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Introduccion. Los rotavirus son una de las causas
principales de gastroenteritis infantil severa en el ambito
mundial en nifios menores de 5 afios de edad ¥ estimandose
gue una vacuna efectiva contra estos virus podria evitar
cerca de 800,000 muertes de infantes cada afio. Las proteinas
no estructurales (NSP) de rotavirus, se sintetizan en €
citoplasma de la célula durante la infeccion y tienen
funciones relacionadas con el control de la sintesis de
proteinas celulares y virales, con la replicacion del genoma,
con el empaguetamiento de los genes virales y con la
maduracién de la particula viral en € interior de la célula,
aunque alin no se define completamente el papel de cadauna
de €llas. Las proteinas NSP5 y NSP6 se localizan en los
viroplasmas, cuerpos de inclusién citoplasméticos presentes
en las células infectadas por rotavirus, 1o que indica su
participacion en el proceso replicativo de estos virus @,

H objetivo del trabajo es expresar las proteinas NSP5 y
NSP6 de rotavirus en Escherichia coli.

Metodologia. Se disefiaron los oligonucleétidos apropiados
para la amplificacion de los genes que codifican para NSP5
y NSP6 incluyendo los sitios de corte BamHI-Sall vy
BamHI-Xhol para las construcciones en pGEX y pTrc,
respectivamente; e marco de lectura se confirmé por
secuenciacion. Para la expresion de las proteinas, TOP10 se
transform6 con las construcciones pTrc-NSP(5/6) y BL21
con pGEX -NSP(5/6).

Resultados y discusion. La proteina clonada en el vector
PET28 en trabajos anteriores no logré un nivel de expresion
apreciable por lo que se procedié a buscar otros vectores
apropiados para la expresion. El vector pTrc (Invitrogen) fue
disefiado para la expresion de proteinas toxicas e incluye seis
histidinas que se expresan como parte de la proteina
recombinante lo que facilita su purificacion aun en
condiciones desnaturalizantes. El vector pGEX (Amersham)
expresa la proteina glutathione Stransferase (GST)
fusionada a la proteina facilitando su purificacion y
estabilizando el plegamiento adecuado de las proteinas,
ademés con el uso alternativo de una proteasa especifica se
puede lograr |a separacién posterior de ambas proteinas ®,

Se determinaron que las mejores condiciones de expresion
en medio LB fueron a temperatura de incubacion de 37°C
usando IPTG como inductor a una concentracion de 0.4 mM.
La expresién en pTrc fue menor a la obtenida con pGEX, en
la Figura 1 se muestra la expresion de las proteinas con las
construcciones pGEX. Las proteinas NSP5, NSP6 y GST

tienen pesos moleculares de 34, 11 y 26 kDa
respectivamente, debido a esto, los productos proteinicos
observados para las construcciones en los vectores pGEX
son de 50 kDa paraNSP5 y de 37 paraNSP6.
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Fig. 1. Expresion delas proteinas NSP en E.coli. A) Expresion de
NSP5 y B) NSP6 en pGEX. Carriles 1: Marcador de peso
molecular de 10 kDa; carriles 2: Expresion antes de la induccion;
carriles 3: Expresion después dela induccién con IPTG

Conclusiones. Se obtuvo la expresion de las proteinas NSP5
y NSP6 en los vectores pTrc y pGEX. Se selecciond ala
construccién con pGEX para purificar la proteinaatravés de
columnas de afinidad de GST procediendo con su
cristalizacion. La  obtencion de cristales constituye la
primera etapa para €l andlisis de difraccion por rayos X y la
determinacion de la estructura tridimensional. Esta
informacion es la base para el disefio raciona de farmacos
gue podran ser dirigidos a desarrollo de nuevas vacunas
contrarotavirus.
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