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RESUMEN

Los rotavirus son Ia causa mds Importante " de gustroenteritis - viral . severa en
nifios menores de 3 aflos y cn cachorros’ de’ varis especies™ animales: - VP4, una de las
proteinas de la cupa externa del viridn, consta e 776 - nminoiicidosi™ .Esta” proteina
desempeita diferentes funciones bioldgicamente: importuntes,” = En¥'cepas  de’ rotavirus
aisludas dc animales, es la responsable ”de:la hemaglutinacidn i(HA); cepas” de rotavirus
aisladas de humanos carccen de actividad “hemaglutinante g

Actualmente se sube que el recepior. para’los - rotuvirus-en” los eritracitos es la
glicoprotefna glicoforinn.  La regién en VP4 responsable -del pegado u esta profeina se
ha localizado enire los aminodeidos 42 y 247, Esta regién (ambién ha sido implicada en la
adsorcién de los rotavirus de animales a su célula huésped, proceso que c¢s semcjantc a la
HA, ya que ambos son inhibidos incubando los virus con glicoforina soluble o tratando a
los eritrocitos o a la célula huésped con ncuraminidusas.

En este trabajo el abjetivo fuc delimitar con mayor precisién la region
responsable de la HA. La cstrategia seguida fue la gencracién de quimeras entrc VP4s de
una cepa de origen animal (YM, cepa porcina) y otra de origen humano (KU), Las
proteinas quiméricas construidas fucron las siguientes: QYM, conticne los aminodcidos
del 1 al 93 de KU cn un fondo de YM; QKU, conticne los aminodcidos 1 a 208 de YM en un
fondo de KU y QC que conticne del aminodcido 93 al 208 de YM en un fondo de KU. Estas
protcfna fucron sintetizadas cn cl sistcma de expresion transitoria que utiliza al virus
vaccinia que tienc clonado la RNA polimerasa del fago T7 y en cl sistema de baculovirus,
Las protefnas obtenidas fucron utilizadas cn cnsayos de hemaglutinacién y su
conformacién cstructural fue cvaluada mediante suv interaccién con un pancl de
anticuerpos policlonales y monoclonales dirigidos contra VP4,

Los resultados obienidos fucron los siguicntes: las quimeras QKU y QC
conservaron la actividad dc HA, csto coincidié con que cstas protefnas fucron
reconocidas por los anticucrpos cmpleados.  La proteina QYM no presento actividad HA y
aunque fue reconocida por los anticucrpos policlonules y por los monoclonales dirigidos
contra regiones apartadas del dominio de hemaglutinacién, no lo fue por los anticuerpos
cuyos cpitopes se encuentran cn la regién de HA o cercana a clla,

Con cstos resultados, cl dominio de HA se pudo delimitar centre los aminodcidos 93
al 208 dec la VP4 de YM. Hacicndo unu comparpcién de sccuencias de csta regidn centre
cepas derivadas tanto de animales como de humanos, s¢ cnconlré que existen dos
regiones altamente conservadas entre las cepas de animales y diferente cn humunos.
Estas regiones van del aminodcido 95 al 112 y del 181 al 203,

Es posible que una o mds de estus regiones conservadas sean las responsables
tanto de la HA de eritrocitos como de la unién al receptor celular en ¢l ciclo de
infeccién,




INTRODUCCION

Los rotavirus han sido reconocidos como el principal agente
etiolégico de gastroenteritis no bacteriana, afectando principalmente a
nifios menores de 3 afios, produciendo diarrea severa con la consecuente
deshidratacién y en casos extremos la muerte. Se ha estimado que en
este grupo de edad la infeccién por rotavirus es responsable de
aproximadamente un millén de muertes al aiio en todo el mundo (13),
siendo en los paises 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 econémica para el hombre,

Los rotavirus comprenden un género dentro de la familia
Reoviridae. Las caracteristicas que han permitido su clasificacién dentro
de esta familia son: la particula viral madura contiene 3 capas
concéntricas de proteina las cuales envuelven un genoma segmentado
de RNA de doble cadena. La particula 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. Ademais,
porque la replicacién del genoma, la transcripciéon del RNAm y la
traduccién de las proteinas virales ocurren en citoplasma(5).

Estructuralmente es un virus icosahédrico de aproximadamente
70 nm de didmetro. La capa externa est& formada por 2 proteinas, VP4
y VP7, las cuales son necesarias para que se lleven a cabo los primeros
eventos de la infeccién viral, La glicoproteina VP7 es la mas abundante
de ellas e induce anticuerpos que neutralizan la infectividad del virus
en cultivos celulares, Anticuerpos neutralizantes que reconocen
diferentes epitopes 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 criomicroscopia electrénica y reconstitucién de
imégenes por computadora se sabe que VP4 se encuentra en la
superficie del virién como dimero, formando proyecciones denominadas
peplémeros (29).

La capa intermedia esti formada por la proteina VP6. Esta
proteina, que es la mis abundante en el virién, se encuentra formando
trimeros y se le ha asociado con la actividad de transcriptasa viral,
Cuando particulas completas son tratadas con agentes quelantes se
elimina la capa externa, por eliminacién del calcio requerido para la
estabilidad de la particula completa, produciendo particulas de 2 capas



las cuales son activas en la sintesis de. RNAm.- Si estas particulas son
tratadas con agentes caotrépicos 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 conformacion
que ésta requiere para ser activa (28).

El ntcleo del virién constituye la capa mis interna, estd formada
por la proteina VP2, la cual envuelve al genoma viral y a otras 2
proteinas llamadas VP1 y VP3. VP1 y VP3 son las proteinas candidatas
a funcionar en la replicacion, sintesis y el “capping” de los RNAm, ya qu
ambas presentan homologia con secuencias consenso presentes en RNA
polimerasas dependientes de RNA, sin embargo s6lo VP1 se ha
encontrado que se une a un andlogo 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) ademA3s que tiene regiones con homologia a
algunas metilasas (1).

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

Durante la infeccién de la célula huésped por rotavirus se
producen ademds de las proteinas estructurales, proteinas virales que
no se encuentran en el virién maduro. Estas proteinas, llamadas no
estructurales, se cree que tienen funciones importantes en los procesos
de transcripcién y replicacién viral, asi como en el ensamblaje de las
nuevas particulas producidas. Estas proteinas se denominan NSP1 a
NSP6.

La via de infeccién de rotavirus es principalmente por la ruta
oral-fecal, la replicacién viral toma lugar en las células epiteliales de los
enterocitos diferenciados del intestino delgado, causando cambios en la
integridad del borde de cepillo; este dafio resulta en un decremento en
la capacidad de absorcién de nutrientes y pérdida de fluidos y de
electrolitos que son los responsables directos de la deshidratacién 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
replicacion en lineas celulares intestinales sino que se han estudiado
principalmente en: cultivos continuos de células derivadas de epitelio de
rifién de mono, llamadas MA104.

En esta linea celular los rasgos generales de la infeccién son como
sigue: para que se dé una infeccion viral productiva, el virién requiere



ser tratado con una proteasa exégena, lo cual activa su infectividad.
Este paso de activacién involucra el corte proteolitico especifico de VP4.
VP4 formando parte del virién es susceptible de cortarse con tripsina,
produciendo 2 polipéptidos con pesos moleculares de aproximadamente
28 kDa (VP8) y 60 kDa (VP5), que representan respectivamente los
extremos amino y carboxilo terminal de esta proteina. El corte con
tripsina se ha relacionado con un incremento en la infectividad de los
rotavirus, el cual aparentemente se da por un incremento en la
penetracién pero no en la adsorcién del virus a la célula. Se sabe que
este corte cambia las propiedades del virién haciéndolo mas hidrofébico
Yy capaz de interaccionar con liposomas (22). Se ha determinado que el
corte con tripsina ocurre en los antinoacidos Arg 231, Arg 241 y Arg
247. No se sabe cudl o cudles de los 3 sitios susceptibles a tripsina es el
responsable directo del incremento en la infectividad. El mecanismo de
activacién de la infectividad a partir del corte no es claro, se asume que
éste activa un paso primario en la replicacién, el cual puede ser
estimulado por una o ambas de las regiones terminales generadas en
VP4. El nuevo amino-terminal generado no es hidrofébico y de hecho
contiene muchos aminodcidos polares, algunos de los cuales pueden ser
cargados a pH neutro, por ello el mecanismo de activacién 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 hidrofébico que es el
responsable de la fusién, de la membrana del virus con la de la célula
huésped. Una regién en la VP4 del rotavirus de simio RRV
(aminodcidos 384 al 401), comparte una homologia del 45% con regiones
de fusién internas de la protefna E1 de los virus Semliki Forest y
Sindbis, Esta regién estd formada basicamente por aminodcidos
hidrofébicos y se ha propuesto que pudiera ser la regién que se expone
con el corte proteolitico de VP4 y con esto mediar la penetracién del
virus a la célula o también es posible que esta regién hidrofébica actue
durante la gemacién de la particula de doble capa a través de la
membrana del reticulo endopldasmico, o en ambos. Esta secuencia esta
conservada en rotavirus, lo cual sugiere que tiene una funcién
importante en el ciclo de infeccion viral (19).

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

La transcripcién viral involucra la sintesis 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 sintesis de
proteinas o en la replicacién del genoma. La participacion de las



proteinas virales en la transcripcién y replicacién del virién no es clara,
sobre todo en lo que se refiere a la participacién de las proteinas no
estructurales.

Al ser traducidas, las proteinas virales comienzan a acumularse en
inclusiones citoplasmicas llamadas viroplasmas las cuales se localizan en
la periferia del reticulo endopldsmico. Sélo dos proteinas virales son
traducidas asociadas a la membrana del reticulo, estas son VP7 y NSP4,
las demas se traducen en el citoplasma.

La adicién de la capa externa involucra la gemacién de la particula
de dos capas a través de la membrana del reticulo endopldasmico, NSP4
es la proteina que funge como receptor de la particula de dos capas,
sobre la membrana del reticulo. En el proceso de gemacién, la particula
adquiere una membrana lipidica 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 gemacién o en el lumen del
reticulo, también se desconoce como se pierde NSP4 que hasta entonces
permanecia asociada a la particula; finalmente, las particulas maduras
son liberadas por lisis celular.

ADSORCION

Para infectar una célula la particula 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
transcripcion del huésped. En el caso de rotavirus este tltimo paso no
es necesario ya que el virus lleva su propia transcriptasa. El primer
evento del ciclo infectivo involucra la interaccién especifica entre una
proteina del virién, a la que se denomina ligando o proteina de
adsorcion viral, con un constituyente de la superficie celular que funge
como su receptor. A esta interaccién se le conoce como adsorcién del
virus a su célula huésped. Las proteinas virales de adsorcién pueden
ser las proteinas que forman la capa externa de los virus no envueltos o
las proteinas 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
proteina, o un carbohidrato unido a una proteina (glicoproteina)o a un
lipido (glicolipido).

Esta interaccién es altamente especifica para cada tipo de sistema
virus-célula, de tal manera que puede llegar a ser alterada por
pequeiios cambios tales como el grado o tipo de glicosilacién de Ia
molécula receptora o por el cambio en un s6lo aminoicido en la proteina



viral de adsorcién. La penetracién del virus a la célula es la
consecuencia directa de este pegado. El siguiente paso en la infeccién es
el desnudamiento del genoma del virus, el cual puede ocurrir
simultaneamente a la penetracién y consiste en perder la envoltura
lipidica o proteica para liberar al genoma viral o a un complejo acido
nucléico-proteina, el cual es funcional en transcripcion.

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 infeccién por estos virus, es de
considerable interés el desarrollar estrategias preventivas y
terapéuticas efectivas contra la infeccién por rotavirus. Con respecto a
vacunas, sélo 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 més prevalente de rotavirus que afecta una comunidad
vacunada varia constantemente, es decir que con estas vacunas no se ha
podido conferir inmunidad heterotipica.

Debido a la especificidad existente durante el proceso de
adsorcién, este paso de la infeccién se ha llegado a considerar como uno
de los factores més importante en la restriccién 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 adsorcién es un blanco ideal para el desarrollo
de agentes que prevengan la infeccién, inhibiendo el pegado del virus a
su receptor. Sin embargo, para desarrollar agentes que efectivamente
prevengan esta interaccién es necesario conocer més 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 afios recientes, se han
identificado las regiones en receptor y ligando que median este
reconocimiento para algunos sistemas virales. En este momento se estd
trabajando a partir de este conocimiento, en el desarrollo de agentes
que bloqueen esta interacciéon y que de esta manera inhiben la infeccién
(14); ejemplo de ello es 1a inhibicién de la infeccién de VIH con CD4 o
con gpl20 soluble, o la inhibicién de la infeccién del virus del Epstein-
Barr con gp 230/350 o con C3d soluble.

Existen datos contradictorios acerca de las proteinas que
intervienen en el proceso de adsorcién de los rotavirus a su célula
huésped. Las dos proteinas de capa externa, VP4 y VP7, han sido
propuestas como responsables de este evento. Sin embargo, los
resultados mas recientes favorecen a VP4 como la proteina viral de
adsorcién (21, 27).



VP4 es una proteina de 776 aminodcidos en cepas de rotavirus
animales y de 775 en cepas de rotavirus humanos. VP4 juega un papel
fundamental en la biologia del virus: como ya se mencioné, su
protedlisis especifica incrementa la infectividad viral (4), VP4 también
ha sido asociada con un incremento en la formacién de placas,
dependiente del tratamiento con proteasas (12). Esta proteina ha sido
asociada con la restriccién 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 heterdlogos
(13). En otros estudios también se ha demostrado que VP4 es
inmunogénica en nifos en una infeccién natural (32), a diferencia de los
primeros trabajos que sugerian que la respuesta de anticuerpos
neutralizantes estaba exclusivamente dirigida contra VP7 (5, 13).

VP4 se encuentra en el virién en forma dimérica, formando
proyecciones que sobresalen de la capa externa del virién, La regién de
VP4 a través de la cual se ancla a la particula viral, se encuentra en
contacto intimo con VP7 y con VP6, la proteina que forma la capa
intermedia. A partir de predicciones de la estructura secundaria de
VP4 (18) se encontrd que la proteina puede ser dividida en al menos
dos diferentes dominios estructurales; uno de ellos comprende el 63% de
la regién amino-terminal de la proteina, el cual estd formado por un
conjunto de hojas R-plegadas alternadas con giros y fragmentos
pequeiios de a-hélices, lo cual es consistente con el doblaje de esta
regién en una conformacién globular. La porcién restante, la cual es el
carboxilo terminal de la proteina, se encontré, mediante esta prediccion,
que es una regién rica cn a-hélices. En esta regién, iniciando en el
aminodcido 494, se encuentra un fragmento de cerca de 60 aminodicidos,
conservado en VP4s de diferentes especies, el cual tiene un alto
potencial para la formacién de a-hélices. Este fragmento tiene el
dominio caracteristico encontrado en secuencias con propension a
formar “coiled-coils”, el cual es una progresién sostenida de héptadas de
aminodcidos en las cuales los residuos 1 y 4 son hidrofébicos, mientras
que los otros aminoécidos son principalmente polares. Estas regiones
favorecen que las proteinas formen oligémeros

Juntando datos de prediccién de estructura secundaria, analisis
antigénicos y bioquimicos y datos de microscopia electrénica, se sugiere
que el 60% amino-terminal de VP4 forma un dominio globular, muy
probablemente formando la cabeza del peplémero, mientras que la
region a-hélice localizada en el carboxilo terminal de la proteina puede
formar el tallo del peplémero. Es probable que esta region sea a través
de la cual los monémeros de VP4 interaccionen para formar el “coiled



coil”, o una estructura similar que genere el dimero encontrado en el
virién. La regién m4s hacia el carboxilo terminal debe ser con la cual
VP4 interacciona con VP6 y con VP7.

Comparando las secuencias de aminoacidos de 18 diferentes VP4s
(18) se encontraron regiones conservadas y variables entre todas ellas.
En su mayoria las secuencias conservadas se localizan en VP5 (extremo
carboxilo) mientras que en VP8 (extremo amino) se encuentra una
mayor variacién, presentando una regién hipervariable que va del
aminodcido 71 al 204.

Los sitios de interaccién de anticuerpos monoclonales dirigidos
contra VP4 han sido mapeados en una cepa de origen animal, en seis
regiones distintas de la proteina (19). Cinco de ellas fueron localizadas
en VP8, en la regién hipervariable, y la restante maped en VP5 en la
supuesta regién de fusién. Todos los sitios encontrados en VP8 fueron
asociados con neutralizacién cspecifica de cepa, mientras que la regién
en VPS5 fue asociada con neutralizacién que presentaba reactividad
cruzada con otras cepas virales; ésto va de acuerdo con el hecho que
VP8 estd mas expuesta en el virién y representa la porcién mds variable
de la proteina.

Posteriormente Ruggeri y col. (27) encontraron que anticuerpos
neutralizantes dirigidos contra VP8 del rotavirus RRV (aislado de mono
rhesus), inhiben la adsorcién del virus a la célula huésped en cultivo,
mientras que anticuerpos neutralizantes que reconocen epitopes en VPS5
o VP7 no inhiben la adsorcién del virus a la célula sino que bloquean
algiin paso posterior a la adsorcidn, tal como la penetracién o el
desnudamiento del virus. Esto sugiere que VP4 es la proteina de
adsorcién y es muy probable que esta adsorcién sea a través de VP8 en
los rotavirus aislados de animales.

Las proteinas de adsorcién 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, Asi, el caracterizar el domino del virus involucrado en la
hemaglutinacién puede ser usado como un modelo que refleje la
interaccién que se lleva a cabo durante la adsorcién del virus a la célula
huésped.

Los rotavirus aislados de animales aglutinan eritrocitos
provenientes de diferentes especies, incluyendo humanos. VP4 ha sido
también la proteina identificada como la hemaglutinina viral (12, 20). A
través de la expresién de fragmentos de VP4 en sistemas heterélogos,
como baculovirus (7) y Escherichia coli (17), se ha demostrado que la
regién en VP4 directamente responsable de la hemaglutinacién esta
localizada entre los aminoicidos 42 y 247 de la proteina, regién que



representa aproximadamente el 90% de VP8 y que cubre toda la regién
hipervariable de este fragmento.

La unién del virus con cl eritrocito es mediada por glicoforina A
(19), una de las proteinas mis abundantes en la membrana del
eritrocito. Glicoforina A es una glicoproteina transmembranal con un
contenido alto de 4cido sidlico, el cual es determinante para la
interaccién del virus con el eritrocito, ya que el tratamiento de este con
neuraminidasas, enzimas que remueven los residuos de acido siilico,
inhiben la hemaglutinacién (9).

Al igual que en la hemaglutinacién, las cepas de rotavirus aistadas
de animales, requieren la presencia de dcido sidlico sobre la membrana
celular para infectar a la célula huésped, ya que células epiteliales en
cultivo tratadas con neuraminidasa son resistentes a la infeccién por
estos virus, La infectividad de los rotavirus aislados de animales
también es inhibida in vivo por la presencia de sialoglicoproteinas como
mucinas e in1 vitro por raucinas y glicoforina A (34); el efecto inhibitorio
de estas glicoproteinas sc debe a los residuos de 4cido sidlico que
contienen, puesto que cuando se tratan estas glicoproteinas con
neuraminidasas, el efecto inhibitorio desaparece. El hecho de que la
interaccién de rotavirus, tanic cnn eritrocitos como con la célula
huésped, presente las mismas cacacteristicas, refuerza la hipétesis que
ambos eventos son muy simiiares, comn sucede con otros virus como
influenza y parainfluenza.

Las cepas de rotavirus aisladas de humanos, por su parte,
presentan diferentes caracteristicas a. las aisladas de animales, con
respecto a los requerimientos para el evento de adsorcién. Los
rotavirus de humanos no requiercn residuos de acido siilico en la
superficie de la célula huésped para poder infectarla, ya que el
tratamiento de estas células con neuraminidasa no tiene efecto sobre la
adsorcién, ni sobre la infeccién. De la misma manera, la infecciéon
tampoco es bloqueada preincubando el virus con sialoglicoproteinas. De
acuerdo con estas observaciones, y a diferencia de las cepas animalecs,
las cepas aisladas de humanos no aglutinan eritrocitos.

Los requerimientos de los rotavirus de humanos para la adsorcién
e infeccién 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 hemaglutinacion, se encontré que conservaban la capacidad



de hemaglutinar, la cual ademads seguia siendo dependiente de residuos

de 4cido sidlico sobre la membrana del eritrocito, ya que al igual que la

adsorcién 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 unién a sidlico, el bloqueo o la competencia de esta
interaccién ya no es suficiente para abatir la infeccién, sugiriendo la
existencia de un segundo dominio en la particula viral que es cl
responsable de la adsorcién de estos mutantes a la célula huésped y el
cual es independiente del dominio de unién a sidlico.

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

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

La estrategia que se siguié fue la construccién de genes de VP4
quiméricos, derivados de cepas de rotavirus aisladas de animales y de
humanos, y la evaluacién de la capacidad para hemaglutinar de las
proteinas VP4 quiméricas sintetizadas.
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OBJETIVOS

GENERAL.

Mapear en la proteina VP4 de las cepas de rotavirus aisladas de
animales, el dominio responsable de la hemaglutinacién.

ESPECIFICOS.
Clonacion del gene 4 completo de la cepa de rotavirus YM,

Construccién 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).

Expresion de las proteinas padres y de las quimeras, en un sistema que
permita la obtencién de cantidades suficientes de las proteinas para
evaluarlas en el ensayo de hemaglutinacién.

Evaluacion de la estructura de las proteinas quiméricas a través de su
reactividad con anticuerpos.

11



MATERIAL Y METODOS

Las técnicas empleadas en la realizacién de la parte experimental de
este proyecto fueron tomadas de las referencias que a continuacién se
describen. Variaciones a estos métodos se detallan en el texto.

-Las técnicas de biologia molecular fucron 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
II, se basé en el manual de laboratorio que distribuye CLONTECH junto con el
banco.

-Las técnicas empleadas al trabajar con el sistema de expresioén transitoria
que utiliza al virus vaccinia que ticne 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 ROTAVIRUS
YM.

En un trabajo previo, Imelda Lépez cloné en el pladsmido pMT21
algunas regiones del gene 4 del rotavirus YM, sin embargo, las clonas que ella
aislé no representaban el gene completo (18).

Para el trabajo con la biblioteca de genes se utilizaron las cepas de
Escherichia coli BB4 y XL1-Blue. Todas las purificaciones de plismido se
hicieron apartir de la cepa MC1061.

La construccién 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
genémico fue construido por la compaiia CLONTECH, usando primeros al azar
y clonando el cDNA en un sitio tnico para Eco RI.

Estos fagos se clonaron por 3 rondas de hibridacién en placa, utilizando
como sonda un fragmento del gene 4 de YM de aproximadamente 800 pb
(pYM47, clonado por L. Lépez). Se seleccionaron 5 fagos diferentes que se
enumeraron del 41 ai 45.

Despusés de las 3 rondas de purificacién la identidad de las 5 clonas fue
analizada por Southern blot. Se extrajo DNA del fago, se digirié con Eco Rl
para escindir el inserto y el gel se transfirié a un filtro de nitrocelulosa, Se
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encontr6 que s6lo 3 de las 5 clonas eran positivas para el gene 4, teniendo
insertos de aproximadamente 1500 pb (clona 41), 2200 pb (clona 44) y 600
pb (clona 45). El tamaiio del gene completo es de 2362 pb.

A partir de la clona 44 del fago A-ZAP II se obtuvo el fagémidg y se
hizo restriccién nuevamente para comprobar el tamaiio de los insertos,
encontrindose que la clona 44-V (el Videsigna al fagémido ntimero |5
formado a partir del fago 44) escindia 2 bandas: la de aproximadamente
2,200 pb y otra de aproximadamente 500 pb, esta tiltima no fue re¢onocida
como un segmento del gene 4 en el Southern Blot (datos no mostrados). El
patrén de restriccién del inserto de 2200 pb correspondié al esperado para la
cepa YM.

Para determinar con precisién laparte del gene comprendidaljen el
inserto de aproximadamente 2200 pb,|secuenciamos los extrenos qcl mismo
por el método de Maxam y Gilbert. Encontramos que el inserto contiene del
nucleoétido 163 al 2354 del gene. La regidn codificadora del gene va del
nucleétido 10 al 2337, por lo cual el inserto de 2200 pb no contiene la region
que codifica para el inicio de la proteina.

Con el proposito de obtener la clona completa del gene 4, se ytilizé el
plasmido pYM418 (construido por 1. Lopez) el cual contiene las primeras 200
pares de bases del gene 4 de YM clonados en el vector pMT21. El gene 4
completo se obtuvo a partir de los insertos del pYM418 y del pBluescript 44-
V, utilizando un sitio de restriccién para la enzima Hphl que se enchientra en
el nucledtido 166, el cual es comin para los dos insertos. El gene completo se
cloné en el vector pGEM 3Z (PROMEGA) quedando su expresién bajo el control
del promotor de la polimerasa del fagg T7.

Se aislaron 2 clonas, plasmidos FLS y FL9. Para comprobar si el gene
estaba correctamente construido, estag clonas se transcribieron in vitro con
la polimerasa del fago T7 (PROMEGA) y el RNAm producido se tradujo en un
sistema de reticulocitos de conejo (PROMEGA), en presencia de 35S-
La proteina sintetizada se analizé en geles de poliacrilamida-SDS/fluorografia.
Encontramos que la proteina traducidd tenia un P.M. menor al esperado de
88 (kDa).

Para tratar de encontrar el problema en la construccién, secu¢nciamos
los extremos 5° y 37 del gene, usando sequenasa (NEB) y oligos que hibridan
con los promotores de las polimerasas(T7 y SP6, los cuales flanquean el
inserto. Al obtener la secuencia del extremo 57, encontramos que hacia falta
una adenina entre los nucleétidos 22 y 23 de la regién codificadora del gene,
provocando que la regién del gene que estd adelante de estos nucledtidos
estuviera fuera de fase. El producto obtenido de menor P.M., probablemente
es el resultado del uso de un ATG interno para el inicio de la tradugcién.

La adenina faltante se corrigié por mutagénesis dirigida mediada por
PCR, utilizando los siguicntes oligos:




Oligo YM BstXI = 5° GTA-ATG-GCT-CGA-CAG-TTG-TTG-3", el cual esta
aproximadamente 250 pb adelante del 57, en una regién que contiene un sitio
de restriccién tnico en el gene para la enzima BstXI.

Oligo YM5’ = 5” CAG-ACC-CGG-GCC-ATG-GCT-TCG-CTC-AAT-TAT-AGA-CAA-
CTC-C-3°. Este oligo representa del extremo 5° de la regién codificadora del
gene. Resaltadas en letras mas obscuras se indica un sitio de restriccién para
la enzima Smal (que se introduce con este oligo), el ATG de inicio de
traduccién y la adenina que se adiciona. Sobrepuesto con el ATG también se
introduce un sitio de restriccién para la enzima Nco L.

El fragmento obtenido por PCR, y digerido con las enzimas Smal y BstXI
sustituyé 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 encontrd que codifica para una proteina 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 pldsmido pGEM YM4. Por otra parte, el gene 4 completo de la cepa
de rotavirus de humanos KU nos fue proveido por el Dr. Mario Gorziglia del
National Institutes of Health en Bethesda, Maryland. Este gene esta clonado
cn el sitio BamHI del plasmido 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 restricciéon en el fragmento amplificado. En el
57 se introdujo un sitio para Ncol, el cual se sobrepone con el ATG de inicio, y
a la altura del nucleétido 288 se introdujo un sitio Styl. El producto de PCR
sc digirié con estas enzimas y se purificé por gel. El pldsmido pGEM YM4 se
digirié también con las mismas enzimas, cuyos sitios de restriccién contiene
naturalmente. El plasmido digerido se defosfaté con fosfatasa alcalina (CIP)
(PROMEGA) y se purificé cl fragmento mayor de aproximadamente 4.8 Kb de
un gel de agarosa de bajo punto de fusién (agarosa LMP) utilizando el método
de la agarasa(NEB). Se hizo una reaccién de ligacién utilizando los dos
fragmentos.

Construccion de pQKU Ppum (Fig. 2).

Se hizo mutagénesis dirigida mediada por PCR del gene 4 de YM,
introduciendo un nuevo sitio de restriccién en el fragmento amplificado;
usando el oligo YM-Ppum se introdujo un sitio de restriccién para esta
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Fig. 1. Construccién de pQYM Sty
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enzima, a la altura del nucleétido 634. Este fragmento de PCR se polimerizé
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 Smal (que deja
extremos rasurados) y Ppumil, se defosfaté y se purificé el fragmento mayor,
de aproximadamente 4.6 Kb. Finalmente se hizo la reaccién de ligacién con
los dos fragmentos.

CONSTRUCCION DE pQC (fig. 3).

Para realizar esta construccion se utilizaron los genes hibridos
anteriores, a los cuales ya se les habia introducido sitios de restriccién para
Ncol y Styl. El plasmido QYM Sty se digirié con Ncol y Styl y se purificé un
fragmento de aproximadamente 0.3 Kb. Por otro lado el ptismido pQKU
Ppum se corté con las mismas enzimas, se defosfaté y se purificé el
fragmento mayor de aproximadamente 4.9 Kb. Se hizo la ligacién de estos
dos fragmentos.

Los genes quiméricos obtenidos se corroboraron por digestién con
diferentes enzimas de restriccién, 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 restriccién por medio de la reaccién de PCR en los
genes quiméricos, se buscé que los cambios a nivel nucleétido que fueron
introducidos fueran mutaciones silenciosas, es decir que no alteraran la
identidad del aminodcido que codifican.

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

En este sistema (fig. 5), se hace una infeccién 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 infeccién se hace una
transfeccién con el pldsmido que porta el gene que se desea sobreexpresar, el
cual estd 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 de células de la linea BSC 40 (proveniente de
epitelio de rifién de mono). Después de permitir 30° la adsorcién del virus a
la célula, se retira el inéculo y las células se lavan con medio de cultivo MEM
(GIBCO) con 10% de suero bovino fetal (FBS) (GIBCO), para inmediatamente
agregar el plasmido de interés en el buffer de transfeccion de CaPO4. Las
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Fig. 4. Representacién esquematica de las VP4s quiméricas
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Fig. 5. Diagrama que ilustra el proceso de obtencién de
proteinarecombinante en el sistema de la vaccinia-T7.




células se incuban por 5.h'a 379C al cabo de las cuales sc desecha la mezcla
de transfeccién y se agrega a las células medio de cultivo. Esta infeccién y
transfeccién se mantiene a 370C hasta su cosecha (ver mis adelante).

MARCAJE CON 35S-METIONINA DE LA PROTEINA SINTETIZADA EN EL
SISTEMA DE VACCINIA-T7.

Alas 18 h después de la infeccién con vaccinia, se agrega a la monocapa
de células infectadas medio de cultivo que carece del aminoicido metionina.
Después de 30° de incubacién este medio se remueve y se agrega 1 m! de
medio fresco el cual contiene 40 pCi de 35S-metionina por pozo de 10 cm?2 de
area y las células sc 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 NayHPOy, 1.5 mM KH3POy4; pH 7.2). La muestra se analiza en un gel de
SDS-poliacriamida y fluorografia.

La muestra se cosecha a las 22 h p.i. en PBS con inhibidores de
proteasas si se va a ensayar cn HA (a esta muestra no se¢ le hace un pulso de
marcaje), o en buffer de lisis (1% tritén X-100, 50 mM Tris HCI1 pH 7.5, 150
mM NaCl y 1 mM EDTA) con inhibidores de proteasas, si las proteinas van a
ser analizadas por inmunoprecipitacién.

El lisado de células proveniente de un pozo de un area de 10 cm?, se
cosecha en un volumen de 250 pl.

Los inhibidores de proteasas usados fueron los siguientes: PMSF
20pg/ml; aprotinina 2 pg/ml y leupeptina 2 ug/ml.

INMUNOPRECIPITACION.

20 ul de lisado marcado radiactivamente se agregan a 80 ul de buffer
RIPA (1% tritén X-100, 1% deoxicolato de sodio, 0.1% SDS, 150 mM NaCl y 50
mM tris HCI pH 7.5) y se afiade la dilucién de anticuerpo. Esta mezcla se
incuba 30° a T.A., al cabo de los cuales se agregan 25 pl de proteina A-
sefarosa (diluida volumen a volumen en PBS), incubandose 30" a T.A. con
agitacién. Al final del tiempo de incubacién las perlas se lavan 2 veces con
RIPA-BSA al 0.1% y una vez con RIPA,

Sueros empleados en la caracterizacién de las proteinas 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 homologia con la VP4 de
KU del 94%.
-Suero policlonal C.9, obtenido en conejo, dirigido contra una regién de VP4
expresada en bacteria que abarca del aminodcido 1 al 322, fusionado a la
proteina 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 epitopes mapean en VP8. Las
VP4s de OSU y de YM tienen una homologia del 97%.

-El monoclonal HS2 (24) fue producido contra la cepa de rotavirus de origen
humano ST3, su epitope mapea en VP5.

-El monoclonal YO-2C2 (32a) fue producido contra la cepa de rotavirus de
origen humano YO, el sitio reactivo de este monoclonal se mape6 en cl
aminodcido 305.

Los policlonales anti-YM, anti-Wa y C.9 fueron obtenidos en este
laboratorio por Pedro Romero. Los monoclonales 2B6, 482 y 5G7 nos fueron
proporcionados por el Dr. Fernando Liprandi. El monoclonal HS2 por Luis
Padilla-Noriega y el monoclonal YO-2C2 por el Dr. Koki Taniguchi.

HEMAGLUTINACION.

Para el ensayo de hemaglutinacién, las células en 500 ul de PBS se
congelaron y descongelaron 3 veces, se homogenizaron y se sonicaron. El
ensayo de hemaglutinacién se describe méas adelante,

CONSTRUCCION DE LOS VECTORES DE TRANSFERENCIA PARA
BACULOVIRUS.

El gene 4 de YM y el de las tres quimeras fue introducido en el
plasmido pVL1392 (INVITROGEN), fig. (6), mientras que para el gene 4 de KU
se utilizé el plasmido 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
recombinacién entre secuencias homoélogas presentes en el genoma de
baculovirus y en el plasmido que se utiliza como vector de transferencia, el
cual acarrea el gene cuyo producto se desea sobreexpresar.

Para inducir la doble recombinacién, se cotransfecta una monocapa de
células de insecto (linea celular Sf9 proveniente de ovario del gusano
Spodoptera frugiperda) con DNA genémico de baculovirus y DNA del
plasmido que porta el gene de interés (fig. 8). Para los genes de YM, KU y QC
se utilizé un DNA lineal genémico de la casa INVITROGEN, mientras que para
los genes QYM y QKU se utilizé un DNA lineal de la casa PHARMINGEN, el cual
se denomina baculogold. El DNA de baculogold acarrea una delecién letal en
las secuencias que rodean el gene de la polihedrina, las cuales son usadas
para la doble recombinacién homéloga. Con esta delecién letal, sélo son
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pVL1392

pBlueBac2
14 Kb

Fig. 6. Diagrama de los plasmidos que se usaron como vectores de
transferencia para la construccién de los baculovirus recombinantes.
Los 2 plasmidos contienen el promotor de la polihedrina (PH) y parte del
gene estructural. El ATG de inicio de la PII estd mutagenizado de manera
que el inicio de sintesis sea a partir del ATG del gene clonado y no se
produzcan proteinas de fusiéon. Esto permite conservar en el plasmido la
region 5° del gene estructural de la PH que se sabe incrementa en gran
medida la sintesis de proteina. El pBlueBac2 ademas contiene el gene
estructural de la B-galactosidasa bajo la influencia del promotor ETL, el
cual también se expresa en la fase muy tardia del ciclo de infeccién de
baculovirus.
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CONSTRUCCION DE pVL YM4 l

PGEM YM4 —® Ncol —a Klenow —p EcoR1 —p Agarosa LMP
(fragmento de 2.3 Kb)

— |igasa
pVL1392 —» Bgl || —» Klenow —#Eco R1 —# CIP Agarosa LMP 9

(fragmento de 9.8 Kb)

LCONSTRUCCION DE pBLUEBAC KU4

pTZ KU4 —% Bam H1 —® Agarosa LMP

(fragmento de 2.3 Kb)
—® ligasa

pBlueBac2 —® Bam H1 — CIP —# Agarosa LMP
(fragmento de 14 Kb)

E)NSTRUCCION DE pVL QYM |

pQYM Sty —# Nco1l —# Klenow —® EcoR1 —& Agarosa LMP
(fragmento de 2.3 Kb) )
———P Ligasa
pVL1392 — Bgl I —» Klenow —®EcoR7 —# CIP —® Agarosa LMP
(fragmento de 9.8 Kb)

[CONSTRUCCION DE pVL QKU Y pVL QC]

gggu PPUM _ o Neol —# Klenow —# Bam H1 —# AgarosalMP
(fragmento de 2.3 Kb)
——® Ligasa

pVL1392 —» Bgl I —® Klenow —# BamH1 —» CIP —» AgarosalMP
(fragmento de 9.8 Kb)

Fig. 7. Diagrama de los pasos seguidos en la insercién de los genes 4 en los
vectores de transferencia usados en el sistema de baculovirus.
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viables las particulas virales que se originan a partir de la doble
recombinacién ya que en las secuencias de recombinacién de los plasmidos
de transferencia, se encuentra una region que es conipensatoria de esta
delecién. Asi, mientras que para el DNA lineal de INVITROGEN esta
reportado que la eficiencia de recombinacién 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 recombinacién.

-TRANSFECCION DE CELULAS DE INSECTO (31).

Se siembran células Sf9 en un pozo de 5 cm? de drea, a una confluencia
del 50%. Las células se afladen en el medio de cultivo TNM-FH (GIBCO) sin
suero bovino fetal (FBS) y se incuban por 1 h a 270C. 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
transfeccién que consiste de 0.2 ug de DNA viral mas 0.4 ug de DNA del
plismido, disueltos en 200 pl de la mezcla de transfeccién de CaPQOy4, Las
células se dejan en la mezcla de transfeccién 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 27°C al cabo de los cuales
se cosecha el sobrenadante de la transfeccién.

INFECCION DE CELULAS DE INSECTO CON BACULOVIRUS.

Las infecciones hechas para titular y enriquecer los virus
recombinantes se hicieron sobre pozos de 2 cm? de 4rea; las infecciones cn
que se hizo un pulso de marcaje con un aminodcido radiactivo, se hicieron
sobre pozos de 10 cm? de drea y las infecciones que se utilizaron en ensayos
de hemaglutinacién se hicieron sobre frascos de 25 cm? de area.

Se adhieren las células a la densidad requerida (ver mas adelante) en
medio TNM-FH sin FBS. Después de 1 h de incubacién a 27°C en la que se
formé lo monocapa de células, se retira el medio y se agrega el indculo viral
en TNM-FH con FBS. El virus se adsorbe por 1 h después de la cual se retira
el inéculo y se agrega medio de cultivo fresco. La infeccidén se incuba a la
misma temperatura por el tiempo requerido (ver méis adelante).

MARCAJE CON 355-METIONINA DE PROTEINAS DE BACULOVIRUS.

Los pulsos con el aminoacido 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 concentraciéon del aminodécido radiactivo se usé igual que para el
sistema de vaccinia-T7.
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COSECHA DE LAS CELULAS DE INSECTO INFECTADAS CON BACULOVIRUS.

La infeccién a la que se dié un pulso de radiomarcaje sc coseché en
250 pl de buffer de lisis con inhibidores de proteasas. Los lisados de células
que se analizaron por geles de poliacrilamida teiiidos con Coomassie y que se
probaron en ensayos de hemaglutinacién, se cosecharon alos 4y 2 d p.i.,
respectivamente. Esto se hizo en 500 pl de buffer TE (tris HCl 50 mM/EDTA
0.1 mM) con inhibidores de protcasas. La muestra se sonicé durante 30sa 6
micrones de amplitud en un sonicador SONIPREP 150 (FISONS GROUP), se
centrifugd durante 37 a 14 K y se deseché el sobrenadante. El pellet de
células se resuspendié en TE con inhibidores de proteasas y sc sonicd, 3 veces
mads a la misma intensidad, dejando enfriar la muestra entre cada sonicacion.

Los inhibidores de proteasa usados fueron: PMSF, 80 pug/ml; Aprotinina,
20 ug/ml; Leupeptina, 20 pg/mi; Bestatina, 20 pg/ml; Cystatina, 1 pg/ml y
o2-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, varidndose (inicamente las temperaturas de incubacién, que
se hicieron a 40C.

AISLAMIENTO DE LOS BACULOVIRUS RECOMBINANTES.

El sobrenadante de células producto de la cotransfeccién es una mezcla
ce baculovirus que portan el gene de interds insertado en el genoma y
baculovirus que expresan al gene de la polihedrina (baculovirus silvestre). El
proceso de clonacién consiste en la separacién del virus recombinante del
virus silvestre. En este caso los virus recombinantes fueron clonados por
dilucién limitante (fig. 9). El sobrenadante de transfeccién se tituld por la
presencia de virus recombinantes, lo cual nos permitié conocer la dilucién
maéxima a la cual todavia hay un virus recombinante; esto se hizo mediante
una infeccién de células de insecto a varias diluciones del sobrenadante,
fijando las células a las 36 1 p.i. y tifiéndolas posteriormente con anticuerpos
especificos y proteina A-peroxidasa (ver mas adelante). Cuantificando al .
microscopio las células teiidas se puede calcular el volumen y la dilucién a la
cual es posible encontrar un solo recombinante, El volumen de la dilucién
precisamente determinaca se lleva con medio a un volumen suficiente para
infectar 24 pozos de una placa de cultivo. Esta infeccién se mantiene por 5
dias al cabo de los cuales se colecta ¢l sobrenadante proveniente de cada pozo
vy luego se fijan y tifien las células. Durante estos 5 dias de infeccién se
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TRANSFECCION

‘ Seleccidn de la dilucién mayor del
sobrenadante de transfeccién
___.,IELUCION LIMITANTE

(dilucién limitante) a la cual adn
hay virus recombinantes.

Tomar 200 pl de la dilucién
limitante y llevarla a volumen

ENRIQUECIMIENTO suficiente con medio de cultivo
para infectar 24 pozos.
J Dejar la infeccion 5 dias.

INFECTADOS POR Tomar el sobrenadante de los pozos
VIRUS RECOMBINANTES que dieron sedal positiva

IDENTIFICACION DE POZOS {

Los criterios para verificar la clonacién de un recombinante fueron:

1) Ausencia por observacion 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) Andlisis PCR, amplificando la regién contenida entre las secuencias de
recombinacion.

Fig. 9. Estrategia de clonacién de los baculovirus recombinantes
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RECOMBINANTE YM

RECOMBINANTES KU Y QYM

Formaldehido al 3.7%

Tritén X-100 al 0.5%

Anticuerpo

Anti lgG conejo-peroxidasa 1:1000
Proteina A peroxidasa 1:2500
Revelado

RECOMBINANTES QKU Y QC

Formaldehido al 3.7%

Tritén X-100 al 0.5%
Anticuerpo

Anti IgG ratén-biotina 1:2500
Estreptavidina-peroxidasa 1:2500
Revelado

Formaldehido al 3.7% 15°
Triton X-100 al 0.5% 10°
Anticuerpo Th
Proteina A peroxidasa 1:2500 2h
Revelado )

Anticuerpo = Anti-YM 1:1000

15°
10°

1h
Th
2h

15°
10°

1h
1h
1h

Anticuerpo = Anti-YM 1:1000
Anti-Wa 1:1000

Anticuerpo = YO-2C2 1:5000

Fig. 10. Ensayo de deteccidn para los baculovirus recombinantes por
inmunocitoquimica. Los anticuerpos anti-YM y anti-Wa son antisueros
policlonales producidos contra la particula viral completa, el anticuerpo

YO-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 °C. Para revelar se utilizé una solucién de
9-amino etil carbazole en buffer de acetatos y H:0:(17). Todos los

reactivos se diluyeron en PBS.
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pernlite enriquecer los virus recombinantes que hubiesen infectado algunos
de los pozos.

Los ensayos de deteccidén que se utilizaron para la purificacioén de los
diferentes virus recombinantes se muestran en la fig. 10. La monocapa de
células se fijé al fondo del pozo con formaldehido, posteriormente las
membranas se solubilizaron con el detergente tritén X-100 para permitir el
acceso de los siguientes reactivos al interior de la célula, después a la
monocapa se le agregé la dilucién de anticuerpo. Dependiendo del virus
recombinante que sc cstd analizando se agrega directamente la proteina A-
peroxidasa o se utiliza un sistema de amplificacién de la sefial, como es el
agregar un anti-IgG de conejo-peroxidasa y posteriormente la proteina A-
peroxidasa, (el cual incrementa aproximadamente la sefial hasta 5 veces) o
un anti-IgG de ratén-biotina y posteriormente un complejo de
estreptavidina-peroxidasa (que incrementa aproximadamente 10 veces la
sefial). Finalmente las células se tifien con carbazole y H203,

El sobrenadante de transfeccién de los recombinantes producidos con
baculogold no se titulé inmediatamente despudés de la cotransfeccién sino que
debido a que este DNA es menos infectivo, y por lo tanto el niimero de
particulas virales producido en la cotransfeccién es muy baja, primero sc 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 de las titulaciones se hicieron a
las 36 h p.i,, porquec este es el tiempo al cual hay mayor cantidad de proteina
recombinante acumulada sin que haya habido todavia una infeccién
secundaria capaz de dar una seiial positiva a 1a tincidn. El sobrenadante
cosechado de un pozo que daba positivo a la tincién se titulaba nuevamente
para calcular su dilucién limitante, repitiéndose todo el ciclo. El pozo positivo
también se analizaba al microscopio buscando por focos de infeccién
producidos por el virus silvestre. Estos ciclos de purificacién se continuaban
hasta que ya no se observaban células infectadas por virus silvestres.

WERIFICACION DE LA PUREZA DE 1L.OS VIRUS RECOMBINANTES.

Finalizada la purificacién de cada una de las clonas de los
recombinantes, el titulo viral de cada una de clla se amplificé por infecciones
sucesivas de monocapas de células al 80% de confluencia en frascos de 25
cm? de érea.

Se utilizaron 3 criterios para verificar la clonacién 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 observacion 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 de la banda de 29 kDa que corresponde a la
polihedrina en los lisados celulares analizados por SDS-PAGE y la presencia
de la banda de 88 kDDa que corresponde a VP4, y 3) a partir de un andlisis
por PCR, amplificando la regién contenida entre las secuencias de
recombinacion.

Para el anélisis por PCR se usaron los siguientes oligos:
Oligo AcMNPV (37-> 57) CAA CAA CGC ACA GAA TCT AG
Oligo ACMNPV (57-> 37) TTT ACT GTT TTC GTA ACA GTT TTG
Estos oligos hibridan con regiones que flanquean al gene de la polihedrina, de
tal manera que en el caso del virus silvestre se amplifica una regién de 0.8
Kb, la cual corresponde al gene de la polihedrina, mientras que en un virus
recombinante se amplifica una regién del tamaiio del gene clonado mais el
gene de la polihedrina. Para este caso la banda resultante debe ser de
aproximadamente 3.1 Kb.
-El DNA empleado en la reaccién de PCR se obtuvo de la siguiente manera:
Se toman 0.75 ml de un sobrenadante de células infectadas, se agrega un
volumen igual de una solucién de NaCl 1M 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 sobrenadante. El pellet se resuspende en 0.1 ml de H,0 y
entonces se adicionan 10 pl de proteinasa K 10 mg/ml, incubando a 50°C por
1 h. Despuds de este tiempo, se hace una extraccién con un volumen igual de
una dilucién 1:1 de fenol:cloroformo. El DNA viral presente en la fase acuosa
se precipita adicionando 1/10 de volumen de acetato de sgdio 3M mas 5
de glucégeno 2 mg/ml y 2.5 voliimenes de etanol. La mezcla se congela a
-700C por 207 y se centrifuga 157 a 14000 rpm a 40C. El pellet de DNA sc
lava y se seca al vacio, se resuspende en 10 pl de agua. Con este
procedimiento se obtiencn aproximadamente 100 ng de DNA viral.

ENSAYOS DE HEMAGLUTINACION E INHIBICION DE LA
HEMAGLUTINACION.

Para estos ensayos se utilizaron placas de 96 pozos de fondoen Vy
eritrocitos de humanos tipo O positivo.

ENSAYO DE HEMAGLUTINACION.

A cada pozo se agrega 50 pl de BSA al 0.125% en PBS. Posteriormente
se agrega al primer pozo de la izquierda 50 pul de lisado de células, se mezclan
y se pasan 50 ul al siguiente pozo, haciendo diluciones 1:2 sucesivas hacia los
pozos de la derecha. Finalmente se agrega a cada pozo, 50 pl 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 49C después de los cuales se analiza el resultado.

ENSAYOS DE INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION.

Para los ensayos de inhibicién de la hemaglutinacién (IHA) se utilizé:

-Glicoforina A soluble (Gph A) (SIGMA), 200 ng/pozo.

-Suero policlonal anti-YM, dilucién 1:1000.

-Suero policlonal anti-Wa, dilucién 1:1000.

-Eritrocitos tratados con las neuraminidasas de Arthrobacter ureafaciens
(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 neuraminidasapor 1 ha
370C. Al término de este tiempo los eritrocitos se lavan 3 veces con PBS.

Los ensayos de inhibicion de la hemaglutinacién fueron hechos como
sigue: Para el caso del ensayo con eritrocitos desialidados, este fue hecho de
la misma manera que cl ensayo de hemaglutinacién, sélo usando ahora los
eritrocitos que se trataron con ncuraminidasa; para los ensayos de inhibicién
con Gph A y con los antisueros, después de agregar y diluir la muestra del
lisado de células que contiene las diferentes proteinas recombinantes, se
agregan 25 pl del inhibidor a cada pozo, la placa se incuba a 4°C por 10° al
cabo de este tiempo, se agregan 25 pl de eritrocitos al 0.5 %. La placa se
incuba por 2 h a 4°C.
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RESULTADOS

El objetivo de este proyecto fue delimitar el dominio conocido de
hemaglutinacién de los rotavirus, el cual se sabe esta localizado cn la
regién un tercio amino terminal de la proteina VP4 de superficie del
virus. Dado que resultados en la literatura (20a) sugerian que el
dominio de HA requeria de cierta conformacién para ser funcional, la
estrategia que se siguié para alcanzar este objetivo fue la construccién
de quimeras entre VP4s de rotavirus que infectan animales y de
rotavirus que infectan humanos, debido a que estos rotavirus presentan
diferentes caracteristicas; la mds importante para la elaboracién de este
proyecto es gue sélo rotavirus que infectan animales pueden
hemaglutinar eritrocitos de varias especies de mamiferos y de algunas
aves, rotavirus de origen humano carecen de esta capacidad. La
estrategia de generar quimeras entre 2 proteinas de alta homologia hace
mas factible que el producto mantenga la conformacion que es necesaria
para llevar a cabo esta funcién.

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 homologia del 69%.

El disefio de las quimeras construidas se hizo de tal mancra que
tuvieran parte de la regién conocida de HA (aminoacidos 42 al 247),
derivados de la proteina VP4 del rotavirus YM, con el objetivo de
observar que el fenotipo positivo se mantuviera. Un diagrama de las
proteinas quiméricas se presenta en la fig. 4.

La transcripcion y traduccién in vitro de los genes 4 construidos,
y su analisis en geles de poliacrilamida-SDS, mostré que sus productos
proteicos migran con el P.M. esperado de aproximadamente 88 kDa (fig.
1i1).

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

Dado que la cantidad de proteina que se obtiene a partir de
sistemas in vitro no es suficiente para hemaglutinar, decidimos
expresar los genes en un sistema mas eficiente.
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Fig. 11. Traduccién 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
terminaciones prematuras (36).
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El sistema de exprcswn transuorn que. uulua e1 v' s vacc1n1a

de acuerdo con cl prmc1pal objetivo de este proye

En este sistema (Fig. 5), s¢ hace una infeccién’ corun virus: .
vaccinia que tiene clonado el gene de la' RNA polunerasa del: tag T7,da
cual es expresada en gran cantidad; a la par,de esta’ mfecc1on se 11'1ce
una transfeccién con el pldsmido que porta el gene que se ‘desea.
sobreexpresar, este gene estd 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 obtencién de la proteina de interés.
Para ésto se probaron dos lineas celulares diferentes: MA104 y BSC40,
ambas provenientes de epitelio de rifién de mono. También se probaron
diferentes métodos de transfeccidon, como son a partir de lipidos
cargados que acarrean al DNA (6) o por CaPO4 (36).

Después de variar las condiciones del ensayo, se decidié utilizar la
linea celular BSC40, transfectando con 20 pg de DNA del plasmido por
1X106 células y utilizando el método de CaPO4. El ticnipo de contacto
entre la mezcla de DNA-CaPOQ. 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 hemaglutinacién como en
inmunoprecipitaciones se¢ cosecharon a las 22 h p.i.

En un principio se usé para expresar VP4 de YM el vector pGEM
3Z, el cual produce la proteina recombinante en muy baja cantidad. Este
vector se campid por un vector que presenta la regién 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 sintesis de las VP4s de YM y KU en
este sistema en las condiciones 6ptimas de obtencién de proteina.

La cantidad de proteina obtenida no fue suficiente para
observarse en geles de proteinas totales teflidos por Coomassie, y sélo
fue posible seguir la expresién de la proteina a partir de
inmunoprecipitaciones de las proteinas radiomarcadas.

Puesto que el Gnico sistema de expresién reportado hasta ahora,
en el cual la VP4 de la cepa de rotavirus de simio RRV es capaz de
hemaglutinar, es el sistema de expresién en células de insecto que
utiliza a baculovirus como vector de expresién (7, 20), decidimos
continuar este proyecto con este sistema.
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Fig. 12. Inmunoprecipitacion 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 lainmunoprecipitacién con unadilucién
igual de anti-YM, de un lisado de células infectado con vacciniaque no

fue transfectado.



GENERACION Y AISLAMIENTO DE BACULOVIRUS
RECOMBINANTES.

Baculovirus surge como un sistema de expresion de protemas
heterdlogas en células de insecto, a partir del trabajo pionero:: .-
desarrollado por Smith y Summers (30). Este sistema utiliza el :
promotor de la polihedrina. Este es un-promotor muy fuerte que esté
activo en la fase muy tardia de expresién de los genes de baculovirus.

La fase muy tardia inicia a las 18 h p.i. y continua hast'l después de las
72 h p.i.

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

Dos tipos de progenie viral son producidos durante el ciclo de vida
del virus: particulas virales extracelulares y particulas ocluidas. Los
virus extracelulares son liberacdos por gemacidn, la cual se inicia a las 12
h p.i., mientras que las particulas ocluidas aparecen en cl nticleo
después de las 24 h p.i. y contintian acumuldndose hasta que la célula se
lisa. La polihedrina es el componente mayoritario de los cuerpos de
oclusién.

El gene de la polihedrina no es escencial para la replicacién o para
la produccién de virus extracelulares en cultivo; su delecién o
inactivacién por insercién resulta en la produccién de virus que no
producen polihedrina. El virus polihedrina-negativo es facilmente
diferenciable al microscopio pues las células infectadas carecen de los
cristales intranucleares que esta proteina produce, proporcionando una
via facil de monitorear la clonacién de los virus recombinantes.

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

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

En la fig 8, se muestra un esquema del mecanismo de generacion
de los virus recombinantes. Para producir la doble recombinacién se
cotransfectan células de insecto (linea Sf9), con DNA gendémico de
baculovirus y DNA del plidsmido que porta el gene de interés.
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El primer paso de trabajo

n este sistema fue Ia insercién de los

genes 4 de los padres y las quinieras dentro de los plasmidos de.
transferencia (fig. 7). Con estos plasmidos se realizaron las-
cotransfecciones. El sobrenadante de células producto dela
cotransfeccién es una mezcla de baculovirus que’'portan el gene de
interés insertado en ¢l genoma y baculovirus silvestre que expresan al
gene de la polihedrina. El proceso de clonacién con51ste enla sep'xracxon
del virus recombinante del virus silvestre.

Las células Sf9 infectadas con baculovirus sﬂvestre se pucden
detectar al microscopio desde el segundo dia de la infeccién, ya que son
mas voluminosas y de nticleos mas grandes que las células que no han

sido infectadas y presentan gra
en el ntcleo (Figs. 13y 14). La

1des cristales de polihedrina localizados
células infectadas con un baculovirus

recombinante son también ficilmente diferenciables (Fig. 15), ya que
son mas grandes y granulosas que las células no infectadas y carecen de
los cristales de polihedrina cardcteristicas de una infeccién con el virus

silvestre.

Los virus recombinantes | ueron clonados por dilucién limitante,

como se expone en material y
se siguid la presencia de los vir
(fig. 16), detectando las protein

2

étodos. Durante el proceso de clonacién
s recombinantes por inmunocitoquimica
as sintetizadas con diferentes

anticuerpos, como se detalla en materiales y métodos. Para los

recombinantes obtenidos a par
INVITROGEN fueron necesarios
polihedrina, para los recombin
baculogold, solo fue necesario
material y métodos).

Cuando ya no se cncontr:
en cultivos infectados con los v
ciclos de purificacién y el titul

Ademais del analisis al mi
siguieron dos criterios mas par;
recombinantes. El primero fue
infectadas cn geles de poliacril
una banda de 30 kDa correspo
ninguno de los virus recombin
18).

El segundo anélisis fue a
contenida entre las secuencias
observa que para todos los vir
se esperaba, Gnicamente una b
virus silvestres estuvieran cont

:

tir del DNA lineal de

4 ciclos de purificacién para perder la
intes obtenidos a partir del DNA de
lar una ronda de purificacién (ver

wron células con cristales de polihedrina
rus recombinantes, se finalizaron los
viral fue amplificado.

icroscopio de las células infectadas, se

a verificar la clonacién de los virus

el andlisis de lisados de células
amida-SDS para detectar la presencia de
ndiente a la proteina polihedrina. En
antes se pudo detectar esta proteina (fig.

partir de un PCR que amplifica la regién
de recombinacién. En la fig. 17 se

1s recombinantes se amplifica, tal como
anda con un P.M, aproximacdo de 3 Kb. Si
aminando atn los sobrenadantes de los
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Fig. 13. Células Sf9.

Fig. 14. Células Sf9 infectadas con el baculovirus silvestre.
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Fig. 15. Células Sf9 infectadas con un baculovirus recombinante.

Fig. 16. Senal positiva al sistema de deteccién de baculovirus
recombinantes.
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MARCADOR DE P.M.
(Kb)

QYM-p
KU-3
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-¢— 9.4
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-— 4.3

2.3
=55

-1 0,5

Fig. 17. PCR con DNA de los baculovirus recombinantes, amplificando la regién
contenida entrelas secuencias de recombinacion.
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virus recombinantes, una banda achmonu de O'S;Kb est'trn tamb1en
presente (ver m’tternl y metoclos) 2 S :

Bajo estos criterios se concluyo que los v1rus recombm'lntes se ;
encuentran libres de contaminacion con'el- virus suvestre :

Se seleccionaron 3 clonas'decada uné de 10s virus recombmantes
que expresan los genes de YM y KU .a'las que se les enumerd de 1.a 3 y
2 clonas de cada uno de los recombinantes de las quimeras, a las que se
les denomind o y &.

CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES.

Para detectar la sintesis de las proteinas quiméricas, se infectaron - . .~

células Sf9 con baculovirus recombinantes y a los 4 d p.i. se cosecharon
las células, se lisaron y las proteinas se analizaron en geles de
poliacrilamida/SDS. En la fig. 18 se presenta uno de estos geles, teilido
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 esta presente en el carril del virus silvestre. Esta banda
probablemente corresponde a las diferentes proteinas VP4, En el carril
del virus silvestre se puede observar una proteina abundante de
aproximadamente 30 kDa, la cual corresponde a la polihedrina.

La identidad de las bandas de aproximadamente 88 kDa, que
potencialmente correspondian a las VP4s, se confirmé mediante 2 tipos
de andlisis: 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 inmunoprecipitacién se muestra en la fig. 19. En el
recuadro A) se encuentran las proteinas totales marcadas y en el
recuadro B) se muestra la inmunoprecipitaciéon 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 inmunoprecipitacién. También se observa que las proteinas
recombinantes son expresadas a diferentes niveles, siendo el nivel de
expresion aproximadamente 3 veces mayor para las proteinas de YM,
QYM y QC, con respecto a la expresion de QKU y de aproximadamente 6
veces con respecto a la de KU.

El andlisis densitométrico del gel teiiido con Coomassie mostrado
en la fig. 18, permitié observar que las proteinas YM y QYM llegan a
constituir aproximadamente el 10% de proteina total presente en el
lisado celular, mientras que las proteinas KU, QKU y QC constituyen del
1 al 3% de la proteina total (fig. 20). Esta abundancia diferencial de las
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Fig. 18. Analisis por SDS-PAGE y tinciébn 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..19. Marcaje con355-metionina de células de insecto infectadas con los
siguientes baculovirus recombinantes: 1) YM-2, 2) KU-3, 3) QYM-B, 4) QKU- By
5) QC-o. El carril 6) es un infeccidn con el baculovirus silvestre y el carril 7) es
el marcador de peso molecular. El pulsosedié de4 h,alas48 h p.i. Enel
recuadro A) se exponen 2 ul del lisado de proteinas totales marcadas y en el
recuadro B), las proteinas provenientes de la inmunoprecipitacién de 20 pldela
misma muestra, con una mezcla de los policlonales anti-YM y anti-Wa diluidos
1:1000.
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Fig. 20. Analisis densitométrico de las proteinas recombinantes expresadas en el
sistema de baculovirus.




proteinas fue repetidamente cncontradq en otros ensayos El an{lhsls
densitométrico se hizo usando el programa VISAGE, los. datos de
densidad éptica (0.D.) y de dlst'mcw. de corrimient
graficaron usando cl programa de CRI (ET‘
una representacién esquemaética’de
recombinantes encontradas. . 3

En las figs. 18, se observa q / los hsados de
YM y QYM, se encuentra en fonna de un doblete de bandas. Las VP4s
de los otros virus recombinantes mlgran ala '11tura 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, ademads
de probar un lisado de células Sf9 infectado con el recombinante de YM,
también se probd una muestra de rotavirus YM purificado. En la fig. 21
se muestra el resultado a este experimento. La banda de migracién mds
ripida es la que comigra con la VP4 viral.

Para el dato del porcentaje de expresidn de estas proteinas en ¢l
andlisis densitométrico de la fig. 20, se tomé en cuenta tinicamente a la
proteina que representa la banda inferior.

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

Para conocer la localizacién de la VP4 recombinante en la célula
infectada, la cosecha de una infeccién con el baculovirus recombinante
que expresa la VP4 de YM fue fraccionada y cada fraccién fue
posteriormente inmunoprecipitada. Enla fig. 22 se observa como VP4
se encuentra en un 100% asociada a menibranas. Este ensayo se realizé
también para la VP4 de YM expresacla en el sistema de vaccinia-T7, 1a
cual se encuentra aproximadamente e¢n un 60% asociada al pellet de
membranas mientras el 40% restante se encuentra en cl sobrenadante
citopldsmico (fig. 22). '

CINETICA DE LA SINTESIS DE LAS PROTEINAS
RECOMBINANTES.

Para conocer el momento éptimo de la sintesis de las proteinas
recombinantes para hacer los ensayos de hemaglutinacién, se hizo una
cinética de la produccién de proteina en este sistema, utilizando a la
proteina 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 realizé de

la siguiente manera: el filtro de nitrocelulosa transferido se bloqued con
PBS-tween-gelatina al 1%. Como anticuerpo se agregd una mezcla de los
monoclonales HS2, diluido 1:1000, y YO-2C2 1:2500, posteriormente

se agregd proteina A-peroxidasa y se reveld 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 monoclonales usados
mapean en VPS5,

47



= 2
8. 5
= 8 a
o4 o
2= 8=
= 1 2 3 = 1 2 3
200 —pp p— 200 —P
v PEE= == g VP* 97 =P -
9 —p — —
A) e B) 69 —P]
a6 —pp- |—
i
46 —»§
0 P -
i
30 —»||-

Fig. 22. Ensayo de localizacion celular de la VP4 de YM producida en los sistemas de expresién:

A) vaccinia-T7 y B) baculovirus. Las muestras se cosecharon después de un pulso de 4 h en presencia
de ** S-metionina, como se describe en materiales y métodos. El pulso se dié a las 18 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 congelacién-descongelacion y posteriormente centrifugacion a 14K/3° y 3) pellet de la
centrifugacién anterior resuspendido en buffer de lisis con inhibidores de proteasas. Cada fraccién se
inmunoprecipité con el suero anti-YM diluido 1:1000.
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Fig. 23. Cinética de produccién de la VP4 recombinante de YM expresada en el
sistema de baculovirus. Las infecciones al tiempo O se hicieron en iguales
condiciones. Las muestras sec cosccharon a las 24, 48, 72 y 96 h p.i. de 2 maneras
diferentes: una se traté como se describe en material y métodos para muestras que
se van a usar cn HA, otra alicuota de este mismo lisado se analizd por
SDS-PAGE/Coomassic y sc le hizo densitometria. La segunda mucstra sc marcé con
3 S-metionina durante un pulso de 4 h. La muestra radiactiva se inmunoprecipité
con suero anti-YM en una dilucién 1:1000. A) densidad éptica de la banda de VP4
medida por densitometria del gel teiiido con Coomassic; B) Densidad 6ptica de Ia
banda de VP4 inmunoprecipitada y C) Titulo de HA del lisado.
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las 24, 48, 72 y 96 h p.i., a uno de los duplicados de cada tiempo de
cosecha, se le di6 un pulso de marcaje de 4h con 35S-metionina,y-al otro
se le procesé, conio se-indica en materiales y métodos, para analizarlo en
ensayos de hemaglutinacién y en un gel de poliacrilamida-SDS, el cual se
tifié con el colorante de Coomassie. En la fig. 23 se muestra: A) como se-
incrementa la cantidad de proteina acumulada a medida que se’
incrementa el tiempo en que se cosecha la infeccién; B) como la cantidad
de proteina que se estd sintetizando es mayor a las 48 h p.i. que en las
cosechas anterior y posterior a este tiempo; el dato de cosecha a las 96 h
p.i. no se pudo obtener por cl mal estado de las células y C) como el
titulo de hemaglutinacién parece ser mis dependiente de la cantidad de
la proteina que se esta sintetizando en el momento de la cosecha que de
la cantidad de proteina acumulada desde el inicio del periodo de
sintesis,

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

Con los resultados anteriores de expresion se procedié 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 de HA con
lisados de células Sf9 infectados con los baculovirus que expresan las
proteinas de los virus padres YM y KU. El procesamiento del lisado de
células y el ensayo de HA se realizaron como se indica en material y
métodos. El resultado muestra que la proteina VP4 de YM pudo
hemaglutinar hasta una dilucién de 1:1024, mientras que 1a VP4 de KU
no hemaglutiné.

Se sabe que la HA de los rotavirus es dependiente de residuos de
Acido sidlico 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 de
acido sidlico presentes en la membrana. La HA de los rotavirus puede
también inhibirse por anticuerpos contra la particula viral. Para probar
la especificidad de la HA causada por la proteina VP4 de YM y
confirmar que presenta las mismas caracteristicas que la HA viral, se
hicieron ensayos de inhibicién de la hemaglutinacién (IHA) utilizando
los inhibidores antes mencionados.

En la fig. 24 se puede observar que la incubacién con suero
policlonal anti-YM disminuye la HA de un titulo de 1:1024 hasta un
titulo de 1:128. En presencia de 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 hemaglutinacién con lisados de células infectados con los
baculovirus que expresan las VP4s de los virus padres, YM y KU. B) Ensayo de
inhibicién de la hemaglutinacién para el baculovirus YM, utilizando diferentes
condiciones: suero hiperinmune anti-YM en una dilucién 1:1000, Glicoforina A
200 ng/pozo vy eritrocitos tratados con neuraminidasa. La dilucion de las muestra
en el primer pozo es de 1:4. El tiltimo pozo es un control (-) al que no se le agregd

muestra.
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Fig. 25. Determinacion de la especificidad de la inhibicién de la hemaglutinacién
del suero hiperinmune anti-YM, incubando la muestra con una dilucién igual del
suero preinmune, Ladilucién usada de ambos sueros fue 1:1000 por pozo. La
muestra fue un lisado de células infectado con el recombinante que expresala
proteina VP4 de YM.
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Fig. 26. Ensayos de hemaglutinacién y de inhibicién de la hemaglutinaciéon con
un lisado de células infectado con el baculovirus recombinante que expresa la
proteinaquiméricaQKU.
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que la HA producida por la VP4 de YM expxesqda en esLe swtema
presenta las 11’11811‘1’18 caractcrlstlcas que la HA viral. :

1:64 por el suero lnpemnmun
tuvo efecLo soble ella (fig: 25)

anti-YM, nncnu as que en presenci't del:
presenta un titulo de 1:4; por su pa;’
tiene un titulo de 1:4. En el réctiadro B) se: observa due un'titulo de HA
de 1:16 de esta proteina es totalmente abatido al tratar a los eritrocitos
con neuraminidasa.

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

La proteina quimérica QYM di6 un resultado negativo en el ensayo
de HA a pesar de que es una de las proteinas recombinantes que se
expresa en una mayor cantidad (fig. 28).

La proteina QYM o 1a proteina KU fueron utilizadas como controles
negativos en todos los ensayos de HA realizados, micntras que la
proteina YM se utiliz6 como control positivo. El lisado de células
proveniente de 1a infeccién con ¢l baculovirus silvestre da una HA
atipica en las diluciones mas bajas probadas (fig. 29). Esta HA no se¢
modifica en presencia de ninguno de las condiciones de IHA empleadas,
indicando su inespecificidad. Este efecto puede quizd ser debido a la
gran cantidad de la proteina polihedrina que se expresa, y ala
estructura cristalina ¢uc esta presenta. En la fig. 29 se observa como la
sedimentacién de los eritrocitos se ve afectada en todos los casos hasta
con un titulo de 1:8.

En resumen estos resultados indican que las proteinas quimdéricas
QKU y QC son hemaglutinantes y que esta HA se comporta de la misma
manera que la HA de la VP4 de YM expresada en este mismo sistema y
que la hemaglutinacién 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 hemaglutinacién y de inhibicién de la hemaglutinacién con
un lisado de células infectado con el baculovirus recombinante que expresa la
proteina quimérica QC.
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Fig. 28. Ensayo de hemaglutinacion con un lisado de células infectado con el baculovirus
recombinante que expresa la proteina quimérica de QYM. Como control positivo de la HA

. se utilizd un lisado de células infectado con el recombinante de YM.
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Fig. 29. Ensayos de hemaglutinacién y de inhibicién de la hemaglutinacién con un lisado

de células infectado con el baculovirus silvestre.




Tabla 1.

Resultados de los

ensayos de HA e IHA

IHA
HA ANTI-YM ANTI-Wa GPH A Eritrocitos
1:1000 1:1000 200ng/pozo | desialidados
Y™ 1:1024 1128 ND 1:32 —
KU — ND ND ND ND
QYM —— ND ND ND ND
QKU 1:64 —_— 1:4 1:4 —
QcC 1:64 —_ ND — —
WT — — —_— — —_—
HA ANTI-YM PREINMUNE
1:1000/pozo |1:1000/pozo
YM 1:512 1:32 1:512
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La conformacion estructural que adquieren las pr otefnas
quiméricas se evalué mediante ensayos de reactividad con: anucuerpos
Se hicieron 2- tlpOS deensayos: i) 1nn1unoprec1pltac1on delas-:

protemas obtenidas a partn' desuexpresion en el sistema: tr anSLtono

del virus vaccinia/T7;y,ii) unc1on inmunoquimica de; monocapas de
células de insecto infectadas con los baculokus 1ecomb1nant .. En- la:
tabla 2 se exponen los résultados obtenidos. Ft :
Los dos sueros pohclonales empleados (a11t1—YIVI v

esta proteina es muy abundante “Todas' 1as’ prolemas son
eficientemente lnmunoprcmpltadas con estos antlsuel os (no se
muestra). ’
Un suero policlonal (suero C 9) gener'zdo contm '1plox1madamente e
los primeros 320 aminodciodos de VP4 de YM; que comprenden: Lodo '
VP8 y aproximadamente 80 aminoacidos amino terminales de VP5,-
reconocid unicamente a la VP4 de YM y a la quimera QKU.

Se usaron también cinco anticuerpos monoclonales dirigidos contra
VP4, Los anticuerpos Y0-2C2 y HS2 estdn dirigidos contra VP5; en el
caso de YO-2C2 se sabe que su epitope mapea en el aminoicido 305
(32a), mientras que de HS2 no se ha mapeado el aminodcido con el que
interacciona (24). Los anticuerpos 2B6, 482 y 5G7 mapean en VP8 (no
estd determinado el aminodcido) y fueron producidos contra la cepa de
rotavirus porcino OSU, cuya VP4 presenta una homologia del 97% con la
VP4 de YM (15). Estos 3 monoclonales fueron originalmente
seleccionados por su capacidad de inhibir la HA de 1a cepa de la que
derivan.

Los monaoclonales anti-VPS5, YO-2C2 y HS2, reconocicron a todas
las proteinas por los dos métodos probados, sin embargo, cuando el
monoclonal YO-2C2 fue diluido 1:10,000, reconocié pobremente a la VP4
de YM y ya no reconocié a QYM en el ensayo de inmunocitoquimica. El
resultado obtenido en las inmunoprecipitaciones con estos mismos
monoclonales es ¢l mismo (no se muestra).

En ensayos de inmunocitoguimica, los monoclonales 2B6, 482 y
5G7 solo reconocicron a la VP4 de YM, sin embargo las dos proteinas
quiméricas con capacidad hemaglutinante fueron claramente
inmunoprecipitadas por estos anticuerpos monoclonales.
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Taka 2. ‘Ensayos de reactividad de las VP4s de las proteinas padres y de las quimeras con
difsentes anticuerpos.
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La mctividad de las protefnas contra los diferentes anticuerpos se midié por dos tipos de ensayos:
Inmuocitoquimica de cclulas infectadas con los baculovirus ¢ inmunoprecipitaciones de las protefnas
exprsadas en el sistema de vaccinia-T7. Los resultados que se muestran corresponden a
inmwocitoquimica, las diferencias encontradas en los dos tipos de ensayos son: (@ positivo en las
inmumoprecipitaciones. ) EI policlonal C.9 no se probé por inmunoprecipitacién.

Por mmunocitoquimica los anticuerpos s¢ usaron a las siguientes diluciones: YO-2C2, 1:700; anti-Wa y
C.9, 270; anti-YM y los monoclonales HS2, 2B6, 4B2 y 5G7 a 1:250. Para las inmunoprecipitaciones. los
antiseros  policlonales se usaron a una dilucién 1:20 y los anticucrpos monoclonales 1:50.



Estos resultados concuerdan con los obtenidos en las pruebas de
hemaglutinacién en donde las proteinas VP4 de las quimeras QKU y QC
conservaron cl fenotipo positivo, indicando que la conformacién que
adquieren estas proteinas no difiere en gran medida a la conformacién
que presentan las proteinas de los virus padres, lo que les permite
mantener el dominio de hemaglutinaciéon funcional.

COMPARACION DE SECUENCIA ENTRE VP4S DE ORIGEN ANIMAL
Y HUMANO.

Se hizo una comparacién de las secuencias de VP4 tanto de cepas
de origen aninral como humano. La regién comparada va del
aminodcido 93 al 208, la cual es la regidon de YM comfin, presente en las
quimeras hemaglutinantes QKU y QC.

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

La comparacion (fig. 30) nos permitié localizar dos regiones
conservadas entre las cepas de 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
aminoicidos 95 al 112 (regién 1) y 181 al 203 (regién 2).
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Fig. 30. Comparacion de secuencia de la region mapeada como responsable de la actividad de HA en VP4.
Las cepas YM, OSU, HI, SA11, SA11-4fM, NCDV, RRV y CU-1 son cepas de origen animal que se ha publicado
tienen actividad hemaglutinante dependiente de residuos de acido sialico sobre la membrana del eritrocito.
Las cepas C486, EHP, K9, LP14 y H2 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 32b.



DISCUSION

En este trabajo se presenta la construccién de genes 4 quiméricos
derivados de las cepas de rotavirus YM (origen porcino) y KU (origen
humano), y su expresiéon en diferentes sistemas heterélogos, para probar la
capacidad de hemaglutinar de las diferentes VP4 quiméricas sintetizadas y
con esto delimitar la region responsable de esta funcion

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

La expresion de los genes quiméricos en sistemas de
transcripcién/traduccién in vitro demostré que las proteinas
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 expresion de los
genes hibridos para incrementar la produccién de proteina. Estos sistemas
fueron: 1) el sistema de expresion transitoria que utiliza el virus vaccinia que
tiene clonado la RNA polimerasa del fago T7 y 2) baculovirus, Con la proteina
expresada en ambos sistemas se hicieron ensayos de hemaglutinacién (HA),
encontrandose que tnicamente el sistema de baculovirus permitié observar
este fenotipo. Esto puede deberse a varias causas:

1) La diferencia en el nivel de expresién entre ambos sistemas, ya que
mientras en baculovirus se pudo observar a las proteinas heterélogas en
geles de proteinas totales tefiidos con Coomassie, en el sistema de expresion
de la vaccinia-T7 no se pudieron detectar. Esta puede ser la causa mas
importante de 1a diferencia observada en la capacidad hemaglutinante de la
proteina VP4,

2) En ensayos en los que se busco la localizacion de la proteina en el cultivo
(fig. 22), se encontré 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 fraccién en sélo 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 asi formar la malla que representa la HA.
El que VP4 se encuentre asociado a membranas favorece su presentacién
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como un multimero 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 sélo no participar en la HA sino
incluso competir a la VP4 asociada a membranas por los sitios de union a
eritrocitos. El tipo de interaccién de VP4 con las membranas de células de
insecto o de mamifero no se conoce. Aunque la VP4 incorporada al virién se
encuentra en forma de dimero, no se sabe si éste también se forma con la
VP4 expresada en estos sistemas.

3) Una tercera explicacién seria que la VP4 expresada en vaccinia tuviera
una conformacién 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 conformacién diferente sucederia en las células de
mamifero, que se utlizan en el sistema de vaccinia, y que son el huésped
natural de los rotavirus, y no sucederia en las células de insecto donde se
producen las proteinas sintetizadas por los baculovirus recombinantes, las
cuales se encuentran més alejadas filogenéticamente de la célula huésped
natural.

CORRELACION ENTRE LA CANTIDAD DE VP4 ACUMULADA Y
HEMAGLUTINACION.

Al comenzar a trabajar con la VP4 de YM expresada en baculovirus se
hizo una cinética de la produccién de la proteina, analizando por
electroforesis muestras de lisados cosechadosa 1, 2,3 y 4 d p.i. Las
proteinas en los geles se visualizaron con azul de Coomassie. Con esta cinética
se encontré que la mayor cantidad de proteina se obtenia en el dia 4; sin
embargo, al hacer HA con lisados cosechados a este tiempo, se encontré que
tenfan titulos 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 dtulo de HA
parece depender mas de la cantidad de proteina que se esta sintetizando en
ese momento, que de la cantidad de proteina acumulada. Esto puede deberse
a que la proteina esta siendo degradada y ain pequefios cambios causados
por las proteasas celulares, los cuales incluso pudieran no reflejar un cambio
en el peso molecular aparente de la proteina, si 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 anémalas gue hagan
que el dominio de HA no sea funcional o no esté expuesto.

La degradacion que sufren las proteinas en este sistema es un
problema real, el cual nos llevo a cosechar las muestras en presencia de 6
inhibidores de proteasas diferentes y en una solucién que contiene EDTA.
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Aln en estas condiciones, el titulo de HA decayé de 1:256 hasta 1:16 después
de incubar la muestra por 1 h a 37°C (no se muestra).

Si la velocidad de degradacién de las proteinas es igual a los diferentes
dias después de la infeccién, es posible que su actividad hemaglutinante sélo
se pueda observar en el periodo de tiempo en que la sintesis es mayor ya
que este seria el momento en que se encuentra una mayor cantidad de
proteina integra. Una segunda explicacién a por qué el titulo de HA es mayor
a los 2 d p.i. que a los dias siguientes, cuando se observa una mayor cantidad
de proteina acumulada, es que la proteina al alcanzar una concentracién
critica dada tienda a formar agregados, lo cual disminuiria el nimero de
moléculas efectivas disponibles para la HA. Ademas, estos agregados harian
que esta proteina fuese menos accesible a proteasas.

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

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

Por otra parte, también es posible que una cierta proporcién de la VP4
sintetizada sufra una modificaciéon postraduccional que la haga migrar mas
lentamente en los geles de poliacrilamida-SDS; esta modificacién no ocurre
naturalmente en el curso de una infeccién por rotavirus y aqui estaria dada
por su expresion en las células de insecto.

NIVEL DE SINTESIS Y ESTABILIDAD DE LAS PROTEINAS
RECOMBINANTES.

Al analizar por geles de poliacrilamida-SDS lisados de las proteinas KU,
QKU y QC cosechados a los 4 d p.i., se encontré que el nivel de acumulacién de
estas proteinas quiméricas era mucho menor (constituyen del 1 al 3% de
proteina total presente en el lisado) que el de las proteinas 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 encontré que el nivel de sintesis de novo de estas
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proteinas no varia en la misma medida (fig. 19). La diferencia encontrada
entre la cantidad de proteina que se esta sintetizando de estas quimeras, la
cual es similar a la de YM, y la cantidad de proteina que se llega a acumular a
mayor tiempo de la infeccidén, parece indicar que estas proteinas son
inestables y son rapidamente degradadas.

Cuando se hicieron las curvas de HA para las quimeras QKU y QC ,
cosechando a diferentes dias p.i., se encontré que mientras para QKU el titulo
mas alto de HA se localizaba en la cosecha de los 2 4, este titulo disminuia,
pero la actividad seguia siendo observable en la cosecha del dia 3. Con la
quimera QC ésto no ocurrio, su actividad hemaglutinante se encontré
preferentemente al dia 2, pero en las cosechas posteriores el titulo fue de
cero, aun en muchos de los ensayos realizados, 1a cosecha del dia 2 tampoco
tenia actdvidad hemaglutinante. Estos resultados sugieren que esta proteina
es la menos estable. Si se compara la fig. 19 en donde se observa el marcaje
de la infeccidn, con la fig. 18 del gel teriido con Coomassie, se puede observar
que mientras su nivel de sintesis estd aproximadamente al mismo nivel que
las proteinas de YM y de QYM, a los 4 d p.i. se encuentra en una cantidad al
menos 5 veces menor (Gnicamente contando la banda inferior de las
proteinas de YM y de QYM; Ia banda superior no se incluye en la
comparacidn, por que, de acuerdo a los resultados, modificaciones minimas en
la proteina pudieran estar causando las diferencias encontradas entre
cantidad de proteina y actividad).

Durante el proceso de clonacién de los virus recombinantes, se aislaron
3 clonas para cada uno de los virus padres y 2 clonas para cada una de las
quimeras . Asi, se trabajé con un total de 5 clonas que expresan a la proteina
YM o a la quimera que tiene el fondo de esta proteina, QYM. En las 5 clonas
analizadas la proteina heterdloga fue expresada en altas cantidades,
constituyendo alrededor del 10% de proteina celular a los 4 d p.i. Por otra
parte, todas las clonas de virus que expresan a la proteina de KU o a las
quimeras que tienen el fondo de esta proteina, es decir QKU y QC expresaron
la proteina heterdloga 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 proteina acumulada a los 4 d p.i., es reflejo de la estabilidad de cada una
de las protefnas. Asi, las proteinas con el fondo de YM son mas estables que
las proteinas con el fondo de KU.

HEMAGLUTINACION E INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION DE
LAS PROTEINAS RECOMBINANTES.

En los ensayos de HA con las diferentes proteinas VP4, se encontré que

el resultado para KU y QYM siempre fue negativo, mientras que para YM, QKU
y QC fue positivo, preferentemente cosechando a los 2 dias p.i.
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Las tres proteinas con actividad hemaglutinante, fueron probadas en
ensayos de IHA; estos ensayos de inhibicién 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 encontrd 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 QKU la HA fue mayormente afectada
por el suero anti-YM (con anticuerpos dirigidos contra la regién de YM
responsable de la HA), que por el suero anti-Wa (con anticuerpos que
reaccionan preferentemente con la regién VP5 de la VP4 de KU).

2) La HA causada por estas proteinas recombinantes, al igual que para los
rotavirus, es dependiente de residuos de 4dcido sialico sobre la membrana del
eritrocito.

DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA DE LAS QUIMERAS CON
ANTICUERPOS.

Para determinar si la conformacién de las quimeras no estaba
notoriamente afectada, se evalué su capacidad para interaccionar con un
panel de anticuerpos policloniales y monoclonales. Los ensayos utilizados
fueron: inmunoprecipitacién de las proteinas expresadas en el sistema de
vaccinia-T7 y ensayos de inmunocitoquimica de monocapas de células
infectadas con los baculovirus recombinantes

En resumen, se encontré 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
regiéon completa de VP8 de YM mds aproximadamente 80 aminoacidos de la
porcién amino-terminal de VP5, sélo reconoce a la quimera QKU, ademas de
YM. El hecho de que este suero no reconozca a QYM es muy probablemente
debido a que la regién de VP8 de esta proteina esta doblada en una forma
andémala, puesto que esta proteina se sintetiza y se acumula abundantemente.
Esto coincide con que a pesar de que esta proteina contiene la region de YM
comprendida entre los aminoacidos 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 tene actividad de HA.
Esto posiblemente se deba a que, la poca estabilidad de esta proteina no
permite que se acumule la concentracién necesaria para dar una sefial
positiva observable.

Los monoclonales YO-2C2 y HS2, cuyos epitopes mapean en VPS5,
reconocen perfectamente a las 5 proteinas. En el caso de YO-2C2, reacciona
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preferentemente contra KU, QKU y QC. Este es un monoclonal cuyo epitope es
lineal y esta 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,
va que cuando se incrementa la dilucién del anticuerpo, la seiial desaparece.

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

En conjunto estos resultados sugieren que la regién de VP5 en las
quimeras tiene una conformacién semejante a la esperada, mientras que la
regién de VP8, que es donde reside el dominio de HA, se encuentra alterada
en la quimera QYM, pero no parece estar afectada notablemente en las
proteinas QKU y QC.

La estrategia de generar quimeras para mapear el dominio de HA en
VP4, parecié en su momento la mejor opcién que permitiera preservar la
estructura nativa de la proteina 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 conformacién que va a adquirir una proteina hibrida
entre dos proteinas VP4. En este caso, dos de las construcciones mantuvieron
la capacidad de HA (QKU y QC), pero en QYM, tanto la hemaglutinacién como
la reactividad con anticuerpos en la zona de hemaglutinacién, 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 secuenciacién el cambio genético causante del cambio
fenotipico.

DOMINIO DE HEMAGLUTINACION DE LOS ROTAVIRUS.

Dado que las proteinas quiméricas QKU y QC mantienen la capacidad de
hemaglutinar, se puede concluir con este trabajo que la regioén comin de
estas proteinas con la VP4 de YM, aminodcidos 93 al 208, participa de
manera relevante en esta funcién, muy posiblemente comprendido el
dominio de HA. Datos anteriores apoyan esta hipétesis, anticuerpos que
inhiben la HA mapeen en esta regién (27), un mutante que han perdido la
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capacidad de hemaglutinar presenta un camblo en esta region de VP4 (ver
mas adelante). :

El que las dos quimeras que hemaglutman lo hagan con titulos mas de
10 veces menores a los producidos por la proteina padre, aunque parece
claramente debido a que estas proteinas son mads inestables que la proteina
padre y por lo tanto la concentracién de proteina efectiva para hemaglutinar
se encuentra siempre disminuida, también podria explicarse si las quimeras
tuvieran unicamente parte del dominio de hemaglutinacién, esto es, que en
uno de los sitios elegidos para hacer la fusién entre las 2 VP4s, se encuentre
el dominio de HA, de modo que en la quimera éste se encuentre truncado, lo
que ocasionaria menor afinidad por el sialico y por lo tanto una baja en el
titulo de HA. También es posible que este dominio no sea lineal y se forme a
partir de la interaccidn de secuencias apartadas, que en la estructura
terciaria se encuentran préoximas. Asi, alguna o algunas de estas regiones que
participarian en la unién a sidlico, pudieran no encontrarse en las quimeras.
Algo similar ocurre con la hemaglutinina de influenza, donde, a partr de
cristalografia de la proteina acomplejada con el dcido sialico, se ha encontrado
que regiones distantes participan en este pegado (33a).

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

Estas dos regiones presentan una alta homologia (94% en la regién 1 y
85.6% en la regién 2) dentro de una region que es hipervariable, ademas que
se encuentran conservadas unicamente en cepas de origen animal y no en
cepas de origen humano. Esta observacién sugiere que estas 2 regiones
podrian estar involucradas en la unién a acido sidlico, o en mantener la
estructura adecuada para que el dominio de hemaglutinacion esté expuesto y
accesible.

Recientemente, al caracterizar mutantes de rotavirus que escapan a la
neutralizacién de la infectividad por anticuerpos monoclonales, en el grupo
de la Dra. M.K.Estes se aisldé un rotavirus mutante que no hemaglutina. Al
secuenciar el gene 4 de este mutante, se encontro cambiado el aminodcido
194 (Y a C) (34a). Este aminoacido se encuentra situado en la region 2 de la
comparacién de secuencia. En este mismo trabajo (34a) se aislaron mutantes
cuyos sitios mapean en los aminoacidos 136 (D aN), 180 (QaR)y 183 (Na
D), que no afectan la actividad hemaglutinante del mutante.

Finalmente aunque muy posiblemente la regién del aminoacido 93 al
208 participe directamente en la hemaglutinacién, no se puede descartar el
que esta regién pudiera estar involucrada de manera indirecta en este
proceso. Por ejemplo, la proteina VP4 de KU pudiera contener el dominio de
HA, pero en la estructura terciaria de esta proteina pudiera encontrarse
oculto, y la regidn 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 interaccién con sidlicos se expusiera y de esta manera le
confiriera la capacidad de hemaglutinar.

Como se mencioné anteriormente la adsorcién de las cepas de rotavirus
animales a la célula huésped presenta los mismos requerimientos que la HA:
ambos procesos son dependientes de sidlico; son inhibidos por tratamiento de
los eritrocitos o la célula con neuraminidas y son competidos por
sialoglicoproteinas como la glicoforina A. Debido a esto es muy posible que el
dominio de hemaglutinacién potencialmente identificado en este trabajo,
también participe en el proceso de adsorcién de los rotavirus animales a su
célula huésped.
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CONCLUSIONES

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

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

-La HA de la VP4 de YM expresada en baculovirus es dependiente de
residuos de acido sialico, al igual que la HA del rotavirus YM.

-Proteinas 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 construccion, puesto que en
este caso, una de las quimeras se conformé de manera anémala.

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

-Dos regiones conservadas en esta regiéon (aminoécidos 93 al 208)
podrian participar directamente o indirectamente en esta actividad (regiones
de aminoacidos 95 al 112 y 181 al 203).



BIBLIOGRAFIA

1.- Bremant,M., P.Juste-Lesage, D.Chabanne-Vautherot,
A.Charpilienne y J.Cohen. 1992. Sequences of the four longer
proteins of a porcine group C rotavirus and comparison with the
equivalent group A rotavirus proteins. Virology. 186:684-692.

2.- Burns,].W., H.B.Greenberg, R.D.Shaw y M.K.Estes. 1988. Functional
and topographical analysis of epitopes on the hemagglutinin (VP4) of the
simian rotavirus SA11. J. Virol. 62:2164-2172.

3.- Dunn,S.]., J.W.Burns, T.L.Cross, P.T.Vo, R.L.Ward, M.Brement y
H.B.Greenberg. 1994, Murine rotavirus VP4 and VP7 types. Virology.
En prensa.

4.- Espejo,R.T., S.Lépez y C.F.Arias. 1981. Structural polypeptides of
simian rotavirus SA11 and the effect of trypsin. J.Virol. 37:156-160.

5.- Estes.M.K. y J.Cohen, 1989. Rotavirus gene structure and function,
Microbiol. Rev. 53:410-449.

6.- Felgner,P.L., T.R.Gadek, M.Holm, R.Roman, H.W.Chan, M.Wenz,
J.P.Northrop, G.M.Ringold y M.Danielsen. 1987. Lipofection: A
highly efficient, lipid-mediated DNA-transfection procedure.
84:7413-7417.

7.- Fiore,L., H.B.Greenberg vy E.R. Mackow. 1991. The VP8 fragment of
VP4 is the rhesus rotavirus hemagglutinin. Virology. 181:553-563.

8.- Fuerst,T.R., E.G.Niles, F.W.Studier y B.Moss. 1986. Eukaryotic
transient-expression system based on recombinant vaccinia virus that
synthesizes bacteriophage T7 RNA polymerase. Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
83:8122-8126.

9.- Fukudome,K., O.Yoshie y T.Konno. 1989. Comparison of human,
simian and bovine rotaviruses for requirement of sialic acid in
hemagglutination and cell absorption. Virology. 172:196-205.

10.- Fukuhara,N., O.Yoshie, S.Kitaoka y T.Konno. 1988. Role of VP3 in
human rotavirus internalization after target cell attachment via VP7. J.
Virol. 62:2209-2218.

71



11.- Gruenwald,S. y J.Heitz. 1993. Baculovirus expression vector system:
procedures and methods manual. Pharmingen.

12.- Kalica,A.R., ]J.Flores y H.B.Greenberg. 1983. Identification of the
rotaviral gene thet codes for the hemagglutinin and protease-enhanced
plaque formation. Virology. 125:194-205.

13.- Kapikian,A.Z. y R.M.Chanock, in Virology. B.N.Fields, D.N.Knipe,
J.L.Melnick, R.M.Chanock, B.Roizman y R.E. Shope, Eds. (Raven Press, New
York, 1985). pp.863-906.

14.- Lentz,T,L. 1990. The recognition event between virus and host cell
receptor: a target for antiviral agents. J. Gen. Virol. 71:751-766.

15.- Liprandi,F., LRodriguez, C.Pifia, G.Larralde y M.Gorziglia. 1991.
VP4 monotype specificities among porcine rotavirus strains of the same
VP4 serotype. J. Virol. 65:1658-1661.

16.- Liu,M., N M.Matton y M.K.Estes, 1992. Rotavirus VP3 expressed in
insect cells possesses guanylyl transferase activity. Virology. 188:77-84.

17.- Lizano,M.S., S.Lépez y C.F.Arias. 1991. The amino-terminal half of
rotavirus SA11 4fm VP4 protein contains a hemagglutination domain
and primes for neutralizing antibodies to the virus. J. Virol. 65:1383-
1391.

18.- L6pez,S., L.L6pez, P.Romero, E.Méndez, X.Sober6n y C.F.Arias.
1991. Rotavirus YM gene 4: Analysis of its deduced amino acid sequence
and prediction of the secondary structure of the VP4 protein.
65:3738-3745.

19.- Mackow,E.R,, R.D.Shaw, S.M.Matsui, P.T.Vo, M.N. Dang y H.B.
Greenberg.1988. Characterization of the rhesus rotavirus VP3 gene:
location of amino acids involved in homologous and heterologous
rotavirus neutralization and identification of a putative fusion region.
Proc. Natl. Acad. Sci, USA, 85:645-649,

20.- Mackow,E.R., J.W.Barnett, H.Chan y H.B.Greenberg. 1989. The
rhesus rotavirus outer capsid protein VP4 functions as a hemagglutinin
and is antigenically conserved when expressed by a baculovirus
recombinant. J. Virol. 63:1661-1668.



20a-Mackow,E.R., M.Y.Yamanaka, M.H.Dang y H.B.Greenberg.
1990. DNA amplification-restricted transcription-translation: rapid
analysis of rhesus rotavirus neutralization sites. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA. 87:518-522.

21.- Méndez,E., C.F.Arias y S.L6pez. 1993. Binding to sialic acid is not an
essential step for the entry of animal rotaviruses to epithelial cells in
culture. J. Virol. 67:5253-5259.

22.- Nandi,P., A.Charpilienne y J.Cohen. 1992. Interaction of rotavirus
particles with liposomes. J. Virol. 66:3363-3367.

23.- Offit,P.A., G.Blavat, H.B.Greenberg y H.F.Clark, 1986. Molecular
basis of rotavirus virulence: role of gene segment 4. J. Virol. 57:46-49.

24.- Padilla-Noriega, L., R.Werner-Eckert, E.R.Mackow, M.Gorziglia,
G.Larralde, K.Taniguchi y H.B.Greenberg. 1993. Serologic analysis of

human rotavirus serctypes P1A and P2 by using monoclonal antibodies.

J. Clin. Microbiol. 31:622-628.

25.- Pizarro,J.L., A.M.Sandino, J.M.Pizarro, J.Fernandez y E. Spencer.
1991. Characterization of rotavirus guanylyltransferase activity
associated with polypeptide VP3. J. Gen. Virol. 72:325-332.

26.- Quian,Y. y K.Y.Green. 1991. Human rotavirus strain 69M has a unique
VP4 as determined by amino acid sequence analysis. Virology.
182:407-412.

27.- Ruggeri,F.M. y H.B.Greenberg. 1991. Antibodies to the trypsin
cleavage peptide VP8 neutralize rotavirus by inhibiting binding of
virions to target cells in culture. J. Virol. 65:2211-2219.

28.- Sandino,A.M., M.Jashes, G.Faundez y E. Spencer. 1986. Role of the

inner protein capsid on in vitro human rotavirus transcription. J. Virol.

60:797-802.
29.- Shaw,A.L., R.Rothnagel, D.Chen, R.F.Ramig, W.Chiu y B.V.Prasad.

1993. Three-dimensional visualization of the rotavirus hemagglutinin ,»

structure. Cell, 74:693-701.

30.- Smith,G.E., M.D.Summers y M.J.Fraser, 1983, Production of human

B-interferon in insect cells infected with a baculovirus expression vector.

Mol. Cell. Biol. 3:2156-2165.

73



31.- Summers,M.D. y G.E.Smith. 1987. A manual of methods for
baculovirus vectors and insect cell culture procedures. Texas Agricultural
Experiment Station Bulletin No. 1555.

32.- Svensson,L., H.Sheshberadaran, S.Vene, E.Norrby, M.Grandin y
G.Wadell. 1987. Serum antibody responses to individual viral
polypeptides in human rotavirus infections. J. Gen. Virol. 68:643-651.

32a-Taniguchi,K., W.L.Maloy, K.Nishikawa, K.Y.Green, Y.Hoshino,
S.Urasawa, A.Z.Kapikian, R.M.Chanock y M.Gorziglia, 1988.
Identification of cross-reactive and serotype 2-specific neutralization
epitopes on VP3 of human rotavirus. J. Virol. 62:2421-2426.

32b-Taniguchi, K., T.Urasawa y S.Urasawa. 1994, Species specificity and
interspecies relatedness in VP4 genotypes demonstrated by VP4
sequence analysis of equine, feline, and canine rotavirus strains.
Virology. 200:390-400.

33.- Valenzuela,S., J.Pizarro, A.M.Sandino, M.Vazquez, J.Fernandez,
O.Hernandez, J.Patton y E.Spencer. 1991. Photoaffinity labeling of
rotavirus VP1 with 8-azida-ATP: Identification of the viral RNA
polymerase. J. Virol. 65:3964-3967.

33a-Weis,W., J.H.Brown, S.Cusack, J.C.Paulson, J.J.Skehel yD.C.Wiley.
1988. Structure of the influenza virus haemagglutinin complexed with its
receptor, sialic acid. Nature. 333:426-431.

34.- Yolken,R.H. R.Willoughby, S.B.Wee, R.Miskuff y S.Vonderfecht.
1987. Sialic acid glycoproteins inhibit in vitro and in vivo replication of
rotaviruses. J. Clin. Invest. 79:148-154.

34a-Zhou,Y-J., J.W.Burns, Y.Morita, T.Tanaka y M.K.Estes. 1994,
Localization of rotavirus VP4 neutralization epitopes involved in
antbody-induced conformatonal changes of virus structure. J.Virol.
68:3955-3964.

35.- Molecular Cloning. A laboratory manual. J.Sambrook, E.F.Fritsch y
T.Maniatis, Eds. Second edition. 1989. Cold Spring Harbor Laboratory
Press.

36.- Current Protocols in Molecular Biology. F.M.Ausubel, R.Breset, R.Kingston,
D.D.Moore, J.G.Seidman, J.A.Smith y K.Struhl, Eds. 1989. Greene Publishing

74



	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Objetivos
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiónes
	Bibliografía



