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Introduccién. Las especies reactivas de oxigeno (EROSs)
son compuestos de oxigeno que tienen un electron
desapareado, lo que los hace altamente reactivos. Las
EROs son producidas en el organismo principalmente por
la cadena de transporte de electrones y provocan dafio
en las proteinas, material genético y lipidos. A nivel
proteico, las EROs ocasionan modificaciones
estructurales y conformacionales al oxidar aminoacidos,
lo que produce cambios en las caracteristicas
bioquimicas de las proteinas. Las proteinas virales son
capaces de autoensamblarse en macroestructuras de
diversos tipos, las que pueden utilizarse como
inmunégenos. VP6 de rotavirus es una proteina
polimérfica capaz de ensamblarse en estructuras
idénticas al virus nativo o de formar otro tipo de
macroestructuras, como nanotubos. Es posible que la
oxidacion por EROs altere el ensamblaje o el
plegamiento de VP6, lo que repercutiria en su capacidad
immunogénica y estructural. En este estudio se evalué el
efecto de las especies reactivas de oxigeno en VP6
monomérica y ensamblada en tubos para desarrollar
mejores estrategias de produccion de estas particulas.

Metodologia . Los tubos de VP6 se produjeron infectando
células de insecto High Five® con un baculovirus que
codifica para la proteina VP6 de rotavirus. La infeccién se
llevé a cabo en matraces de 1L (volumen de operacion
de 250 mL) a una concentracién celular de 0.5 x 10°
cel/mL y una multiplicidad de infecciéon (MDI) de 1 ufp/cel.
Se utilizé6 H,O, y 'OH como oxidantes a diferentes
concentraciones. El grado de oxidacion se determiné con
el kit Oxyblot™. Por SDS-PAGE y Western blot se evalud
el efecto de la oxidacién sobre la proteina. Se utilizé
GP(permeacion en gel)-HPLC para observar la presencia
de macroestructuras y realizar cinéticas de ensamblaje y
desensamblaje. Se confim6é la presencia de
macroestructuras (tubos) por micrografia electréonica de
transmision.

Resultados . Se observ6 un incremento en la oxidacion
de la proteina VP6 tanto monomérica como ensamblada
en tubos a medida que se incrementd la concentracién
de ambos oxidantes (tiempos de oxidacion de 0.25 a 6
h). Los radicales ‘OH a concentraciones mayores de 10
mM y tiempos de oxidacion de 0.25 h provocaron la

degradacién de la proteina VP6 monomeérica, mientras
que en los tubos de VP6, sélo se observé degradacion a
tiempos de oxidacién mayores a 1 h. Se siguié la cinética
de oxidacion de los tubos de VP6 a 5 mM de 'OH
siguiendo la pérdida de absorbancia a 280 nm vy
fluorescencia de triptéfanos. Se observd un
comportamiento de decaimiento exponencial de primer
orden en la pérdida de absorbancia. Por otra parte, la
oxidacion de la proteina monomeérica (1 y 5 mM de ‘OH)
no resulté en la pérdida de la capacidad de ensamblaje
de VP6 aunque la estructura de los nanotubos fue
diferente (Figura 1).

Figura 1 Resultados de ireaccmn de re-ensamblaje de VP6 oxidada.
A) Control sin oxidar,140K . B) Proteina oxidada con 1 mM de OH,
250K. C) Proteina oxidada con 5 mM de ‘OH, 250K.

Conclusiones . En este trabajo se determindé que los
mondémeros de VP6 son mas susceptibles a oxidacion
que los tubos de VP6 y que por arriba de 10 mM de "OH
existe degradacion de la proteina. También se observé
gue los tubos son estables a concentraciones menores

de 10 mM 'OH y que la proteina oxidada no pierde la

capacidad de ensamblaje aunque forma
macroestructuras distintas.
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