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RESUMEN 

Los rotavirus son la causa más importante de gastroe1itcritis viral severa en 
niilos menores de 3 afios y en cachorros e.le \'.llrius especies i111imules;. VP4, una e.le las 
proteínas e.le la capa externa del viri<íni consta de ·776 :aminoacic.los: .Es.ta· proteína 
desempefia c.liferentes funcinncs hiolí1gicamente ·. im¡inriuntcs. ·.En cepas e.le rota virus 
aisladas de animales, es la responsable de la hemaglutinadón···(HA); ·cepas de rotavirus 
aisladas de humanos carecen de actividad · heínaglutiirnntc':. . ·. 

Ac1uulmen1e se suhc t¡uc el reccplor puru "los 'ro1avirus .cir: los erifrocitos es In 
glicoproteínu glicoforinu. La región en VP4 respo1ísublc e.le! pegado a esta proteína se 
ha localizado entre los aminoácidos 42 y 247. Esta región tumhién hu sido implicada en la 
adsorción de los rotuvirus de animales a su célula huésped, proceso que es semejante a la 
HA, ya que amhos son inhibidos incuhanc.lo los virus con glicoforina soluble o tratando a 
los eritrocitos o a la célula huésped con neurnminidusus. 

En este trabajo el objetivo fue delimitar con mayor precisión la región 
responsable de la HA. La estrulegiu seguida fue la generación de .quimeras entre VP4s de 
una cepa de origen aninrnl (YM, cepa porcina) y otra de origen humano (KU). Las 
proteínas quiméricas construidas fueron las siguientes: QYM, contiene los aminoácidos 
del 1 al 93 de KU en un fonc.lu de YM; QKU, collliene los aminoácidos 1 a 208 e.le YM en un 
fondo de KU y QC que cmllicnc e.le! aminoácic.lo 93 al 208 e.le YM en un fondo de KU. Estas 
prolcfna fueron sintetizadas en el sistema de expresilín transitoria que utiliza al virus 
vaccinia que tiene clonac.lo la RNA polimerusa del fugo T7 y en el sistema de baculovirus. 
Las proteínas obtenidas fueron ulilizadas en ensayos de hcmaglutinación y su 
conformación estruclural fue evuluuc.la mediante su in1eracción con un panel de 
anticuerpos policlonalcs y monnclonulcs c.lirigic.los contra VP4. 

Los resullados obtenidos fueron los siguien1cs: las quimeras QKU y QC 
conservaron la actividad de HA, eslo coincidi6 cnn que estas proteínas fueron 
reconocidas por los anticuerpos empicados. La proleína QYM no presen10 actividad HA y 
aunque fue reconocida por los un1icucrpos pnliclnnalcs y por los monoclonales dirigidos 
conlra regiones apartadas del dominio de hemaglutinación, no lo fue por los anticuerpos 
cuyos epílopcs se encuen1ran en la región de HA o cercana a cllu. 

Con estos resullados, el dominio e.le HA se pudo delimitar entre los aminoácidos 93 
al 208 de la VP4 de YM. Hacienc.ln una compuruci6n e.le secuencias e.le esta región entre 
cepas derivadas tanto de animales cnmo de humanos, se encontró que cxislcn dos 
regiones altamente conservadas cn1re las cepas de animales y diferente en humanos. 
Estas regiones van del aminoácic.lo 95 al 112 y del 181 al 203. 

Es posible que una o más e.le estas regiones conservac.las sean las responsables 
tanto de la HA de eritrocitos como de la unión al rcccp1or celular en el ciclo de 
infección. 



INTRODUCCION 

Los rotavirus han sido reconocidos como el principal agente 
etiológico de gastroenteritis no bacteriana, afectando principalmente a 
niños menores de 3 años, produciendo diarrea severa con la consecuente 
deshidratación y en casos extremos la muerte. Se ha estimado que en 
este grupo de edad la infección por rotavirus es responsable de 
aproximadamente un millón de muertes al año en todo el mundo (13), 
siendo en los países del tercer mundo donde se da un mayor porcentaje 
de estos casos. Los rotavirus también causan gastroenteritis severa en 
cachorros de varias especies de animales, algunas de ellas de suma 
importancia económica para el hombre. 

Los rotavirus comprenden un género dentro de la familia 
Reoviridae. Las características que han permitido su clasificación dentro 
de esta familia son: la partícula viral madura contiene 3 capas 
concéntricas de proteína las cuales envuelven un genoma segmentado 
de RNA de doble cadena. La partícula infectiva contiene su propia RNA 
polimerasa dependiente de RNA y otras enzimas capaces de producir 
RNAm con sus extremos 5' modificados por la estructura CAP. Además, 
porque la replicación del genoma, la transcripción del RNAm y la 
traducción de las proteínas virales ocurren en citoplasma(S). 

Estructuralmente es un virus icosahédrico de aproximadamente 
70 nm de diámetro. La capa externa está formada por 2 proteínas, VP4 
y VP7, las cuales son necesarias para que se lleven a cabo los primeros 
eventos de la infección viral. La glicoproteína VP7 es la más abundante 
de ellas e induce anticuerpos que neutralizan la infectividad del virus 
en cultivos celulares. Anticuerpos neutralizantes que reconocen 
diferentes epítopes en VP7 han sido utilizados para agrupar a los 
rotavirus en, hasta ahora 14 serotipos diferentes, los cuales incluyen 
tanto cepas aisladas de humanos como cepas aisladas de animales. 

Por estudios de criomicroscopía electrónica y reconstitución de 
imágenes por computadora se sabe que VP4 se encuentra en la 
superficie del virión como dímero, formando proyecciones denominadas 
peplómeros (29). 

La capa intermedia está formada por la proteína VP6. Esta 
proteína, que es la más abundante en el virión, se encuentra formando 
trímeros y se le ha asociado con la actividad de transcriptasa viral. 
Cuando partículas completas son tratadas con agentes quelantes se 
elimina la capa externa, por eliminación del calcio requerido para la 
estabilidad de la partícula completa, produciendo partículas de 2 capas 
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las cuales son activas en la síntesis de.RNAm. Si estas partículas son 
tratadas con agentes caotrópicos como CaClz se elimina la capa de VP6, 
abatiéndose también la actividad de transcriptasa; si se agrega un 
agente quelante como EDTA, se permite que VP6 se reasocie y con esto 
que se restaure la actividad de transcriptasa; se cree que VP6 no tiene 
la actividad de transcriptasa per se sino que permite la conformación 
que ésta requiere para ser activa (28). 

El núcleo del virión constituye la capa más interna, está formada 
por la proteína VP2, la cual envuelve al genoma viral y a otras 2 
proteínas llamadas VPl y VP3. VPl y VP3 son las proteínas candidatas 
a funcionar en la replicación, síntesis y el "capping" de los RNAm, ya que 
ambas presentan homología con secuencias consenso presentes en RNA 
polimerasas dependientes de RNA, sin embargo sólo VPl se ha 
encontrado que se une a un análogo fotorreactivo de ATP por lo que se 
cree que es la polimerasa viral (33); por su parte VP3 se sabe que es la 
guanilil transferasa (16, 25) además que tiene regiones con homología a 
algunas metilasas ( 1). 

El genoma viral está formado por 11 segmentos de RNA de doble 
cadena cuyo tamaño va de 650 a 3300 pb. Cada molécula de RNA 
representa un gene y a excepción del gene 11, que presenta 2 marcos 
abiertos de lectura que se sabe son traducidos, los demás segmentos 
codifican para una sola proteína. 

Durante la infección de la célula huésped por rotavirus se 
producen además de las proteínas estructurales, proteínas virales que 
no se encuentran en el virión maduro. Estas proteínas, llamadas no 
estructurales, se cree que tienen funciones importantes en los procesos 
de transcripción y replicación viral, así como en el ensamblaje de las 
nuevas partículas producidas. Estas proteínas se denominan NSPl a 
NSP6. 

La vía de infección de rotavirus es principalmente por la ruta 
oral-fecal, la replicación viral toma lugar en las células epiteliales de los 
enterocitos diferenciados del intestino delgado, causando cambios en la 
integridad del borde de cepillo; este daño resulta en un decremento en 
la capacidad de absorción de nutrientes y pérdida de fluidos y de 
electrolitos que son los responsables directos de la deshidratación del 
paciente infectado, la cual puede ser severa y conducir a la muerte. 

Aunque el huésped natural de rotavirus sea este enterocito 
diferenciado del intestino delgado, no hay estudios que examinen la 
replicación en lineas celulares intestinales sino que se han estudiado 
principalmente en cultivos continuos de células derivadas de epitelio de 
riñón de mono, llamadas MA104. 

En esta línea celular los rasgos generales de la infección son como 
sigue: para que se dé una infección viral productiva, el virión requiere 
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ser tratado con una proteasa exógena, lo cual activa su infectividad. 
Este paso de activación involucra el corte proteolítico específico de VP4. 
VP4 formando parte del virión es susceptible de cortarse con tripsina, 
produciendo 2 polipéptidos con pesos moleculares de aproximadamente 
28 kDa (VP8) y 60 kDa (VPS), que representan respectivamente los 
extremos amino y carboxilo terminal de esta proteína. El corte con 
tripsina se ha relacionado con un incremento en la infcctividad de los 
rotavirus, el cual aparentemente se da por un incremento en la 
penetración pero no en la adsorción del virus a la célula. Se sabe que 
este corte cambia las propiedades del virión haciéndolo más hidrofóbico 
y capaz de interaccionar con liposomas (22). Se ha determinado que el 
corte con tripsina ocurre en los aminoácidos Arg 231, Arg 241 y Arg 
247. No se sabe cuál o cuáles de los 3 sitios susceptibles a tripsina es el 
responsable directo del incremento en la infectividad. El mecanismo de 
activación de la infectividad a partir del corte no es claro, se asume que 
éste activa un paso primario en la replicación, el cual puede ser 
estimulado por una o ambas de las regiones terminales generadas en 
VP4. El nuevo amino-terminal generado no es hidrofóbico y de hecho 
contiene muchos aminoácidos polares, algunos de los cuales pueden ser 
cargados a pH neutro, por ello el mecanismo de activación de la 
infectividad de rotavirus parece ser diferente al de otros sistemas 
virales como orto y paramixovirus, en los cuales al romperse la 
hemaglutinina viral, se genera un amino-terminal hidrofóbico que es el 
responsable de la fusión, de la membrana del virus con la de la célula 
huésped. Una región en la VP4 del rotavirus ele simio RRV 
(aminoácidos 384 al 401), comparte una homología del 45% con regiones 
de fusión internas de la proteína El de los virus Semliki Forest y 
Sindbis. Esta región está formada basicamente por aminoácidos 
hldrofóbicos y se ha propuesto que pudiera ser la región que se expone 
con el corte proteolítico de VP4 y con esto mediar la penetración del 
virus a la célula o también es posible que esta región hidrofóbica actue 
durante la gemación de la partícula de doble capa a través de la 
membrana del retículo endoplásmico, o en ambos. Esta secuencia está 
conservada en rotavirus, lo cual sugiere que tiene una función 
importante en el ciclo de infección viral (19). 

El mecanismo de entrada de los rotavirus es por penetración 
directa. Una vez que el virus entra a la célula pierde su capa externa 
(VP4 y VP7), activándose así la transcriptasa asociada al virión. 

La transcripción viral involucra la síntesis de RNA de cadena 
positiva a partir del RNA de cadena negativa que se encuentra 
formando el RNA de doble cadena que constituye el genoma del virus. 
El RNA de cadena positiva sintetizado puede ser usado en la síntesis de 
proteínas o en la replicación del genoma. La participación de las 
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proteínas virales en la transcripción y replicación del virión no es clara, 
sobre todo en lo que se refiere a la participación de las proteínas no 
estructurales. 

Al ser traducidas, las proteínas virales comienzan a acumularse en 
inclusiones citoplásmicas llamadas viroplasmas las cuales se localizan en 
la periferia del retículo endoplásmico. Sólo dos proteínas virales son 
traducidas asociadas a la membrana del retículo, estas son VP7 y NSP4, 
las demás se traducen en el citoplasma. 

La adición de la capa externa involucra la gemación de Ja partícula 
de dos capas a través de la membrana del retículo endoplásmico, NSP4 
es la proteína que funge como receptor de la partícula de dos capas, 
sobre la membrana del retículo. En el proceso de gemación, la partícula 
adquiere una membrana lipídica transitoria; no se conoce con exactitud 
como se pierde esta membrana y si la capa externa formada por VP4 y 
VP7, se adiciona durante el proceso de gemación o en el lumen del 
retículo, también se desconoce como se pierde NSP4 que hasta entonces 
permanecía asociada a la partícula; finalmente, las partículas maduras 
son liberadas por lisis celular. 

ADSORCION 

Para infectar una célula la partícula viral debe primero pegarse a 
la superficie celular, posteriormente entrar a la célula, y finalmente 
descubrir su genoma, para hacerlo accesible a la maquinaria de 
transcripción del huésped. En el caso de rotavirus este último paso no 
es necesario ya que el virus lleva su propia transcriptasa. El primer 
evento del ciclo infcctivo involucra la interacción específica entre una 
proteína del virión, a la que se denomina ligando o proteína de 
adsorción viral, con un constituyente de la superficie celular que funge 
como su receptor. A esta interacción se le conoce como adsorción del 
virus a su célula huésped. Las proteínas virales de adsorción pueden 
ser las proteínas que forman la capa externa de los virus no envueltos o 
las proteínas presentes en la membrana viral de los virus envueltos. El 
receptor viral es potencialmente cualquier constituyente de la 
membrana celular del huésped, esto es, que el receptor puede ser una 
proteína, o un carbohidrato unido a una proteína (glicoproteína)o a un 
lípido (glicolípido). 

Esta interacción es altamente específica para cada tipo de sistema 
virus-célula, de tal manera que puede llegar a ser alterada por 
pequeños cambios tales como el grado o tipo de glicosilación de la 
molécula receptora o por el cambio en un sólo aminoácido en la proteína 
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viral de adsorción. La penetración del virus a la célula es la 
consecuencia directa de este pegado. El siguiente paso en la infección es 
el desnudamiento del genoma del virus, el cual puede ocurrir 
simultáneamente a la penetración y consiste en perder la envoltura 
lipídica o proteica para liberar al genoma viral o a un complejo ácido 
nucléico-proteína, el cual es funcional en transcripción. 

Dado que rotavirus juega tan importante papel en la diarrea 
severa infantil y debido a que las medidas de higiene no parecen 
controlar significativamente la infección por estos virus, es de 
considerable interés el desarrollar estrategias preventivas y 
terapéuticas efectivas contra la infección por rotavirus. Con respecto a 
vacunas, sólo se han ensayado vacunas vivas derivadas de cepas 
bovinas y de simio. Estos ensayos se han llevado a cabo en poblaciones 
de diferentes partes del mundo y de diferentes edades. Los resultados 
obtenidos han sido inconsistentes, presumiblemente, en parte, porque el 
serotipo más prevalente de rota virus que afecta una comunidad 
vacunada varía constantemente, es decir que con estas vacunas no se ha 
podido conferir inmunidad heterotípica. 

Debido a la especificidad existente durante el proceso de 
adsorción, este paso de la infección se ha llegado a considerar como uno 
de los factores más importante en la restricción de huésped, es decir, la 
capacidad de un virus de producir progenie o no en una célula dada. Es 
por ésto que el paso de adsorción es un blanco ideal para el desarrollo 
de agentes que prevengan la infección, inhibiendo el pegado del virus a 
su receptor. Sin embargo, para desarrollar agentes que efectivamente 
prevengan esta interacción es necesario conocer más acerca de los 
eventos moleculares que la permiten, como es, el identificar los 
dominios presentes en el ligando y en el receptor a través de los cuales 
se lleva a cabo este reconocimiento. En aüos recientes, se han 
identificado las regiones en receptor y ligando que median este 
reconocimiento para algunos sistemas virales. En este momento se está 
trabajando a partir de este conocimiento, en el desarrollo de agentes 
que bloqueen esta interacción y que de esta manera inhiben la infección 
(14); ejemplo de ello es la inhibición de la infección de VIH con CD4 o 
con gp120 soluble, o la inhibición de la infección del virus del Epstein
Barr con gp 230/350 o con C3d soluble. 

Existen datos contradictorios acerca de las proteínas que 
intervienen en el proceso de adsorción de los rotavirus a su célula 
huésped. Las dos proteínas de capa externa, VP4 y VP7, han sido 
propuestas como responsables de este evento. Sin embargo, los 
resultados más recientes favorecen a VP4 como la proteína viral de 
adsorción (21, 27). 
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VP4 es una proteína de 776 aminoácidos en cepas de rotavirus 
animales y de 775 en cepas de rotavirus humanos. VP4 juega un papel 
fundamental en la biología del virus: como ya se mencionó, su 
proteólisis específica incrementa Ja infcctividad viral (4), VP4 también 
ha sido asociada con un incremento en Ja formación de placas, 
dependiente del tratamiento con proteasas (12). Esta proteína ha sido 
asociada con la restricción en el crecimiento de ciertas cepas de 
rotavirus en cultivos de células y en ratones (23); y anticuerpos 
dirigidos contra VP4 neutralizan rotavirus in vitro (2) y pasivamente 
protegen a ratones de ser desafiados in vivo con rotavirus heterólogos 
(13). En otros estudios también se ha demostrado que VP4 es 
inmunogénica en niños en una infección natural (32), a diferencia de los 
primeros trabajos que sugerían que la respuesta de anticuerpos 
neutralizantes estaba exclusivamente dirigida contra VP7 (5, 13). 

VP4 se encuentra en el virión en forma dimérica, formando 
proyecciones que sobresalen de la capa externa del virión. La región de 
VP4 a través de la cual se ancla a la partícula viral, se encuentra en 
contacto íntimo con VP7 y con VP6, la proteína que forma la capa 
intermedia. A partir de predicciones de la estructura secundaria de 
VP4 (18) se encontró que la proteína puede ser dividida en al menos 
dos diferentes dominios estructurales; uno de ellos comprende el 63% de 
la región amino-terminal de la proteína, el cual está formado por un 
conjunto de hojas F..-plegadas alternadas con giros y fragmentos 
pequeños de a-hélices, lo cual es consistente con el doblaje de esta 
región en una conformación globular. La porción restante, la cual es el 
carboxilo terminal de la proteína, se encontró, mediante esta predicción, 
que es una región rica en a-hélices. En esta región, iniciando en el 
aminoácido 494, se encuentra un fragmento de cerca de 60 aminoácidos, 
conservado en VP4s de diferentes especies, el cual tiene un alto 
potencial para la formación de a-hélices. Este fragmento tiene el 
dominio característico encontrado en secuencias con propensión a 
formar "coiled-coils", el cual es una progresión sostenida de héptadas de 
aminoácidos en las cuales Jos residuos 1 y 4 son hidrofóbicos, mientras 
que los otros aminoácidos son principalmente polares. Estas regiones 
favorecen que las proteínas formen oligómeros 

Juntando datos de predicción de estructura secundaria, análisis 
antigénicos y bioquímicos y datos de microscopía electrónica, se sugiere 
que el 60% amino-terminal de VP4 forma un dominio globular, muy 
probablemente formando la cabeza del peplómero, mientras que la 
región a-hélice localizada en el carboxilo terminal de la proteína puede 
formar el tallo del peplómero. Es probable que esta región sea a través 
de la cual los monómeros de VP4 interaccionen para formar el "coiled 
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coil", o una estructura similar que genere el dímero encontrado en el 
virión. La región más hacia el carboxilo terminal debe ser con la cual 
VP4 interacciona con VP6 y con VP7. 

Comparando las secuencias de aminoácidos de 18 diferentes VP4s 
(18) se encontraron regiones conservadas y variables entre todas ellas. 
En su mayoría las secuencias conservadas se localizan en VPS (extremo 
carboxilo) mientras que en VP8 (extremo amino) se encuentra una 
mayor variación, presentando una región hipervariable que va del 
aminoácido 71 al 204. 

Los sitios de interacción de anticuerpos monoclonales dirigidos 
contra VP4 han sido mapeados en una cepa de origen animal, en seis 
regiones distintas de la proteína (19). Cinco de ellas fueron localizadas 
en VP8, en la región hipervariable, y la restante mapeó en VPS en la 
supuesta región de fusión. Todos los sitios encontrados en VP8 fueron 
asociados con neutralización específica de cepa, mientras que la región 
en VPS fue asociada con neutralización que presentaba reactividad 
cruzada con otras cepas virales; ésto va de acuerdo con el hecho que 
VP8 está más expuesta en el virión y representa la porción más variable 
de la proteína. 

Posteriormente Ruggeri y col. (2 7) encontraron que anticuerpos 
neutralizantes dirigidos contra VP8 del rotavirus RRV (aislado de mono 
rhesus), inhiben la adsorción del virus a la célula huésped en cultivo, 
mientras que anticuerpos neutralizantes que reconocen epítopes en VPS 
o VP7 no inhiben la adsorción del virus a la célula sino que bloquean 
algún paso posterior a la adsorción, tal como la penetración o el 
desnudamiento del virus. Esto sugiere que VP4 es la proteína de 
adsorción y es muy probable que esta adsorción sea a través de VP8 en 
los rotavirus aislados de animales. 

Las proteínas de adsorción de muchos virus son capaces por si 
mismas de aglutinar eritrocitos, y se ha encontrado en varios casos, que 
los receptores virales sobre la célula huésped y sobre los eritrocitos son 
equivalentes. Así, el caracterizar el domino del virus involucrado en la 
hemaglutinación puede ser usado como un modelo que refleje la 
interacción que se lleva a cabo durante la adsorción del virus a la célula 
huésped. 

Los rotavirus aislados de animales aglutinan eritrocitos 
provenientes de diferentes especies, incluyendo humanos. VP4 ha sido 
también la proteína identificada como la hemaglutinina viral (12, 20). A 
través de la expresión de fragmentos de VP4 en sistemas heterólogos, 
como baculovirus (7) y Esclierichia coli (17), se ha demostrado que la 
región en VP4 directamente responsable de la hemaglutinación está 
localizada entre los aminoácidos 42 y 247 de la proteína, región que 
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representa aproximadamente el 90% de VP8 y que cubre toda la región 
hipervariable de este fragmento. 

La unión del virus con el eritrocito es mediada por glicoforina A 
(19), una de las proteínas más abundantes en la membrana del 
eritrocito. Glicoforina A es una glicoproteína transmembranal con un 
contenido alto de ácido siálico, el cual es determinante para la 
interacción del virus con el eritrocito, ya que el tratamiento de este con 
neuraminidasas, enzimas que remueven los residuos de ácido siálico, 
inhiben la hemaglutinación (9). 

Al igual que en la hemaglutinación, las cepas de rotavirus aisladas 
de animales, requieren la presencia de ácido siálico sobre la membrana 
celular para infectar a la célula huésped, ya que células epiteliales en 
cultivo tratadas con neuraminidasa son resistentes a la infección por 
estos virus. La infectividad de los rotavirus aislados de animales 
también es inhibida in vivo por la presencia de sialoglicoproteínas como 
mucinas e in vitro por m.ucinas y glicoforina A (34); el efecto inhibitorio 
de estas glicoproteínas se debe a los residuos de ácido siálico que 
contienen, puesto que cuando se tratan estas glicoproteínas con 
neuraminidasas, el efecto inhibitorio desaparece. El hecho de que la 
interacción de rotavirus, tan1·c r<>n eritrocitos como con la célula 
huésped, presente las mismas características, refuerza la hipótesis que 
ambos eventos son muy similares, como sucede con otros virus como 
influenza y parainfluenza. 

Las cepas de rotavirus aisladas de humanos, por su parte, 
presentan diferentes características a. lat> aisladas de animales, con 
respecto a los requerimientos para e:t ev1=nto de adsorción. Los 
rotavirus de humanos no requieren resijuos de ácido siálico en la 
superficie de la célula huésped para poder infectarla, ya que el 
tratamiento de estas células con neuraminidasa no tiene efecto sobre la 
adsorción, ni sobre la infección. De la misma manera, la infección 
tampoco es bloqueada preincubando el virus con sialoglicoproteínas. De 
acuerdo con estas observaciones, y a diferencia de las cepas animales, 
las cepas aisladas de humanos no aglutinan eritrocitos. 

Los requerimientos de los rotavirus de humanos para la adsorción 
e infección a la célula huésped no se conocen, a pesar de que en cultivo 
infectan las mismas células que las cepas de animales. 

En un trabajo reciente (21) se seleccionaron mutantes de una cepa 
de rotavirus aislada de simio, cuya infectividad no es inhibida por el 
tratamiento de las células con neuraminidasas o por competencia con 
glicoforina A. Estos mutantes se seleccionaron después de varios pases 
del virus silvestre sobre células tratadas con neuraminidasa o en 
presencia de glicoforina A. Cuando estos mutantes fueron probados en 
ensayos de hemaglutinación, se encontró que conservaban la capacidad 
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de hemaglutinar, la cual además seguía siendo dependiente de residuos 
de ácido siálico sobre la membrana del eritrocito, ya que al igual que la 
adsorción en las cepas silvestres era competida por glicoforina A soluble 
y era abatida tratando al eritrocito con neuraminidasa. 

Estos resultados indican que aunque estas mutantes conservan el 
dominio de unión a siálico, el bloqueo o la competencia de esta 
interacción ya no es suficiente para abatir la infección, sugiriendo la 
existencia de un segundo dominio en la partícula viral que es el 
responsable de la adsorción de estos mutantes a la célula huésped y el 
cual es independiente del dominio de unión a siálico. 

El modelo propuesto en ese trabajo para la adsorción de los 
rotavirus de origen animal a la célula huésped es el siguiente: Existen 
dos sitios sobre la partícula viral que median la adsorción, el primero de 
ellos media la interacción del virus con un componente celular que 
contiene residuos de ácido siálico, interacción que pudiera ser la 
responsable también de la aglutinación de los eritrocitos. Esta primera 
interacción por si sola no es suficiente para permitir la entrada del virus 
a la célula pero permite una segunda interacción con un componente de 
la membrana celular resistente a tratamiento con neuraminidasas, el 
cual eventualmente lleva a la penetración del virus a la célula. 

En este trabajo el objetivo es delimitar más finamente el dominio 
en VP4 responsable de la hemaglutinación de las cepas de rotavirus de 
animales, evento que pudiera ser equivalente a la primera interacción 
del virus con su huésped. 

La estrategia que se siguió fue la construcción de genes de VP4 
quiméricos, derivados de cepas de rotavirus aisladas de animales y de 
humanos, y la evaluación de la capacidad para hemaglutinar de las 
proteínas VP4 quiméricas sintetizadas. 
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OBJETNOS 

GENERAL. 

Mapear en la proteína VP4 de las cepas de rotavirus aisladas de 
animales, el dominio responsable de la hemaglutinación. 

ESPECIFICOS. 

Clonación del gene 4 completo de la cepa de rotavirus YM. 

Construcción de genes 4 quiméricos completos uniendo fragmentos del 
gene 4 de un rotavirus de animal (YM) con fragmentos del gene 4 de un 
rotavirus de humano (KU). 

Expresión de las proteínas padres y de las quimeras, en un sistema que 
permita la obtención de cantidades suficientes de las proteínas para 
evaluarlas en el ensayo de hemaglutinación. 

Evaluación de la estructura de las proteínas quiméricas a través de su 
reactividad con anticuerpos. 
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MATERIAL Y METODOS 

Las técnicas empleadas en la realización de la parte experimental de 
este proyecto fueron tomadas de las referencias que a continuación se 
describen. Variaciones a estos métodos se detallan en el texto. 
-Las técnicas de biología molecular fueron tomadas de los manuales 
"Molecular Cloning" (35) y "Current Protocols in Molecular Biology" (36). 
-El trabajo con el banco de genes de rotavirus YM clonado en el vector A.-ZAP 
11, se basó en el manual de laboratorio que distribuye CLONTECH junto con el 
banco. 
-Las técnicas empleadas al trabajar con el sistema de expresión transitoria 
que utiliza al virus vaccinia que tiene clonado el gene de la RNA polimerasa 
del fago T7 se obtuvieron del manual, "Current Protocols in Molecular 
Biology" (36). 
-Las técnicas empleadas al trabajar con el sistema de baculovirus fueron 
tomadas de los manuales "A Manual of Methods for Baculovirus Vectors and 
Insect Cell Culture Procedures" (31) y "Baculovirus Expression Vector 
System" (11). 

CONSTRUCCION DEL GENE 4 COMPLETO DE LA CEPA DE ROTA VIRUS 
YM. 

En un trabajo previo, Imelda López clonó en el plásmido pMT21 
algunas regiones del gene 4 del rotavirus YM, sin embargo, las clonas que ella 
aisló no representaban el gene completo (18). 

Para el trabajo con la biblioteca de genes se utilizaron las cepas de 
Escherlchia coll BB4 y XLl-Blue. Todas las purificaciones de plásmido se 
hicieron apartir de la cepa MC1061. 

La construcción del gene 4 completo se hizo a partir de subclonas 
aisladas de un banco de cDNA construido en el fago A.-ZAP II. Este banco 
genómico fue construido por la compaftía CLONTECH, usando prímeros al azar 
y clonando el cDNA en un sitio único para Eco RI. 

Estos fagos se clonaron por 3 rondas de hibridación en placa, utilizando 
como sonda un fragmento del gene 4 de YM de aproximadamente 800 pb 
(pYM47, clonado por l. López). Se seleccionaron 5 fagos diferentes que se 
enumeraron del 41ai45. 

Después de las 3 rondas de purificación la identidad de las 5 clonas fue 
analizada por Southern blot. Se extrajo DNA del fago, se digirió con Eco RI 
para escindir el inserto y el gel se transfirió a un filtro de nitrocelulosa. Se 
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encontró que sólo 3 de las 5 clonas er n positivas para el gene 4, te iendo 
insertos de aproximadamente 1500 pb (clona 41), 2200 pb (clona 4) y 600 
pb (clona 45). El tamaño del gene co pleto es de 2362 pb. 

A partir de la clona 44 del fago ZAP II se obtuvo el fagémid y se 
hizo restricción nuevamente para com robar el tamaño de los inse tos, 
encontrándose que la clona 44-V (el V designa al fagémido número 5 
formado a partir del fago 44) escindía 2 bandas: la de aproximada1 ente 
2,200 pb y otra de aproximadamente 00 pb, esta última no fue re onocida 
como un segmento del gene 4 en el sovthern Blot (datos no mostra os). El 
patrón de restricción del inserto de 2200 pb correspondió al espere do para la 
cepa YM. 

Para determinar con precisión la parte del gene comprendida en el 
inserto de aproximadamente 2200 pb, secuenciamos los extremos ~el mismo 
por el método de Maxam y Gilbert. Encontramos que el inserto co tiene del 
nucleótido 163 al 2354 del gene. Lar gión codificadora del gene v del 
nucleótido 10 al 2337, por lo cual el i serto de 2200 pb no contien la región 
que codifica para el inicio de la proteí a. 

Con el proposito de obtener la el na completa del gene 4, se t tilizó el 
plásmido pYM418 (construido por I. L, pez) el cual contiene las pri eras 200 
pares de bases del gene 4 de YM clona los en el vector pMT21. El g ne 4 
completo se obtuvo a partir de los ins rtos del pYM418 y del pBlue cript 44-
V, utilizando un sitio de restricción pa ·a la enzima Hpl1I que se ene entra en 
el nucleótido 166, el cual es común pa a los dos insertos. El gene c mpleto se 
clonó en el vector pGEM 3Z (PROMEG ) quedando su expresión baj el control 
del promotor de la polimerasa del fag T7. 

Se aislaron 2 clonas, plásmidos F 5 y FL9. Para comprobar si el gene 
estaba correctamente construido, esta clonas se transcribieron in litro con 
la polimerasa del fago T7 (PROMEGA) el RNAm producido se trad jo en un 
sistema de reticulocitos de conejo (PR MEGA), en presencia de 3SS- etionina. 
La proteína sintetizada se analizó en g les de poliacrilamida-SDS/fl orografía. 
Encontramos que la proteína traducid, tenía un P.M. menor al espe ado de 
88 (kDa). 

Para tratar de encontrar el probl ma en la construcción, secu nciamos 
los extremos 5' y 3' del gene, usando sequenasa (NEB) y oligos qu hibridan 
con los promotores de las polimerasas T7 y SP6, los cuales flanque n el 
inserto. Al obtener la secuencia del ex remo 5', encontramos que acía falta 
una adenina entre los nucleótidos 22 23 de la región codificador del gene, 
provocando que la región del gene qu está adelante de estos nucle 'tidos 
estuviera fuera de fase. El producto o tenido de menor P.M., prob blemente 
es el resultado del uso de un ATG inte no para el inicio de la tradu ción. 

La adenina faltante se corrigió p r mutagénesis dirigida medi da por 
PCR, utilizando los siguientes oligos: 



Oligo YM BstXI = 5' GTA-ATG-GCT-CGA-CAG-TTG-TTG-3', el cual está 
aproximadamente 250 pb adelante del 5 ',en una región que contiene un sitio 
de restricción único en el gene para la enzima BstXI. 
Oligo YMS' = S'CAG-ACC-CGG-GCC-ATG-GCT-TCG-CTC-AAT-TAT-AGA-CAA
CTC-C-3 '. Este oligo representa del extremo 5' de la región codificadora del 
gene. Resaltadas en letras más obscuras se indica un sitio de restricción para 
la enzima SmaI (que se introduce con este oligo), el ATG de inicio de 
traducción y la adenina que se adiciona. Sobrepuesto con el ATG también se 
introduce un sitio de restricción para la enzima Neo l. 

El fragmento obtenido por PCR, y digerido con las enzimas Smal y BstXI 
sustituyó al fragmento correspondiente del gene 4 clonado, cortado con las 
mismas enzimas. 

La clona resultante se denomina pGEM YM4. Al transcribir y traducir 
esta clona se encontró que codifica para una proteína con el peso molecular 
esperado de 88 kDa 

CONSTRUCCION DE LOS GENES 4 QUIMERICOS. 

Para construir los genes 4 quiméricos utilizamos el gene 4 completo de 
YM, en el plásmido pGEM YM4. Por otra parte, el gene 4 completo de la cepa 
de rotavirus de humanos KU nos fue proveído por el Dr. Mario Gorziglia del 
National Institutes of Health en Bethesda, Maryland. Este gene está clonado 
en el sitio BamHI del plásmido pTZ 18R (Promega). 

CONSTRUCCION DE pQYM Sty (Fig. 1). 
Se hizo mutagénesis dirigida mediada por PCR del gene 4 de KU, 

introduciendo nuevos sitios de restricción en el fragmento amplificado. En el 
5' se introdujo un sitio para NcoI, el cual se sobrepone con el ATG de inicio, y 
a la altura del nucleótido 288 se introdujo un sitio Styl. El producto de PCR 
se digirió con estas enzimas y se purificó por gel. El plásmido pGEM YM4 se 
digirió también con las mismas enzimas, cuyos sitios de restricción contiene 
naturalmente. El plásmido digerido se defosfató con fosfatasa alcalina (CIP) 
(PROMEGA) y se purificó el fragmento mayor de aproximadamente 4.8 Kb de 
un gel de agarosa de bajo punto de fusión (agarosa LMP) utilizando el método 
de la agarasa(NEB). Se hizo una reacción de ligación utilizando los dos 
fragmentos. 

Construcción de pQJ(U Ppum (Fig. 2). 
Se hizo mutagénesis dirigida mediada por PCR del gene 4 de YM, 

introduciendo un nuevo sitio de restricción en el fragmento amplificado; 
usando el oligo YM-Ppum se introdujo un sitio de restricción para esta 

14 



pGEM YM4 

5.1 Kb 

Nco1 Sty1 

tJ 
1 288 

! Nco1 
Sty1 

! CIP 

! Agaro• LMP 

Fr11gmento de 4'.B Kb 

' 

'"9M423Kn ·· 

- MCS 

Fig. 1. Construcción de pQYM Sty 

.:·! 
nt !. 2:.a 

© (jj) 1 PCR 

1 Nco1 
Sty1 

! Agarosa LMP 

Fr1gmento de 0.3 Kb 

- MCS 

Oligo ® 

Ollgo@ 

15 

- MCS 

Ncol 

S'CAGA~TTCGCTCATTTATAGAC3' 

Sty1 
5'TCGTAC~ATACCACTCCATTTG3' 

nt 



¡ .. , .. • 
i. 
© 

+ 

! PCR 
® 

l KLENOW 

l Ppum1 

l Aguosa LMP 

F,..gmento de 0,65 Kb 

.... ·· .. YMfZ3kb··· 

pQKU Ppum 

5.2 Kb 

- MCS 

nt 

Fig. 2. Construcción de pQJ<U Ppum 

Sma1 Ppum1 

+ + 
634 

! Sma1 
Ppum1 

l CIP 

! Agarosa LMP 

Fnigmento de 4.6 Kb 

.MCS 

Ncol 

• MCS 

nt 

Olfgo © S'CAGAcccoooc~rrcacrcAATTATAaAcAAcTAC3' 
Ppuml 

Ollgo ® s·AaAca~ATAATATAAAAATcacAAMca3' 

16 



enzima, a la altura del nucleótido 634. Este fragmento de PCR se polimerizó 
con la enzima Klenow de manera que forme extremos de doble cadena 
(rasurados), posteriormente fue digerido con Ppuml y purificado de agarosa 
LMP. El pTZ KU4 por su parte, fue digerido con las enzimas SmaI (que deja 
extremos rasurados) y Ppuml, se defosfató y se purificó el fragmento mayor, 
de aproximadamente 4.6 Kb. Finalmente se hizo la reacción de ligación con 
los dos fragmentos. 

CONSTRUCCION DE pQC (fig. 3). 
Para realizar esta construcción se utilizaron los genes híbridos 

anteriores, a los cuales ya se les había introducido sitios de restricción para 
NcoI y Styl. El plásmido QYM Sty se digirió con Ncol y Styl y se purificó un 
fragmento de aproximadamente 0.3 Kb. Por otro lado el plásmido pQJ(U 
Ppum se cortó con las mismas enzimas, se defosfató y se purificó el 
fragmento mayor de aproximadamente 4. 9 Kb. Se hizo la ligación de estos 
dos fragmentos. 

Los genes quiméricos obtenidos se corroboraron por digestión con 
diferentes enzimas de restricción, de acuerdo a los sitios esperados. 

Un diagrama de los productos proteicos de los genes quiméricos 
construidos se presenta en la fig. 4. 

Al introducir sitios de restricción por medio de la reacción de PCR en los 
genes quiméricos, se buscó que los cambios a nivel nucleótido que fueron 
introducidos fueran mutaciones silenciosas, es decir que no alteraran la 
identidad del aminoácido que codifican. 

EXPRESION TRANSITORIA DE LOS GENES QUIMERICOS EN EL 
SISTEMA VACCINIA/T7. 

En este sistema (fig. 5), se hace una infección con un virus vaccinia 
(cepa VTF 7-3) que tiene clonado el gene de la RNA polimerasa del fago T7, la 
cual es expresada en gran cantidad. A la par de esta infección se hace una 
transfección con el plásmido que porta el gene que se desea sobreexpresar, el 
cual está bajo la influencia del promotor de la polimerasa de T7, por lo tanto 
es igualmente sobreexpresado. 

OBTENCION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE. 
El virus vaccinia se trata con tripsina para romper agregados. Con este 

virus se infectan monocapas ele células de la linea BSC 40 (proveniente de 
epitelio de riñón de mono). Después de permitir 30' la adsorción del virus a 
la célula, se retira el inóculo y las células se lavan con medio de cultivo MEM 
(GIBCO) con 10% de suero bovino fetal (FES) (GIBCO), para inmediatamente 
agregar el plásmido de interés en el buffer de transfección de CaP04. Las 
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células se incuban por S h a 3 7oc al cabo de las cuales se desecha la mezcla 
de transfección y se agrega a las células medio de cultivo. Esta infección y 
transfección se mantiene a 37ºC hasta su cosecha (ver más adelante). 

MARCAJE CON 3SS-METIONINA DE LA PROTEINA SINTETIZADA EN EL 
SISTEMA DE VACCINIA-T7. 

A las 18 h después de la infección con vaccinia, se agrega a la monocapa 
de células infectadas medio de cultivo que carece del aminoácido metionina. 
Después de 30' de incubación este medio se remueve y se agrega 1 ml de 
medio fresco el cual contiene 40 µCi de 3SS-metionina por pozo de 10 cmz de 
área y las células se incuban en esta mezcla por 4 h. Finalmente se retira el 
medio de marcaje y las células se lavan con PBS (0.14 M NaCl, 2.7 mM KCl, 8 
mM Na2HP04, 1.5 mM KH2P04; pH 7.2). La muestra se analiza en un gel de 
SDS-poliacriamida y fluorografía. 

La muestra se cosecha a las 22 h p.i. en PBS con inhibidores de 
proteasas si se va a ensayar en HA (a esta muestra no se le hace un pulso de 
marcaje), o en buffer de lisis (1% tritón X-100, SO mM Tris HCl pH 7.S, 150 
mM NaCl y 1 mM EDTA) con inhibidores de proteasas, si las proteínas van a 
ser analizadas por inmunoprecipitación. 

El lisado de células proveniente de un pozo de un área de 10 cmz, se 
cosecha en un volumen de 2SO µl. 

Los inhibidores de proteasas usados fueron los siguientes: PMSF 
20µg/ml; aprotinina 2 µg/ml y leupeptina 2 µg/m.l. 

INMUNOPRECIPITACION. 
20 µl de lisado marcado radiactivamente se agregan a 80 µl de buffer 

RIPA (1% tritón X-100, 1% deoxicolato de sodio, 0.1% SDS, 150 mM NaCl y SO 
mM tris HCl pH 7.S) y se añade la dilución de anticuerpo. Esta mezcla se 
incuba 30' a T.A., al cabo de los cuales se agregan 2S µl de proteína A
sefarosa (diluida volumen a volumen en PES), incubándose 30' a T.A. con 
agitación. Al final del tiempo de incubación las perlas se lavan 2 veces con 
RIPA-BSA al 0.1% y una vez con RIPA. 

Sueros empleados en la caracterización de las proteínas quiméricas. 
Los anticuerpos usados en este trabajo son los siguientes: 

-Sueros policlonales anti-YM y anti-Wa producidos en conejo. Wa es un 
rotavirus de origen humano cuya VP4 presenta una homología con la VP4 de 
KU del 94%. 
-Suero policlonal C.9, obtenido en conejo, dirigido contra una región de VP4 
expresada en bacteria que abarca del aminoácido 1 al 322, fusionado a la 
proteína anthranilato sintetasa. 
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-Los monoclonales 2B6, 4B2 y 5G7 (15) fueron producidos contra la cepa 
porcina de rotavirus OSU; se sabe que sus epítopes mapean en VP8. Las 
VP4s de OSU y de YM tienen una homología del 97%. 
-El monoclonal HS2 (24) fue producido contra la cepa de rotavirus de origen 
humano ST3, su epítope mapca en VP5. 
-El monoclonal Y0-2C2 (32a) fue producido contra la cepa de rotavirus de 
origen humano YO, el sitio reactivo de este monoclonal se mapeó en el 
aminoácido 305. 

Los policlonales anti-YM, anti-Wa y C.9 fueron obtenidos en este 
laboratorio por Pedro Romero. Los monoclonales 2B6, 4B2 y 5G7 nos fueron 
proporcionados por el Dr. Fernando Liprandi. El monoclonal HS2 por Luis 
Padilla-Noriega y el monoclonal Y0-2C2 por el Dr. Koki Taniguchi. 

HEMAGLUTINACION. 
Para el ensayo de hemaglutinación, las células en 500 ~tl de PES se 

congelaron y descongelaron 3 veces, se homogenizaron y se sonicaron. El 
ensayo de hemaglutinación se describe más adelante. 

CONSTRUCCION DE LOS VECTORES DE TRANSFERENCIA PARA 
BACULOVIRUS. 

El gene 4 de YM y el de las tres quimeras fue introducido en el 
plásmido pVL1392 (INVITROGEN), fig. (6), mientras que para el gene 4 de KU 
se utilizó el plásmido pBlueBac 2 (INVITROGEN), fig. (6). 

Las construcciones se realizaron como se describe en la fig. 7. 

GENERACION DE LOS BACULOVIRUS RECOMBINANTES. 

Los virus recombinantes se generan a partir de una doble 
recombinación entre secuencias homólogas presentes en el genoma de 
baculovirus y en el plásmido que se utiliza como vector de transferencia, el 
cual acarrea el gene cuyo producto se desea sobreexpresar. 

Para inducir la doble recombinación, se cotransfecta una monocapa de 
células de insecto (linea celular Sf9 proveniente de ovario del gusano 
Spodoptera frugiperda) con DNA genómico de baculovirus y DNA del 
plásmido que porta el gene de interés (fig. 8). Para los genes de YM, KU y QC 
se utilizó un DNA lineal genómico de la casa INVITROGEN, mientras que para 
los genes QYM y QJ<U se utilizó un DNA lineal de la casa PI-IARMINGEN, el cual 
se denomina baculogold. El DNA de baculogold acarrea una deleción letal en 
las secuencias que rodean el gene de la polihedrina, las cuales son usadas 
para la doble recombinación homóloga. Con esta deleción letal, sólo son 
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pVL1392 
9.8 Kb 

BamHl Nhel 

pBlueBac2 
14 Kb 

Fig. 6. Diagrama de los plásmidos que se usaron como vectores de 
transferencia para la construcción de los baculovirus recombinantes. 
Los 2 plásmidos contienen el promotor de la polihedrina (PH) y parte del 
gene estructural. El ATG de inicio de la PH está mutagenizado de manera 
que el inicio de síntesis sea a partir del ATG del gene clonado y no se 
produzcan proteínas de fusión. Esto permite conservar en el plásmido la 
region 5' del gene estructural de la PH que se sabe incrementa en gran 
medida la síntesis de proteína. El pBlueBac2 además contiene el gene 
estructural de la [3-galactosidasa bajo la influencia del promotor ETL, el 
cual también se expresa en la fase muy tardía del ciclo de infección de 
baculovirus. 
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lcoNSTRUCCION DE pVL YM4 I 
pGEM YM4 - Neo 1 - Klenow - Eco R1 - Agarosa LMP 

(fragmento de 2.3 Kb) 

_.., Ligasa 
pVL1392 - Bgl 11 - Klenow -Eco R1 - CIP 

- Agarosa LMP 
(fragmento de 9.8 Kb) 

1 CONSTRUCCION DE pBLUEBAC KU4 I 

pTZ KU4 - Bam H1 - Agarosa LMP 
(fragmento de 2. 3 Kb) 

_.., Ligasa 

pBlueBac2 - Bam H1 - CIP - Agarosa LMP 
(fragmento de 14 Kb) 

jcoNSTRUCCION DE pVL QYM 1 

pQYM Sty - Neo 1 - Klenow - Eco R 1 - Agarosa LMP 
(fragmento de 2.3 Kb)_.., Ligasa 

pVL1392 - Bgl 11 - Klenow -EcoR1 - CIP -AgarosaLMP 
(fragmento de 9.8 Kb) 

lcoNSTRUCCION DE pVL QKU y pVL Qcl 

~g~u Ppum - Neo 1 - Klenow - Bam H 1 - Agarosa LMP 
(fragmento de 2.3 Kb) 

_.., Ligasa 

pVL1392 - Bgl 11 -Klenow -Bam H1 - CIP - AgarosaLMP 
(fragmento de 9.8 Kb) 

Fig. 7. Diagrama de los pasos seguidos en la inserción de los genes 4 en los 
vectores de tnmsferencia usados en el sistema de baculovirus. 
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l 
CELULAS Sf 9 

5 DIAS DE INCUBACION 

! 
SOBRENADANTE 

! 
PURIFICACION 

+ AMPLIFICACION 

VECTOI( DP.TMNSFEIU:NCIA 
r:zzzz:¡¡ secuencias de recombinacion 

• promotor de la polihedrina 

•·· mw.jj•) gene de la polihedrina 

•·• ·• ·• ·· ·· ··• gene de interes 

DOBLE RECOMBINACION 

VECTOR DE TRANSFERENCIA 

( 

DNA DE BACULOVIRUS 

DN,\ DEI. VIRUS RECO~IBIN1\NTI! 

Fig. 8. Diagrama esquemático que ilustra los pasos comprometidos en la 
generación de baculovirus recombinan tes. 
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viables las partículas virales que se originan a partir de la doble 
recombinación ya que en las secuencias de recombinación de los plásmidos 
de transferencia, se encuentra una region que es compensatoria de esta 
deleción. Así, mientras que para el DNA lineal de INVITROGEN está 
reportado que la eficiencia de recombinación es de aproximadamente el 30%, 
para el DNA de baculogold es mayor del 90% (11). El genoma viral es usado 
en forma lineal por que ésto incrementa la frecuencia de recombinación. 

-TRANSFECCION DE CELULAS DE INSECTO (31). 
Se siembran células Sf9 en un pozo de 5 cmZ de área, a una confluencia 

del 50%. Las células se aii.aden en el medio de cultivo TNM-FH (GIBCO) sin 
suero bovino fetal (FBS) y se incuban por 1 h a 27ºC. Después de este tiempo, 
a las células adheridas se les retira este medio de cultivo y se les agrega 
medio GRACE (GIBCO) con 10% de FBS. A este medio se le agrega la mezcla de 
transfección que consiste de 0.2 µg de DNA viral más 0.4 µg de DNA del 
plásmido, disueltos en 200 µl de la mezcla de transfección de CaP04. Las 
células se dejan en la mezcla de transfección por 4 h, al cabo de este tiempo, 
se lavan con medio nuevo y se agrega medio TNM-FH con 10% de suero 
bovino fetal FBS. Las células se incuban por 5 d a 27ºC al cabo de los cuales 
se cosecha el sobrenadante de la transfección. 

INFECCION DE CELULAS DE INSECTO CON BACULOVIRUS. 

Las infecciones hechas para titular y enriquecer los virus 
recombinantes se hicieron sobre pozos de 2 cmz de área; las infecciones en 
que se hizo un pulso de marcaje con un aminoácido radiactivo, se hicieron 
sobre pozos de 10 cmz de área y las infecciones que se utilizaron en ensayos 
de hemaglutinación se hicieron sobre frascos de 25 cmZ de área. 

Se adhieren las células a la densidad requerida (ver más adelante) en 
medio TNM-FH sin FBS. Después de 1 h de incubación a 27ºC en la que se 
formó lo monocapa de células, se retira el medio y se agrega el inóculo viral 
en TNM-FH con FBS. El virus se adsorbe por 1 h después de la cual se retira 
el inóculo y se agrega medio de cultivo fresco. La infección se incuba a la 
misma temperatura por el tiempo requerido (ver más adelante). 

MARCAJE CON 3SS-METIONINA DE PROTEINAS DE BACULOVIRUS. 
Los pulsos con el aminoácido radiactivo se hicieron a las 48 h p.i., en 

medio GRACE sin metionina. La mezcla se mantuvo en contacto con las 
células por 4 h al cabo de los cuales las células se cosecharon después de ser 
lavadas. La concentración del aminoácido radiactivo se usó igual que para el 
sistema de vaccinia-T7. 
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COSECHA DE LAS CELULAS DE INSECTO INFECTADAS CON BACULOVIRUS. 
La infección a la que se dió un pulso de radiomarcaje se cosechó en 

250 µl de buffer de lisis con inhibidores de proteasas. Los Usados de células 
que se analizaron por geles de poliacrilamida teñidos con Coomassie y que se 
probaron en ensayos de hemaglutinación, se cosecharon a los 4 y 2 d p.i., 
respectivamente. Esto se hizo en 500 µ1 de buffer TE (tris HCI 50 mM/EDTA 
0.1 mM) con inhibidores de proteasas. La muestra se sonicó durante 30 s a 6 
micrones de amplitud en un sonicador SONIPREP 150 (FISONS GROUP), se 
centrifugó durante 3' a 14 K y se desechó el sobrenadante. El pellet de 
células se resuspendió en TE con inhibidores de proteasas y se sonicó, 3 veces 
más a la misma intensidad, dejando enfriar la muestra entre cada sonicación. 

Los inhibidores de proteasa usados fueron: PMSF, 80 µg/ml; Aprotinina, 
20 µg/ml; Leupeptina, 20 ~ig/ml; Bestatina, 20 µg/ml; Cystatina, 1 µg/ml y 
o:2-macroglobulina, 0.1 u/ml. 

INMUNOPRECIPITACION DE PROTEINAS PRODUCIDAS CON EL SISTEMA DE 
BACULOVIRUS. 

Las inmunoprecipitaciones se hicieron como se describe para el sistema 
de vaccinia/T7, variándose únicamente las temperaturas ele incubación, que 
se hicieron a 4oc. 

AISLAMIENTO DE LOS BACULOVIRUS RECOMBINANTES. 

El sobrenadante de células producto de la cotransfección es una mezcla 
ele baculovirus que portan el gene de interés insertado en el genoma y 
baculovirus que expresan al gene ele la polihedrina (baculovirus silvestre). El 
proceso de clonación consiste en la separación del virus recombinante del 
virus silvestre. En este caso los virus recombinantes fueron clonados por 
dilución limitante (fig. 9). El sobrenadante de transfección se tituló por la 
presencia de virus recombinantes, lo cual nos permitió conocer la dilución 
máxima a la cual todavía hay un virus recombinante; esto se hizo mediante 
una infección de células ele insecto a varias diluciones del sobrenaclante, 
fijando las células a las 36 h p.i. y tiñéndolas posteriormente con anticuerpos 
específicos y proteína A~peroxidasa (ver más adelante). Cuantificando al 
microscopio las células teñidas se puede calcular el volumen y la dilución a la 
cual es posible encontrar un solo recombinante. El volumen de la dilución 
precisamente determinada se lleva con medio a un volumen suficiente para 
infectar 24 pozos de una placa ele cultivo. Esta infección se mantiene por 5 
días al cabo de los cuales se colecta el sobrenaelante proveniente ele cada pozo 
y luego se fijan y tiñen las células. Durante estos 5 días de infección se 
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TRANSFECCION 

DILUCION LIMITANTE 

ENRIQUECIMIENTO 

IDENTIFICACION DE POZOS 
.__..¡INFECTADOS POR 

VIRUS RECOMBINANTES 

{

Selección de la dilución mayor del 
sobrenadante de transfección 
(dilución limitante) a la cual aún 
hay virus recombinantes. 

D
omar 200 µI de la dilución 

imitante y llevarla a volumen 
suficiente con medio de cultivo 
para infectar 24 pozos. 
Dejar la infección 5 dias. 

{
Tomar el sobrenadante de los pozos 
que dieron señal positiva 

Los criterios para verificar la clonación de un recombinante fueron: 
1 ) Ausencia por observación al microscopio, de cristales de polihedrina en los 

cultivos infectados con los virus recombinantes. 
2) Ausencia de la banda de 29 kDa correspondiente a la polihedrina en SDS-PAGE. 
3) Análisis PCR, amplificando la región contenida entre las secuencias de 

recombinación. 

Fig. 9. Estrategía de clonación de los baculovirus recombinantes 
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1 RECOMBINANTE YM 1 

15' Formaldehido al 3. 7% 
Tritón X-100 al 0.5% 
Anticuerpo 

10' Anticuerpo = Anti-YM 1: 1000 

Proteina A peroxidasa 1 :2500 
Revelado 

1h 
2h 

1 RECOMBINANTES KU Y QYM 1 

Formaldehido al 3.7% 
Tritón X-100 al 0.5% 
Anticuerpo 
Anti lgG conejo-peroxidasa 1: 1 000 
Proteina A peroxidasa 1 :2500 
Revelado 

1 RECOMBINANTES QKU Y QC 1 

Formaldehido al 3. 7% 
Tritón X-100 al 0.5% 
Anticuerpo 
Anti lgG ratón-biotina 1 :2500 
Estreptavidina-peroxidasa 1 :2500 
Revelado 

15º 
10· 
1h 
1h 
2h 

15º 
10º 
1h 
1h 
1h 

Anticuerpo = Anti-YM 1: 1 000 
Anti-Wa 1: 1 000 

Anticuerpo = Y0-2C2 1: 5000 

Fig. 10. Ensayo de detección para los baculovirus recombinan tes por 
inmunocitoquímica. Los anticuerpos anti-YM y anti-Wa son antisueros 
policlonales producidos contra la partícula viral completa, el anticuerpo 
Y0-2C2 es un monoclonal anti-VPS que reacciona preferentemente contra 
cepas de rotavirus de serotipos 1,3 y 4 (KU es serotipo 1). Todas las 
incubaciones se hicieron a 37 CC. Para revelar se utilizó una solución de 
9-amino etil carbazole en buffer de acetatos y H202( 17). Todos los 
reactivos se diluyeron en PBS. 
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permite enriquecer los virus recombinantes que hubiesen infectado algunos 
de los pozos. · 

Los ensayos de detección que se utilizaron para la purificación de los 
diferentes virus recombinantes se muestran eri la fig. 10. La monocapa de 
células se fijó al fondo del pozo con formaldehído, posteriormente las 
membranas se solubilizaron con el detergente tritón X-100 para permitir el 
acceso de los siguientes reactivos al interior de la célula, después a la 
monocapa se le agregó la dilución de anticuerpo. Dependiendo del virus 
recombinante que se está analizando se agrega directamente la proteína A
peroxiclasa o se utiliza un sistema de amplificación ele la sefí.al, como es el 
agregar un anti-IgG de conejo-peroxiclasa y posteriormente la proteína A
peroxiclasa, (el cual incrementa aproximadamente la señal hasta 5 veces) o 
un anti-IgG de ratón-biotina y posteriormente un complejo ele 
estreptaviclina-peroxiclasa (que incrementa aproximadamente 10 veces la 
señal). Finalmente las células se tifí.en con carbazole y I-1202. 

El sobrenadante ele transfección ele los recombinantes procluciclos con 
baculogold no se tituló inmediatamente después ele la cotransfección sino que 
debido a que este DNA es menos infectivo, y por lo tanto el número de 
partículas virales procluciclo en la cotransfección es muy baja, primero se hizo 
un enriquecimiento, el cual fue posteriormente titulado. 

Para las titulaciones de los virus se infectaron monocapas al 80% de 
confluencia, mientras que para los enriquecimientos se infectaban monocapas 
con una confluencia del 40%. Las tinciones ele las titulaciones se hicieron a 
las 36 h p.i., porque este es el tiempo al cual hay mayor cantidad de proteína 
recombinante acumulada sin que haya habido todavía una infección 
secundaria capaz de ciar una sefí.al positiva a la tinción. El sobrenaclante 
cosechado de un pozo que daba positivo a la tinción se titulaba nuevamente 
para calcular su dilución limitante, repitiéndose todo el ciclo. El pozo positivo 
también se analizaba al microscopio buscando por focos de infección 
producidos por el virus silvestre. Estos ciclos de purificación se continuaban 
hasta que ya no se observaban células infectadas por virus silvestres. 

VERIFICACION DE LA PUREZA DE LOS VIRUS RECOMBINANTES. 

Finalizada la purificación de cada una de las clonas de los 
recombinantes, el título viral de cada una de ella se amplificó por infecciones 
sucesivas de monocapas ele células al 80% de confluencia en frascos de 25 
cm2 de área. 

Se utilizaron 3 criterios para verificar la clonación de los virus 
recombinantes: 1) buscando la presencia de células infectadas por el virus 
silvestre en los cultivos infectados con los virus recombinantes; esto se hizo 
mediante observación al microscopio de las células infectadas, comprobando 
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que no se encuentran células que presenten cristales de polihedrina. 2) 
verificando la ausencia ele la banda de 29 kDa que corresponde a la 
polihedrina en los lisaclos celulares analizados por SDS-PAGE y la presencia 
de la banda ele 88 kDa que corresponde a VP4, y 3) a partir ele un análisis 
por PCR, amplificando la región contenida entre las secuencias de 
recombinación. 

Para el análisis por PCR se usaron los siguientes oligos: 
Oligo AcMNPV (3 '-> S') CAA CAA CGC ACA GAA TCT AG 
Oligo AcMNPV ( S '-> 3') TTT ACT GTI TTC GT A ACA GTT TTG 
Estos oligos hibridan con regiones que flanquean al gene ele la poliheclrina, de 
tal manera que en el caso del virus silvestre se amplifica una región de 0.8 
Kb, la cual corresponde al gene ele la poliheclrina, mientras que en un virus 
recombinante se amplifica una región del tamafi.o del gene clonado más el 
gene de la polihedrina. Para este caso la banda resultante debe ser de 
aproximadamente 3.1 Kb. 
-El DNA empleado en la reacción de PCR se obtuvo de la siguiente manera: 
Se toman 0.7S ml de un sobrenadante de células infectadas, se agrega un 
volumen igual de una solución ele NaCl lM con 20% de PEG 8000. Esta mezcla 
se incuba por 30' a T.A., después se centrifuga por 10' a 14000 rpm y se 
descarta el sobrenaclante. El pellet se resuspencle en 0.1 ml de I-I20 y 
entonces se adicionan 10 µl ele proteinasa K 10 rng/rnl, incubando a sooc por 
1 h. Después de este tiempo, se hace una extracción con un volumen igual ele 
una dilución 1:1 de fcnol:cloroforrno. El DNA viral presente en la fase acuosa 
se precipita adicionando 1/10 ele volumen ele acetato ele sodio 3M más S ~Ll 
de glucógeno 2 mg/ml y 2.S volúmenes de etanol. La mezcla se congela a 
-70ºC por 20' y se centrifuga lS' a 14000 rpm a 4oc. El pellet de DNA se 
lava y se seca al vacío, se resuspencle en 10 µl de agua. Con este 
procedimiento se obtienen aproximadamente 100 ng de DNA viral. 

ENSAYOS DE HEMAGLUTINACION E INHIBICION DE LA 
HEMAGLUTINACION. 

Para estos ensayos se utilizaron placas de 96 pozos ele fondo en V y 
eritrocitos de humanos tipo O positivo. 

ENSAYO DE HEMAGLUTINACION. 
A cada pozo se agrega SO µl ele BSA al 0.125% en PBS. Posteriormente 

se agrega al primer pozo de la izquierda SO ~Ll ele lisado ele células, se mezclan 
y se pasan SO µl al siguiente pozo, haciendo diluciones 1:2 sucesivas hacia los 
pozos de la derecha. Finalmente se agrega a cada pozo, SO µl de eritrocitos al 
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0.25% en PBS-BSA al 0.125%. El ensayo se hace sobre hielo, la placa se incuba 
2 h a 4°C después de los cuales se analiza el resultado. 

ENSAYOS DE INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION. 
Para los ensayos de inhibición de la hemaglutinación (IHA) se utilizó: 

-Glicoforina A soluble (Gph A) (SIGMA), 200 ng/pozo. 
-Suero policlonal anti-YM, dilución 1:1000. 
--Suero policlonal anti-Wa, dilución 1:1000. 
-Eritrocitos tratados con las neuraminidasas de Artl1robacter ureafacie11s 
(SIGMA) o de Vibrio cholerae (SIGMA) de la siguiente manera: 1 ml de 
eritrocitos al 0.4% en PBS se incuba con 10 u de neuraminidasa por 1 ha 
37oc. Al término de este tiempo los eritrocitos se lavan 3 veces con PBS. 

Los ensayos de inhibición de la hemaglutinación fueron hechos como 
sigue: Para el caso del ensayo con eritrocitos desialidados, este fue hecho de 
la misma manera que el ensayo de hemaglutinación, sólo usando ahora los 
eritrocitos que se trataron con neuraminidasa; para los ensayos de inhibición 
con Gph A y con los antisueros, después de agregar y diluir la muestra del 
Usado de células que contiene las diferentes proteínas recombinantes, se 
agregan 25 µl del inhibiclor a cada pozo, la placa se incuba a 4oc por 10' al 
cabo ele este tiempo, se agregan 25 µl de eritrocitos al 0.5 %. La placa se 
incuba por 2 h a 4ºC. 
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RESULTADOS 

El objetivo de este proyecto fue delimitar el dominio conocido de 
hemaglutinación de los rotavirus, el cual se sabe está localizado en la 
región un tercio amino terminal de la proteína VP4 de superficie del 
virus. Dado que resultados en la literatura (20a) sugerían que el 
dominio de HA requería de cierta conformación para ser funcional, la 
estrategia que se siguió para alcanzar este objetivo fue la construcción 
de quimeras entre VP4s de rotavirus que infectan animales y de 
rotavirus que infectan humanos, debido a que estos rota virus presentan 
diferentes características; la más importante para la elaboración de este 
proyecto es cpe sólo rotavirus que infectan animales pueden 
hemaglutinar eritrocitos de varias especies de mamíferos y de algunas 
aves, rotavirus de origen humano carecen de esta capacidad. La 
estrategia de generar quimeras entre 2 proteínas de alta homología hace 
más factible que el producto mantenga la conformación que es necesaria 
para llevar a cabo esta función. 

CONSTRUCCION DE LOS GENES 4 QUIMERICOS. 

Las quimeras se construyeron entre los genes 4 de los rotavirus 
de origen porcino YM y de origen humano KU. Los productos proteicos 
de estos genes presentan una homología del 69%. 

El diseño de las quimeras construidas se hizo de tal manera que 
tuvieran parte de la región conocida de HA (aminoácidos 42 al 247), 
derivados de Ja proteína VP4 del rotavirus YM, con el objetivo de 
observar que el fenotipo positivo se mantuviera. Un diagrama de las 
proteínas quiméricas se presenta en la fig. 4. 

La transcripción y traducción in vitro de los genes 4 construidos, 
y su análisis en geles de poliacrilamida-SDS, mostró que sus productos 
proteicos migran con el P.M. esperado de aproximadamente 88 kDa (fig. 
11). 

EXPRESION TRANSITORIA DE LOS GENES QUIMERICOS EN EL 
SISTEMA VACCINIA/T7. 

Dado que la cantidad de proteína que se obtiene a partir de 
sistemas in vitro no es suficiente para hemaglutinar, decidimos 
expresar los genes en un sistema más eficiente. 
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-~30 

Fig. 11. Traducción in vitro de los genes 4 de los rotavirus padres y de las 
quimeras. La banda mayor corresponde a VP4 (88 kDa), las bandas hacia 
abajo presumiblemente representan inicios en ATGs internos o 
temlinaciones prematuras (36). 
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El sistema de expresión transitoria qÚe utiliza .el virus vacciriia 
que tiene clonado el gene de la RNA polimerasa del f~go .T7 fue escogido 
como la siguiente alternativa, ya que permite la·óbtenci(:¡i{dc'ün~·mayor 
cantidad de proteína, habiéndose reportado queJaprotéíná)f;:. ;i.> ·· · 
recombinante puede llegar a constituir hasta uri 10<)6 dél tóta1'dc\ 
proteína presente en el lisado de células (8). Esta ~náy~~-j:~ri.~idad, de 
proteína permitiría probar las VP4s direcfamen:tc:! eri hemagfütinación, 
de acuerdo con el principal objetivo de este proyec~b. (\'·';''L'.;\.;\tJ · · 

En este sistema (Fig. 5), se hace una iÚfección ccmjmvin.is . 
vaccinia que tiene clonado el gene de la RNApolimerasa delfagoT7, la 
cual es expresada en gran cantidad; a la par, de esta infección se, hace 
una transfección con el plásmido que porta el gene que se desea 
sobreexpresar, este gene está bajo la influencia del promotor de esta 
polimerasa, por lo tanto es igualmente sobreexpresado (8). 

Al comenzar a trabajar con este sistema, primero se ajustaron las 
condiciones que permiten la mayor obtención de la proteína de interés. 
Para ésto se probaron dos líneas celulares diferentes: rvIA104 y BSC40, 
ambas provenientes ele epitelio de riñón de mono. También se probaron 
diferentes métodos de transfccción, como son a partir de lípidos 
cargados que acarrean al DNA (6) o por CaP04 (36). 

Después de variar las condiciones del ensayo, se decidió utilizar la 
línea celular BSC40, transfectando con 20 ~lg de DNA del plásmido por 
1X106 células y utilizando el método de CaP04 • El tiempo de contacto 
entre la mezcla de DNA-CaP04 y las células fue de 5 h, los pulsos de 
marcaje radiactivo se hicieron de 4 h iniciando a las 18 h p.i., las 
muestras utilizadas tanto en hemaglutinación como en 
inmunoprecipitaciones se cosecharon a las 22 h p.i. 

En un principio se usó para expresar VP4 de YM el vector pGEM 
3Z, el cual produce la proteína recombinante en muy baja cantidad. Este 
vector se carrioió por un vector que presenta la región 5' no traducida 
del virus de la encefalomiocarditis (EMC), el cual genera un transcrito 
que es CAP independiente y que por lo tanto se traduce con una mayor 
eficiencia. En la fig. 12 se muestra la síntesis de las VP4s de YM y KU en 
este sistema en las condiciones óptimas de obtención ele proteína. 

La cantidad de proteína obtenida no fue suficiente para 
observarse en geles de proteínas totales teñidos por Coomassie, y sólo 
fue posible seguir la expresión de la proteína a partir de 
inmunoprecipitaciones de las proteínas radiomarcadas. 

Puesto que el único sistema ele expresión reportado hasta ahora, 
en el cual la VP4 de la cepa de rotavirus de simio RRV es capaz de 
hemaglutinar, es el sistema de expresión en células de insecto que 
utiliza a baculovirus como vector de expresión (7, 20), decidimos 
continuar este proyecto con este sistema. 
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Fig. 12. Inmunoprecipitación de las VP4s de YM y KU expresadas en el 
sistema de vaccinia-T7. Se utilizaron los sueros policlonales anti-YM y 
anti-Wa diluidos 1:20 para inmunoprecipitar a YM y a KU respectivamente. 
Como control negativo se incluye la inmunoprecipitación con una dilución 
igual de anti-YM, de un lisado de células infectado con vaccinia que no 
fue transfectado. 
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GENERACION Y AISLAMIENTO DE BACULOVIRUS 
RECOMBINANTES. 

Baculovirus surge como un sistema de expresión de proteínas 
heterólogas en células de insecto, a partir del trabajo pionero·. 
desarrollado por Smith y Sununers (30)~ Este sistema .. Útiliza el 
promotor de la polihedrina. Este es tm promotor muy fuerte que está 
activo en la fase muy tardía de expresión de los genes de baculovirus. 
La fase muy tardía inicia a las 18 h p.i. y continua hasta después de las 
72 h p.i. 

La polihedrina sintetizada puede llegar a constituir hasta el 50% 
del total de proteína celular (32). Esta proteína se observa al 
microscopio formando cristales en el núcleo de la célula infectada. 

Dos tipos ele progenie viral son producidos durante el ciclo de vida 
del virus: partículas virales extracelulares y partículas ocluídas. Los 
virus extracelulares son liberados por gemación, la cual se inicia a las 12 
h p.i., mientras que las partículas ocluídas aparecen en el núcleo 
después de las 24 h p.i. y continúan acumulándose hasta que la célula se 
lisa. La polihedrina es el componente mayoritario ele los cuerpos de 
oclusión. 

El gene de la polihedrina no es escencial para la replicación o para 
la producción de virus extracclulares en cultivo; su deleción o 
inactivación por inserción resulta en la producción de virus que no 
producen polihedrina. El virus polihedrina-negativo es fácilmente 
diferenciable al microscopio pues las células infectadas carecen de los 
cristales intranucleares que esta proteína produce, proporcionando una 
vía fácil de monitorear la clonación de los virus recombinantes. 

Una de las mayores ventajas de este sistema sobre otros sistemas 
de expresión, es la producción abundante de las proteínas 
recombinantes, las cuales son en la mayoría de los casos antigénica, 
inmunogénica y funcionalmente similares a su contraparte auténtica 
(30). 

Los virus recombinantes se generan a partir de una doble 
recombinanción entre secuencias homólogas presentes en el genoma de 
baculovirus y en el plásmiclo que se utiliza como vector de 
transferencia, el cual acarrea el gene cuyo producto se desea 
sobreexpresar. Las regiones homólogas presentes en el plásmiclo de 
transferencia se encuentran flanqueando el gene de la poliheclrina (fig. 
6). 

En la fig 8, se muestra un esquema del mecanismo ele generación 
de los virus recombinantes. Para producir la doble recombinación se 
cotransfectan células de insecto (linea Sf9), con DNA genómico de 
baculovirus y DNA del plásmido que porta el gene de interés. 
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El primer paso de trabajo In este sistema fue la ins. erción de los 
genes 4 de los padres y las quin eras dentro de los plásmidos de 
transferencia (fig. 7). Con esto~ plásmidos se realizaron las 
cotransfecciones. El sobrenaclall.te de células producto ele la 
cotransfccción es una mezcla d!baculovirus que portan el gene de 
interés insertado en el genoma baculovirus silvestre que expresan al 
gene de la poliheclrina. El proc, so de clonación consiste en la separación 
del virus recombinante del viru silvestre. · 

Las células Sf9 infectadas Fºn baculovirus silvestre se pueden 
detectar al microscopio desde e¡ segundo día de la infección, ya que son 
más voluminosas y de núcleos 11ás grandes que las células que no han 
sido infectadas y presentan gra tdes cristales de polihedrina localizados 
en el núcleo (Figs. 13 y 14). La células infectadas con un baculovirus 
recombinante son también fác1jmente cliferenciables (Fig. 15), ya que 
son más grandes y granulosas ue las células no infectadas y carecen de 
los cristales de poliheclrina car e cterísticas de una infección con el virus 
silvestre. 

Los virus recombinantes · 
1

ueron clonados por dilución limitante, 
como se expone en material y 111étodos. Durante el proceso de clonación 
se siguió la presencia ele los virlis recombinan.tes por inmunocitoquímica 
(fig. 16), detectan.do las proteíiias sintetizadas con diferentes 
anticuerpos, como se detalla er!materiales y métodos. Para los 
recombinantes obtenidos a par "ir del DNA lineal de 
INVITROGEN fueron necesarios 4 ciclos ele purificación para perder la 
polihedrina, para los recombin mtes obtenidos a partir del DNA de 
baculogold, solo fue necesario .·ar una ronda de purificación (ver 
material y métodos). 

Cuando ya no se encontr\ ron células con cristales de polihedrina 
en cultivos infectados con los 'jirus recombinantes, se finalizaron los 
ciclos de purificación y el títul:t viral fue amplificado. 

Además del análisis al microscopio de las células infectadas, se 
siguieron dos criterios más parr verificar la clonación de los virus 
recombinantes. El primero fue¡ el análisis de lisados de células 
infectadas en geles de poliacrilf mida-SDS para detectar la presencia de 
una banda de 30 kDa correspo diente a la proteína polihedrina. En 
ninguno de los virus recombin ntes se pudo detectar esta proteína (fig. 
18). 

El segundo análisis fue a r,artir de un PCR que amplifica la región 
contenida entre las secuencias ¡de recombinación. En la fig. 1 7 se 
observa que para todos los vir~1s recombinantcs se amplifica, tal como 
se esperaba, únicamente una l:fanda con un P.M. aproximado ele 3 Kb. Si 
virus silvestres estuvieran con laminando aún los sobrenaclantcs de los 
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Fig. 13. Células Sf9. 
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Fig. 1 5. Células Sf9 infectadas con un baculovirus recombinante. 

Fig. 1 6. Señal positiva al sistema de detección de baculovirus 
recombinantes. 
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Fig. 17. PCR con DNA de los baculovirus recombinan tes, amplificando la región 
contenida entre las secuencias de recombinación. 
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virus recombinantes, una banda adicional de 0;8,Kb estaría también 
presente (ver material y métodos) .. 

Bajo estos criterios se coné:luyó que los virus recombinantes se 
encuentran libres de contamiriadón ·con el virus silvestre. · 

Se seleccionaron 3 clonas de cada uno de los virus recombinan tes 
que expresan los genes de YM y KU a las que se les enumeró de 1 a 3, y 
2 clonas de cada uno de los recombinantes de las quimeras, a las que se 
les denominó a y R. 

CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES. 

Para detectar la síntesis de las proteínas quiméricas, se infectaron 
células Sf9 con baculovirus recombinantes y a los 4 d p.i. se cosecharon 
las células, se lisaron y las proteínas se analizaron en geles de 
poliacrilamida/SDS. En la fig. 18 se presenta uno de estos geles, tellido 
con azul de Coomassie. En los carriles de los virus recombinantes se 
puede observar una banda de aproximadamente 88 kDa de P.M., la cual 
no está presente en el carril del virus silvestre. Esta banda 
probablemente corresponde a las diferentes proteínas VP4. En el carril 
del virus silvestre se puede observar una proteína abundante de 
aproximadamente 30 kDa, la cual corresponde a la polihedrina. 

La identidad de las bandas de aproximadamente 88 kDa, que 
potencialmente correspondían a las VP4s, se confirmó mediante 2 tipos 
de análisis: 1) por Western, utilizando lisados celulares obtenidos a los 4 
d p.i. (no se muestra) y 2) por inmunoprecipitaciones de lisados de 
células infectadas marcadas con 35S-metionina, obtenidas a los 2 d p.i.. 
El resultado de esta inmunoprecipitación se muestra en la fig. 19. En el 
recuadro A) se encuentran las proteínas totales marcadas y en el 
recuadro B) se muestra la inmunoprecipitación de estos lisados. En esta 
figura se observa que la banda de 88 kDa presente en los carriles de los 
virus recombinantes y ausente en el del virus silvestre, es enriquecida 
con la inmunoprecipitación. También se observa que las proteínas 
recombinantes son expresadas a diferentes niveles, siendo el nivel de 
expresión aproximadamente 3 veces mayor para las proteínas de YM, 
QYM y QC, con respecto a la expresión de QKU y de aproximadamente 6 
veces con respecto a la de KU. 

El análisis densitométrico del gel tellido con Coomassie mostrado 
en la fig. 18, permitió observar que las proteínas YM y QYM llegan a 
constituir aproximadamente el 10% de proteína total presente en el 
lisado celular, mientTas que las proteínas KU, QKU y QC constituyen del 
1 al 3% de la proteína total (fig. 20). Esta abundancia diferencial de las 
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Fig. 18. Análisis por SDS-PAGE y tinción con el colorante de Coomassie, de 
lisados de células infectadas con los baculovirus recombinantes y con el 
silvestre. Las células se cosecharon a los 4 d p.i. 
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Fig.)9'. Marcaje con 35S-metionina de células de insecto infectadas con los 
siguientes baculovirus recombinantes: 1) YM-2, 2) KU-3, 3) QYM-13, 4) QKU- ¡3y 

5) QC-a. El carril 6) es un infección con el baculovirus silvestre y el carril 7) es 
el marcador de peso molecular. El pulso se dió de 4 h, a las 48 h p.i. En el 
recuadro A) se exponen 2 µl del lisa.do de proteínas totales marcadas y en el 
recuadro B), las proteínas provenientes de la inmunoprecipitación de 20 µl de la 
núsma muestra, con una mezcla de los policlonales anti-'{J\l y anti-\Va diluidos 
1:1000. 

44 



ci 
d 

'' l J 
0.8 11.2% o.~ :,,,,,,,11l,,ll11l1ll11ll11ll11l1l11lf 111ll,: " Q.YM:p 

O 2.0 4.0 6.0 B.O 

1.2 ~ j 0.8 1 1 iT 2% 1 • QKU-p 

º·: ......... l1.1111111 lt1ll1lldl11 •• 1 ..... 1 •• 1 ...... 
O 2.0 4.0 6.0 B.O 

1.21 1 0.8 f.2% 1 
º·: ..... 111111111l1,111dl111l1U11llll.ll11ll11l ... 11 • QC-a 

o 2.0 4.0 6.0 8.0 

''l r J 
o.8 2º% • SILVESTRE 

°', ~1d1d111.h1dul••ul111.LllL.. 
o 2.0 4.0 6.0 8.0 

Rf (cm) 

Fig. 20. Análisis densitométrico de las proteínas recombinantes expresadas en el 
sistema de baculovirus. 
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proteínas fue repetidamente encontrada en otros ensayos. El análisis 
densitométrico se hizo usando el programa YISAGE;los datós de 
densidad óptica (U.D.) y de distancia decórrimientOe:íi,e(gel (Rf) se 
graficaron usando el programa de CR~CI<ETGRf\PI-I;1LIASí para hacer 
una representación esquemática dé laciu.1tidadidcilas·'i:>roi:eírias 
recombinantes encontradas. ·. •••_ •. !····•; .Ji'.'.~:.c.¡:%'i;~'«•/~tí;1't!{~f;l~iti/ : 

En las figs. 18, se observa queVP4 et~ los car.riles de los Usados de 
YM y QYM, se encuentra en fornl.a de un aobleté. de b'andas. Las VP4s 
de los otros virus recombiriantes migran a la altura de la banda inferior 
de este doblete. Para determinar cual de estas dos bandas corresponde 
a la VP4 auténtica del virus, se hizo un Western blot en el cual, además 
de probar un lisado de células Sf9 infectado con el recombinante de YM, 
también se probó una muestra de rotavirus YM purificado. En la fig. 21 
se muestra el resultado a este experimento. La banda de migración más 
rápida es la que comigra con la VP4 viral. 

Para el dato del porcentaje de expresión de estas proteínas en el 
análisis densitométrico de la fig. 20, se tomó en cuenta únicamente a la 
proteína que representa la banda inferior. 

LOCALIZACION SUBCELULAR DE LA PROTEINA VP4 DE YM 
EXPRESADA EN BACULOVIRUS. 

Para conocer la localización de la VP4 recombinante en la célula 
infectada, la cosecha ele una infección con el baculovirus recombinante 
que expresa la VP4 ele YM fue fraccionada y cada fracción fue 
posteriormente inmunoprecipitada. En la fig. 22 se observa como VP4 
se encuentra en un 100% asociada a membranas. Este ensayo se realizó 
también para la VP4 ele YM expresada en el sistema de vaccinia-T7, la 
cual se encuentra aproximadamente en un 60% asociada al pellet ele 
membranas mientras el 40% restante se encuentra en el sobrenaclante 
citoplásmico (fig. 22). · 

CINETICA DE LA SINTESIS DE LAS PROTEINAS 
RECOMBINANTES. 

Para conocer el momento óptimo de la síntesis ele las proteínas 
recombinantes para hacer los ensayos de hemaglutinación, se hizo una 
cinética de la producción de proteína en este sistema, utilizando a la 
proteína de YM como modelo. Para este ensayo se hicieron por 
duplicado infecciones del virus recombinante que fueron cosechadas a 
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Fig. 21. Western blot de un lisado de células infectado con el baculovirus 
recombinante de YM y de rotavirus YM purificado. El ensayo se realizó de 
la siguiente manera: el filtro de niu·ocelulosa transfe1ido se bloqueó con 
PBS-tween-gelatina al 1%. Como anticuerpo se agregó una mezcla de los 
monoclonales HS2, diluido 1:1000, y Y0-2C2 1:2500, posteriormente 
se agregó proteína A-peroxidasa y se reveló con el reactivo diamino benzidina . 

. Como controles negativos se usaron los lisados de células no infectadas y de 
células infectadas con el baculovirus silvestre. Los 2 n1onoclonales usados 
mapean en VPS. 
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Fig. 22. Ensayo de localización celular de la VP4 de YM producida en los sistemas de expresión: 
A) vaccinia-T7 y B) baculovirus. Las muestras se cosecharon después de un pulso de 4 h en presencia 
de 35 S-metionina, como se describe en materiales y métodos. El pulso se dió a las 1 B h para vaccinia 
y a las 48 h p.i. para el caso de baculovirus. 1) medio de cultivo en que se hizo el marcaje; 2) 
sobrenadante de células resuspendido en PBS con inhibidores de proteasas, al cual se le dieron 3 ciclos 
de congelación-descongelación y posteriormente centrifugación a 14Kf3' y 3) pelle! de la 
centrifugación anterior resuspendido en buffer de lisis con inhibidores de proteasas. Cada fracción se 
inmunoprecipiló con el suero anti-YM diluido 1 :1 000. 
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Fig. 23. Cinética de producción de la VP4 recombinante de Y1'1 expresada en el 
sistema de baculovirus. Las infecciones al tiempo O se hicieron en iguales 
condiciones. Las muestras se cosecharon a las 24, 48, 72 y 96 h p.i. de 2 maneras 
diferentes: una se trató como se describe en material y métodos para muestras que 
se van a usar en Ili\, otra alicuota de este mismo lisado se analizó por 

SDS-PAGE/Coomassie y se le hizo densilometría. La segunda muestra se marcó con 
35 S-metionina durame un pulso de 4 h. La muestra radiactiva se inmunoprecipitó 
con suero anti-YM en una dilución 1:1000. i\) densidad óptica de la banda de VP4 
medida por densitometría del gel tei\ido con Coomassie; B) Densidad óptica de la 
banda de VP4 inmunoprecipilada y C) Título de 111\ del lisado. 
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las 24, 48, 72 y 96 h p.i., a uno de los duplicados de cada tiempo ele 
cosecha, se le dió un pulso de marcaje de 4h con 3SS-metionina, y al otro 
se le procesó, como se indica en materiales y métodos; para analizado en 
ensayos de hemaglutinación y en un gel de poliacrilamida-SDS, el cual se 
tiñó con el colorante de Coomassie. En la fig. 23 se muestra: A) como se 
incrementa la cantidad de proteína acumulada a medida que se 
incrementa el tiempo en que se cosecha la infección; B) como la cantidad 
de proteína que se está sintetizando es mayor a las 48 h p.i. que en las 
cosechas anterior y posterior a este tiempo; el dato ele cosecha a las 96 h 
p.i. no se pudo obtener por el mal estado de las células y C) como el 
título de hemaglutinación parece ser más dependiente ele la cantidad ele 
la proteína que se está sintetizando en el momento ele la cosecha que de 
la cantidad de proteína acumulada desde el inicio del período de 
síntesis. 

ENSAYOS DE HEMAGLUTINACION (HA) Y DE INHIBICION DE LA 
HEMAGLUTINACION (IHA). 

Con los resultados anteriores de expresión se procedió a hacer las 
pruebas de HA cosechando las muestras a los 2 d p.i. 

En la fig. 24 se muestra en el recuadro A) un ensayo ele HA con 
lisaclos de células Sf9 infectados con los baculovirus que expresan las 
proteínas de los virus padres YM y KU. El procesamiento del lisado ele 
células y el ensayo ele HA se realizaron como se indica en material y 
métodos. El resultado muestra que la proteína VP4 de YJvI pudo 
hemaglutinar hasta una dilución ele 1:1024, mientras que la VP4 de KU 
no hemaglutinó. 

Se sabe que la HA ele los rotavirus es clepencliente ele residuos ele 
ácido siálico presentes en la membrana del eritrocito, y que esta HA 
puede ser inhibida o competida con glicoforina A soluble (gph A) y/o 
tratando los eritrocitos con neuraminidasas que eliminan los residuos ele 
ácido siálico presentes en la membrana. La HA ele los rotavirus puede 
también inhibirse por anticuerpos contra la partícula viral. Para probar 
la especificidad de la HA causada por la proteína VP4 de YM y 
confirmar que presenta las mismas características que la HA viral, se 
hicieron ensayos de inhibición ele la hemaglutinación (II-IA) utilizando 
los inhibidores antes mencionados. 

En la fig. 24 se puede observar que la incubación con suero 
policlonal anti-YM disminuye la HA de un título ele 1:1024 hasta un 
título de 1:128. En presencia ele gph A disminuye hasta 1:32 y con 
eritrocitos rasurados se abate totalmente. Estos resultados demuestran 
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Fig. 24. A) Ensayo de hemaglutinación con lisados de células infectados con los 
baculovirus que expreséUl las VP4s de los virus padres, Y!VI y KU. B) Ensayo de 
inhibición de la hemagl ti tinación pm·a el baculovirus YM, t1 tilizando diferentes 
condiciones: suero hiperinmune anti-YM en una dilución 1:1000, Glicoforina A 
200 ng/pozo y eritrocitos tratados con neuraminidasa. La 'dilución de las muestra 
en el primer pozo es de 1:4. El último pozo es un control(-) al que no se le agregó 
muestra. 
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Fig. 25. Determinación de la especificidad de la inhibición de la hemaglutinación 
del suero hiperhimune anti-YM, incubando la muestra con una dilución igual del 
suero preinmune. La dilución usada de ambos sueros fue 1:1000 por pozo. La 
muestra fue un lisado de células infectado con el recombinante que expresa la 
proteína VP4 de YM. 
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Fig. 26. Ensayos de hemaglutinación y de inhibición de lahemaglutinación con 
un lisado de células infectado con el baculovirus recombinan te que expresa la 
proteínaquiméricaQKU. 
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que la HA producida por la VP4.de YM expresada en este sistema 
presenta las mismas características que la HA viral;· . . ·. 

Para verificar que la IHA causada por el suero ariti-:YivI es .. ·.·.··.·. .· 
específica sobre la VP4 viral. expresada, se probó i:anibién el efecto del 
suero preinmune. La HA fue clisníinuida de Ún'títúl61éle.1i: 5}2 a f: 3 2 7 · 
1:64 por el suero hipérirúnune, mientras que'ei:sí.l~ro':P&ii'ífotihe'D.o 
tuvo efecto sobre ella (fig: · 25). . .• . •.... · :.1 •• ~~'. ''.''·; ;:~~:1;'}·,·~J;};;~i.0;~ :~}C 

En la fig. 26 se muestra. etresultado·de laJ!A'dellaii;iróteína· .. QJ<U. 
En el recuadro A) se obser.va queesta~proteíná;hCiriaglUtin~·có'n~i.in 
título de 1:64 y que la HA es abatiCÍa hasta'cerél"C:óñ'e11slíerb''p0Üclonal 
anti-YM, mientras que en presencia ctel sÜei·é»iJ'oüc19íiaCanti~Wa la HA 
presenta un título de 1:4; por sú parte'ei:Eprese11dade gphA; la HA 
tiene un título de 1:4. En el recuadfó Bfse'observa qüe un título de HA 
de 1:16 de esta proteína es totalmente abatido al tratar a los eritrocitos 
con neuraminidasa. 

En la fig. 27 se observa el resultado de los ensayos de HA y de 
IHA de la proteína quimérica QC. En este ensayo se observa que la 
proteína aglutina los eritrocitos con un título ele 1:64, HA que es 
completamente abatida en las 3 condiciones de inhibición ensayadas. 

La proteína quimérica QYM dió un resultado negativo en el ensayo 
de HA a pesar de que es una de las proteínas recombinantes que se 
expresa en una mayor cantidad (fig. 28). 

La proteína QYM o la proteína KU fueron utilizadas como controles 
negativos en todos los ensayos de HA realizados, mientras que la 
proteína YM se utilizó como control positivo. El lisado de células 
proveniente de la infección con el baculovirus silvestre da una HA 
atípica en las diluciones más bajas probadas (fig. 29). Esta HA no se 
modifica en presencia ele ninguno ele las condiciones ele IHA empleadas, 
indicando su inespecificidad. Este efecto puede quizá ser debido a la 
gran cantidad ele la proteína polihedrina que se expresa, y a la 
estructura cristalina que esta presenta. En la fig. 29 se observa como la 
sedimentación ele los eritrocitos se ve afectada en todos los casos hasta 
con un título de 1:8. 

En resumen estos resultados indican que las proteínas quiméricas 
QJ<U y QC son hemaglutinantes y que esta HA se comporta ele la misma 
manera que la HA ele la VP4 ele YM expresada en este mismo sistema y 
que la hemaglutinación que llevan a cabo los rotavirus. 

PATRON DE REACTIVIDAD DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES 
CON ANTICUERPOS DIRIGIDOS CONTRA VP4. 
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Fig. 27. Ensayos de hemaglutinación y de inhibición de la hemaglutinación con 
un Jisado de células infectado con el baculovirus recombinante que expresa la 
proteína quimérica QC. 
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recombinante que expresa la proteína quimérica de QYM. Co.mo control positivo de la HA 
se utilizó un !isado de células infectado con el recombinan te de YM. 

Hemaglu
tinación 

Anti-YM 

GphA 

Eritrocitos 
desialidados 

O:> <? N 
N U"> .. ':! 'f? 

..... ~~~~~~~~~~~~~~~~~-· 

.,. O:> 

"' N .,. 
"" o o o .. ':-! ";'; 

\,_ .... .. 

. :. .. 

. :j_J::.:-... ,. ........ 
'\ .:-· ' ,,. - ' . . ... 

~ . - . 

Fig. 29. Ensayos de hem:iglutinación y de inhibición de la hemaglutinación con un lisado 
de células infectado con el baculovirus silvestre. 
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Tabla 1. Resultados de los ensayos de HA e IHA 

IHA 

HA ANT'·YM ANTl-Wa GPH A Eritrocitos 
1:~ JOO 1:1000 200ng/pozo desialidados 

YM 1:1024 1:128 ND 1:32 -
KU - ND ND ND ND 

QYM - ND ND ND ND 

QKU 1:64 - 1:4 1:4 -
QC 1:64 - ND - -

WT - - - - -

HA ANTl-YM PREINMUNE 
1: 1000/pozo 1 : 1 000/pozo 

YM 1:512 1:32 1:512 
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La conformación estructural que adquieren las proteínas 
quiméricas se evaluó mediante ensayos de reactividad con anticuerpos. 

Se hicieron 2 tipos de ensayos: i) inmunoprecipitación de. las · 
proteínas obtenidas a partir d.e su expresión en el sisteinafransitorio 
del virus vaccinia/T7,y,ii) tinción inmunoquímica dé ú10n:ocapas de 
células de insecto infectadas cc:in los baculovirus recombinarites. fü1la 
tabla 2 se expone11 los· resultados obtenidos. . .. _:.<> ·:- .... ·::. 

Los dos sueros policlonales empleados (anti-YM y anti:VVa) . 
dirigidos contra la partícula viral completa reconocierori~a: láfciúco 
proteínas recombinantes por inmunocitoquímica .. En elé:asc{~elsüerci • 
anti-Wa, cuando se utilizó a una dilución 1:1000, no se observó reacció11 
con las quimeras QKU y QC. La menor reactividad dé las proteínas de · 
QKU y de QC con el policlonal anti-Wa, podría deberse ·a: la h1ericn\ \. 
cantidad existente de estas proteínas. La p1•oteínadéQYM'mantiene ; ; 
una señal positiva, lo cual correlaciona con lo que se dijo antes; ya~que.' 
esta proteína es muy abundante. Todas las proteínas'son '· · ·· ••. :. 
eficientemente inmunoprecipitadas con estos antisueros (no se >:~\> ·· 
muestra). · · · ··. · · · .. . · •. · >> .· 

Un suero policlonal (suero C.9) generado contraaproxiniadamenté 
los primeros 320 aminoáciodos de VP4 de YM; que comprenden tódo 
VPS y aproximadamente 80 aminoácidos amino terminales de VP5, · 
reconoció únicamente a la VP4 de YM y a la quimera QKU. 

Se usaron también cinco anticuerpos monoclonales dirigi9os contra 
VP4. Los anticuerpos Y0-2C2 y HS2 están dirigidos contra VP5; en el 
caso de Y0-2C2 se sabe que su epítope mapea en el aminoácido 305 
(32a), mientras que de HS2 no se ha mapeado el aminoácido con el que 
interacciona (24). Los anticuerpos 2B6, 4B2 y 5G7 mapean en VPS (no 
está determinado el aminoácido) y fueron producidos contra la cepa ele 
rotavirus porcino OSU, cuya VP4 presenta una homología del 97% con la 
VP4 de YM (15). Estos 3 monoclonales fueron originalmente 
seleccionados por su capacidad de inhibir la HA de la cepa de la que 
derivan. 

Los monoclonales anti-VPS, Y0-2C2 y I-IS2, reconocieron a todas 
las proteínas por los dos métodos probados, sin embargo, cuando el 
monoclonal Y0-2C2 fue diluido 1:10,000, reconoció pobremente a la VP4 
de YM y ya no reconoció a QYM en el ensayo de inmunocitoquímica. El 
resultado obtenido en las inmunoprccipitaciones con estos mismos 
n1onoclonales es el mismo (no se muestra). 

En ensayos de inmunocitoquímica, los monoclonales 2136, 4132 y 
5G7 solo reconocieron a la VP4 de YM, sin embargo las dos proteínas 
quiméricas con capacidad hemaglutinante fueron claramente 
inmunoprecipitadas por estos anticuerpos monoclonales. 
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Tn.it 2. Ensayos de reactividad de las VP4s de las proteínas padres y de las quimeras con 
difirentes anticuerpos. 

M'CETRA Anti-YM Anti-Wa C.9 ~ Y0-2C2 HS2 2B6 4B2 5G7 

l\1 + + + + + + + + 
1IJ + + - + + - - -
~I + + - + + - - -
(.KU + + + + + - @ - ® -
iC + + - + + - @ - @ -

Sil.estre - - - - - - - -
La n:ictividad de las proteínas contra los diferentes anticuerpos se midió por dos tipos de ensayos: 
Inmurocitoquímica de células infectadas con los baculovirus e inmunoprecipitaciones de las proteínas 
exprnadas en el sistema de vaccinia-T7. Los resultados que se muestran corresponden a 
inmurocitoquímica, las diferencias encontradas en los dos tipos de ensayos son: @ positivo en las 

inmumprecipitaciones. @' El policlonal C.9 no se probó por inmunoprecipitación. 
Por ñmunocitoquímica los anticuerpos se usaron a las siguientes diluciones: Y0-2C2, 1:700; anti-Wa y 
C.9, i70; anti-YM y los monoclonales HS2, 2B6, 4B2 y 5G7 a 1:250. Para las inmunoprccipitaciones los 
antisreros policlonalcs se usaron a una dilución 1 :20 y los anticuerpos monoclonales 1 :50. 
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Estos resultados concuerdan con los obtenidos en las pruebas de 
hemaglutinación en donde las proteínas VP4 de las quimeras QKU y QC 
conservaron el fenotipo positivo, indicando que la conformación que 
adquieren estas proteínas no difiere en gran medida a la conformación 
que presentan las proteínas de los virus padres, lo que les permite 
mantener el dominio de hemaglutinación funcional. 

COMPARACION DE SECUENCIA ENTRE VP4S DE ORIGEN ANIMAL 
Y HUMANO. 

Se hizo una comparación de las secuencias de VP4 tanto de cepas 
de origen animal como humano. La región comparada va del 
aminoácido 93 al 208, la cual es la región de YM común, presente en las 
quimeras hemaglutinantes QJ<U y QC. 

Para obtener un mejor alineamiento, un símbolo+ fue introducido 
entre el aminoácido 135 y el aminoácido 136 de la secuencia de ST3 y 
KU (6,18). Estas dos cepas son de origen humano, cuya VP4 es de 775 
aminoácidos, a diferencia de las de origen animal que es de 776. 

La comparación (fig. 30) nos permitió localizar dos regiones 
conservadas entre las cepas ele origen animal y diferente a las de 
humano, estas regiones conservadas se encuentran numeradas de 1 a 2 
en la figura. Estas regiones conservadas se encuentran entre los 
aminoácidos 95 al 112 (región 1) y 181 al 203 (región 2). 
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Fig. 30. Comparación de secuencia de la región mapeada como responsable de la actividad de HA en VP4. 
Las cepas YM, OSU, HI, SAll, SAll-4fM, NCDV, RRVy CU-1 son cepas de origen animal que se ha publicado 
tienen actividad hemaglutinaute dependiente de residuos de ácido siálico sobre la membrana del eritrocito. 
Las cepas C48G, EHP, K9, LP14 y HZ son cepas de origen animal de las que desconocemos si tienen actividad 
hemaglutinante. La cepa UK es de origen animal y se sabe que no hemaglutina. Las cepas KU y ST3 son de 
origen humano. Las secuencias se obtuvieron de las referencias 3, 28, 26 y 3 Z b. 



DISCUSION 

En este trabajo se presenta la construcción de genes 4 quiméricos 
derivados de las cepas de rotavirus YM (origen porcino) y KU (origen 
humano), y su expresión en diferentes sistemas heterólogos, para probar la 
capacidad de hemaglutinar de las diferentes VP4 quiméricas sintetizadas y 
con esto delimitar la región responsable de esta función 

CAPACIDAD HEMAGLUTINANTE DE LAS PROTEINAS VP4 
SINTETIZADAS EN LOS SISTEMAS DE VACCINIA-T7 Y 
BACULOVIRUS. 

La expresión de los genes quiméricos en sistemas de 
transcripción/traducción in vitro demostró que las proteínas 
correspondientes se sintetizan correctamente. Sin embargo, las proteinas 
sintetizadas in vitro no son capaces de aglutinar eritrocitos ya que se 
obtienen en el orden de nanogramos, cantidad insuficiente para lograr 
hemaglutinar. Debido a esto se probaron otros sistemas de expresión de los 
genes híbridos para incrementar la producción de proteína. Estos sistemas 
fueron: 1) el sistema de expresión transitoria que utiliza el virus vaccinia que 
tiene clonado la RNA polimerasa del fago T7 y 2) baculovirus. Con la proteína 
expresada en ambos sistemas se hicieron ensayos de hemaglutinación (HA), 
encontrándose que únicamente el sistema de baculovirus permitió observar 
este fenotipo. Esto puede deberse a varias causas: 
1) La diferencia en el nivel de expresión entre ambos sistemas, ya que 
mientras en baculovirus se pudo observar a las proteínas heterólogas en 
geles de proteínas totales teñidos con Coomassie, en el sistema de expresión 
de la vaccinia-T7 no se pudieron detectar. Esta puede ser la causa más 
importante de la diferencia observada en la capacidad hemaglutinante de la 
proteína VP4. 
2) En ensayos en los que se buscó la localización de la proteína en el cultivo 
(fig. 22), se encontró que mientras la VP4 expresada en baculovirus se 
localiza en un 100% en el pellet de membranas, la VP4 expresada en vaccinia 
estaba presente en esta fracción en sólo aproximadamente un 60%, mientras 
que el 40% restante estaba soluble. Es sabido que para que la HA ocurra, el 
ligando debe estar en forma multimérica, de manera que un solo complejo 
pueda enlazar a varios eritrocitos y así formar la malla que representa la HA. 
El que VP4 se encuentre asociado a membranas favorece su presentación 
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como un multímero ya que un fragmento de membrana puede funcionar 
como acarreador de varias moléculas de VP4. La VP4 expresada en vaccinia 
y localizada en el citoplasma pudiera no sólo no participar en la HA sino 
incluso competir a la VP4 asociada a membranas por los sitios de unión a 
eritrocitos. El tipo de interacción de VP4 con las membranas de células de 
insecto o de mamífero no se conoce. Aunque la VP4 incorporada al virión se 
encuentra en forma de dímero, no se sabe si éste también se forma con la 
VP4 expresada en estos sistemas. 
3) Una tercera explicación sería que la VP4 expresada en vaccinia tuviera 
una conformación diferente a la VP4 incorporada en el virus, lo cual le 
hiciera perder el sitio de reconocimiento a eritrocitos. Esto es muy poco 
probable ya que esta conformación diferente sucedería en las células de 
mamífero, que se utilizan en el sistema de vaccinia, y que son el huésped 
natural de los rotavirus, y no sucedería en las células de insecto donde se 
producen las proteínas sintetizadas por los baculovirus recombinantes, las 
cuales se encuentran más alejadas filogenéticamente de la célula huésped 
natural. 

CORREIACION ENTRE IA CANTIDAD DE VP4 ACUMUIADA Y 
HEMAGLUTINACION. 

Al comenzar a trabajar con la VP4 de YM expresada en baculovirus se 
hizo una cinética de la producción de la proteína, analizando por 
electroforesis muestras de Usados cosechados a 1, 2, 3 y 4 d p.i. Las 
proteínas en los geles se visualizaron con azul de Coomassie. Con esta cinética 
se encontró que la mayor cantidad de proteína se obtenía en el día 4; sin 
embargo, al hacer HA con lisados cosechados a este tiempo, se encontró que 
tenían títulos muy bajos que iban de 1:16 en los mejores casos, hasta cero. 

En el experimento de la fig. 23 se puede observar como el título de HA 
parece depender más de la cantidad de proteína que se está sintetizando en 
ese momento, que de la cantidad de proteína acumulada. Esto puede deberse 
a que la proteína está siendo degradada y aún pequeños cambios causados 
por las proteasas celulares, los cuales incluso pudieran no reflejar un cambio 
en el peso molecular aparente de la proteína, sí la cambian 
conformacionalmente; por ejemplo la pérdida de un segmento corto de 
cualquiera de los extremos, pero especialmente del extremo de VP8, pudiera 
causar que la VP4 incompleta adquiera conformaciones anómalas que hagan 
que el dominio de HA no sea funcional o no esté expuesto. 

La degradación que sufren las proteínas en este sistema es un 
problema real, el cual nos llevó a cosechar las muestras en presencia de 6 
inhibidores de proteasas diferentes y en una solución que contiene EDTA. 
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Aún en estas condiciones, el título de HA decayó de 1:256 hasta 1:16 después 
de incubar la muestra por 1 h a 37°C (no se muestra). 

Si la velocidad de degradación de las proteínas es igual a los diferentes 
días después de la infección, es posible que su actividad hemaglutinante sólo 
se pueda observar en el periodo de tiempo en que la síntesis es mayor ya 
que este seria el momento en que se encuentra una mayor cantidad de 
proteína íntegra. Una segunda explicación a por qué el título de HA es mayor · 
a los 2 d p.i. que a los días siguientes, cuando se observa una mayor cantidad 
de proteína acumulada, es que la proteína al alcanzar una concentración 
critica dada tienda a formar agregados, lo cual disminuiría el número de 
moléculas efectivas disponibles para la HA. Además, estos agregados harían 
que esta proteína fuese menos accesible a proteasas. 

PRESENCIA DE UN DOBLETE DE BANDAS EN GELES DE 
POLIACRILAMIDA/SDS DE LAS PROTEINAS YM Y QYM. 

Cuando las proteínas YM y QYM, sintetizadas en células de insecto, se 
analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida, se observó un 
doblete de bandas al nivel de migración esperado para VP4. La banda 
inferior parece ser la auténtica VP4, ya que migra a la altura de la VP4 
presente en la partícula de rotavirus (fig. 21); la banda superior pudiera 
corresponder a una VP4 ligeramente degradada que adquiere una 
conformación anómala que la hace migrar de manera aberrante. Otras VP4s 
de origen animal expresadas en el sistema de baculovirus son rápidamente 
degradadas y también se observan en SDS-PAGE como un doblete de bandas 
(Estes, M.K. comunicación personal). 

Por otra parte, también es posible que una cierta proporción de la VP4 
sintetizada sufra una modificación postraduccional que la haga migrar más 
lentamente en los geles de poliacrilamida-SDS; esta modificación no ocurre 
naturalmente en el curso de una infección por rotavirus y aquí estaría dada 
por su expresión en las células de insecto. 

NIVEL DE SINTESIS Y ESTABILIDAD DE LAS PROTEINAS 
RECOMBINANTES. 

Al analizar por geles de poliacrilamida-SDS Usados de las proteínas KU, 
QJ<U y QC cosechados a los 4 d p.i., se encontró que el nivel de acumulación de 
estas proteínas quiméricas era mucho menor (constituyen del 1 al 3% de 
proteína total presente en el Usado) que el de las proteínas YM y QYM (que es 
aproximadamente el 10%) (fig. 20). Sin embargo al hacer pulsos de marcaje 
de 4 horas a los 2 d p.i., se encontró que el nivel de síntesis de novo de estas 

64 



proteínas no varía en la misma medida (fig. 19). La diferencia encontrada 
entre la cantidad de proteína que se está sintetizando de estas quimeras, la 
cual es similar a la de YM, y la cantidad de proteína que se llega a acumular a 
mayor tiempo de la infección, parece indicar que estas proteínas son 
inestables y son rápidamente degradadas. 

Cuando se hicieron las curvas de HA para las quimeras QKU y QC 
cosechando a diferentes días p.i., se encontró que mientras para Ql(U el título 
más alto de HA se localizaba en la cosecha de los 2 d, este título disminuía, 
pero la actividad seguía siendo observable en la cosecha del día 3. Con la 
quimera QC ésto no ocurrió, su actividad hemaglutinante se encontró 
preferentemente al día 2, pero en las cosechas posteriores el título fue de 
cero, aún en muchos de los ensayos realizados, la cosecha del día 2 tampoco 
tenía actividad hemaglutinante. Estos resultados sugieren que esta proteína 
es la menos estable. Si se compara la fig. 19 en donde se observa el marcaje 
de la infección, con la fig. 18 del gel teñido con Coomassie, se puede observar 
que mientras su nivel de síntesis está aproximadamente al mismo nivel que 
las proteínas de YM y de QYM, a los 4 d p.i. se encuentra en una cantidad al 
menos 5 veces menor (únicamente contando la banda ínferior de las 
proteínas de YM y de QYM; la banda superior no se incluye en la 
comparación, por que, de acuerdo a los resultados, modificaciones mínimas en 
la proteína pudieran estar causando las diferencias encontradas entre 
cantidad de proteína y actividad). 

Durante el proceso de clonación de los virus recombinantes, se aislaron 
3 clonas para cada uno de los virus padres y 2 clonas para cada una de las 
quimeras . Así, se trabajó con un total de 5 clonas que expresan a la proteína 
YM o a la quimera que tiene el fondo de esta proteína, QYM. En las 5 clonas 
analizadas la proteína heteróloga fue expresada en altas cantidades, 
constituyendo alrededor del 10% de proteína celular a los 4 d p.i. Por otra 
parte, todas las clonas de virus que expresan a la proteína de KU o a las 
quimeras que tienen el fondo de esta proteína, es decir QKU y QC expresaron 
la proteína heteróloga en menor cantidad, constituyendo solo del 1 al 3% a los 
4 d p.i. Esto parece indicar que las diferencias encontradas entre la cantidad 
de proteína acumulada a los 4 d p.i., es reflejo de la estabilidad de cada una 
de las proteínas. Así, las proteínas con el fondo de YM son más estables que 
las proteínas con el fondo de KU. 

HEMAGLUTINACION E INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION DE 
LAS PROTEINAS RECOMBINANTES. 

En los ensayos de HA con las diferentes proteínas VP4, se encontró que 
el resultado para KU y QYM siempre fue negativo, mientras que para YM, Ql(U 
y QC fue positivo, preferentemente cosechando a los 2 días p.i. 
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Las tres proteínas con actividad hemaglutinante, fueron probadas en 
ensayos de IHA; estos ensayos de inhibición se hicieron con anticuerpos anti
rotavirus, con glicoforina A soluble y desialidando eritrocitos con 
neuraminidasas, factores que se sabe inhiben la HA causada por el virus. En 
estos ensayos se encontró lo siguiente: 
1) La HA es causada directamente por la VP4 recombinante presente en el 
lisado de células ensayado, puesto que esta HA es disminuida con un suero 
hiperinmune producido contra rotavirus y no es afectada por el suero 
preinmune. En el caso de la quimera QJ(U la HA fue mayormente afectada 
por el suero anti-YM (con anticuerpos dirigidos contra la región de YM 
responsable de la HA), que por el suero anti-Wa (con anticuerpos que 
reaccionan preferentemente con la región VPS de la VP4 de KU). 
2) La HA causada por estas proteínas recombinantes, al igual que para los 
rotavirus, es dependiente de residuos de ácido sillico sobre la membrana del 
eritrocito. 

DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA DE LAS QUIMERAS CON 
ANTICUERPOS. 

Para determinar si la conformación de las quimeras no estaba 
notoriamente afectada, se evaluó su capacidad para interaccionar con un 
panel de anticuerpos policloriales y monoclonales. Los ensayos utilizados 
fueron: inmunoprecipitación de las proteínas expresadas en el sistema de 
vaccinia-T7 y ensayos de inmunocitoquímica de monocapas de células 
infectadas con los baculovirus recombinantes 

En resumen, se encontró que, al igual que las VP4s de los padres YM y 
KU, las quimeras eran perfectamente reconocidas por los antisueros 
policlonales anti-YM y anti-Wa. El suero policlonal C.9, dirigido contra la 
región completa de VP8 de YM más aproximadamente 80 aminoácidos de la 
porción amino-terminal de VPS, sólo reconoce a la quimera QJ<U, además de 
YM. El hecho de que este suero no reconozca a QYM es muy probablemente 
debido a que la región de VP8 de esta proteína está doblada en una forma 
anómala, puesto que esta proteína se sintetiza y se acumula abundantemente. 
Esto coincide con que a pesar de que esta proteína contiene la región de YM 
comprendida entre los aminoácidos 93 al 208 (la cual aparentemente 
contiene el dominio de HA), no tiene actividad hemaglutinante. Este 
policlonal tampoco reconoce a la quimera QC, la cual tiene actividad de HA. 
Esto posiblemente se deba a que, la poca estabilidad de esta proteína no 
permite que se acumule la concentración necesaria para dar una señal 
positiva observable. 

Los monoclonales Y0-2C2 y HS2, cuyos epítopes mapean en VPS, 
reconocen perfectamente a las 5 proteínas. En el caso de Y0-2C2, reacciona 
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preferentemente contra KU, QKU y QC. Este es un monoclonal cuyo epítope es 
lineal y está conservado en las cepas de rotavirus de serotipos 1, 3 y 4 (32a). 
KU es una cepa de serotipo 1, mientras que YM es serotipo 9. Aunque el 
monoclonal reacciona con YM, aparentemente lo hace con una baja afinidad, 
ya que cuando se incrementa la dilución del anticuerpo, la seflal desaparece. 

Los monoclonales 2B6, 4B2 y 5G7 mapean en YPS y fueron 
seleccionados por que inhiben la HA de la cepa contra la que fueron 
producidos. Estos monoclonales aunque solo reaccionaron contra la proteína 
YM en el ensayo de inmunocitoquímica; claramente inmunoprecipitaron las 
proteínas QKU y QC expresadas en vaccinia. Nuevamente la proteína QYM no 
fue reconocida ni en los ensayos de inmunocitoquímica ni en las 
inmunoprecipitaciones. Es importante resaltar que la carencia de reactividad 
de QYM con los anticuerpos anti-VP8, coincide al ser expresadas en sistemas 
diferentes, lo cual indica que la conformación anormal que adquiere, es 
intrínseca y no por el sistema de expresión empleado. 

En conjunto estos resultados sugieren que la región de VPS en las 
quimeras tiene una conformación semejante a la esperada, mientras que la 
región de VPS, que es donde reside el dominio de HA, se encuentra alterada 
en la quimera QYM, pero no parece estar afectada notablemente en las 
proteínas QKU y QC. 

La estrategia de generar quimeras para mapear el dominio de HA en 
YP4, pareció en su momento la mejor opción que permitiera preservar la 
estructura nativa de la proteína y con esto preservar esta actividad. Sin 
embargo, a apartir de estos resultados, es claro que no se puede generalizar 
sobre el éxito de la conformación que va a adquirir una proteína híbrida 
entre dos proteínas YP4. En este caso, dos de las construcciones mantuvieron 
la capacidad de HA (QKU y QC), pero en QYM, tanto la hemaglutinación como 
la reactividad con anticuerpos en la zona de hemaglutinación, se perdieron. 

Es posible que una mejor estrategia para mapear finamente el dominio 
de HA sea seleccionar variantes que ya no tengan actividad hemaglutinante, 
y encontrar por secuenciación el cambio genético causante del cambio 
fenotípico. 

DOMINIO DE HEMAGLUTINACION DE LOS ROTAYIRUS. 

Dado que las proteínas quiméricas QKU y QC mantienen la capacidad de 
hemaglutinar, se puede concluir con este trabajo que la región común de 
estas proteínas con la VP4 de YM, aminoácidos 93 al 208, participa de 
manera relevante en esta función, muy posiblemente comprendido el 
dominio de HA. Datos anteriores apoyan esta hipótesis, anticuerpos que 
inhiben la HA mapeen en esta región (27), un mutante que han perdido la 
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capacidad de hemaglutinar presenta un cambio en esta región de VP4 (ver 
más adelante). , ·.··. ·· 

El que las dos quimeras que hemaglutinan lo hagan con títulos más de 
10 veces menores a los producidos por la proteína padre, aunque parece 
claramente debido a que estas proteínas son más inestables que la proteína 
padre y por lo tanto la concentración de proteína efectiva para hemaglutinar 
se encuentra siempre disminuida, también podría explicarse si las quimeras 
tuvieran unicamente parte del dominio de hemaglutinación, esto es, que en 
uno de los sitios elegidos para hacer la fusión entre las 2 VP4s, se encuentre 
el dominio de HA, de modo que en la quimera éste se encuentre truncado, lo 
que ocasionaría menor afinidad por el siálico y por lo tanto una baja en el 
título de HA. También es posible que este dominio no sea lineal y se forme a 
partir de la interacción de secuencias apartadas, que en la estructura 
terciaria se encuentran próximas. Así, alguna o algunas de estas regiones que 
participarían en la unión a siálico, pudieran no encontrarse en las quimeras. 
Algo similar ocurre con la hemaglutinina de influenza, donde, a partir de 
cristalografía de la proteína acomplejada con el ácido siálico, se ha encontrado 
que regiones distantes participan en este pegado (33a). 

Haciendo una comparación de secuencia en la región de VP8 
comprendida entre los aminoácidos 93 al 208 de diferentes VP4s de origen 
animal y humano, pudimos localizar 2 regiones conservadas comprendidas 
entre los aminoácidos 95 al 112 (región 1) y 181 al 203 (región 2) (fig. 30). 

Estas dos regiones presentan una alta homología (94% en la región 1 y 
85.6% en la región 2) dentro de una región que es hipervariable, además que 
se encuentran conservadas unicamente en cepas de origen animal y no en 
cepas de origen humano. Esta observación sugiere que estas 2 regiones 
podrían estar involucradas en la unión a ácido siálico, o en mantener la 
estructura adecuada para que el dominio de hemaglutinación esté expuesto y 
accesible. 

Recientemente, al caracterizar mutantes de rotavirus que escapan a la 
neutralización de la infectividad por anticuerpos monoclonales, en el grupo 
de la Dra. M.K.Estes se aisló un rotavirus mutante que no hemaglutina. Al 
secuenciar el gene 4 de este mutante, se encentro cambiado el aminoácido 
194 (Y a C) (34a). Este aminoácido se encuentra situado en la región 2 de la 
comparación de secuencia. En este mismo trabajo (34a) se aislaron mutantes 
cuyos sitios mapean en los aminoácidos 136 (Da N), 180 (Qa R) y 183 (Na 
D), que no afectan la actividad hemaglutinante del mutante. 

Finalmente aunque muy posiblemente la región del aminoácido 93 al 
208 participe directamente en la hemaglutinación, no se puede descartar el 
que esta región pudiera estar involucrada de manera indirecta en este 
proceso. Por ejemplo, la proteína VP4 de KU pudiera contener el dominio de 
HA, pero en la estructura terciaria de esta proteína pudiera encontrarse 
oculto, y la región identificada en la VP4 de YM pudiera participar 
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unicamente generando un cambio en la estructura de la VP4 de KU, haciendo 
que el sitio de interacción con siálicos se expusiera y de esta manera le 
confiriera la capacidad de hemaglutinar. 

Como se mencionó anteriormente la adsorción de las cepas de rotavirus 
animales a la célula huésped presenta los núsmos requerinúentos que la HA: 
ambos procesos son dependientes de siálico; son inhibidos por tratamiento de 
los eritrocitos o la célula con neuraminidas y son competidos por 
sialoglicoproteínas como la glicoforina A. Debido a esto es muy posible que el 
donúnio de hemaglutinación potencialmente identificado en este trabajo, 
también participe en el proceso de adsorción de los rotavirus animales a su 
célula huésped. 
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CONCLUSIONES 

-La VP4 de YM expresada como proteína única de rotavirus en el 
sistema de baculovirus, mantiene la propiedad de aglutinar eritrocitos tipo O 
de humanos. Estos se debe a: i) la proteína es doblada en una forma 
semejante a su contraparte auténtica, ii) la proteína se encuentra en la 
fracción insoluble de la célula probablemente asociada a membrana y iii) la 
proteína es expresada abundantemente. 

-La VP4 de YM expresada en el sistema de vaccinia-T7 no hemaglutina 
presumiblemente por la baja cantidad de proteína obtenida. 

-La HA de la YP4 de YM expresada en baculovirus es dependiente de 
residuos de ácido siálico, al igual que la HA del rotavirus YM. 

-Proteínas quiméricas construidas entre cepas de origen animal YM (HA 
positiva) y humano KU (HA negativa), mantienen actividad hemaglutinante, 
aunque no se puede pronosticar el exito de cada construcción, puesto que en 
este caso, una de las quimeras se conformó de manera anómala. 

-El que las quimeras QKU y QC conserven la capacidad de HA nos indica 
que la región de los an1inoácidos 93 al 208 es importante para esta función. 

-Dos regiones conservadas en esta región (anúnoácidos 93 al 208) 
podrían participar directamente o indirectamente en esta actividad (regiones 
de aminoácidos 95 al 112 y 181 al 203). 
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