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RESUMEN

Los rotavirus del grupo A son considerados como el principal agente etiologico de
gastroenteritis deshidratante en la poblacién infantil, produciendo un alto indice de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial. Se calcula que cada afic los rotavirus son responsables de
aproximadamente un millon de muertes en todo ¢l mundo. Los viriones maduros son particulas
icosahédricas de aproximadamente 75 nm de diAmetro, estin formados de tres capas concéntricas de
proteinas (VP2, VP4, VP6 y VP7) y un genoma constituido por 11 segmentos de RNA de doble
cadena; la proteina mas interna (VP2) envuelve al genoma y a las proteinas VP! y VP3. El genoma
codifica para seis proteinas estructurales y seis proteinas no estructurales.

La coexpresién de las proteinas VP2, VP4, VP6 y VP7 de rotavirus, en células de insecto,
dirigidas por baculovirus recombinantes resulta en la formacién de particulas pseudovirales o VLPs
(Virus-Like Particles) que son morfolégicamente similares a los rotavirus nativos y conservan
propiedades estructurales y funcionales del virus nativo.

El presente trabajo consistié en establecer el sistema de ensamble de las VLPs en nuestro
laboratorio, mediante la coexpresién de las proteinas VP2, VP4, VP6 y VP7 del rotavirus porcino
YM, en celulas de Spodoptera frugiperda (S£9), utilizando el sistema de expresién de baculovirus, el
cual es utilizado ampliamente para sobreexpresar diversos genes.

Los baculovirus recombinantes que expresan las proteinas de la capside del rotavirus YM, se
obtuvieron por recombinacién homoéloga utilizando vectores de transferencia recombinantes. Los
baculovirus se purificaron y se amplificaron para la coinfeccién de cultivos de células Sf9. La
coinfeccién de las células de insecto con cada uno de los baculovirus recombinantes, resultd en el
ensamble de las proteinas recombinantes en VLPs. Las pseudoparticulas se analizaron bajo criterios
bioquimicos e inmunoldgicos, y conservaron algunas propiedades estructurales y funcionales de los

rotavirus nativos.



INTRODUCCION
Generalidades de rotavirus

Las enfermedades diarréicas afectan a millones de personas alrededor del mundo, teniendo un
mayor impacto en la poblacién infantil. Estudios epidemioldgicos demuestran que los rotavirus del
grupo A son la causa principal de la gastroenteritis deshidratante severa en nifios menores de 5 afios,
produciendo un alto indice de morbilidad y mortalidad (Glass et a/, 1996; Kapikian & Chanock,
1996); se calcula que los rotavirus son responsables de aproximadamente un millén de muertes
anuales en el mundo (Walsh & Warren, 1979). Se ha observado que estos agentes infecciosos
también estin ampliamente distribuidos entre muchas especies animales d& importancia econdémica
para el hombre, provocando considerables pérdidas econdmicas.

Es importante considerar que la mortalidad causada por estos virus es mucho mayor en paises
subdesarrollados que en los paises desarrollados, sin embargo, la frecuencia de infeccién es
comparable en ambos paises (Glass et al., 1991).

Los rotavirus fueron descubiertos en 1973 en células de la mucosa intestinal de biopsias de
niftos en la fase sintomatica de gastroenteritis no bacteriana (Bishop ef al., 1973). Posteriormente, se
propuso el nombre de rotavirus (del latin rota = rueda) por su morfologia caracteristica observada en
el microscopio electrénico [Fig. 1] (Flewett et al., 1974). Mediante esta técnica se han observado tres
tipos de particulas: particulas virales maduras o de triple capa, particulas de doble capa que carecen de
las proteinas de la capa externa y nucleocapsides de 76.5, 70.5 y 50 nm de didmetro, respectivamente
{Estes & Cohen, 1989).

Los rotavirus (familia Reoviridae) son diferentes morfolégica y serologicamente a los
reovirus y orbivirus, motivo por el cual se les consideré como un género diferente dentro de la
familia Reoviridae (Estes et al., 1983; Kapikian & Chanock, 1996).

Existe gran interés a nivel mundial en disminuir la mortalidad causada por los rotavirus, y
varios grupos de investigacion estan encaminados a desarrollar estrategias de inmunizacion efectivas

para controlar la infeccion, ya que aun medidas de higiene no han sido suficientes para controlarla.



En los tltimos afios se han logrado importantes avances en el estudio de los rotavirus y se
cuenta con métodos eficientes para su diagndstico, sin embargo, ain no existen métodos efectivos
para su prevencion. Se ha estimado que una vacuna efectiva podria evitar un gran nimero de las

muertes causada por estos virus.

Figura 1. Micrografia electronica de particulas de rotavirus. La barra equivale a 100 nm de longitud.

Estructura

Por medio de técnicas de criomicroscopia electronica y procesamiento de imagenes, se han
obtenido detalles de la morfologia y organizacion estructural de los rotavirus [Fig. 2]. Al igual que
otros miembros de la familia Reoviridae, los rotavirus son particulas icosahédricas de
aproximadamente 75 nm (750 A) de diametro que no poseen envoltura lipidica. Estos virus estan
constituidos de tres capas concéntricas de proteinas y un genoma de once segmentos de RNA de
doble cadena (dcRNA) (Shaw er al, 1993) [Fig. 2]. La capa interna, que constituye el “core” o

nucleocapside viral, esta formada por 120 moléculas de la proteina VP2 (102 kDa) que envuelve a los



once segmentos de RNA y a las proteinas VP1 y VP3. La proteina VP2 presenta una alta afinidad por
el RNA vy participa en la organizacion del genoma de una manera simétrica (Prasad et al., 1996) y
recientemente se demostrd que desempefia un papel estructural importante en la replicacion in vitro
del RNA viral (Zeng et al., 1996, Patton et al., 1997). Las proteinas VP1 y VP3 son las proteinas
menos representadas entre las proteinas estructurales del virion. La VP1 es la RNA polimerasa viral
dependiente de RNA. Las proteinas VP1 y VP2 participan en la sintesis la cadena negativa de los
RNAs mensajeros virales (NRNAs) en ensayos de replicacion in vitro (Zeng et al., 1996). Por otro
lado, la proteina VP3 es la guanililtransferasa viral que cataliza la adicién del “cap” en el extremo 5’
de los mRNAs. La capa intermedia del viridn estd formada por 260 trimeros de la proteina VP6 (45
kDa), que constituye un poco mas del 50% de la masa total de la particula. Esta proteina ha sido
asociada a la actividad de transcriptasa viral, aunque se considera que su papel es principalmente
estructural (Sandino et al., 1986).

La capa mas externa del virus estd formada por 780 moléculas de la glicoproteina VP7 (37
kDa) y por 60 dimeros de la proteina VP4 (88 kDa) que se proyectan desde la superficie del virus
(120 /?\) interactuando con las proteinas VP6 y VP7. Las proteinas VP4 y VP7 son necesarias para la
infectividad viral (Bridger & Woode, 1976; Estes er al, 1979); la proteina VP4 es altamente
inmunogénica, es la hemaglutinina viral y estd involucrada directamente en la unién y en la
penetracion del virus a la célula huésped (Greenberg et al., 1983; Kalica et al., 1983; Estes & Cohen,
1989; Ruggeri & Greenberg, 1991). La proteina VP7 forma la superficie lisa del virus, su funcion
atin no es clara, sin embargo, hay evidencias que sugieren que esta proteina puede influir sobre la
proteina VP4, modificando algunas de sus caracteristicas funcionales {Méndez er al., 1996).

La particula viral posee 132 canales acuosos que se extienden d;esde la nucleocapside hasta la
superficie de la capa extemna. Se propone que a través de estos canales se realiza un intercambio de
metabolitos para la transcripcion del genoma viral (Estes & Cohen, 1989). A través de
criomicroscopia electrénica, se ha observado que los mRNAs virales emergen de particulas

transcripcionalmente activas a través de estos canales (Lawton et al., 1997).



Las proteinas no estructurales (NSPs), no forman parte del viridn, sin embargo su expresién
en las células infectadas y la capacidad de la mayoria de ellas para unirse a acidos nucleicos, sugiere
que su presencia es importante para la morfogénesis y la replicacion del genoma viral (Patton, 1995).

Los once segmentos de dcRNA que conforman el genoma viral, cuando son separados por
electroforesis en geles de poliacrilamida, producen un patron caracteristico de acuerdo a su longitud
[Fig. 2]. La longitud de estos segmentos varia desde 667 pares de bases (pb) (segmento 11) hasta
3302 pb (segmento 1), constituyendo un genoma de aproximadamente 18500 pb (Estes & Cohen,
1989; Patton, 1995). Cada segmento codifica para al menos una proteina viral, de las cuales seis son
proteinas estructurales (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 y VP7) y cinco son proteinas no estructurales
(NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 y NSP6). Cada uno de estos genes comparten caracteristicas
comunes: regiones no traducidas en los extremos 5’ y 3’ (5’ y 3" NTR), “cap” (m’Gppp"“GPy) en e
extremo 5’ del RNA mensajero y ausencia de poliadenilacion en el extremo 3° (Imai et al., 1983;
McCrae & McCorquodale, 1983). Las regiones 5’ y 3° NTR estan altamente conservadas en los once
segmentos del genoma viral y entre los genes homologos de diferentes cepas de rotavirus,

presentando la secuencias consenso: S’ GGCTTTTAAA--——--- TGTGACC3’ (Estes & Cohen, 1989).

Ciclo replicativo

Los rotavirus presentan tropismo por los enterocitos diferenciados del intestino delgado.
Estudios de microscopia electronica indican que el proceso de replicacién en cultivos de células
permisibles a la infeccidn, como las células epiteliales de rifién de simio MA 104, es muy similar al de
las células intestinales.

Las etapas tempranas de la infeccién por rotavirus han sido éxaminadas mediante técnicas
bioquimicas y por microscopia electronica. Aunque el receptor celular de los rotavirus alin no ha sido
identificado, la unién de los virus a la célula se lleva a cabo a través de la proteina VP4 (Ruggeri &
Greenberg, 1991; Méndez ef al.,, 1993, 1996). Las cepas de rotavirus de origen animal dependen

para unirse de la presencia de 4cido sidlico en ia superficie de la membrana celular (Fukudome et al.,
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1989; Méndez et al., 1993). Esta propiedad le brinda a los rotavirus la capacidad de hemaglutinar
entrocitos in vitro. La unién del virus a la célula se inhibe cuando las células son tratadas con
sialidasas {ej. neuraminidasa) que remueven el 4cido sialico de la membrana, o bien cuando el virus
se preincuba con glicoforina A (gph A), que es una glicoproteina rica en residuos de acido sialico
(Yolken et al., 1987; Méndez et al., 1993). Sin embargo, esta interaccion con sialicos no es esencial
para una infeccién productiva (Méndez et al., 1993). Por otro lado, las cepas de rotavirus de origen
humano no requieren de 4cido sialico y su infectividad no es inhibida por el tratamiento de las células
con neuraminidasa ni por la presencia de glicoforina A (Fukudome et al., 1989; Yolken'et al., 1987).

La penetracion (pero no la unién) del virus a la célula requicre de un corte proteolitico de la
proteina VP4 por tripsina, generando los polipéptidos VP8 (28 kDa) y VPS5 (60 kDa) (Lépez et al.,
1985; Anias et al., 1996). Se ha demostrado que VP8 es la subunidad responsable de la adsorcién del
virus a la célula (Fiore et al., 1991) y que las cepas de rotavirus aisladas de animales se unen al cido
sidlico de la membrana a través de esta proteina (Bastardo & Holmes, 1980; Fukudome ef al., 1989;
Ruggeri & Greenberg, 1991; Lizano er al., 1991; Ludert er al., 1996). Recientemente Fuentes-
Panana y colaboradores, mapearon la region de la proteina VP8 que interacciona con los residuos de
acido sialico de la membrana celular (Fuentes-Panana et al, 1995); adicionalmente Isa vy
colaboradores demostraron que los aminoécidos Tyr-155, Tyr-188 y Ser-190 que estin localizados
en este mismo polipéptido, son esenciales para la unién con el acido sidlico (Isa ef al., 1997).

Después de la internalizacién del virus, la transcriptasa viral endégena se activa para producir
los mRNAs virales [Fig. 3], los cuales son utilizados como templados para la sintesis de proteinas
virales y del dcRNA gendmico (Patton, 1995). Por ensayos de replicacion in vitro, se encontré que
en las regiones 5 NTR (10 primeros nucleétidos) y 3° NTR (iiltimos 7 nucle6tidos) existen sefiales
esenciales para la replicacion (Wentz ef al., 1996). La replicacion y la encapsidacién son eventos
concomitantes, ya que los dcRNAs virales no se encuentran libres en el citoplasma. Cada particula
viral de la progenie contiene al menos una copia de cada uno de los once segmentos de dcRNA.

El ensamble de las particulas virales se lleva a cabo en una region densa del citoplasma

llamada viroplasma, constituida principalmente de proteinas virales. Estas particulas inmaduras
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migran hacia el reticulo endopldsmico gemando hacia su interior, durante este proceso las particulas
adquieren una membrana lipidica transitoria que por un mecanismo desconocido es intercambiada por
las proteinas de la capa externa, VP4 y VP7, concluyendo asi su maduracién [Fig. 3]. Los virus son
liberados al exterior por lisis celular e inician un nuevo ciclo de replicacion (Estes & Cohen, 1989).
Recientemente Cuadras y colaboradores demostraron que los rotavirus inducen una
permeabilizacion temprana de la membrana celular promoviendo la coentrada de toxinas (i. e. o-
sarcina) que en condiciones normales no son permeables a la célula (Cuadras e al, 1997); la
coentrada de la toxina a-sarcina resulté ser especifica de la infeccion y dependiente de la dosis viral.
No se conoce con detalle el papel de la mayoria de las proteinas no estructurales (NSPs) en el
ciclo de replicacidn del virus, sin embargo, el hecho de que estas proteinas se unan a RNA (Boyle &
Holmes, 1986; Hua er al., 1994; Kattoura e al., 1992; Mattion et al., 1992; Poncet et al., 1993;
Patton, 1995), se encuentren en particulas subvirales con actividad de replicasa (Patton, 1986) e
interactuen entre si en ensayos in vivo (Gonzalez et al., 1998), sugiere que forman parte del complejo
de replicacién; ademés de que podrian participar en el ensamblaje y empaquetamiento del genoma.

viral.
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ANTECEDENTES
El sistema de expresion de baculovirus

El sistema de expresion de baculovirus es uno de los sistemas eucariotes mas versatiles que se
utiliza para expresar genes heterologos de diferentes origenes (hongos, plantas, bacterias, virus y
mamiferos) en células de insecto (Summer & Smith, 1987). Una de las principales ventajas que
ofrece este sistema es que en la mayoria de los casos, las proteinas expresadas son estructuralmente
similares a como se expresan en su entorno natural, y tanto la actividad biologica como las
propiedades inmunoldgicas se conservan debido a que los procesos post-traduccionales (corte del
péptido seiial, glicosilacién, acilacién, fosforilacion, amidacién, etc.) que tienen las proteinas, en las
células de insecto, son similares a los que ocurren en el sistema homélogo (eucariote).

Este sistema de expresion consiste en clonar los genes heterdlogos en regiones no esenciales
del genoma de baculovirus. Los baculovirus recombinantes son utilizados para infectar células de
insecto permisibles para el virus, en donde se expresa la proteina heterdloga, clonada bajo un
promotor.

En general, la clonacién de los genes heterdlogos en baculovirus, se realiza en vectores de
transferencia bajo la regulacién de promotores fuertes de genes no esenciales (polihedrina o p10) del
virus de la polihedrosis nuclear (AcNPV) que se expresan en etapas tardias de la infeccién. El vector
recombinante que contiene el gene heterdlogo, se co-transfecta con el DNA de baculovirus en células
de insecto (Spodoptera frugiperda [S19]). El DNA del baculovirus que se utiliza, estd linearizado y
modificado genéticamente, al cual se le ha eliminado el gene de la polihedrina y genes esenciales para
su replicacién. Estos genes esenciales, asi como el gene heterdlogo, son transferidos al DNA de
baculovirus por el vector de transferencia mediante un evento de dob];e recombinacién homéloga al
co-transfectar ambos DNAs en las células de insecto [Fig. 4]. Tedricamente todos los baculovirus,

que resultan de esta co-transfeccion, son virus recombinantes que expresan el gene heterélogo.
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La infeccidn de las células Sf9 con el baculovirus recombinante, inhibe la expresién de los
genes de la célula huésped, permitiendo un alto nivel de produccion de RNA mensajero viral y
sintesis de la proteina heterdloga; los niveles de produccion de la proteina recombinante oscilan entre
1% y 50% del total de la proteina de la célula.

En general, la expresion genética en sistemas heterélogos tiene como objetivo principal
producir grandes cantidades de proteina recombinante para uso terapéutico, diagndstico y/o para
estudiar sus funciones biologicas. En el sistema de expresion de baculovirus se han expresado una

gran variedad de genes [tabla 1], entre los cuales se incluyen genes de proteinas regulatorias del

sistema inmune, proteinas de unién a DNA, oncoproteinas, proteinas estructurales virales entre

muchas otras.

Tabla 1

Algunas proteinas expresadas en el sistema de baculovirus

Proteina

Referencia

Interferén alfa

Interferén beta

IL-2

IL-3

Kruppel de Drosophila

Activador qa-1f de Neurospora
Transactivador p40* de HTLV-1
Hemaglutinina del virus de la influenza
Antigeno T de SV40

VP2 del virus “bluetongue”

Gag y Env del VIH

HA del virus de la parainfluenza
Antigeno de superficie del virus de la

. hepatitis B

Polimerasa del virus de la influenza
B-galactosidasa

CAT

Proteina de fusion (F) del virus sincitial
respiratorio de bovino (BRSV)

Horiuchi ef af., 1987; Maeda et al, 1984; 1685

Smith et al, 1983

Smith et al, 1985

Miyajima et al., 1987

Ollo & Maniatis, 1987.

Baum et al,, 1987

Jeang et al.,, 1987

Kuroda ef al., 1986; Possee, 1986
Rice et al., 1987

Inumaru & Roy, 1987

Madisen et al,, 1987; Hu et al., 1987
Coelingh er al., 1987

Kang et al., 1988

St. Angelo er al., 1987
Pennock et al., 1984
Carbonell er al., 1985

Pastey & Samal, 1998
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La eficiencia de produccién y la flexibilidad para expresar proteinas heterdlogas en este
sistema, ha contribuido significativamente a elucidar caracteristicas estructurates y funcionales de un
gran numero de ellas en diversos sistemas virales (Miller, 1988). Asi, los estudios sobre los
componentes y los requerimientos necesarios para el ensamble de las proteinas de la capside del virus
“bluetongue” (BTV) estan siendo estudiados ampliamente utilizando este sistema de expresién. Se ha
sintetizado, purificado y cristalizado una de las proteinas de la capa externa (VP7) del virus
“bluetongue™ (Oldfield ez al, 1990), también se han sintetizado y caracterizado particulas no
infecciosas de poliovirus (Urakawa et al., 1989). Por otro lado, varios antigenos del virus de la
hepatitis B también han sido expresados {Takehara et al., 1988).

En rotavirus, este sistema estd siendo ampliamente utilizado para expresar y estudiar la
estructura y funcién de las proteinas estructurales y no estructurales. Ademas, se ha observado que la
coexpresion de las proteinas estructurales VP2, VP4, VP6 y VP7 de rotavirus en células de insecto,
mediadas por baculovirus recombinantes, resulta en la formacién de particulas pseudovirales (VLPs
[Virus-Like Particles]) {Fig. 5]. Mediante microscopia electronica se ha observado que estas
pseudoparticulas son morfoldgicamente similares a las particulas de rotavirus nativos y mantienen
algunas de las propiedades bioquimicas y funcionales de los rotavirus, ya que conservan epitopes
neutralizantes y no neutralizantes, producen inmunidad en ratones y conejos y se unen
especificamente a células en cultivo (Crawford et al., 1994; Conner et al., 1997; Ciarlet ef al,, 1997).

A pesar de los avances que se han obtenido en los ultimos afios acerca del estudio de la
biologia molecular de los rotavirus, existe una serie de incognitas sobre su ciclo de replicacion,
especialmente en las etapas tempranas de la infeccion. Los estudios sobre la(s) actividad{es) de las
proteinas de la capa externa del virus, durante los procesos de adsorci(’)r; y penetracion a la célula han
sido limitados debido a que todavia no existe un sistema que permita alterar un gene especifico de
rotavirus y recuperarlo dentro de una particula infecciosa (genética reversa). Como un método
alternativo, las VLPs representan potencialmente un buen modelo, ya que los genes de las proteinas

estructurales se pueden manipular genéticamente y estudiar su fenotipo en estas particulas
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pseudovirales. Las VLPs también pueden ser una valiosa herramienta para determinar los
requerimientos estructurales necesarios para el ensamble de cada una de las proteinas virales.

El objetivo de este trabajo es implementar el sistema de ensamble de VLPs expresadas en el
sistema de baculovirus, como una alternativa para el estudio de los eventos tempranos de la infeccion,
tales como la union y la penetracién del virus a la célula. Es importante mencionar que al inicio de
este trabajo, en nuestro laboratorio ya se contaba con el baculovirus recombinante que expresa la

proteina VP4 del rotavirus YM (Fuentes-Panana et al., 1995).
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OBJETIVOS

Objetivo general
Establecer el sistema de ensamble de- VLPs mediante la coexpresion de las proteinas de la

capside del rotavirus YM en el sistema de baculovirus.

Objetivos especificos

I) Clonar* los genes 2, 6 y 9 del rotavirus YM, que codifican para las proteinas estructurales
VP2, VP6 y VP7, respectivamente, en el vector de transferencia (pVL1392) para baculovirus.
IT) Seleccionar, purificar y expresar los baculovirus recombinantes.

III) Producir y purificar las VLPs.

IV) Caracterizar las VLPs mediante procedimientos bioguimicos ¢ inmunologicos.

* Laclonacion del gene 4 (VP4) del rotavirus YM en baculovirus, se hizo previamente a este trabajo (Fuentes-Panana
et al., 1995),
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MATERIALES Y METODOS

Estrategia general de clonacion

Cada uno de los genes del rotavirus YM utilizados en este proyecto, se clonaron previamente
en nuestro laboratorio en el plasmido pGEM-3Z en el sitio Sma . Adicionalmente, fueron transcritos
y traducidos in vitro corroborando la expresién de cada uno de ellos. A partir de estas clonas
iniciamos el trabajo de subclonacién de los genes 2, 6 y 9 en los vectores de tranferencia para
baculovirus. Las técnicas experimentales utilizadas en este proyecto, estan basadas esencialmente en
las descritas en los manuales “Current Protocols in Molecular Biology™ (Ausubel et al, 1992),
“Molecular Cloning™ (Sambrook et al., 1989) y “Baculovirus Expression Vector System Manual”
(Crossen & Gruenwald, 1996).

Para la generacién de los vectores recombinantes, se disefié una estrategia de clonacién que
permitié insertar, de manera individual, los genes 2, 6 y 9 del rotavirus YM en el vector de
transferencia para baculovirus pVL 1392 (Invitrogen), bajo el promotor del gene de la polihedrina. En
este vector el gene de la polihedrina ha sido sustituido por un sitio de clonacién multiple en el que se
inserta el gene heterdlogo. Una vez obtenidos los vectores recombinantes, se amplificaron en

Escherichia coli IM101.

Construccion del vector pVLI1392/YM?2

El gene 2 del rotavirus YM, que codifica para la proteina VP2, se obtuvo de la clona 2-28 por
digestion con las enzimas de restriccion EcoR I y BamH 1, El fragmento correspondiente al gene 2
(2.7 kb) se insertd en la zona de clonacién multiple del plasmido pVL1392 en los sitios EcoR 1y

BamH 1, quedando bajo la regulacién del promotor del gene de la polihedrina (p*™) [Fig. 6].

Construccion del vector pVLI1392/YM6
El gene 6 del rotavirus YM, que codifica para la proteina VP6, se obtuvo de la clona 6-5 por

digestion con las enzimas EcoR 1 y BamH 1. El fragmento correspondiente al gene 6 (1.3 kb) se ligd



Figura 6. Construccién del vector de transferencia para baculovirus pVLI392/YM?2
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en la zona de clonacién miltipe del plasmido pVL1392 en los sitios EcoR 1 y BamH 1 bajo la

regulacion del p™ [Fig. 7].

Construcciéon del vector pVLI1392/YM5’A9

El gene 9 del rotavirus YM, que codifica para la proteina VP7, se modificé en el extremo 5’
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR [Polymerase Chain Reaction]) para eliminar
una de las dos regiones hidrofébicas que forman parte del extremo amino de la proteina.

La modificacion del extremo 5’ consisti6 en amplificar el gene 9 de YM por PCR, a partir de
la clona 9-4 utilizando los oligonucleotidos sintéticos 5' CAG AAT TCT AAG ATC TGA TAT C 3°
(oligonucledtido 1) y 5" ATT TAG GTG ACA CTA TAG 3’ (oligonucledtido 2). El oligonucledtido
1 corresponde a los nucledtidos 68-89 de la hebra codificante del gene 9, y el oligonucledtido 2
hibrida en una region inmediata del extremo 3’. El producto de DNA obtenido con estos
oligonucledtidos, representa el gene 9 de YM con 67 pb menos en el extremo 5°; adicionalmente, el
producto contiene un sitio Bg! Il generado por el oligonucleétido 1 como parte de la estrategia de
clonacion. Este producto de PCR se digirio con la enzima EcoR 1 para obtener un pequefio fragmento
de 178 pb correspondiente al extremo 5’ del gene 9 que se ligd en el sitio EcoR [ de la clona original
(9-4), previamente digerida con la misma enzima y defosforilada en sus extremos. La sustitucion de
este fragmento modificado de 178 pb en la clona original, fué con la finalidad de disminuir la
posibilidad de introducir errores en el gene generados por la Tag DNA polimerasa durante la reaccion
de PCR. La clona generada (5 'A9-4) contiene 71 pb menos en el extremo 5’ del gene 9. Para generar
el vector de transferencia para baculovirus que exprese la proteina VP7, el gene 9 (980 pb)
modificado se obtuvo de la clona 5°A9-4 con las enzimas Bg/ Il y Bami{ I y fué insertado en el sitio

Bgl 11 del plasmido pVL 1392, esta clona fué denominada pVL1392/YM5 A9 [Fig. 8].

Construccion del vector de expresién miltiple pAcAB4/YM2/YM6/YM9

Con la finalidad de coexpresar simulténeamente las proteinas VP2, VP6 y VP7, dirigidas por
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un mismo vector recombinante, se construyd el vector de expresion multiple
pAcAB4/YM2/YM6/YM9. La idea de construir un vector miiltiple que expresara estas tres proteinas
(vector triple), fué con la finalidad de utilizar solo dos virus recombinantes (un baculovirus triple que
exprese VP2/VP6/VP7+un baculovirus que exprese VP4) para la produccién de VLPs y disminuir las
variables del sistema. Adicionalmente la clonacién independiente del gene 4 de YM facilita la
generacion de mutantes de la proteina VP4, por mutagénesis dirigida, para ser ensambladas en VLPs
y estudiar su fenotipo en trabajos futuros.

La construccion del vector de expresion multiple se realizé como sigue: el gene 2 de YM se
obtuvo del vector pVL1392/YM2 por digestion con la enzima Sma I'y se 1igo en el plasmido pAcAB4
en el sitio Sma I bajo el promotor p'° [Fig. 9]. La clona generada pAcAB4/YM2, se digirié con la
enzima Bgl Il en cuyo sitio se insertd el gene 6 de YM bajo la regulacién del promotor p'® [Fig. 9],
obtenido previamente por digestion de 1a clona pVL1392/YM6 con las enzimas Bgl/ Il y BamH 1. La
nueva clona se denominé pAcAB4/YM2/YM6. Finalmente, el gene 9 de YM, se obtuvo de la clona
5°'49-4 con las enzimas Bgl/ Il y BamHI y se insert6 en el sitio BamHI de la clona
pAcAB4/YM2/YM6 bajo el promotor p™ [Fig. 9]. El vector de expresiéon multiple generado se
denomind pAcAB4/YM2/YM6/YM9 .

La construccion de cada uno de los vectores de transferencia, se verificd mediante digestion
con enzimas de restriccion.
| Es importante recordar que el vector de transferencia, asi como el baculovirus recombinante
que expresa el gene 4 del rotavirus YM, fué construido por Ezequiel Fuentes en nuestro laboratorio

durante su trabajo de tesis de Maestria previo al presente proyecto (Fuentes-Panana et al., 1995).

Obtenciéon de los baculovirus recombinantes

Para la generacion de los baculovirus recombinantes que expresan cada una de las proteinas
de rotavirus mencionadas, se cotransfectaron individualmente los vectores de transferencia
recombinantes y el DNA de baculovirus (Baculo-gold; Pharmingen), mediante lipofeccién con un

lipido catidnico (Celfectina; GIBCO BRL) en células Sf9. La mezcla de transfeccién se prepard en
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tubos de poliestireno de 12x75 mm (Elkya Products, Inc.) consistiendo de 250 ng del vector
recombinante y 50 ng de baculogold, resuspendidos en 20 pul de agua destilada. La mezcla se incubd
durante 15 min a temperatura ambiente y se afiadieron 6 pl de celfectina y 100 pl de medio Grace’s
(GIBCO) sin suero bovino fetal (FBS), la mezcla se homogenizd cuidadosamente y se incubd
durante 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente se afiadieron a la mezcla 550 ul de medio
Grace’s sin FBS y se transfiné a una monocapa de células Sf9 previamente lavadas 1 vez con medio
Grace’s sin FBS. La monocapa de células se incubd durante 2 h a 27°C con movimiento lento para
homogenizar la mezcla de transfeccion sobre las células. Después se retird la mezcla y se afiadieron a
las células 2 ml de medio Hink’s conteniendo 10% de FBS, las células se incubaron durante 96 h a
27°C y se cosechd el lisado celular que contiene la progenie viral recombinante. El sobrenadante del
lisado se clarificé por centrifugacion durante 1| min a 1000 rpm en una centrifuga eppendorf y se

almacené a 4 °C.

Seleccion y purificacion de los baculovirus recombinantes

Los baculovirus recombinantes se aislaron mediante un ensayo en placa elaborado con
diluciones seriadas 1:10 (10° 107,102,107, 10*, 107) de los sobrenadantes del lisado obtenido de
la cotransfeccion. Las diluciones se prepararon en un volumen total de 700 pul con medio Hink’s
conteniendo 10% de FBS, los 700 pl se afiadieron a monocapas (independientes) de células Sf9
(1.5x10° células), previamente adheridas durante 30 min a 27°C en una caja de 6 pozos (Costar). Las
células se incubaron durante 2 h a 27°C en movimiento lento. Posteriormente el inéculo se retird y las
células se cubrieron con 3 ml de una mezcla de medio Hink’s y agarosa a una concentracion final de
1.5% (para 20 ml: 10 ml de agarosa de bajo punto de fusion al 3%, 8 1ﬁl de Hink’s 2x, 2 ml de FBS)
equilibrada a 37°C, la mezcla se aiiadié lentamente por las paredes del pozo. Posteriormente, las
celulas se incubaron durante 120 h a 27°C en ambiente himedo. Para observar las placas formadas
por los baculovirus recombinantes, las células se tifieron afiadiendo a cada pozo 2 ml de una mezcla
de rojo neutro con agarosa (para 15 ml: 7.5 ml de agarosa normal, 1 ml de rojo neutro al 1%, 6.5 ml

de Hink’s 2x) equilibrada a 37°C, una vez que la agarosa se solidificé (~ 20 min) las células se
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protegieron de la luz cubriendo la caja con papel aluminio y se incubaron durante 12 h a 27°C. Las
células se observaron en un transiluminador de luz blanca [Fig. 10]. En la figura 10 las placas
aparecen como pequeiios puntos traslucidos, que corresponden a pequefios grupos de células que
tedricamente han sido infectadas por una particula viral. Las placas se aislaron de la monocapa por
puncion con una pipeta Pasteur, se colocaron en I ml de Hink’s conteniendo 10% de FBS en tubos

eppendorf de 1.5 ml, se homogenizaron por agitacion y se almacenaron a 4°C hasta su uso.

R b

2

S-St RN b e

Figura 10. Placas formadas por baculovirus recombinantes sobre una monocapa de células Sf9.

La purificacién de los baculovirus recombinantes se realizd mediante tres pases en placa
utilizando la técnica anterior.
Los virus recombinantes se seleccionaron por su capacidad de expresar la proteina heteréloga

de rotavirus, evaluados por inmunocitoquimica en células Sf9 utilizando anticuerpos policlonales
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contra rotavirus. Se adsorbieron células Sf9 en una placa de 24 pozos (Costar) (0.4x10°
células/pozo) durante media hora a 27°C, el medio de cultivo se aspird y se afiadieron a las células
200 pl de la suspension de cada una de las placas aisladas y resuspendidas en el procedimiento
anterior, para la adsorcion del virus durante 2 h a 27°C. Después de la adsorcidn cada uno de los
pozos se llevd a un volumen final de 1 ml con medio Hink’s conteniendo 10% de FBS. Las células
se incubaron 96 h a 27°C, el medio de cultivo se retird y las células se dejaron secar durante 5 min a
temperatura ambiente, posteriormente las células se fijaron con 250 pl de formaldehido al 3.7%
durante 15 min a 37°C. Las células fijadas se lavaron | vez con PBS y se permeabilizaron con 250 pl
de Triton X-100 (SIGMA, Chemical) al 0.5% durante 10 min a 37°C. Posteriormente, las células se
lavaron 1 vez con PBS y se incubaron con 200 pl de anticuerpos policlonales contra rotavirus diluido
1:1000 durante 1 h a 37°C. Las células se lavaron 2 veces con PBS y se incubaron con 200 ul de
proteina A-peroxidasa (Amersham) diluida 1:2000 durante 1 h a 37°C. Posteriormente las células se
lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con 200 p! de sustrato {3 m! de una solucion al 0.4% de 9-
aminoetilcarbazole en dimetilformamida, 9 m! de buffer de acetatos: Acetato de sodio 0.5M-Acido
acetico 0.5M, 20 ul de perdxido de hidrégeno) durante 15 min a temperatura ambiente. Finalmente,
las células se analizaron en un microscopio éptico invertido Nikon Diaphot 300.

Adicionalmente, analizamos la expresion de cada uno de los baculovirus recombinantes por
Western blot, utilizando anticuerpos policlonales contra rotavirus.

Los baculovirus recombinantes seleccionados, se amplificaron mediante la infeccién de
cultivos en suspension de células Sf9. Para realizar este ensayo, 4x10% células cultivadas en
suspensién en frascos “spinners” (Bellco, Biotech.), se resuspendieron en un volumen suficiente
para obtener una densidad de 1x107 células/ml en medio Grace’s cont;eniendo 0.5% de FBS en un
tubo de polipropileno de 50 ml (Costar), las células se infectaron con el baculovirus recombinante a
una multiplicidad de infeccion (MOI) de 0.5 unidades formadoras de placa por célula (PFU/célula),
los baculovirus recombinantes se adsorbieron a las células durante 2 h a 27°C en una agitadora de
charola a 0.1 ciclos/segundo. Posteriormente, las células se transfirieron a un frasco “spinner” de 250

m] de capacidad y se llevaron a un volumen de 200 ml con medio Hink’s conteniendo 10% de FBS,
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quedando a una densidad de 2x10° células/mL. Las células se incubaron durante 120 h a 27°C con
agitacion a 90 rpm, la progenie viral se coseché centrifugando el lisado celular a 1000 rpm durante 10
min en una centrifuga Beckman J2-21, el sobrenadante se recuperé y se almacend a 4°C,
protegiéndose de la luz hasta su uso.

Cada uno de los stocks virales producidos, se titularon mediante ensayos en placa (placas de
6 pozos, Costar) utilizando el mismo procedimiento que para la purificacion de los baculovirus
recombinantes. Los ensayos se hicieron por duplicado al menos dos veces. El titulo viral se
determiné como unidades formadoras de placa por unidad de volumen (PFU/mL) mediante la
siguiente férmula:

Numero de placas

PFU/mL=  --
(Factor de dilucion)}(Volumen de inéculo [mL])

Produccién y purificacion de VLPs

Para la producciéon de VLPs se utilizaron los baculovirus recombinantes que expresan de
manera independiente las proteinas VP2, VP4, VP6 y VP7. El baculovirus que expresa
simultaneamente las proteinas VP2, VP6 y VP7, no se utilizé6 por razones que se explican mas
adelante.

Las produccion de VLPs se realizé6 mediante la coinfeccién de cultivos de células Sf9 en
suspension. Se coinfectaron 1.4x10° células en un volumen de adsorcién de 140 mL de medio
Grace’s conteniendo 0.5% de FBS en tubos de polipropileno de fondo cénico (Corning) de 250 mL
de capacidad, de manera simultanea con cada uno de los baculovirus recombinantes que expresan las
proteinas VP2, VP4, VP6 y VP7 a una MOI de S. El tiempo de adsorcién fué de 3 h a 27°C en una
agitadora de charola a 0.1 ciclos/segundo. Las células se centrifugaron en un tubo de polipropileno de
50 ml (Costar) durante 10 min a 1000 rpm en una centrifuga Beckman TJ-6, €l indculo se removid y
las células se resuspendieron en un volumen suficiente para obtener una densidad de 2.5x10°
células/ml, con medio Grace’s conteniendo 0.5% de FBS en frascos “spinners”. Las células se
incubaron a 90 rpm durante 144 h a 27°C en presencia de inhibidores de proteasas, leupeptina (2.5

ug/mL) y aprotinina (2.5 pg/mL), que se anadieron cada 24 h para minimizar la degradacion de las
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proteinas recombinantes por accion de proteasas celulares (Labbé et al., 1991; Zeng et al., 1994). El
cultivo se coseché y el medio se clarifico por centrifugaciéon durante 10 min a 1000 rpm en una
centrifuga Beckman J2-21. El medio clarificado fué extraido con un volumen igual de freon y
centrifugado por 15 minutos a 3000 rpm en una centrifuga Beckman J2-21. La fase acuosa se
recuperd y fué cargada sobre un colchdn de sacarosa al 35% en buffer TNC (10 mM Tris [pH 7.4],
140 mM NaCl, 10 mM CaCl,) y se centrifugdé durante 90 min a 25000 rpm en un rotor SW28
(Beckman) para sedimentar las VLPs contenidas en el medio. Los precipitados se resuspendieron en
200 pl de buffer TNC durante toda la noche a 4°C. Las VLPs se purificaron por ultracentrifugacion a
equilibrio en gradientes de cloruro de cesio (0.42 gr de CsCl/mL), durante 3 h a 90000 rpm en un
rotor TLA-100.4 en una ultracentrifuga Optima (Beckman). Las bandas opalescentes visibles en el
gradiente se colectaron con una micropipeta. La fraccién correspendiente a las VLPs se diluyd en
buffer TNC y se sedimentd por ultracentrifugacion durante 120 min a 35000 rpm en un rotor
SW50.1 (Beckman), las VLPs se resuspendieron en buffer TNC y se almacenaron a 4°C. La
cantidad de proteina se cuantificé por el método colorimétrico de Bradford (Biorad) mediante una
curva estandard con gama globulina como proteina control, las densidades dpticas se obtuvieron en

un lector de ELISA (EL311; Bio-Tec Instruments) a una longitud de onda de 570 nm.

Caracterizacion de las VLPs
Las propiedades estructurales y funcionales de las VLPs, se analizaron por microscopia
electronica, inmunoblot, ELISA (Enzyme-linked Immunobsorbent Assay), hemaglutinacion, ensayos

de unidn y coentrada de a-sarcina a células MA 104, que a continuacion se describen.

Microscopia electrénica

Para determinar la integridad fisica de las particulas, se colocoé una alicuota de VLPs sobre
una rejilla de cobre de 400 mallas (SPI, supplies) cubierta con carbon y una pelicula de formvar (Ted
Pella, Inc.) conteniendo 0.26% de dicloroetano (1, 2-dicloroetano) como soporte. Las VLPs se

adsorbieron sobre la rejilla durante 5 min a temperatura ambiente, el exceso de muestra se retird por
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capilaridad con papel filtro. Posteriormente, las rejillas se tifieron con acido fosfotiingstico al 1% pH
6.5 durante 1 min, €l exceso de colorante se retiré por capilaridad con papel filtro. Las rejillas se
dejaron secar durante 10 min a temperatura ambiente y se examinaron en un microscopio electrdnico

Zeiss modelo EM900.

Inmunoblot

Las proteinas ensambladas en VLPs se resolvieron en geles desnaturalizantes de poliacriamida
al 11%. Las muestras se disociaron por ebullicion durante 3 min con buffer de corrida para proteinas
(Buffer de muestra de Laemmli 2x: 100 mM Tris pH 6.8, 4% SDS, 0.2% azul de fenol, 20%
glicerol; adicionar 10 pl de B-mercaptoetanol por cada 0.5 ml antes de su uso). Las proteinas
separadas por electroforesis, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Immobilon-NC;
Millipore) en una electrocamara utilizando tres buffers de transferencia (buffer I: 0.3 M Tris, 20%
metanol; buffer II: 0.25 M Tris, 20% metanol; buffer lil: 0.25 M Tris, 20% metanol, 40 mM glicina)
durante 1 h a corriente constante (mA = area del gel x 0.8). La membrana de nitrocelulosa se bloqued
con 5% de leche descremada (Carnation) en PBS conteniendo 0.2% de tween-20, durante 90 min a
37°C 6 toda la noche a 4°C. Posteriormente la membrana se lavd 1 vez con 0.1% de leche en PBS
conteniendo 0.2% de tween-20 durante 5 min y se incubd con un anticuerpo policlonal contra
rotavirus ([oc'YM] 1:3000} durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente la membrana se lavo 3
veces durante 5 min y se incubd con un anticuerpo anti-conejo conjugado con peroxidasa (algG;
1:4000) durante 90 min a temperatura ambiente. La nitrocelulosa se lavé 3 veces durante 5 min, se
colocd en PBS y se revelé con un sustrato quimioluminiscente (Luminol; ECL, Amersham) la sefial
luminiscente se detectd en placas X-OMAT (Kodak). |

Adicionalmente, las VLPs se analizaron bajo este mismo criterio con un anticuerpo
monoclonal (HS2; 1:2000) contra la proteina VP4. En cada uno de los ensayos de Western blot se

incluyé como control al rotavirus YM.

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
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La reactividad de un panel de anticuerpos monoclonales y policlonales, se analizé con las
VLPs en un ensayo de ELISA con la finalidad de compararse con la reactividad que presentan dichos
anticuerpos con el virus. Un anticuerpo policlonal antirotavirus (policlonal 930), obtenido en cabra y
un panel de anticuerpos monoclonales {anti-VP4: MAYMI, MAYM9, MAYM10, MAYMI13 y 2G4,
Anti-VP7: 60 y 159) se utilizaron como anticuerpos de captura en placas de 96 pozos (Costar). Cada
uno de estos anticuerpos se utilizaron con el objetivo de conocer en general, que tanto se conservan
los epitopes que reconocen dichos anticuerpos en las VLPs con respecto al virus. Los anticuerpos se
adsorbieron a la placa de 96 pozos incubandose durante toda la noche a 4°C. Posteriormente la placa
se bloqued con 200 ul/pozo de leche descremada (Carnation) al 2.5% en PBS durante 1 h a 37°C y
lavada 3 veces con 200 pl/pozo de una solucidn de lavado (0.05% Tween-20 en PBS [v/v]). Las
VLPs fueron diluidas a una concentracién de 1.6 ng/ul en PBS, y 50 pl de esta dilucién se afiadieron
a cada uno de los pozos de la placa incubandose durante 1 h a 37°C. La placa se lavd 3 veces y se
afiadi6 un anticuerpo policlonal antirotavirus (ccYM) obtenido en conejo (50 pl/pozo). Después de una
incubacion de 1 h a 37°C la placa se lavd 3 veces y se afiadieron 50 pl/pozo de un anticuerpo de
conejo conjugado con peroxidasa (algG; 1:1300), incubandose durante 1 h a 37°C. La placa se lavo
3 veces y 100 pl de sustrato (5 ml buffer de citratos pH 4.5, 5 mg o-fenilendiamina [SIGMA,
Chemicals}, 2 ul H,O, [Perydon 35% H,O,; Merck]) fué afiadido a cada pozo. Después de 5-10 min
de incubacion a temperatura ambiente, la densidad éptica se determind en un lector de ELISA
(EL311; Bio-Tek Instruments) a una longitud de onda de 490 nm. Como control se probd la
reactividad de los mismos anticuerpos con cantidades equivalentes de proteina del rotavirus YM. Los

ensayos se realizaron por duplicado al menos dos veces.

Ensayos de hemaglutinaciéon .
Para determinar la capacidad de hemaglutinacion de la proteina VP4 ensamblada en VLPs, se

hicieron diluciones seriadas 1:2 de dichas particulas en PBS con 0.125% albumina bovina (BSA;

SIGMA, Chemicals) en un volumen final de 50 ul y se colocaron en una placa para microtitulacion de

96 pozos de fondo cénico (serocluster "V"; Costar). Posteriormente a cada pozo se agregaron 50 pl
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de una suspension de eritrocitos al 0.4% (40 ul de eritrocitos humanos del grupo O, en 10 ml PBS-
0.125% BSA). La placa se analiz6 después de 1 h de incubacion a temperatura ambiente (Isa ef al,

1997). Cada uno de los ensayos de hemaglutinacion, se realizaron por duplicado al menos dos veces.

Ensayos de union a células MA104

Cultivos de celulas MA104 en monocapa, se lavaron 1 vez con EDTA (0.5 mM) y se
resuspendieron a una concentracion final de 1x10° células/ml en medio minimo esencial (MEM) libre
de suero. Para los ensayos de union, se resuspendieron 80 ng de VLPs en un volumen de 100 pl de
MEM libre de suero en un tubo eppendorf de 1.5 mL, 50 ul de la suspensién de células (0.5x10°
células) se afiadieron a las VLPs y se adicionaron 50 ul de PBS conteniendo 4% de BSA. Esta
suspension se incubd durante 1 h a 4°C en agitacion controlada en un agitador eppendorf
(Thermomixer 5436). Posteriormente, las células se lavaron 2 veces con 50 pl de PBS conteniendo
0.5 % de BSA, se transfirieron a otro tubo y se lisaron con 50 ul de triton X-100 al 0.1%. Los
lisados celulares se transfirieron a una placa de ELISA de 96 pozos (Costar) previamente
sensibilizada con un anticuerpo policlonal antirotavirus (policlonal 930; 1:5000) durante | h a 37°C y
se continud con el formato de ELISA descrito anteriormente (Crawford et al., 1994; Cuadras et al.,
1997). Como control, realizamos ensayos de unién con cantidades equivalentes de proteina del

rotavirus YM semipurificado.

Ensayos de inhibicion de la unién de VLf’s a células MA104

Las monocapas de células MA104 se resuspendieron a una concentracion de 1x10° células/ml
de la misma manera que en el protocolo anterior, 0.5x10° células se. preincubaron con diluciones
seriadas 1:2 de anticuerpos policlonales contra rotavirus (o’YM) en un volumen de 100 pl durante 1 h
a temperatura ambiente. Las células se lavaron 1 vez con 50 ul de PBS conteniendo 0.5% de BSA,
posteriormente se afiadieron a las células 140 ng de VLPs resuspendidas en 100 pl de MEM libre de
suero y 50 ul de PBS conteniendo 4% de BSA, la suspensién se incubd durante 1 h a 4°C en un

agitador eppendorf. Las células se lavaron 2 veces, se transfirieron a otro tubo y se continud con el
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formato del protocolo anterior (Cuadras et al., 1997). Como controles utilizamos un suero preinmune
y cantidades equivalentes de proteina del rotavirus YM semipurificado. Los resultados se expresaron
como porcentaje de inh{bicién de la unién, tomando como 100% de unién los valores de absorbancia
obtenida de los pozos correspondientes a las células que no se preincubaron con los anticuerpos

policlonales.

Ensayo de permeabilizacion de células MA104

La finalidad de este ensayo fué determinar si las VLPs inducen la permeabilizacion temprana
de la membrana celular a la toxina (x-sarcinz; como medida indirecta de la penefraciéon de dichas
particulas a la célula. Este ensayo fué realizado en nuestro laboratorio en colaboracién con Mariela
Cuadras. En este ensayo se adsorbieron diferentes concentraciones de VLPs a monocapas de células
MAI104 en placas de cultivo de 96 pozos en presencia de varias concentraciones de o-sarcina
(SIGMA Chemicals). Después de 1 h de adsorcion a 37°C, las VLPs y la toxina fueron removidas,
MEM libre de suero fué afiadido a las células por un periodo de 30 min. Posteriormente, el medio se
remplazé con MEM libre de metionina suplementado con 25 pCymL de una mezcla de marcaje
(EXPRE¥S*S ; >1000 Ci/mmol [Dupont]), las células se incubaron durante 1 h a 37°C. Después del
periodo de marcaje las células se lavaron con PBS, se trataron con 5% de acido tricloroacético
durante 5 min a temperatura ambiente y se lavaron 3 veces con etanol. La monocapa de células se
secd bajo una lampara y se afiadieron 50 pl de SDS al 0.1% en NaOH 0.IN. La radicactividad total
en la muestra se determind por centelleo solubilizando la muestra en Ecolite (ICN) (Otero & Carrasco

et al., 1987; Cuadras et al., 1997),
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RESULTADOS
Construccién de los vectores de transferencia para baculovirus pVL1392/¥YM2,

pVLI392/YM6, pVL1392/YMS’A9 y pAcAB4/YM2/YM6/YMS’A9

Los genes que codifican para las proteinas VP2, VP4*, VP6 y VP7 del rotavirus YM, se
clonaron en el vector de transferencia para baculovirus pVL1392 (9.6 kb) como se describié en
materiales y métodos. La estrategia de clonacion se basé esencialmente en los mapas de restriccion de
cada uno de los genes del rotavirus YM empleados en este trabajo. Los vectores recombinantes que
expresan las proteinas VP2, VP6 y VP7 del rotavirus YM, se denominaron: pVL1392/YM2 (12.3
kb), pVL1392/YM6 (10.9 kb) y pVLI392/YM5'A9 (10.6 kb) respectivamente [Figs. 5, 6 vy 7].
Adicionalmente, construimos el vector de expresién multiple pAcAB4/YM2/YM6/YM9 (15.2 kb) que
expresa simultaneamente los productos de los genes 2, 6 y 9 del rotavirus YM [Fig. 8]. Cada una de
las construcciones fué verificada con las enzimas de restriccién apropiadas.

* Fuentes-Panana et al., 1995.

Generaciéon y expresion de los baculovirus recombinantes

Los baculovirus recombinantes denominados bacuYM2, bacuYM6 y bacuYM9 que expresan
las proteinas VP2, VP6 y VP7 del rotavirus YM, respectivamente, se generaron mediante un evento
de recombinacion homologa entre el vector de transferencia recombinante y el DNA de baculovirus
cotransfectados en células Sf9. Como se menciond anteriormente, el baculovirus que expresa la
proteina VP4 de YM fué generado anteriormente (Fuentes-Panana ez al., 1995}, motivo por ¢l cual no
se le menciona con detalle en materiales y métodos. La expresion de cada uno de los baculovirus
recombinantes fué examinada por inmunocitoquimica y por Western bl.ot, confirmando su capacidad
para expresar las proteinas de rotavirus correspondientes [Fig. 11]. Los cultivos de células Sf9 se
infectaron con cada uno de los baculovirus recombinantes de manera independiente, una alicuota del
lisado celular de cada infeccion fué tomada 48 h post-infeccién (p. 1.}, y las proteinas se resolvieron
en geles desnaturalizantes de poliacrilamida. Las proteinas se transfirieron a membranas de

nitrocelulosa y se analizaron por Western blot con anticuerpos policlonales contra rotavirus (aYM)
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como se indic6 en materiales y métodos. Cada una de las proteinas de rotavirus, expresadas por los
baculovirus recombinantes, tuvieron el peso molecular esperado y reaccionaron con el anticuerpo
policlonal oYM [Fig. 11] indicando que las proteinas de rotavirus expresadas ﬁor estos
recombinantes son antigénicamente similares.

Adicionalmente, la proteina VP4 expresada en baculovirus reacciond con el anticuerpo
monoclonal HS2 dirigido contra la proteina VP4 del virus [Fig. 11], confirmando la existencia de
epitopes de la VP4 nativa en las VLPs. La proteina VP4 recombinante se observé como un doblete,
sin embargo, estudios realizados en nuestro laboratorio por E. Fuentes revelaron que la banda
inferior de dicho doblete corresponde a la proteina VP4 presente en la particula viral (Fuentes-Panana
et al., 1995). Ademas de las proteinas recombinantes, se observaron dos bandas adicionales de
menor intensidad con un peso molecular de aproximadamente 40 y 70 kilodaltones (kDa),
respectivamente. La banda de 40 kDa (carriles 1, 2, 5, 7), corresponde a una proteina de origen
celular que presenta reaccion cruzada con el anticuerpo policlonal; el hecho de que esta proteina no se
haya observado en los carriles 3 y 4 fué debido a que la cantidad de lisado celular, corrido en estos
carriles, fué mucho menor (1/15) con el objetivo de tener una mejor resolucidn de las proteinas VP4 y
VP6, correspondientes a estos carrilles, ya que dichas proteinas se expresan en mucho mayor
cantidad que VP2 y VP7 (carriles 1, 2 y 5). Esta conclusion fué apoyada por el hecho de que en
células sin infectar la inica banda presente fué la de aproximadamente 40 kDa (carril 7).

Por otro lado, la banda de aproximadamente 70 kDa, corresponde a una proteina de
baculovirus que también presenta reaccion cruzada con el anticuerpo policlonal, esta conclusion fué
factible debido a que dicha banda fu€ la tinica que se detect6 en células infectadas con un baculovirus
silvestre (carril 6). La ausencia de esta banda en los carriles 4 y § tambi.én se debid, como en el caso
anterior, a la poca cantidaci de lisado corrido en dichos carriles. Tanto la banda de 70 kDa como la de

40 kDa no se detectaron con ¢l anticuerpo monoclonal HS2 (Fig. 11).
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Figura 1I. Western blot de las proteinas de rotavirus expresadas en células de insecto (Sf%) por baculovirus
recombinantes. Cultivos de células Sf9 fueron infectadas con los baculovirus recombinantes: bacuYM2 (1), bacuRF2
(2), bacuYM4 (3), bacuYM6 (4) y bacuYM9 (5). Células infectadas con un baculovirus silvestre (6) y células sin
infectar (7 y 9) fueron utilizadas como controles. Las membranas de nitrocelulosa se revelaron con un anticuerpo
policlonal anti-rotavirus {dYM [carriles 1-7]) y un anticuerpo monoclonal (HS2 [carriles 8 y 9}) dirigido contra la
regidn carboxilo de la proteina VP4, las proteinas expresadas se sefialan.

Produccion y purificacion de VLPs

Previamente a la producciéon de VLPs, corroboramos la expresion de los baculovirus
recombinantes [Fig. 11] y se determinoé el titulo viral de cada uno de ellos (materiales y métodos).

Para la produccion de VLPs se coinfectaron cultivos de células Sf9 con los baculovirus
recombinantes bacuYM2, bacuYM4, bacuYM6 y bacuYM?9. En una serie de coinfecciones iniciales
realizadas independientemente, la coexpresion de los baculovirus recombinantes no resulté en la
formacién de VLPs, juzgada por la ausencia de bandas en los gradientes de cloruro de cesio. Esta
observacion inesperada reveld la existencia de un problema con alguno de los componentes del
sistema. Se detecté que la ausencia de ensamble de las particulas, se debia a una baja expresién y a

una alta suceptibilidad a la degradacion proteolitica de la proteina VP2. La suceptibilidad de la VP2 a
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la degradacidn ha sido reportada (Zeng et al., 1994), sin embargo, la proteina VP2 de YM expresada
en baculovirus resultd ser mucho mas sensible de lo reportado a la accién de proteasas celulares
(Labbé et al.,1991; Zeng et al.,, 1994). La incapacidad de la VP2 recombinante de YM para formar
VLPs, se comprobo al observar que la produccién de VLPs con las proteinas VP4, VP6 y VP7 de
otra cepa de rotavirus {SA11), utilizando el bacuYM2, fu¢ ineficiente; no asi cuando se utilizd un
baculovirus recombinante que expresa la proteina VP2 del rotavirus bovino RF (bacuRF2, donado
por M. K. Estes, Baylor College of Medicine, Houston Tx.). Mas aun, para confirmar que la
proteina VP2 de YM era responsable de un ensamblaje ineficiente, realizamos dos coinfecciones
paralelas e independientes en las que el baculovirus recombinante que expresa VP2 fué el tunico
cambio, utilizando VP2 de YM o de RF. Los productos se purificaron en gradientes a equilibrio de
cloruro de cesio, las tres bandas opalescentes de diferente densidad (bandas 1, 2 y 3) se analizaron
por Western blot con anticuerpos policlonales antirotavirus [Fig. 12]. Aunque se sabe que la banda 3
corresponde a las VLPs formadas por las proteinas VP2, VP4, VP6 y VP7 (VLPs completas o triple
capa) se decidid analizar la composicién proteinica de las otras dos bandas (1 y 2). Los resultados
mostraron que el ensamble de VLPs solo se obtuvo al coinfectar con el baculovirus recombinante que
expresa la proteina VP2 de RF [Fig. 12]. Asi, decidimos producir VLPs coinfectando con los
recombinantes bacuRF2, bacuYM4, bacuYM®6 y bacuYM$9. De tal manera que todos los estudios de
caracterizacion que se describen en este trabajo se realizaron con VLPs que contienen la proteina VP2
del rotavirus bovino RF y las proteinas VP4, VP6 y VP7 del rotavirus YM.

Por otro lado, debido a que el ensamble de VLPs utilizando la proteina VP2 de YM fué
ineficiente, por las razones ya mencionadas, se decididé no utilizar el vector de expresién multiple
pAcAB4/YM2/YM6/YM5'A9 que contiene dicho gene. Sin embaréo, existe la posibilidad de
reemplazar el gene 2 de YM por el gene 2 de RF y utilizar el vector de expresion multiple para la

produccion de VLPs en estudios posteriores.
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Figura 12. (a) Western blot de los productos obtenidos en los gradientes de cloruro de cesio de dos coinfecciones
paralelas e independientes de células 8f9, utilizando los baculovirus recombinantes bacuRF2, bacuYM4, bacuYMé6 y
bacuYM?9 (A); vy los baculovirus recombinantes bacuYM2, bacuYM4, bacuYM6 y bacuYM9 (B). En este ensayo se
utilizé un anticuerpo policlonal antirotavirus (({YM), se analizaron las tres bandas opalescentes (1, 2 y 3) obtenidas en
los gradientes (b).

La coinfeccion de células Sf9 con los virus recombinantes bacuRF2, bacuYM4, bacuYM6 y
bacuYM9, resulté en la coexpresién y ensamble de las proteinas en VLPs. En los gradientes a
equilibrio de cloruro de cesio fueron visibles las bandas ya mencionadas, las dos bandas inferiores,
las cuales se denominaron banda ligera (2) y banda pesada (3) fueron fraccionadas y resuspendidas
en buffer TNC, la cantidad de VLPs obtenida en cada banda fué cuantificada por el método de
Bradford (Biorad).

El rendimiento obtenido de VLPs fué¢ de aproximadamente 570 ng de proteina
correspondiente a la fraccion de VLPs completas (banda pesada) y 500 ng correspondientes a la
fraccion de VLPs incompletas (banda ligera) por cada 10° células infectadas.

La experiencia que se tiene en nuestro laboratorio en la produccion de dichas particulas,
demuestra que el rendimiento obtenido de VLPs fué razonable, ya que en trabajos previos la cantidad

promedio de VLPs obtenida fué de 60 ng por cada 10° células infectadas (Cuadras, 1998). No se
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descarta la posibilidad de que esta eficiencia pueda ser incrementada considerablemente
implementando estrategias de control durante la infeccién de los cultivos celulares, tales como el
suministro controlado de oxigeno, la remocion de desechos metabolicos y el suministro de nutrientes.
Otra alternativa que puede resultar en mejores rendimientos de produccién, es la utilizacion de
baculovirus recombinantes de expresién multiple. También es importante tomar en cuenta que la
eficiencia de produccién de VLPs puede variar entre diferentes cepas de rotavirus y con ciertas

asociaciones de proteinas de diferente cepa (VLPs quiméricas).

CARACTERIZACION DE VLPs
Integridad fisica de las particulas

La integridad fisica de las particulas fué examinada por microscopia electronica mediante
tincidén negativa. La apariencia fisica de las VLPs, vistas al microscopio electrdnico, fué similar a la
morfologia de las particulas de rotavirus nativos [Fig. 13]. No observamos diferencia significativa
entre el didmetro de las VLPs y el didmetro de las particulas del rotavirus YM, aunque fué claro que el

colorante penetrd a las pseudoparticulas debido a la ausencia del RNA viral.

Composicion proteica de las VLPs

Para corroborar que las proteinas que conforman la cépside de rotavirus, expresadas en
baculovirus, fueron ensambladas en VLPs y que conservan propiedades antigénicas similares a los
rotavirus nativos, se realizé un ensayo de Western blot con anticuerpos policlonales contra rotavirus
(«YM). Se confirmé la presencia de las proteinas VP2, VP4, VP6 y VP7 en las particulas expresadas
con el anticuerpo policlonal oYM [Fig. 14]. Estos resultados conc;boraron que la composicién
proteinica de las VLPs esta constituida por las proteinas VP2, VP4, VP6 y VP7. Adicionalmente, la
proteina VP4 que es la menos abundante en las particulas y que tiene un patron de migracion cerca de

VP2, se identifico con el anticuepo monoclonal HS?2 dirigido contra dicha proteina. Tanto la proteina
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VP4 como uno de los polipéptidos (VP5), producto del corte con tripsina, se identificaron bajo este

criterio (Fig. 14].
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Figura 14. Composicién proteinica de las VLPs analizada por Western blot. Las proteinas VP2, VP4, VP6 y VP7 se
identificaron con un anticuerpo policlonal antirotavirus (oYM}, adicionalmente la proteina VP4, asi como la proteina
VP35 producto del corte con tripsina, se identificé con un anticuerpo monoclonal (HS2) dirigido contra la parte carboxilo
de VP4. Las bandas fraccionadas del gradiente de cloruro de cesio, que corresponden a las VLPs incompletas (banda
ligera) y a las VLPs completas (banda pesada) fueron analizadas con ambos anticuerpos. Como contro] se utilizd el
virus nativo {YM).

Propiedades antigénicas de las VLPs
Para comparar las caracteristicas antigénicas de las VLPs obtenidas, con las del virus nativo,

se realizaron ensayos de ELISA en el que las VLPs se capturaron con un panel de anticuerpos
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monoclonales anti VP4: MAYMI, MAYM9, MAYMIO, MAYMI3 y 2G4; anti VP7: MAb-60 y
MAD-159; y un anticuerpo policlonal anti-rotavirus (policlonal 930). Como se menciond en
materiales y métodos, se utilizaron todos estos anticuerpos con la finalidad de comparar la reactividad
de cada uno de ellos con las VLPs, respecto al grado de reactividad que presentan con el virus nativo.
Esta estrategia di6 una idea general de que tanto se conservan los epitopes reconocidos por dichos
anticuerpos en las VLPs,

La reactividad de las VLPs con los anticuerpos monoclonales contra VP4, fué
considerablemente baja comparada con la reactividad que presentaron dichos monoclonales con el
rotavirus nativo YM [Fig. 15]. Se descartd que la baja reactividad de los anticuerpos monoclonales
fuese por diferencias en la cantidad de proteina de VLPs y el rotavirus YM utilizadas en el ensayo, al
observar que el anticuerpo policlonal 930 reaccion6 de manera similar con ambas preparaciones {Fig.
15]. Por otro lado, €l anticuerpo monoclonal 60 dirigido contra la proteina VP7, también reaccioné de
manera stmilar. Otro anticuerpo monoclonal (MAb-159) dirigido contra la proteina VP7 de un
serotipo diferente al del rotavirus YM, también reacciono con las VLPs [Fig. 15]. La baja reactividad
de los anticuerpos monoclonales anti VP4 con dichas particulas podria explicarse pensando que
existen posibles cambios conformacionales en la proteina VP4 de las VLPs.

Eri conjunto, estos resultados sugieren que durante el ensamble de las VLPs, pueden ocurrir
cambios en la conformacion de las proteinas que impiden la exposicion de epitopes que normalmente
estdn expuestos en las proteinas del virus. Este hecho también podria explicar la alta reactividad del
anticuerpo monoclonal 159 con las VLPs. Fué evidente que la coexpresion de las proteinas VP4,
VP6, y VP7 del rotavirus YM y la proteina de la nucleocdpside de RF, en células de insecto, resulta
en el ensamblaje de las VLPs y que a pesar de que puede haber ligeros -cambios conformacionales en

dichas particulas, éstas conservan algunas de las propiedades antigénicas de los rotavirus nativos.

Hemaglutinacion
El rotavirus porcino YM tiene la capacidad de aglutinar eritrocitos, por lo que analizamos la

capacidad de las VLPs para hemaglutinar, utilizando eritrocitos humanos del grupo O. El resultado de
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este ensayo revelo la incapacidad de las VLPs para hemaglutinar, ya que aln a altas concentraciones
de proteina (500 ng/ul) no se detecté hemaglutinacion. El rotavirus YM utilizado como control, tuvo
un titulo de hemaglutinacién de 1:320. Este resultado fué inesperado ya que la expresion de la
proteina VP4 de YM en células de insecto presenta actividad de hemaglutinacion (Fuentes-Panana et

al., 1995).
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Figura 15. Reactividad antigénica de las VLPs con un panel de anticuerpos mono y policlonales, analizada por ELISA.
Anticuerpos moncclonales anti VP4: MAYM1, MAYMS, MAYMILO, MAYMI11, MAYMI13 y 2G4; anti VP7 MAb-
60 y MADb-159; anticuerpo policlonal antirotavirus 930.

La baja reactividad de los anticuerpos monoclonales anti-VP4 con las VLPs y la incapacidad
de dichas particulas para hemaglutinar, sugiere nuevamente que existen cambios conformacionales
entre las VLPs y las particulas virales nativas y que la actividad de hemaglutinacién es dependiente de

la conformacién de la proteina VP4, La actividad de hemaglutinacion de las VLPs, también podria

verse afectada por la cantidad de la VP4 presente en las particulas.
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Union de las VLPs a células MA104

Los rotavirus de origen animal se unen de una manera especifica a las células MA104. En los
ensayos de unién encontramos que las VLPs son capaces de unirse especificamente a la superficie de
las células MA104. Esta unién fué dependiente de la dosis de VLPs, siguiendo un patrén de unién
similar al que se observa con los rotavirus nativos [Fig. 16]. La especificidad de unién fué
demostrada al preincubar las VLPs con anticuerpos policlonales antirotavirus. Los anticuerpos
inhibieron la unién de dichas particulas a la célula de manera similar a como inhiben la unién de los
rotavirus [Fig. 17]. Este efecto fué dependiente de la concentracion de anticuerpo, demostrando que
la unién de las VLPs depende de las proteinas virales y que por lo tanto es especifica. Este resultado
aparentemente contrasta con los resultados obtenidos en los ensayos de hemaglutinacion, sin
embargo, esto puede explicarse si pensamos que la sensibilidad de cada uno de los sistemas es

diferente.
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Figura 16. Uni6n de las VLPs a células MA104. Los ensayos de uni6n con cantidades equivalentes de proteina de VLPs

y rotavirus YM, demostraron que las VLPs se unen a la célula de una manera dosis dependiente similar al patrén &
unién del virus.



44

100
75 -
8
(&)
s
'g 50 -
sl
<
25—
A
2]
0 | 1 1 1
= o o [
L) (o=} ] (=]
= o T %
aYM (dib)

Figura 17. Inhibicién de la unién de VLPs a células MA104. La union de las VLPs a la célula fué inhibida al
preincubar las células con un anticuerpo policlonal antirotavirus (Y M), siguiendo un patrén de inhibicion similar a la
del rotavirus YM. La inhibicién de la unidn fué dependiente de la concentracion de anticuerpo, demostrando que la unidén
de las VLPs a la célula es especifica. Un suerc preinmune no presentd efecto sobre 1a unidn de las VLPs @) ni sobre la
unidn det virus (A) a la concentracién mas alta de anticuerpo (1:100).

Coentrada de a-sarcina a la célula inducida por las VLPs

Durante la infeccidn, los rotavirus inducen una permeabilizaci;’)n temprana de la membrana
celular (Cuadras et al., 1997). Esta permeabilizacion facilita la coentrada de algunas macromoléculas
a la célula. Estudiamos si las VLPs son capaces de inducir esta permeabilizacion temprana de la
membrana, medida por la coentrada de la toxina o-sarcina a la célula. La ¢-sarcina es una
ribonucleasa que al entrar a la célula inhibe la sintesis de proteinas. En este ensayo encontramos que

las VLPs promueven la coentrada de a-sarcina a la célula, como lo hacen los rotavirus nativos. Este
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® efecto fué dependiente de la concentracion de VLPs [Fig. 18]. Ademés dicha permeabilizacién fue
dependiente del tratamiento de las particulas con tripsina, ya que cuando la toxina se afadi6 en
presencia de VLPs activadas con la proteasa, hubo una reduccién considerable en la sintesis de
proteinas celulares medida por la incorporacion de *°S-Met. Se observd una ligera permeabilizacion,
inducida por las VLPs no activadas con tripsina, debida probablemente a una pequefia fraccién de

proteina VP4 que ya estuviese cortada en las VLPs.
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Figura 18. Coentrada de o—sarcina a células MA104 inducida por las VLPs. La permeabilizacién temprana de la
membrana celular fué inducida por las VLPs de una manera dosis dependiente, facilitando la coentrada de o—sarcina a la
célula medida por la incorporacién de *S-met.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Uno de los principales intereses de nuestro laboratorio es caracterizar los diferentes eventos
de 1a replicacién de los rotavirus que ocurren durante la infeccion. En especial existe el interés de
estudiar los primeros eventos del virus con su célula huésped tales como la adsorcion y la
penetracion, etapas en las que las proteinas de la capa externa, VP4 y VP7, juegan un papel muy
importante. El estudio de estas etapas, asi como el estudio de la morfogénesis viral ha sido limitado,
debido en parte a que aliin no existe un sistema de genética reversa en rotavirus que nos permita
mutagenizar un gene especifico y recuperarlo dentro de una particula infecciosa para estudiar su
fenotipo. Las VLPs descritas en este trabajo, pueden contribuir a disminuir estas limitaciones ya que
dichas particulas conservan propiedades estructurales y funcionales de los rotavirus nattvos
(Crawford et al., 1994) mimetizando algunos eventos de la infeccion viral y pueden ser utilizadas, en
algunos casos, como un sistema alternativo para el estudio de ciertas propiedades del virion.

En base a los antecedentes de Crawford y colaboradores, implementamos en nuestro
laboratorio el sistema de ensamble de VLPs, coexpresando las proteinas VP2 del rotavirus bovino RF
y las proteinas VP4, VP6 y VP7 del rotavirus porcino YM, en células de insecto, utilizando el
sistema de expresion de baculovirus.

Inicialmente se intentd producir VLPs coexpresando los genes 2, 4,6 y 9 de la cepa YM, que
codifican para las proteinas VP2, VP4, VP6 y VP7 respectivamente, sin embargo, se observo de
manera repetitiva que la proteina VP2 de YM se expres6 en pequeiias cantidades y sumado a esto, la
proteina fué més suceptible de lo esperado a la accion de proteasas del medio y/o celulares. Debido a
estas caracteristicas particulares de la proteina VP2 de YM, se decidié producir las VLPs utilizando
un baculovirus recombinante que expresa la proteina VP2 de la cepa de.rotavirus bovino RF. El papel
de esta proteina como primer pilar estructural fué crucial para el ensamble de las VLPs. Se ha
reportado que la coinfeccion de células de insecto con baculovirus recombinantes que codifican para
las proteinas VP6 y VP7, resulta en la formacion de VLPs y que la interaccién entre estas proteinas es
suficiente para la formacién de dichas particulas atn en la ausencia de VP2, sin embargo, no se han

caracterizado bioquimicamente, por lo que no se conoce su estabilidad y por lo tanto el papel que
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tiene la proteina VP2 en el ensamblaje y la correcta estructuracion de estas VLPs (Sabara et al., 1991;
Redmond ef al., 1993). Por otro lado, Crawford y colaboradores también han observado que las
particulas formadas por VP6 y VP7 del rotavirus de simio SAl1, forman VLPs cuyas poblaciones
son heterogéneas e inestables (Crawford et al., 1994).

Las VLPs producidas en este trabajo se caracterizaron con la finalidad de analizar su grado de
homologia bioquimica y funcional con respecto al rotavirus YM. El andlisis de la composicion
proteica de las VLPs por Western blot, con anticuerpos policlonales y monoclonales, corroboré que
las proteinas VP2, VP4, VP6 y VP7 estaban incorporadas en dichas particulas; los pesos moleculares
e inmunoreactividad fué similar a las proteinas auténticas de rotavirus. Sin embargo, la conformacion
de estas proteinas en las VLPs no fué del todo homéloga a la del virus nativo, ya que por ensayos de
ELISA, el pane! de anticuerpos monoclonales dirigidos contra la proteina VP4 tuvieron una baja
reactividad con dichas particulas.

Por otro lado, las VLPs de YM no conservaron su capacidad para hemaglutinar. Lo que
sugiere que aunque la VP4 se encuentra presente en las VLPs (por los ensayos de Western blot), esta
proteina 6 estd en una conformacién diferente a la del virus 6 se encuentra en una proporcion menor a
la que se encuentra en el virus. Esto podria ser resultado de que las VLPs se producen por una via de
ensamble diferente a la que usan los rotavirus en su célula huésped, ya que en las células de insecto
no se encuentran las proteinas no estructurales de rotavirus que tienen un papel importante en la
morfogénesis del virus. Factores celulares presentes en las células MA104, pero no en las celulas de
insecto también podrian inducir cambios conformacionales de las proteinas expresadas y variaciones
en el ensamblaje de las VLPs. Esta hipdtesis tiene relacion con la observacién de que el anticuerpo
monoclonal 159, dirigido contra la proteina VP7 de un virus de serotipo. diferente al de la cepa YM, y
que normalmente no reacciona con esta cepa, reaccion6 con las VLPs obtenidas en este trabajo.

A pesar de no tener actividad de hemaglutinacion, encontramos que las VLPs son capaces de
unirse de manera especifica a las células MA104. El hecho de que no conservaran la capacidad para
hemaglutinar pero si su capacidad para unirse de manera especifica a la célula, sugiere que el ensayo

de unidn de estas particulas a la célula es mas sensible en cuanto a los requerimientos de estructura y
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cantidad de la VP4 presente en las VLPs que el ensayo de hemaglutinacion, aunque no se descarta la
posibilidad de que estas VLPs se pudiesen estar uniendo a la célula a través de una interaccion
independiente de 4cidos sidlicos, sin embargo, se necesitan pruebas adicionales para validar esta
hipétesis. Esta idea es factible dada la capacidad que tienen los rotavirus de origen humano de unise a
la célula a través de una interaccion sidlico-independiente.

Recientemente Cuadras y colaboradores, demostraron que al igual que en otros sistemas
virales, los rotavirus inducen la permeabilizacién temprana de la membrana celular promoviendo la
coentrada de la toxina o-sarcina a la célula, como medida de la penetracion viral al citoplasma celular
(Cuadras et al., 1997). En poliovirus y en otros sistemas virales la coentrada de o-sarcina a la célula,
depende de la interaccion especifica del virus con su receptor {Otero & Carrasco ef al., 1987). En
colaboracién con Mariela Cuadras se demostrd que las VLPs son capaces de inducir la
permeabilizacién temprana de la membrana. La permeabilizacion a o-sarcina mediada por las VLPs
fué dependiente de la cantidad de particulas en el ensayo; esta permeabilizacién también fué
dependiente de la activacién proteolitica de las VLPs con tripsina. Esta observaciéon es muy
importante ya que sugiere que las particulas, independientemente de que presenten algin cambio
conformacional en las proteinas VP4 y VP7, contienen los elementos necesarios para interaccionar
con los componentes celulares que inducen su internalizacion hacia el citoplasma.

El sistema de ensamble de VLPs brinda amplias oportunidades para estudiar las etapas del
ensamble viral, las contribuciones de cada uno de los componentes de la capside en este evento, y
mas finamente, la identificacion de los sitios que interaccionan especificamente para mantener la
arquitectura y funcién viral. El conocimiento de estas interacciones entre las proteinas estructurales de
los rotavirus, podria contribuir a desarrollar estrategias moleculares éfectivas que interfieran en ¢l
ensamble del virus durante la infeccion.

Por otro lado, dado que las VLPs conservan propiedades antigénicas similares a los rotavirus
y su capacidad de inducir inmunidad protectora en ratones y conejos (Crawford er al., 1994; Conner
et al., 1997; Ciarlet et al., 1997), ofrecen la posibilidad de ser utilizadas como vacunas contra

rotavirus. A pesar de que existe una gran variedad de serotipos, una respuesta heterotipica podria
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inducirse de manera efectiva utilizando una mezcla de particulas de diferentes serotipos, o bien,
utilizando VLPs quiméricas.

La metodologia presentada en este trabajo esta siendo ampliamente explotada en diversos
sistemas virales para ¢l estudio de los requerimientos estructurales necesarios para el ensamble, la
determinacién de estructuras tridimensionales de VLPs ensambladas con proteinas mutantes y su
implicacion en la arquitectura de la particula y en el desarrollo de antigenos que induzcan proteccion.
En el caso de rotavirus este sistema ha resultado ser una herramienta potencial para estudiar algunos
eventos del ciclo de replicacién in vitro que han sido limitados por la falta de un sistema de genética
reversa, tales como la expresién de complejos con actividad de replicasa, el mapeo de sefiales en cis
que promueven la replicacion del genoma viral y el mapeo de regiones en las proteinas del core que
interactiian como pre-requisito para llevar a cabo alguna funcidn, tal como la replicacion viral (Chen

et al., 1994; Patton et al., 1996; Wentzet al., 1996; Zeng et al., 1998).



50

APENDICE

Medios de cultivo, buffers y reactivos.

Medio Grace’s

Agua destilada (dH,0) 900 mL
Medio Grace’s (GIBCO BRL,; Cat. No. 11300-043) 475 ¢g
NaHCO, 035¢
CaCl, 075¢
Ajustar pH con KOH 10 N 6.1
dH,0 c¢. b.p. 1L
Medio Hinks:
dH,0 900 mL
Medio Grace’s (GIBCO BRL: Cat. No. 11300-043) 475¢g
NaHCO, 035¢g
CaCl, 075 g
Ajustar pH con KOH 10N 6.1
Solucion de Yeastolato (GIBCO BRL; Cat. No. 18190-041) 16.75 mL

Hidrolizado de lactoalbumina (GIBCO BRL; Cat. No. 11800-026)3.33 g

Suero Fetal Bovino (FBS)

dH,O c¢.b.p.

Buffer de fosfatos-salina (PBS)

Stock 10x, | L
NaCl

KCl

KH,PO,

80 g

2¢g
2g

10%
1L

Solucion, pH ~7.3:
137 mM NaCl
2.7mM KCl

1.4 mM KH,PO,
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Na,HPO,7H,0 115¢g
CaCl, lg
MgCl, lg

Buffer de citratos 0.1M pH 4.5
Citrato de sodio 7.35g/0.25 L
Acido citrico 5.25g/025L

Medir p al acido citrico y ajustar a pH 4.5 con la solucion de citrato

Buffer TMSC

Tris pH 8 0.02M
MgCl, 0.001 M
NaCl 0.15M
CaCl, 0.0l M

Buffer TNC pH 7.5

Tris HCI 10 mM
NaCl 140 mM
CaCl, 10 mM

Buffer de dietanolamina pH 9

Dietanolamina 10 mL/L
MgCl, 0.2 g/L
Azida de sodio 0.29 g/L

Buffer de acetatos para carbazole

CH,COONa 0.5M 5 vol

4.3 mM Na,HPO,7H,0
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VOB 8 000 0 00

© 00 0000006000000 0090 00 o)

CH,COOH 0.5M 1 vol
H,0 31.5 vol

Mezcla de transfeccion para células Sf9

A: vector de transferencia 250 ng
baculogold (Pharmingen} 50 ng
dH,0 c.b.p. 20 pl

Incubar 15 min a temperatura ambiente

B: Celfectina (GIBCO BRL; Cat. No. 10362-010) 6 ul
Grace’s 100 ul

Afiadir la mezcla B a lamezcla A

Incubar 15 min a temperatura ambiente

Afiadir 550 pl de Grace’s

La mezcla se transfiere a la monocapa de células como se describe en materiales y métodos.

Reactivos biolégicos
Células S9
Escherichia coli IM101]
Rotavirus porcino YM
Plasmidos:  pVL1392 (Pharmingen)
pAcADB4 (Pharmingen)

DNA de baculovirus (Baculogold;, Pharmingen)

Anticuerpos:
Anticuerpo  Proteina blanco Caracteristica
159 VP7 monoclonal, neutralizante

52



T EEEEERENN

© 00 0000060060600 0606OCOCGEO OO OT

60

2G4
MAYMI
MAYM?
MAYMI0
MAIMI3
930

oYM

Oligonucledtidos sintéticos:

Oligo 1
Oligo 2

VP7
VP35
VP4
VP4
VP4
VP4

monoclonal, no neutralizante
monoclonal, neutralizante
monoclonal, neutralizante
monoclonal, neutralizante
monoclonal, neutralizante
mongoclonal, neutralizante
Policlonal, neutralizante

Policlonal, neutralizante

5’CAG AATTCT AAG ATCTGA TAT?

5’ATT TAG GTG ACA CTATAG3’
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