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Resumen: El gen de la glicoproteina G de la cepa CVS-51 del virus de rabia fue clonado, secuen-
ciado y expresado en la levadura Pichia pastoris como proteina de secrecion. La antigenicidad de
esta proteina recombinante fue analizada preliminarmente mediante Western blot. La glicoproteina
recombinante mostr6 reaccionar de la misma manera que la glicoproteina nativa cuando se la en-
frentd a anticuerpos especificos. Los datos indican que la glicoproteina recombinante puede ser
expresada y aislada de manera sencilla y podria ser usada como fuente segura de antigeno en la
produccioén de sistemas aplicados al diagndstico y de una vacuna a subunidades para la prevencion
de la enfermedad.
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Abstract: The Glycoprotein (G) gene of rabies virus CVS-51 strain was cloned, sequenced and ex-
pressed in Pichia pastoris yeast as a secreted protein. The antigenicity of this recombinant protein was
preliminarily examined by Western blot. Like native glycoprotein, the recombinant glycoprotein was
found reactive when challenged against specific antibodies. The data indicate that the recombinant
protein can be expressed and isolated straightforwardly and may be useful as a safe source in the
production of diagnostic kits and subunit vaccines to prevent the disease.
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Introduccién

La rabia es una enfermedad viral que causa
una forma letal de encefalomielitis en seres humanos
y animales susceptibles al virus. EI nUmero anual de
muertes humanas en todo el mundo por rabia se estima
en 59.000 (Hampson et al 2015). La mayoria de ellas
ocurre en paises subdesarrollados o en desarrollo,
donde la rabia canina es enzodtica. La principal forma
de transmisién es mediante mordedura de un perro
rabioso (Meslin et al 1994). La existencia de grandes
reservorios de virus de la rabia en perros callejeros y
muchas especies de animales salvajes representa un
grave problema para los seres humanos y animales do-
mésticos (Martinez 2000). El control de la rabia canina
se puede lograr a través de programas de vacunacion
masiva de los animales y de la eliminacion de perros
callejeros. Sin embargo, la exposiciéon a perros rabio-
sos sigue siendo responsable de mas del 99 % de las
muertes humanas en todo el mundo (Franka et al 2013).

El virus de la rabia pertenece al género
Lyssavirus dentro de la familia Rhabdoviridae. Presen-
ta un genoma de cadena simple de acido ribonucleico
(ARN) en sentido negativo que codifica cinco proteinas
en el siguiente orden: nucleoproteina (N), fosfopro-
teina (P), proteina de la matriz (M), glicoproteina G
(G) y una ARN polimerasa dependiente de ARN (L)
(Conzelmann et al 1990; Coslett et al 1980).

Pichia pastoris es una levadura muy utilizada
actualmente como sistema de expresion de proteinas
recombinantes debido a su facil manipulacion genética,
el alto nivel de produccién que puede obtenerse de la
proteina de interés y la capacidad de realizar modificacio-
nes postraduccionales similares a las de los organismos
eucariotas superiores (glicosilacion, puentes disulfuro y
procesado proteolitico). Ademas, posee una secuen-
cia sefial de secrecion de la proteina heteréloga en el
medio, lo que permite purificarla faciimente (Hollenberg
y Gellissen 1997). Este sistema de expresion emplea
vectores de integracion que generan una estabilidad
génica, incluso en procesos a gran escala. Los cultivos
se realizan con medios minimos, sencillos, econdmicos,
y son escalables. Todas estas caracteristicas hacen a
Pichia pastoris un sistema de expresion optimo para la
produccién de proteinas recombinantes.

El objetivo del trabajo fue expresar la glico-
proteina G del virus de la rabia en Pichia pastoris,
mediante la induccion con metanol en condiciones de
crecimiento controladas.

Materiales y métodos

Amplificacién del gen de la glicoproteina G de
la rabia mediante RT-PCR

La extraccion del ARN viral se realizé a partir
de una cepa vacunal inactivada del virus de la rabia

(CVS-51), gentilmente cedida por el Instituto Biolo-
gico Dr. Tomas Perén de La Plata, utilizando TRIzol®
(Invitrogen) de acuerdo al protocolo del fabricante. La
transcripcion reversa se llevo a cabo utilizando 1 pg
de ARN total, cebadores al azar, inhibidor de ARNasa
RNAsin® (Promega) y la transcriptasa reversa del
virus de leucemia murina de Moloney (Promega),
bajo las condiciones especificadas por el proveedor.
La reaccién de PCR se realizé mediante la adicion
de 5 pl del ADN complementario a una mezcla con-
teniendo los cebadores GRVF (5 ATG TCG ACA
AAA GAATGG TTC CTCAGG CTC TCC TGTTTG
TAC C 3') y GRVR (5’ ATG AAT TCT CAC AGT CCG
GTC TCA CCC CCG CTC TTG 3’). Para facilitar la
orientacion de la clonacion, los sitios de restriccion
Sall y EcoRl se incorporaron a los cebadores GRVF y
GRVR, respectivamente. El perfil de ciclado consistié
en un paso de desnaturalizacién inicial de 3 min a
94 °C, seguido por 30 ciclos de 45 seg a 94 °C, 45
sega 58 °C,y 90 seg a 72 °C. Por ultimo, se realizd
un paso de elongacion a 72 °C durante 10 min. El
producto de la RT-PCR se corrié en un gel de agarosa
al 1,5 % para comprobar si el fragmento amplificado
presentaba el tamafo esperado.

Construccion del vector de expresion para
Pichia pastoris

El producto de la amplificaciéon de la RT-PCR fue
ligado al vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen) y transfor-
mado, mediante electroporacion, en Escherichia coli
TOP10. Se sembraron 400 ul de la mezcla de transfor-
macién en una placa conteniendo agar Luria Bertani
(LB) con ampicilina, X-Gal e IPTG. Para confirmar
la presencia del inserto en el vector, a partir de las
colonias obtenidas, se realizd una colony-PCR con
cebadores especificos para la secuencia M13 presente
en el vector pCR2.1-TOPO: M13F (5"-GTAAAACGA-
CGGCCAG-3") y M13R (5-CAGGAAACAGCTAT-
GAC-3"). El plasmido con el gen de la glicoproteina
G de la rabia (pCR2.1-TOPO-G) fue digerido con las
enzimas de restriccion Sall y EcoRlI, mientras que el
vector de expresion para Pichia pastoris (pPIC9), fue
digerido con las enzimas de restriccion Xhol (compati-
ble con el extremo generado por Sall) y EcoRI. Ambos
productos de digestion fueron purificados desde geles
de agarosa, usando el kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up system (Promega), y posteriormente ligados
con el Kit expressLink T4 DNA Ligase (Invitrogen) de
acuerdo con las indicaciones del fabricante.

El producto de ligacién (pPIC9-G) fue utilizado
para transformar E. coli TOP10 mediante electropo-
racion. Se sembraron 400 pl de la mezcla de transfor-
macién en una placa conteniendo agar LB con am-
picilina. La transformacion fue confirmada mediante
colony-PCR utilizando cebadores especificos para la
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secuencia AOX1: 5’A0X1 (5° GACTGGTTCCAATT-
GACAAGC 3°) y 3'AOX1 (5" GCAAATGGCATTCT-
GACATCC 3°).

Generacion de un clon de Pichia pastoris
recombinante

EIADN plasmidico de una de las colonias obte-
nidas en la placa conteniendo agar LB con ampici-
lina fue digerido con la enzima Sacl (la linealizacion
del plasmido favorece el evento de recombinacion) y
utilizado para transformar, mediante electroporacion,
la levadura Pichia pastoris GS115. Luego de la trans-
formacién, 400 pl de la mezcla fueron sembrados en
una placa de agar MD (medio minimo con glucosa y
sin histidina) que fue incubada durante 48 h a 28 °C.
Para comprobar la transformacién, utilizando los
cebadores 5’AO0X1 y 3’AOX1, se realizaron colony-
PCR y los productos de amplificaciéon se corrieron en
un gel de agarosa al 1,5 %. Se selecciong, al azar,
una de las colonias correctamente transformada y
se la secuencid para determinar si el gen habia sido
clonado correctamente. El resultado se compard con
otras secuencias de la glicoproteina G de rabia alma-
cenadas en bases de datos.

Expresion de la glicoproteina G en pequefa
escala

Las colonias positivas a la colony-PCR y la cepa
control Pichia pastoris GS115 sin transformar fueron
cultivadas en agitacion a 28 °C overnight en 5 ml de
medio liquido YPD (10 g/L de extracto de levadura,
20 g/L de peptona y 20 g/L de D-glucosa). Las leva-
duras fueron recolectadas mediante centrifugacion a
baja velocidad (2000 x g, 15 minutos), resuspendidas
en 50 ml de medio BMG (glicerol al 1 %, base nitro-
genada para levaduras al 1,34 % y fosfato de potasio
0,1 M, pH 6,0) e incubadas en un frasco Erlenmeyer
de 250 ml a 28 °C durante 24 horas, con agitacion
suave. Las levaduras fueron recolectadas mediante
centrifugacion a baja velocidad (2000 x g, 15 minutos),
resuspendidas en 10 ml de medio BMM (metanol al
0,5 %, base nitrogenada para levaduras al 1,34 % y
fosfato de potasio 0,1 M, pH 6,0) e incubadas en un
frasco Erlenmeyer de 100 ml a 28 °C durante 72 h,
con agitacién suave. Para mantener la induccion, se
afnadié metanol cada 24 horas hasta una concentra-
cion final de 0,5 %.

También se realizd un cultivo en condiciones
similares de la cepa GS115 sin transformar en medio
BMM suplementado con histidina que fue utilizado
como control negativo. En todos los casos, se tomaron
muestras de los sobrenadantes de cultivos a las 0,
24,48 y 72 h de induccion, para su posterior analisis
mediante SDS-PAGE y ELISA.

Produccion de la glicoproteina G rabica

Deteccion de la glicoproteina G mediante
ELISA

Para determinar el clon de Pichia pastoris,
con mayor nivel de expresion de la glicoproteina G
recombinante, se desarrolld6 un método de ELISA.
Como control positivo se utilizé la vacuna antirrabica
producida en el Instituto de Zoonosis Luis Pasteur de
la Ciudad Autdbnoma de Buenos Aires y, como control
negativo, el sobrenadante de cultivo de Pichia pas-
toris GS115 sin transformar. Se colocaron 100 pl de
muestra (controles y cada sobrenadante de cultivo a
distintos tiempos de induccién) y 100 pl de buffer de
pegado (Na,CO, 25 mM, NaHCO, 25 mM, pH 9,6). Se
incubaron a 4 °C overnight. Luego los pocillos fueron
bloqueados a 37 °C durante 1 hora con un buffer de
bloqueo, conteniendo leche descremada en polvo al
3 % y tween-20 al 0,05 % en PBS. Posteriormente
se realizaron tres lavados con 100 pl de solucién
de lavado (tween-20 al 0,05 % en PBS). Como anti-
cuerpo primario se utilizé un anticuerpo monoclonal
anti-glicoproteina G de rabia diluido 1:2000 en buffer
de bloqueo. Se agregaron 100 pl por pocillo de solu-
cion de anticuerpo primario y se incubaron a 37 °C
durante 1 hora. Se realizaron tres lavados con 100 pl
de solucién de lavado. Se incubaron con 100 pl de
una dilucién (1:2000) de un anticuerpo anti-ratén
conjugado con peroxidasa de rdbano picante a 37 °C
durante 1 hora. Finalmente, las placas fueron lavadas
y reveladas con 100 pl de solucién 0,3 mg/ml de ATBS
conteniendo H,0, al 0,02 % durante 1 hora en oscuri-
dad. Los valores de absorbancia fueron leidos a 405
nm utilizando un fotémetro de microplacas Multiskan
FC (Thermo Scientific).

Expresion en fermentador de la glicoproteina
G de la rabia en Pichia pastoris

Una vez encontrado el clon a amplificar, se
realizd un cultivo en un biorreactor BioFlo 310 (New
Brunswick Scientific, Eppendorf, Alemania) de 4 litros
de volumen de trabajo.

Inicialmente, 150 ml del medio sintético MS
fueron inoculados con 5 ml de un cultivo overnight en
medio YPD del clon seleccionado mediante ELISA,
e incubado overnight a 28 °C con agitacion suave.
El medio sintético MS contiene 32 g/L de glicerol;
20 g/L de KH,PO,; 2 g/L de MgS0O,.7H,0; 0,3 g/L de
CaCl,.2H,0; 15,7 g/L de (NH,),SO,. 1 ml de solucion
de vitaminas 1000X (0,002 g/L de biotina, 0,4 g/L de
pantotenato de calcio, 0,002 g/L de acido folico, 0,4 g/L
de niacina, 0,2 g/L de acido p-aminobenzoico, 0,4 g/L
de piridoxina (HCI), 0,2 g/L de riboflavina, 0,4 g/L de
tiamina (HCI) y 2 g/L de inositol) y 1 ml de solucion
de elementos traza 1000X (0,05 g/L de acido bdrico,
0,004 g/L de sulfato de cobre, 0,01 g/L de ioduro de
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potasio, 0,02 g/L de cloruro férrico, 0,04 g/L de sulfa-
to de manganeso, 0,02 g/L de molibdato de sodio y
0,04 g/L de sulfato de zinc).

Una vez que el cultivo starter alcanz6 una
densidad optica (OD,,,.) de 10, el fermentador con-
teniendo 3,85 litros de medio sintético MS fresco fue
inoculado. La temperatura de cultivo se fijé en 28 °C
y el pH se ajusté a 5.

Durante la primera etapa del cultivo se utilizd
glicerol como fuente de carbono. La agitacion se
programé de manera tal de mantener el nivel de oxi-
geno disuelto en 30 % del valor de saturacion, hasta
que se consumiera todo el glicerol disponible en el
fermentador.

Una vez consumido el glicerol, se disefidé una
estrategia de alimentacion para garantizar, en todo
momento, un porcentaje de oxigeno disuelto entre el
20 y el 40 % de su valor de saturacion en el medio
de cultivo (DO-STAT). Se programo la bomba de ali-
mentacion de metanol para que se activara una vez
que el oxigeno disuelto hubiera superado el 40 % y se
apagase una vez que el mismo hubiera disminuido por
debajo del 20 %. Este ciclo se mantuvo durante las 48
horas que duré la alimentacion de metanol. Durante el
proceso de fermentacion, se tomaron muestras cada
12 horas, las que posteriormente fueron analizadas
mediante SDS-PAGE y Western blot, para determinar
los niveles de expresion de la glicoproteina G rabica
recombinante.

Ensayos de SDS-PAGE y Western blot

Las proteinas presentes en el sobrenadante del
cultivo a distintos tiempos fueron separadas mediante
SDS-PAGE en condiciones estandar. Se utilizé un
buffer con reductor y un gel de poliacrilamida al 5 %
para el apilamiento y otro al 8 % para la separacion. La
corrida se efectud a 60 V durante 4 horas. Los geles
fueron tefiidos con una solucion de azul de Coomassie
R250 al 0,1 % (Sigma).

Para el analisis de Western blot, se partio
también de un SDS-PAGE con un gel al 8 % y luego
se transfirié6 a una membrana de difluoruro de polivi-
nilideno PVDF (Millipore), utilizando un aparato de
electroblotting semiseco (Bio-Rad) a 15 V durante 30
minutos en buffer de transferencia (tris 100 mM, glicina
192 mM). La membrana fue incubada overnighta 4 °C
con solucién bloqueo (leche en polvo descremada al
5 % y tween-20 al 0,1 % en PBS). Luego de tres lava-
dos de 5 min cada uno con TPBS (tween-20 al 0,1 %
en PBS), se incubo durante 1 h a 37 °C y en agitacion
con una dilucién 1:200 en solucién de bloqueo de un
suero policlonal anti-rabia producido en conejo. Luego
de tres lavados de 5 minutos cada uno con TPBS, se
incubé durante 1 h a 37 °C y en agitacién con una di-

lucién 1:1000 en solucion de bloqueo, de un suero de
cabra anti-IgG de conejo conjugado con la peroxidasa
de rabano picante. Después de ser lavados tres veces
durante 5 minutos con buffer TPBS, el anticuerpo
unido fue detectado usando 3,3-diaminobenzidina en
presencia de H,0,.

Resultados

Construccioén del vector de expresiéon para
Pichia pastoris

El producto de la RT-PCR se corrié en un gel
de agarosa al 1,5 %, comprobandose el tamafio espe-
rado de 1597 pb (Figura 1). Este producto fue ligado
al vector pCR2.1-TOPO vy transformado, mediante
electroporacion, en E. coli TOP10. Las bacterias trans-
formadas fueron sembradas en una placa selectiva de
LB con ampicilina, X-Gal e IPTG, observandose mas
de 50 colonias blancas candidatas a presentar al gen
de interés. Para confirmar el clonado, se realizaron
colony-PCR con cebadores especificos a la region
M13 del vector pCR2.1-TOPO.

«— G (1597 pb)

Figura 1: Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 %
del producto de la RT-PCR. Calle 1: marcador de peso
molecular (GeneRuler™ 100 bp plus). Calle 2: control
negativo. Calle 3: 10 pl de producto de RT-PCR.

A partir de uno de los clones positivos, se rea-
liz6 el subclonado del gen de la glicoproteina G en el
vector pPIC9. Posteriormente, el vector pPIC9-G fue
transformado en E. coli TOP10 mediante electropora-
cion, obteniéndose mas de 100 colonias candidatas a
presentar al gen de interés.

Utilizando cebadores especificos para la se-
cuencia AOX1 se confirmé la transformacién en 4
colonias mediante colony-PCR, observandose en
los 4 casos una banda de 2067 pb de acuerdo a lo
esperado.
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Generaciéon de un clon de Pichia pastoris
recombinante

ElI ADN plasmidico pPIC9-G de uno de los clo-
nes previamente analizados fue linealizado con Sacl
en la regién HIS4 y transformado, mediante electro-
poracion, en Pichia pastoris GS115. El producto de
la transformacion fue sembrado en placas selectivas
de agar MD (sin histidina), obteniéndose mas de 50
colonias a las 72 horas de incubacion a 28 °C. Las
levaduras transformadas fueron capaces de revertir
su auxotrofia a histidina (ya que se reconstituyo el
gen HIS4) y lograron crecer en placas de agar MD. La
transformacion fue confirmada mediante colony-PCR,
utilizando los cebadores 5°’A0X1 y 3’AOX1. Asi, se
obtuvo un resultado positivo en 9 de las 15 colonias
analizadas.

Utilizando una de las colonias positivas, se
realizé un cultivo overnight en YPD, se extrajo su
ADN gendmico y se secuencid, usando la combina-
cion de cebadores GRVF y GRVR. La secuencia de
aminodcidos de la proteina recombinante (Figura 2),
deducida a partir de la secuencia de nucledétidos ob-
tenida, presenté mas de un 99 % de homologia al ser
comparada con otras secuencias de la glicoproteina
G almacenadas en el GenBank.

Expresion de la glicoproteina G en pequena
escala

Se realizaron los ensayos de expresion en
escala de frasco Erlenmeyer para determinar la ca-
pacidad productora de glicoproteina G rabica de los
clones de levadura positivos a la colony-PCR. Los
sobrenadantes de cultivos a los distintos tiempos de
induccion fueron evaluados mediante ELISA'y SDS-
PAGE para determinar la presencia de la glicoproteina
G, contrastéandolos con el sobrenadante de un cultivo
de la cepa control Pichia pastoris GS115 sin transfor-
mar, producido en las mismas condiciones. Se realizd
primeramente un ensayo de ELISA para determinar

Produccion de la glicoproteina G rabica

cual de los clones presentaba mayor produccion de
glicoproteina G, debido a la cantidad de clones a pro-
bar (datos no mostrados). Con el clon que presenté
mayor sefial en el ELISA, se realizé un SDS-PAGE y
se observo una banda de aproximadamente 60 KDa
que no estaba presente en el sobrenadante utilizado
como control negativo (datos no mostrados). Se de-
cidié entonces realizar un cultivo en fermentador para
intentar mejorar la produccién de la glicoproteina G
recombinante.

Escalado en fermentador: ensayos de SDS-
PAGE y Western blot

Al comparar mediante SDS-PAGE los so-
brenadantes de cultivo en el fermentador del clon
seleccionado y de un cultivo control realizado en con-
diciones similares (Figura 3A), pudo verse en la calle
4 (sobrenadante de cultivo recombinante) una banda
intensa a una altura aproximada de 60 KDa que no se
observa en la calle 3 (sobrenadante de cultivo control).
Este mismo resultado fue observado en el ensayo de
Western blot (Figura 3B). Ademas, pudieron verse las
proteinas virales presentes en la vacuna inactivada
que no se observaron en el SDS-PAGE (calle 2 de
la Figura 3B), donde la banda correspondiente a la
glicoproteina G es la que se encuentra a la altura
aproximada de 68 KDa.

Discusion

Aunque la rabia no es enzodtica en Argentina,
debido a su presencia en Bolivia y al constante movi-
miento de personas y animales entre ambos paises
se presentan brotes esporadicos de esta enfermedad
en el norte de Argentina. Para poder controlar la pre-
sencia del virus en las zonas afectadas, resulta util
el estudio de sistemas aplicados al diagnostico y de
nuevas vacunas.

En el presente trabajo, el gen que codifica para
la glicoproteina G de la rabia fue clonado en el sistema
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Figura 2: Secuencia de aminoacidos de la glicoproteina G recombinante a partir de la secuencia de nuclétidos.

Los sitios de glicosilacion se encuentran subrayados.
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Figura 3: SDS-PAGE (A) y Western blot (B) de los
sobrenadantes de cultivos en fermentador. Calle 1:
marcador de peso molecular (Fermentas). Calle 2:
vacuna inactivada; la banda superior es debida a
la glicoproteina G rabica. Calle 3: sobrenadante del
cultivo de Pichia pastoris GS115 sin transformar. Calle
4: sobrenadante del cultivo de Pichia pastoris recom-
binante a las 48 horas de induccion.

de expresion Pichia pastoris. Cuando se contrastaron
las secuencias del gen clonado y la de la glicoproteina
G de la cepa CVS-11 del virus de la rabia almacenada
en el GenBank, el resultado arrojé una homologia de
secuencia superior al 99 %. Ademas, se comprobd que
los tres sitios de N glicosilacién descriptos por Wiktor
et al (1973) estan presentes. Esto es de particular in-
terés, debido a que es necesario que la glicoproteina
se encuentre correctamente glicosilada y plegada para
ser inmunogénica (Foley et al 2000).

Al comparar los cultivos en fermentador me-
diante SDS-PAGE, en el sobrenadante de cultivo del
clon seleccionado se observé una banda intensa a
una altura aproximada de 60 KDa no presente en el
sobrenadante de cultivo control. Este resultado es
acorde a lo esperado, debido a que la glicoproteina
G de la rabia tiene un peso aproximado de 56,8 KDa
sin glicosilar. Cuando se evaluaron los mismos sobre-
nadantes mediante Western blot, la glicoproteina G
recombinante producida fue reconocida por anticuer-
pos especificos contra la rabia, de la misma manera
que la glicoproteina nativa.

La composicion del medio de cultivo y la estra-
tegia de induccion empleada permitieron expresar la
glicoproteina G recombinante a las 24 horas de ali-
mentacién con metanol. Este periodo es muy inferior
al descripto por Nagesha et al (2010), quienes expre-
saron la glicoproteina G recombinante so6lo después
de las 108 horas de alimentacion. Esta disminucion
de tiempo permite un ahorro econémico considerable,

si se piensa en la posibilidad de escalar este proceso
a nivel industrial.

A pesar de que Pichia pastoris tiene la capa-
cidad de glicosilar proteinas de manera similar a la
de los organismos eucariotas superiores, se obser-
vo una ligera variaciéon en el peso molecular de la
proteina obtenida respecto a la glicoproteina G del
virus, posiblemente debido al agregado en defecto
de residuos de azucares durante el proceso de gli-
cosilacion. Esto puede explicarse por el hecho de
que no todas las cepas de Pichia pastoris presentan
las mismas caracteristicas para glicosilar, teniendo
algunas la actividad de glicosilacion muy desarrollada
y otras no tanto.

Si bien los resultados obtenidos hasta el mo-
mento son alentadores, se necesitaran ensayos de
inmunizacion y estudios del bioproceso que mejoren la
produccioén de esta proteina recombinante, para poder
ser utilizada en la elaboracién de sistemas aplicados
al diagndstico y de vacunas a subunidades para la
prevencion de la enfermedad.
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