas virales recombinantes VP5, VP8 y VP6 mostraron ser inmunogénicas al
inducir la produccién de anticuerpos policlonales dirigidos contra estas proteinas en

conejos Nueva Zelanda.

Los anticuerpos policlonales dirigidos contra las proteinas virales recombinantes
permitieron el reconocimiento de las proteinas en su estado nativo en las particulas

virales mediante diferentes técnicas de inmunodeteccion.

Las proteinas virales recombinantes VP5 — GST y VP6 interaccionan con las proteinas
recombinantes Hsc70 y PDI en sistemas libres de células y en condiciones celulares,
especificamente en microdominios lipidicos, sugiriendo la participacion de estas
chaperonas durante los eventos de iniciales del proceso infeccioso del rotavirus,
posiblemente asociadas a cambios conformacionales de las proteinas virales requeridas
para la union y penetracion de la particula viral a la célula huésped. Por otra parte, la
proteina recombinante VP8 — GST no interacciond con estas proteinas celulares en las

condiciones acelulares evaluadas.

Finalmente, la proteina viral VP6 inhibi6 eficientemente la infeccibn con rotavirus,
sugiriendo que esta proteina participa durante los primeros eventos del ciclo infeccioso

siendo una molécula determinante en el proceso.
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