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Colombia Médica

Construccion y expresion de una proteina recombinante de la envoltura del virus

linfotrépico humano tipo | (HTLV-I)
Paula Ordofiez, Quim.1, Flavio Ceroén?, Felipe Garcia-Vallgjo, Ph.D.3

RESUMEN

El virus linfotropico humano tipo | de las células T (HTLV-I) es un oncorretrovirus
asociado con laleucemia decélulas T adultas (ATL) y la Paraparesia Espastica Tropical
(PET). El gen env del virus codifica la glicoproteina precursora gp62, que mediante
procesamiento producela gp21 (transmembranal) y la gp46 (superficie). Se ha demostra-
do la alta inmunorreactividad de la gp46 en sueros de individuos infectados. Con €
propésito de obtener una proteina recombinante Gtil en diagndstico y en una potencial
vacuna, se cloné en €l vector de expresion de Baculovirus“ bacmido” pBlueBac4.5His el
segmento de 144bp obtenido mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con
cebadores que amplifican la regién 5622-5765 nt. El construido pBlueBacRENV fue
transfectado en células del insecto Mamestrae brassicae (clon MB 8003) recuperandose
la proteina recombinante. La proteina RENV reacciond especificamente con suero de
personas infectadas con HTLV-I. Los resultados obtenidos mostraron que la proteina
RENV puede ser utilizada para el diagnéstico serolégico delainfeccion por HTLV-I yen
la evaluacion de nuevas vacunas.
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El virus linfotrépico humano tipo |
delascélulasT (HTLV-I) presentauna
elevada seroprevalencia en el
suroccidente colombiano, es el agente
etiol6gico asociado con laleucemiade
céulas T del adulto (ATL) y con una
enfermedad neurodegenerativa deno-
minada paraparesia espastica tropical/
mielopatia asociada con e HTLV-I
(PET/HAM). LaPET/HAM y laATL
son dos enfermedades compl etamente
diferentes a pesar de estar asociadas
conel HTLV-I23,

El genoma del HTLV-I posee tres
regiones genéticas que codifican los
precursores de la nucleocapside (gag)
del complejo transcriptasa reversa-
polimerasa-integrasa (pol) y de las
glicoproteinas de la envoltura vira
(env). Ademas posee dos regiones de
repeticionlargasen susextremosdeno-
minadasL TRs. El producto del genenv

del HTLV-I eslaglicoproteina precur-
sora gp62, que es procesada para pro-
ducir las dos proteinas maduras de la
envoltura del virion: la glicoproteina
gp46 de superficiey latransmembranal
gp21. Lagp46 esesencial en las etapas
tempranas de lainfeccion vira y esla
proteina mas inmunogénica de todos
los antigenos virales. Inicialmente
Palker4, demostré que la proteina gp46
de la envoltura del HTLV-I es el
antigeno viral predominante reconoci-
do por anticuerpos circulantes en €l
suero de pacientes infectados con
HTLV-Il. También se ha demostrado
gue en otras infecciones retrovirales
como en el caso del virus de la
inmunodeficienciahumanatipol (VIH-
1), la mayoria de los anticuerpos
neutralizantes son dirigidoscontrapro-
teinas de envoltura?.
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Palker’, revelaron variaciones en la
reactividad de diferentesregionesdela
proteinade envolturadel HTLV-I. Es-
tosautores ensayaron tres péptidos sin-
téticosquecubrian diferentesdominios
de la proteina gp62 y encontraron que
laregion masinmunoreactivaeslapar-
temediaquecorrespondea dominiode
superficie SU de lagp46. Lainforma-
cién sobrelosnivelesdereactividad de
anticuerpos humanos a regiones espe-
cificasdelagp62 esdegran utilidad en
los procedimientos de diagnostico cli-
nico, tamizajey en el desarrollo de una
posible vacuna contrael HTLV-I°.
Uno delos objetivos mésimportan-
tes de la biotecnologia molecular es
lograr la expresion de la informacion
genética en sistemas heterélogos. Uno
delos sistemas més utilizados para ex-
presar proteinasde genesclonadosesel
sistema de Baculovirus. Este virus po-
see un promotor de expresion fuerte,
derivado del promotor de polihedrina,
el cual se ha insertado en plasmidos
bacterianos para proveer un sistemade
clonaciéon de genes eucariticos que
pueden exnresarse en células de insec-
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to. Unade las ventgjas de este sistema
es poder expresar proteinas virales de
otros organismos en un sistema seguro
como sonlascélulasdeinsecto. En este
trabajo se construy6 el vector recom-
binante pBlueBacRENV y se expresd
en células del insecto Mamestrae
brassicae (MB8003) una proteina
recombinante del epitope B (161-206
aa) de la gp46 de la superficie del
HTLV-I. El producto obtenido mostré
reactividad inmunol égica con €l suero
depacientesinfectadosconel HTLV-I.
Los resultados obtenidos demostraron
gue esta proteina recombinante puede
ser potencialmente Util parael desarro-
llo de pruebas de deteccion de anti-
cuerpos especificos parael virus. Ade-
mas, se considera que esta proteina
podria ser utilizada como inmunopro-
tectora en un potencia desarrollo de
una vacuna efectiva que controle la
infeccion por e HTLV-I.

MATERIALES Y METODOS

El &cido desoxirribonucleico (ADN)
proviral se extrajo de las células MT4
provenientes de un paciente de Japon
con ATL. El procedimiento de extrac-
cion sellevd acabo siguiendo la meto-
dologiadesarrolladapor Soto-Ramirez
et al.b con algunas modificaciones in-
troducidas en el laboratorio. Lapureza
delaspreparacionesde ADN sevaloré
midiendo la absorbancia a 260 nm y
280nm. Relacionesde A260/A280>1.8
Se consideraron Optimas para reaccion
en cadena de polimerasa (PCR).

PCRen laregion env. Serealizéun
PCR anidado utilizando los oligonu-
cledtidos cebadores que aparecen en €l
Cuadro 1. Lascondicionesde PCR para
generar un amplificado de 1440 bp del
gen env completo con los oligonu-
cledtidos cebadores ENV1+ y ENV3-
fueron las siguientes: un paso de 3
minutos a 94°C, 35 ciclos de 1 minuto
a94°C, 30 segundos a48°C, 45 segun-

dosa72°C, unciclodeextension de 10
minutos a 72°C. Luego se efectud otro
PCR empleando los oligonucledtidos
cebadores ENV2+ y ENV4-, paraello
se emplearon las mismas condiciones
del PCR anterior. El producto de este
segundo PCR fue un amplicén de 1440
bp queincluyetodo el gen env (5180 a
6619 bp). El fragmento de 1440 bp fue
sometido a un segundo PCR emplean-
doel par deoligonucleétidoscebadores
RENV 1+ y RENV2- (Cuadro 1). Para
este nuevo PCR las condiciones fue-
ron: un paso de 3 minutos a 94°C, 35
ciclosde 1 minuto a94°C, 30 segundos
a45°C, 45 segundosa 72°Cy un ciclo
de extension de 10 minutos a 72°C.
Después se realizd una electroforesis
en gel de agarosa 2% del fragmento
obtenido cuyo tamafio fue de 144 bp.
Con €l fin de recuperar los amplifica-
dosserealizd laelectroforesisen el gel
de agarosade bajo punto defusiony se
empled el estuche QiaGen® de€elucién
de bandas siguiendo |os procedimien-
tos recomendados por |os fabricantes.
Experimentosdeclonacion. El frag-
mento de 144 bp fue clonado en €l sitio
Hind I11 del vector pCR2.1. Este vector
se empled como control de clonacién
del amplificado queluego seinserté en
un vector de Baculovirus. La reaccion
de ligacién se realiz6 a partir de los
amplificadosobtenidosenlaelucionde
bandas y e vector pCR2.1 (Invitro-
gen®) digerido con Hind I11; luego se
repitié el proceso con el vector de

Baculovirus pBlueBac4.5 (Figura 1).
Este vector de transfeccion de Baculo-
virus se utilizé parareemplazar el gen
de polihedrina tipo ACMNPV por un
gen heter6logo, en este caso el gen que
codificaparael fragmento de 144 bp de
la gp46 de HTLV-I. Al vector recom-
binante obtenido se le denomind
pBlueBacRENV.

Secuenciacion deécidosnucleicos.
Paralasecuenciacion del fragmento de
144 bp, se utiliz6 e estuche “Big Dye
Terminator” (QiaGen®), siguiendo las
recomendacionesdelosfabricantes. La
secuenciacion se realizé mediante la
metodologia de secuenciacion ciclica
utilizando un secuenciador automatico
AbiPrism serie 3700.

Expresion de la proteina recom-
binante. La expresion de la proteina
recombinante selogré por transfeccion
del construido pBlueBac RENV en cé-
lulasdeinsecto. Seempled el protocol o
detransfeccion confosfato célcico’ que
eseficienteparalaintroducciondegenes
clonados en plasmidos recombinantes.
Se colectaron por centrifugacion célu-
las 3x10° de Mamestrae brassicae
(MB3008) (obtenidas de la Fundacion
In Vitro) que se utilizaron para los
experimentosdetransfeccion. Después,
apartir delisados celulares, se purificé
la proteina mediante cromatografia de
ultrafiltracion en Sephadex G-50 hasta
obtener unasolabandadeWesternblot®.

ELISA de la proteina recombi-
nante. Se depositaron cantidades va-

Cuadro 1
Oligonucleétidos cebadores empleados en la obtencién del gen env
completo y el segmento recombinante RENV

Envoltura completa

ENV1+ 5'-AGAAAAAGACCTCCAACAC (5160-5179)
ENV3- 5-GCAATAATTGCGTGCTTGGT (6656-6637)
ENV2+ 5-ATGGGTAAGTTTCTCGCCA (5180-5198)
ENV4- 5-TTACAGGGCTGACTCAGG (6636-6619)

Region recombinante
RENV-I-1+
RENV-|-2- 5’

5 TTT ACT CAAAAAGTTTCAC
GGG GCG GTG GGA GGC AGT TGG

(5622-5642)
(5765-5744)

53




Colombia Médica

Vol. 33 N° 2, 2002

AND
MT4

1440 bp
144 bp

Hind Il! i
+ =

iHindIII

pBlueBac| +
REN
I

pBlueBacRENV

ENV
RENV

Figura 1. Protocolo empleado para la
clonacién del fragmento recombinante
de 144 bp en un vector de expresion de

Baculovirus pBlueBac 4.5

riables de proteina recombinante (50 a
100 mg) en el fondo delos 96 pozos de
una microplaca para ELISA; ésta se
incubd durante toda la noche a 4°C.
Posteriormente se bloqued con una so-
lucion de 5% de albdminabovina frac-
ciénV (BSA) diluidaensolucionfosfato
salina (PBS). A continuacion se incu-
barontanto sueroscomolosanticuerpos
monoclonalesMET3y LAT27 parala
proteinade laenvolturagp46 (donados
por el Dr. Y. Tanaka) con la proteina
recombinante RENV y se procedié a
efectuar lapruebade ELISA®. Lossue-
ros de los individuos incluidos en el
estudiodiluidos1:100y losanti cuerpos
monoclonales 1:500 se incubaron con
la proteina recombinante RENV du-
rante toda la noche a 4°C. Después de
tres lavados en PBS pH7.0 durante 5
minutos cada uno, se procedi6 a incu-
bar a 37°C con €l anticuerpo secunda-
rio humano acoplado con streptavidina-
peroxidasa durante una hora. Después
de este proceso selav6 3 veces durante
5 minutosen PBSpH7.0; lareaccién se
revel6 mediante adicion de biotina,
diaminobencidinay peroxido de hidré-
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geno.

Ladensidad éptica(DO) secalcul6
mediante un microlector Spectra Il a
una longitud de onda de 450 nm. Para
determinar €l punto de corte delaprue-
ba ELISA setomoé el promedio de tres
lecturas de sueros negativos a cua se
le adicion6 1.5 veces e valor de la
desviacion estandar. Todas aquellas
lecturas que mostraron valores mayo-
res a punto de corte se consideraron
como reactivas. Se utilizaron un total
de75 suerosde personasinfectadascon
€l virusy 75 sueros de sujetos serone-
gativos tanto para € HTLV-l como
parael VIH-1.

Célculos estadisticos. Las diferen-
cias de reactividad entre sueros negati-
vosy positivosparael HTLV-I seeva
luaron mediantelaaplicaciéndelaprue-
ba exacta de Fisher.

RESULTADOS

Inicialmenteserealizélaamplifica
cién con el par de primers ENV-1+ y
ENV-3- y luego con el segundo par de
primers ENV-2+ y ENV-4-, lo cuad
ofrecié mayor especificidad en la am-
plificacion (Figura 2A). Se obtuvo €
fragmento recombinante de 144bp a

1 2 3

1440 bp

12 3

partir de PCR (Figura 2 B,C).

Lasecuenciadenucledtidosdd frag-
mento amplificado y clonado (5625-
5762 nt) fue: TTT TAC TCA AAA
AGTTTCACGCCT CAATATTAA
TCTCCATTTTTCAAA ATG CGG
TTT TCC CTT CTC CCT TCT AGT
CGA CGCTCCAGGATATGACCC
CATCTGGTT CCT TAATACCGA
ACCCAGCCAACTGCCTCCCAC
CGC CCC. Esta secuencia represent6d
100% del segmento del provirusMT4.
Mediante el protocolo empleado en la
elucion de bandas del fragmento
recombinante de 144bp, se logré obte-
ner losamplificadosparasu utilizacion
en la ligacion con el sistema de
Baculovirus pBlueBac4.5.

Mediante traduccion simulada em-
pleando €l codigo genético nuclear, se
obtuvo la secuencia de aminoécidos
del dominio de la superficie de envol-
tura gp46 recombinante clonada en €l
bacmido:

161-FSLLVDAPGYDPIWFLN
TEPSQLPP TAPPLLPHSNLDHILE
PSIPW-206

Paracomprobar lareactividad dela
proteinarecombinanteobtenida, serea
lizaron ensayos de Western blot con
suerosreferenciapositivosy negativos

12345

1440 bp

1440 bp

144 bp
144 pb

Figura 2. A. Electroforesis en gel de agarosa al 2% del segmento de envoltura total
obtenido mediante PCR con los primers ENV-2+y ENV-4-. 1 Escalera 100bp 2 2.0mM
MgCl, 3 2.5 mM MgCI. B. Electroforesis en gel de agarosa al 2% del segmento
recombinante de envoltura obtenido mediante PCR con los primers RENV-I-1+ y
RENV-I-2-. 1 Escalera de 100bp 2 2.0 mM MgCl, 3 2.5 mM MgCl, . C. Electroforesis en
gel de agarosa al 2% del segmento recombinante de envoltura y la envoltura total
obtenido mediante PCR con los primers RENV-I-1+/ RENV-I-2- y ENV-2+ /ENV-4-
respectivamente. 1 Escalera de 100bp, 2, 3y 4, los segmentos de 144bp a 1.5, 2.0y
2.5 mM MgCl, respectivamente 5 envoltura total.
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Proteina
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>

Figura 3. Western blot de la proteina recombinante de la envoltura del HTLV-I
expresada por cuatro clones de Bacmidos en células de insecto Mamestrae
brassicae. Se emple6 el anticuerpo monoclonal MET3 como control positivo.

A
CN CP 12 2 3 4 5 6 7

CN CP 1 2 3 4 5 6 7

Figura 4. A. Ensayos de Western blot de la
proteina recombinante en pacientes porta-
dores del virus. B. En suero de individuos
seronegativos. CN = control negativo. CP =
control positivo.

paraHTLV-I. Seobtuvieron las proteinas
recombinantes de células de M. brassicae
y de E. coli cuyas reactividades inmuno-
| 6gi cas fueron ensayadas con anticuerpos
monoclonalesparalaenvoltura(LAT27y
MET3). Inicialmente se observd una ban-
da de induccion que reaccion6 especi-
ficamente con los monoclonales de la en-
voltura (Figura 3). Varios clones recom-
binantesde M. brassicaese utilizaron para
determinar la reactividad del anticuerpo
monoclonal MET 3, observandoseunasola
bandareactivaque no sevisualiz6 conlos
suerosdeindividuos seronegativos (Figu-
ra 4A, B). La proteina recombinante de

aproximadamente21kDaobtenidadel
clon 1 de M. brassicae, mostro reacti-
vidad cruzada con sueros de pacientes
PET/HAM vy seropositivos asintoma-
ticosparael HTLV-I pero no con los
controles negativos (Figura 5).

La proteina recombinante RENV
seutilizé paradefinir medianteWestern
blot, la especificidad. Todos los sue-
ros (75/75) de los individuos seropo-
sitivos mostraron una reaccion cruza-
dacon laproteinade 21 kDa extraida
de lisados de M. brassicae clon 1, en
contraste con aquellos de los sujetos
seronegativosen|osqueno seobservo
ninguna reactividad (Figura 6). Tanto
la especificidad como la sensibilidad
delapruebadeELISA paralaproteina
RENYV fueron del 100%. No se obser-
varon ni falsos negativos ni falsos po-
sitivos.

DISCUSION

El principal hallazgo de este estu-
dio fue e desarrollo de un procedi-
miento sencilloy altamentereproduci-
ble para la obtencion de una proteina
viral inmunogénica que pudiese ser
utilizada como referencia en el diag-
nostico delainfeccion por el HTLV-I.
Uno de los problemas que se presenta
en el diagnostico de retrovirus huma-
nos como e HTLV-I, radica en la
sensibilidad delaprueba. Paraello, se
emplean técnicas como la PCR que
amplifica un molde proviral inicial,
determinando el tipo de provirus
HTLV-I. Sin embargo, esta prueba

R FRN- TR - B

- <—21 kDa
C S TN R S
Figura 6. Western blot de la proteina
recombinante obtenida del clon 4 de M.
brassicae. 1y 6 controles negativos, 2-5
sueros positivos.

123456 789101112 13141516 171819 20 21 2223 24

ELENTT— T

Banda

reactiva
—su

Figura 5. Perfil de Western blot de sueros de individuos HLTV-I positivos contra
el segmento de la proteinarecombinante de envolturade gp46 de HTLV-I del clon
1 de M. brassicae. 2-12 suero de individuos seropositivos para HTLV-I, 13-22
suero de individuos seronegativos para HTLV-l, 1 y 24 Control positivo, 23

Control negativo.
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delaboratorionopodriallevarseal cam-
po para realizar estudios epidemiol6-
gicos en zonas distantes de la costa
pacifica colombiana y otras regiones
donde se hainformado una alta preva-
lencia de la infeccion por € virus. La
elaboracion de estuches diagnésticos
de gran sensibilidad y especificidad,
cumplen los requerimientos para diag-
ndsticos rapidos en estas zonas; por
ellosehaceimprescindiblelacaracteri-
zacion y produccién de proteinas
recombinantes que cumplan estas ne-
cesidades. La proteina recombinante
de la gp46, producida en este trabajo,
cumplié con estos requisitos. Resulta-
dos previos obtenidos en sistemas in
vitro® han mostrado un aumento sig-
nificativo de reactividad de 1gG y de
IgA contraproteinasdeenvolturaenvy
gag, en pacientes PET/HAM213,

El desarrollo de vectores de expre-
siénquecontienen secuenciasdeamino-
acidos en la regién media de la gp46
como el pB-806 (166-229 aa) y e
pB1-806 (166-201 a.a.)®, permitieron
un acercamiento en la eleccion de la
secuencia de aminoécidos que se de-
seaba producir, pues presentaron nive-
lesdereactividad significativosen sue-
rosde pacientesinfectadoscon HTLV -
1514, Estos resultados demostraron que
la region mas inmunorreactiva de la
gp62 estalocalizada en la porciéon me-
diaC-terminal delagp46(161- 209a.a.).

El sistema de Baculovirus ha sido
empleado con mucho éxito enlaexpre-
sién de proteinas de envoltura del
HTLV-l. Enlostrabajosde Arp et al.®®
se emplearon estos sistemas obtenien-
do suficiente proteina acumulada en
células de insecto. Los resultados del
presente articul o junto con los estudios
deinmunogenicidad delasproteinasde
envoltura de HTLV-I, en especial los
epitopes B y B,, indican unagran facti-
bilidad de producir proteinas recombi-
nantes mediante procesos répidos, se-
guros, dealtorendimientoy confiables.

56

Laregion mediadelagp46 contiene
epitopes altamente inmunogénicos. Se
han comparado lasreactividadesrel ati-
vas de anticuerpos de varias regiones
de gp62 de HTLV-I usando proteinas
recombinantes en ensayos de Western
blot y se ha encontrado que la porcion
media C-terminal de gp46 eslaregion
mas inmunogénica de la proteing®. En
algunosestudiossehaevaluadolareac-
tividad de diferentes proteinas recom-
binantes de gp46 y se han encontrado
datosimportantesen el caso del epitope
B,. Los pacientes PET/HAM poseen
niveles altos de anticuerpos contra
antigenos virales y una carga proviral
alta comparada con portadores asinto-
maticos y pacientes ATL,

Los ensayos de ELISA y Western
blot realizadosen estetrabajo emplean-
do sueros de pacientes infectados con
HTLV-I mostraron reactividad contra
la proteina recombinante mientras
RENV-21 kDa en contraste con los
controles seronegativos utilizados en
los que no se determind reactividad.
Con baseenlosresultadosobtenidosen
€l presentetrabajo, seproponeel usode
la proteina RENV para el diagndstico
delainfeccién con HTLV-I.
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SUMMARY

Human T-Cell Lymphotropic Virus
Type | (HTLV-I) is an oncoretrovirus
associatedwith Adult T-Cell Leukemia/
Lymphoma(ATL) and Tropical Spastic
Paraparesis (TSP). The viral env gen
encodes gp62 glycoprotein precursor
that is cleavage to produce the gp21
(transmembrane) and gp46 (surface).
Previous reports showed that gp46 is

highly immunoreactive in sera from
infected individuals. With the purpose
to obtain a recombinant protein to be
usedfor diagnosisand potential vaccine,
we cloned into Baculovirus expression
vector pBluebac4.5His bacmids, the
144bp segment obtained by PCR with
primers for 5622-5765 nt region. The
construct pBlueBacRENV was trans-
fected into insect cells of Mamestrae
brassicae (MB 8003) and the recom-
binant protein was recovered. The
protein showed cross reactions with
sera of HTLV-Il infected people
exclusively. Theseresultsenabled usto
propose this protein can be used in
serologic diagnosis for HTLV-I
infection and as a candidate for a
vaccine.

Key word: Recombinant DNA.
Retroviruses. gp46. HTLV-I.
Cloning. Baculoviruses.
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