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RESUMEN

Los rotavirus estan formados por tres capas concéntricas de proteinas
que envuelven al genoma viral y a la polimerasa VP1. La capa mas interna esta
formada por VP6. Las particulas de doble capa (DLPs) son capaces de sintetizar
mensajeros virales tanto in vivo como in vitro. Cuando a estas particulas se les
quita la proteina VP8 pierden la actividad y al afiadirla se restablece la
transcripcion. El papel de VP6 es estructural, ya que la actividad de polimerasa
esta dada por VP1. La capa de VP6 forma canales que conectan el interior de la
particula con el exterior. Se ha demostrado que el mRNA viral se transloca hacia
el exterior por estos canales, y se ha propuesto que el asa f1-p2 de VP6, que se
proyecta hacia el interior de los canales pudiera ser importante para la
transcripcion. Para analizar el papel de esta asa en la transcripcion viral,
construimos baculovirus recombinantes que expresan la proteina silvestre VP6
de los grupos de rotavirus A y C, asi como una mutante con delecién en el asa
B1-B2 y una mutante de VP6 que no trimeriza. Las proteinas producidas en este
sistema se purificaron y se evalud su capacidad para ensamblarse sobre
particulas de una sola capa y para restablecer la actividad de transcripcion. Los
resultados indican que el asa B1-p2 de VP6 que se proyecta hacia el interior de
los canales no esta involucrada en la transcripcién, y para gue haya
transcripcidn es necesaria la trimerizacion de la proteina, para que se ensamble
sobre los cores virales. Por dltimo, confirmamos que la transcripcion es
especifica de grupo, ya que la VP6 de grupo C forma DLPs morfologicamente

iguales a las silvestres, pero estas son inactivas para la transcripcion.




INTRODUCCION

Los rotavirus son reconocidos como el principal agente etiolégico de
gastroenteritis no bacteriana en nifios menores de 3 afios, causando diarrea
severa y en casos extremos la muerte. También afecta a cachorros de

diversas especies animales, de relevancia econémica para el hombre [4].

Los rotavirus estan clasificados dentro de la familia Reoviridae. La
particula viral madura estd constituida por tres capas concéntricas de
proteinas que envuelven un genoma de once segmentos de RNA de doble
cadena. El genoma codifica para seis proteinas estructurales y seis no
estructurales (Fig. 1)[3,10].

La capa externa esta formada por dos proteinas: la glicoproteina VP7
que forma la superficie lisa de la particula viral y la proteina VP4, que son 60
dimeros estructurados en forma de espiculas que se proyectan de la
superficie del virus. La proteina VP68 es la mas abundante en el virién, se
encuentra formando trimeros y constituye la capa intermedia. El core viral esta
formado por la capa mas interna de proteinas, constituida por VP2, que en su
cara interna interacciona con las porteinas VP1 y VP3, las cuales se han
identificado como la RNA polimerasa y guaniliitransferasa del virus,
respectivamente. Ademas de esta interaccion, VP2 se encuentra rodeando el

genoma del virus, el cual tiene una estructura dodecaédrica [10].

Las ofras seis proteinas (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 y NSP6) que

no forman parte de la particula madura se les conoce como proteinas no
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Fig. 1. Representacion esquematica de rotavirus. Se muestra en el extremo izquierdo un patrén electroforético

de los once segmentos de RNA dc del genoma viral y las proteinas para las que codifican. En el centro se muestra
la localizacion de las proteinas en |a estructura del virién. En el extremo derecho esta la figura tridimensional de!

virién determinada por criomicroscopia electronica.




estructurales porque participan en los procesos de replicaciéon del genoma

viral, asi como en el ensamblaje del virién.

Estructura de la particula

Estudios de criomicroscopia electrénica obtenidos a una resolucion de
22 A, han permitido modelar la estructura tridimensional de la particula viral, la
cual tiene una geometria icosaédrica con una simetria de T=13 (levo) (Fig.
2)[23, 31).

En la estructura del virus participan todos los elementos que la
conforman, empezando por el genoma de RNA de doble cadena que se
encuentra estructurado en forma dodecaédrica, alrededor de los complejos
enzimaticos de VP1-VP3, de los cuales hay 12. Tanto el genoma, como las
proteinas VP1 y VP3, interaccionan con la cara interna de la capa protéica
formada por VP2, la cual se estructura por dimeros asimétricos,
quasiequivalentes de esta proteina, con una geometria icosaédrica con
simetria T=1 [23, 31].

Las interacciones de VP2 con VP8 no son equivalentes, ya que hay 120
moléculas de VP2 y 260 unidades triméricas de VP6. Las interacciones de
VP86 con VP7, que forma la superficie lisa de la capa externa, son uno a uno, ya
que VP7 también se encuentra formando 260 unidades triméricas, por lo cual
en la particula madura las dos capas mas externas tienen una geometria
T=13 (levo) (Fig.2).

La particula tiene un sistema de 132 canales que atraviesan las tres
capas de proteinas y conectan el interior de la particula con el exterior. Hay 12
canales tipo | que estan en los ejes de simetria de 5, que son circulares vy

tienen un didmetro aproximado de 40 A; 60 canales tipo Il que se encuentran




adyacentes a los vértices en los ejes de simetria de 2, rodeando los canales
tipo {, y60 canales tipo Ill que estan en los ejes de simetria 3. Estos dos tipos
de canales son mas grandes, con un diametro aproximado de 65 A (Fig. 5). La
funcion de los canales no se conoce adn, pero es posible que participen en la
importacion de metabolitos para la transcripcion viral y para la salida de los

transcritos de RNA viral al citoplasma de la célula [22, 23, 24]

VP4 esta anclada en los canales tipo ll, interaccionando en el interior
con la proteina VP6 y en el exterior con VP7 que forma la superficie lisa de la

particula (Ver criomicroscopia electronica de la figura 1)[30).

Fig. 2. Criomicroscopia de la particula de rotavirus. En A un corte de una
particula de tres capas, en donde se pueden ver los canales que atraviesan
las tres capas de proteinas. En B un corte de una particula de doble capa en
donde se ve la estructura del core y en C el RNA de doble cadena
estructurado, tal ycomo se encuentra en la particula. [23].




Tipos de particulas

Se pueden obtener tres tipos de particulas de rotavirus con propiedades
biolégicas vy biofisicas distintas. Las particulas completas que tienen las tres
capas de proteinas (TLPs, Tnple-Layered Particles), son infecciosas Yy
corresponden a la pérticula madura, que es la Onica con capacidad de
reconocer el receptor en la membrana de la célula e infectar a la ceélula
huésped. Como la conformacién de la capa externa depende de la presencia
de iones calcio, agentes quelantes de este ion (por ejemplo: EGTA o EDTA)
desestabilizan a la capa formada por VP7, lo cual provoca que se
desensamble la capa externa de proteinas, incluyendo a VP4. Al perderse
estas proteinas se pierde la capacidad de infectar a la células, generandose
particulas de doble capa (DLPs, Double-Layered Particles) con apariencia
rugosa. Estas particulas no son capaces de ingresar a la célula, pero si
pueden iniciar el ciclo de replicacion viral, si se introducen al citoplasma
celular por transfeccion. Las DLPs tienen actividad transcripcional, que se

pierde cuando se quita VP6, la proteina que forma la capa intermedia [6, 10].

Finalmente, los cores virales se pueden obtener por remocién de la
capa de VP6, mediante el uso de agentes caotrépicos, como tiocianato de
sodio o altas concentraciones de cloruro de calcio. Los cores no son

infecciosos y son inactivos en la transcripcion (Fig. 3) [7, 33].




TLP’s (Triple capa)

VP7, /P4, VPG, VP2, VP1 yVP3
Infecciosa

Inactiva en transcripcion

EDTA VP7,VP4

DLP’s (Doble capa)

VPG, VP2, VP1 yVP3
No infecciosa
Activa en transcripcion

Cores (Capa tnica)
VP2, VP1 yVP3

No infecciosa

Inactiva en transcripcion

Fig. 3. Esquema de ios tres tipos de particulas, las proteinas que las forman y
sus propiedades.

VP6

En la particula viral la proteina VP6 se asocia como trimeros, los cuales
forman la capa intermedia del virus y es la proteina mas abundante,
constituyendo el 51% del virion [8]. Es una proteina de 397 aminoacidos (aa)
(~41 kDa) formada por dos dominios de aproximadamente igual numero de
aminoacidos cada uno. E| dominio inferior, formado por dos regiones
discontinuas de aa, esta estructurado en ocho o helices. ta primera region de
este dominio va del extremo amino-terminal al aa 150 y del aa 335 al extremo
carboxilo-terminai. El segundo dominio (superior), esta formado por la region

central de la proteina, que va del aa 151 al 334 (Fig.4) [19, 21 ,32). Este dominio
7




superior tiene una estructura de jelly-roll formada por cadenas (-sandwich.
Este tipo de topologia es muy frecuente en proteinas virales que forman parte
de la capside. El dominio inferior, que es |la base del trimero, esta en contacto
con la proteina VP2 a través de una region que contiene varios residuos de
leucina y que se encuentra muy conservada entre las diferentes cepas de
rotavirus. El dominio superior interacciona con VP7, que también se encuentra
formando trimeros, siendo la interaccién entre estos dos polipéptidos uno a
uno [19, 31].

VP6 es una proteina que puede presentar diferentes interacciones
consigo misma dependiendo de las condiciones del medio en el que se
encuentra. Cuando en un sistema de baculovirus se expresa VP6 como
proteina recombinante, se puede caracterizar su polimorfismo estructural
variando las condiciones de pH y de iones como Ca** y Zn®* . Las diferentes
maneras como se asocia VP6 cuando se varia el pH del medio indica que el
estado de protonaciéon de la proteina define sus interacciones y el tipo de
ensamblaje. Asi, a pH entre 3 y 5.5 se forman particulas esféricas que tienen
aproximadamente un diametro de 75 nm, similar al que presentan las DLPs
[16]. A pH entre 5.5 y 7 se forman unas estructuras tubulares largas y gruesas,
mientras que las estructuras tubulares que se forman a pH 7 tienen la misma
geometria, pero son mas cortas y delgadas [16]. También se sabe que
cuando se tiene una concentracion por arriba de 200 mM de Ca®* o Zn®* se ven
afectadas las interacciones intertriméricas, perdiendose las estructuras mas
complejas, quedando soélo las interacciones de los trimeros, que es la forma

en la que se puede encontrar a VP86 en la particula viral [16].

El dominio de VP6 responsable de la formacion de trimeros se ha
determinado en ensayos de trimerizacion utilizando mutantes por delecion de
la proteina. El dominio esta formado por los aa 105 al 328 [1]. Sin embargo, se
ha visto que mutaciones puntuales en los residuos 251 y 309 {17, 26), donde

se cambia una prolina por un acido aspartico, provocan que la proteina pierda
8
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(aa 151-334)
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(aa 1-150 y 335-397)

Fig. 4. A) Representacion lineal de cada dominio y secuencia primaria de la
proteina VP6. B) Localizacion de los dominios en un esquema de la estructura

monomeérica de VP6{19]
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su capacidad de trimerizar. Se cree que las prolinas de cada uno de los
mondmeros participa en la formacion de un anillo que le da estabilidad al

trimero [19].

Cuando se expresan en células de insecto las proteinas VP2 y VPG, a
partir de baculovirus recombinantes, estas dos proteinas se ensamblan para
formar particulas simitares a DLPs. Utilizando este sistema, y mutantes por
delecidén de VP6, se determind que el dominio que requiere esta proteina para
poder ensamblarse con VP2 va de! aminoacido 251 al 397, localizado en el

dominio inferior de la proteina [8].

VP6 juega un papel importante en la organizacién del virion, ya que esta
en contacto tanto con las proteinas de la capa externa, VP4 y VP7, como con
VP2, de la capa interna, actuando por lo tanto como un “adaptador fisico” en la
estructura de la particula madura [19]. Cuando VP6 estd ensamblada en la
particula, los trimeros se agrupan en pentameros y hexameros, lo cual hace
que se forme el sistema de canales que estan en registro en las tres capas
de proteinas y conectan el interior de la particula con el medio externo (Fig. 5).
La interaccién de VP6 con VP4 se da en los canales tipo H, ya que ésta Gltima
proteina se encuentra anclada al virion a través de estos canales (Ver

criomicroscopia electronica figura 1) [23, 24}
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Tipo IIT

Fig. 5. A) Ala derecha se observa una criomicroscopia electrénica de una DLP,
donde se senalan los tres tipos de canales ya la izquierda la amplificacion de
un canal tipo |, representado en color rojo el potencial electrostatico negativo y
en azul el positivo. B) Vista de los tres tipos de canales, cada color indica
interacciones distintas entre cada grupo de trimeros. A la derecha la
organizacion de la capa de VP6 en la particula. La linea negra sefala una cara
del icosaédro. Ala izquierda una amplificacion de cada canal donde se puede

ver al centro de los canales el asa $1-$2 {19].
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Transcripcion viral

Existe evidencia de que VP6 tiene un papel importante en la maquinaria
de transcripcion viral y que éste es un papel estructural mas que funcional, ya

que la actividad de polimerasa la tiene la proteina VP1 [2, 5, 18).

Las particulas completas con tres capas de proteinas (virus maduros), no
tienen actividad de transcripcion, pero cuando el virus entra a la célula pierde la
capa externa formada por VP4 y VP7, y se activa la transcripcion viral. De igual
manera, in vitro la particula completa no muestra actividad de transcripcion,

mientras que las DLPs si son capaces de sintetizar mensajeros virales [6, 15].

Se ha visto también que si a los cores virales, que no tienen actividad de
transcripcion, se les agrega la proteina VP6 expresada en un sistema de
baculovirus, se recupera la actividad transcripcional. La proteina VP6 de los
rotavirus del grupo C tiene una identidad con la proteina VP6 del grupo A del
40%. Sin embargo, la proteina VP6 de grupo C expresada en baculovirus se une
en forma de trimeros a los cores del grupo A, y la morfologia de las particulas es
la misma que las de las silvestres de grupo A. Estas particulas hibridas (VP2 del
grupo A con VP6 de grupo C) no muestran actividad de transcripcion [11, 29].

En DLPs transcripcionalmente activas, se observd por criomicroscopia
electronica que el RNA mensajero que se genera en el interior de la particula se
transloca hacia el exterior por los canales tipo | (Fig. 6), los cuales se encuentran
en los doce vertices, coincidentes con los ejes de simetria de 5, donde también
se ha visto que se localizan ios complejos de VP1 y VP3 en el interior de los
viriones [22, 24]. Se sabe que la translocacion de la cadena naciente del RNA
mensajero es critica para que la elongacion y ia terminacién de la transcripcion
sean eficientes. Se ha visto que algunos anticuerpos monoclonales dirigidos
contra VP6, como RV238, 2A11 y E9 [12,28], inhiben la transcripcion del virus y
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Medio extraceluar
Citoplasma

Fig. 6. Representacion esquematica de la activacién de la transcripcion, utilizando imagenes de criomicroscopia
electronica. Primero se tiene una TLP que cuando entra a la célula pierds las proteinas de la capa externa, quedando las

DLP's y activandose la transcripcién del virus.




por criomicroscopia se ha determinado que estos anticuerpos reducen el
diametro de los canales tipo |, por los que se transloca el RNA naciente, con la

consecuente inhibicion de la transcripcion viral [14, 29).

El interior de los canales formados por VP& tiene un potencial
electrostatico negativo, que se cree es importante para la translocacion de los
mensajeros hacia el exterior de la particula [19]. Hacia el interior de los canales
de VP6 se proyecta una asa (asa B1-B2), la cual esta flanqueada por dos
estructuras B (Fig. 4)cuya secuencia de aminoacidos esta altamente conservada
entre diferentes cepas de rotavirus, incluso pertenecientes a diferentes grupos (A

y C). Esta asa es la responable del potencial negativo de los canales [19].

Con la hipétesis de que el asa B1-B2 le confiere el potencial
electronegativo a los canales, y que este potencial es necesario para la salida de
los mensajeros, en un trabajo anterior se expresaron en el sistema de baculovirus
en células de insecto, proteinas VP6 con mutaciones puntuales que sustituian los
aminoacidos que contribuyen al potencial negativo del asa. Estas proteinas
recombinantes se ensamblaron en cores virales, para evaluar si estas
mutaciones afectaban la actividad de transcripcion in vitro de las DLPs
reconstituidas. Sin embargo, |a actividad de transcripcién de estas particutas no
se vio afectada con respecto a lo obtenido con la proteina VP6 silvestre (C. Arias

resultados no publicados).

Estos resultados llevaron a la hipotesis de que seria necesaria el asa
completa para una actividad transcripcional eficiente de la particula viral. Para
probar esta hipotesis en este trabajo se expresé en un sistema de baculovirus
una proteina VP6 a la cual se le habia deletado el asa 31-p2 (Fig. 4 y 5, los aa 44
al 61). Esta proteina se ensamblé en cores y se probd la actividad de

transcripcion in vitro de las particulas reconstituidas.
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Por otro lado, se sabe que la proteina VP6 forma trimeros, y que
mutaciones puntuales en las posiciones 251 y 309 [17, 26], en donde se cambia
una prolina por acido aspartico, provocan que la proteina pierda su capacidad de
trimerizar. Para determinar si la trimerizacién esta relacionada con el ensamblaje
y con la transcripcion del virus, se expresé en baculovirus una proteina VP6
mutante que ya no trimeriza y se evalud su capacidad para ensamblarse en cores

y reconstituir la actividad transcripcional de la particula viral.
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OBJETIVO

General

Determinar los dominios estructurales de VP86 relevantes para la actividad

de transcripcion viral.

Especificos

1. Expresar en un sistema de baculovirus en células de insecto, mutantes

de la proteina VP6 que tengan el asa B1-p2 truncada y/o que sean incapaces de

trimerizar.

2. Ensamblar sobre cores virales las proteinas mutantes sintetizadas, para

reconstituir particulas de doble capa.
3. Medir la actividad de transcripcion in vitro de las particulas

reconstituidas con las proteinas mutantes, para determinar el efecto de las

mutaciones sobre la actividad de la transcripcion viral.

16




MATERIALES Y METODOS

Mutagénesis dirigida del gen de VP6

El gen de VP6 que se usd en el presente trabajo es derivado de la cepa
RF de rotavirus bovino, clonado por el grupo del Dr. Jean Cohen (11). Para hacer
la mutagénesis dirigida el gen 6 de RF, presente en el plasmido pGEM-3Z, éste
se subclono en el plasmido pFastBac, que se utiliza en el sistema de expresion

de baculovirus para proteinas recombinantes (ver adelante).

Una vez que se tenia el gen 6 en el vector pFastBac, se empied el método
de mutagénesis sitio dirigidas por PCR (Reaccién en Cadena de Polimerasa) de
“‘quick change” (Stratagene), en el cual se utiliza la DNA polimerasa Pfu, que
polimeriza con alta fidelidad. En este método se utilizan entre 5y 10 ng de DNA
superenrollado de doble cadena, 125 ng de cada uno de dos oligonucleétidos
que sean complementarios entre si, con una longitud de 25 a 45 bases y que
contengan la delecion o la mutacion deseada, 5 pl de buffer (10X), 1 ul de mezcla
de dinucleétidos 5 mM (dNTP's, Boheringer) y agua destilada para una reaccion
de un volumen final de 50 pl, 1p! de polimerasa Pfu (2.5 U/ul) y 30ul de aceite
mineral. La DNA polimerasa extiende los oligos, generando un plasmido mutante

de doble cadena que contiene dos nicks o rupturas.

Las mutaciones realizadas sobre el gen 6 fueron: 1) una delecién del asa

B1-B2, donde se quitan los aa 44 al 61 y se intoducen dos glicinas para conectar
las hélices b y ac (Fig. 4); 2) una mutacion puntual en donde se sustituye una

prolina por un acido aspartico en la posicion 309.
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Oligos para la delecion VP6/44-61: (39bases)

»Oligo 5 > 3
GATAATTACTATGAATGGAGGAGATTTTGGATTACTTGG
»Oligo 3’ > &'
CCAAGTAATCCAAAATCTCCTCCATTCATAGTAATTATC

Oligos para la mutacion VP6/P309D:(45 bases)

»Oligo 5 >3
GGTAGCGGCGTTATTTGACAACGCTCAGCCATTTGAACATCACGC
»Oligo 3' > 5’
GCGTGATGTTCAAATGGCTGAGCGTTGTCAAATAACGCCGCTACC

Ciclos Temperatura Tiempo
1 95°C 30 segundos
12-18 g5°C 30 segundos
55°C 1 minuto
68°C 12 minutos

Después de que se obtiene el producto de PCR se hace una digestion con
la enzima Dpnl que corta especificamente DNA metilado, por lo que se digiere
unicamente el DNA silvestre que no tiene la mutacion, el cual se encuentra
metilado. Se agregé a la mezcla de PCR 1 pl de la enzima Dpn/ (10 U/ul) y se
incuba por 1 hora a 37°C. Posteriormente se transformoé el plasmido en células
supercompetentes Epicurian Coli XL1-blue que reparan la ruptura del DNA
mutante. Se hizo una mezcla de 1ul de DNA tratado con Dpnl/y 50 ul de células
supercompetentes, se incubaron 30 segundos en hielo y después de dar un pulso
de 45 segundos a 42°C, se incubaron otros 2 minutos en hielo, se incubé la
mezcla con 500 pl de medio SOC (medio Luria, glucosa 2 My MgCl; 2 M) 1 hora

a 37°C y finalmente se plaquearon diferentes diluciones de la mezcla en cajas de
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agar con ampicilina, que es la resistencia que tiene el plasmido, para asi poder

seleccionar las colonias que contienen el plasmido con la mutacion.

Para verificar que el gen tenga la mutaciéon deseada se utilizaron enzimas
de restriccién que generan patrones de migracion diferenciales de los fragmentos
del DNA mutante con los del silvestre. Para el caso de la mutante VP6/P309D, se
quitd un sitio para la enzima Fspl/ y se introdujo un sitio que no esta presente en
el silvestre para la enzima Bipl, por lo que estas enzimas permiten diferenciar el
plasmido silvestre del mutante. Para la delecion 44-61 se utilizé la enzima Tag/,
que corta ambos plasmidos, pero permite diferenciar un fragmento de restriccion,

gque en el silvestre es de 177 bases y en la delecion de 127.

Generacién de bacmidos recombinantes

Una vez que se corrobord que las construcciones tenian las mutaciones
correctas, se generaron los baculovirus recombinantes utilizando el sistema de
“Bac-to-bac” (Gibco). En este sistema se parte de un plasmido donador, el
pFastBac, que contiene los genes mutantes clonados entre dos sitios de
transposicion y bajo el control del gen de la poliedrina. Las células en las que se
transforma el plasmido son E.coli DH10Bac que tienen un bacmido (el genoma
completo de baculovirus, mantenido como plasmido en la bacteria) con el gene
de resistencia a kanamicina, el gene de /acZ y sitios blanco para transposicion.
Los bacmidos recombinantes se obtienen por transposicion del gen de VP6 con
el promotor de poliedrina, al bacmido, lo que provoca la interrupcion del gen /acZ.
Esto permite que los bacmidos recombinantes se seleccionen por pérdida de la
actividad de [B-galactosidasa utilizando su sustrato cromogénico, X-gal. Las
bacterias que contienen el bacmido silvestre producen colonias azules, mientras

que aquellas que contienen el bacmido recombinante generan colonias blancas.
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Para lograr lo anterior se mezcld 1 ng de plasmido donador recombinante
con 100 pl de células DH10Bac y se incuba 30 minutos en hielo. Posteriormente
se les da un choque térmico a 42°C por 45 segundos, se adicionan 900 pul de
medic SOC y se incuba 4 horas con agitacion a 37°C. Finalmente, las bacterias
transformadas se platean en cajas de agar con medio Luria conteniendo 50 pg/ul
de kanamicina, 7ug/ul gentamicina, 10 pg/ul tetraciclina, 100 pg/ul X-gal y 40
ug/ul de IPTG. Se incuban las cajas por 24-48 horas a 37°C. Se hace una
seleccion de 5 a 10 colonias positivas (blancas) y una negativa (azul) y se verifica
el fenotipo replateandolas en cajas de Luria iguales a las ya descritas. De alli se
purifica el DNA del bacmido recombinante, el cual se va a utilizar para hacer la

transfeccidon en las células de insecto.

Generacion de baculovirus recombinantes

La transfeccién del bacmido a las células de insecto Sf9 (de
Spodoptera frugiperda) se hace por lipofeccion, utilizando celfectina (Gibco)
como lipido catiénico. Se hacen dos mezclas en tubos de polietileno: en una, se
mezclan entre 1y 2 ug del bacmido recombinante con 100 ul de medio de cultivo
SF900Il (Gibco); en la otra mezcla, se tienen 7 ul de celfectina con 100 pl de
medio SF900ll. La mezcla de celfectina se afade lentamente a la mezcla del
bacmido y se incuba 15 minutos a temperatura ambiente. Pasado este tiempo se
agregan 800 ul mas de medio. Esta mezcla de transfeccion se agrega a células
Sf9 (6X10° células/pozo de una caja de 6 pozos) previamente adsorbidas por 1 h
a 27°C y lavadas con medio SF900II, y las células se incuban por 5 horas a 27°C.
Despues se retira la mezcla de transfeccion de las células, se agregan 2 ml de
medio y las células se incuban a 27°C por 72 horas. Pasado este tiempo se
cosecha el sobrenadante (que contiene el virus recombinante) y a las células se
les hace un ensayo de inmunotincién utilizando un anticuerpo policlonal contra
rotavirus, para corroborar que se esta expresando la proteina VP6 en las células

de insecto.
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En los ensayos de inmunotincion, se fijaron las células con formaldehido al
3.7% por 15 minutos, después se agrego Triton X-100 al 5% por 10 minutos,

posteriormente se agrega el anticuerpo policlona! antirotavirus (otYM, 1:2000) y

se incubd 1 hora. Finalmente, se pone proteina A peroxidasa (Amersham) diluida
1:2500 también por 1 hora y después se revela con carbazole (3 ml de carbazole
{0.8 g/200 ml de dimetilformamida), 9 ml de buffer de acetatos 0.5 My 20 pl de
H20,). Todas las incubaciones se hacen a 37°C y las diluciones al igual que los
lavados entre cada incubacioén se hacen con PBS [NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM,
Na;HPO4e7H,0 4.3 mM y KH2PO4 1.4 mM]

E! baculovirus recombinante presente en el sobrenadante de la
transfecciéon se amplifica a través de varios pases en las células de insecto, con
el fin de aumentar el titulo viral, y asi tener una mayor concentracion de virus que
se pueda utilizar para una buena produccién de proteina recombinante. Después
de cada pase de amplificacion de los lisados virales, se hace un ensayo de
inmunotincién con el anticuerpo policlonal oYM para la eficiencia de infeccion, lo
cual se refleja en una mayor cantidad de celulas infectadas depués de cada
pase. Cuando se tiene el virus con el que se va a producir la proteina
recombinante, se extrae DNA del baculovirus y se hace un PCR con
oligonucleotidos que nos permitan amplificar unicamente el gen de VP6. Una vez
amplificado el gen de VP6 de cada uno de los cuatro bacmidos (VP6&/wtA,
VP6/44-61, VP6/P309D y VP6/wtC), se hicieron ensayos con las enzimas de
restriccidn con las que se caracterizaron los fenotipos tanto del DNA silvestre
como del mutante para confirmar que no se ha perdido la mutacion o la delecion
que se introdujo al gene de VP6. Una vez caracterizado, se utiliza ese lisado viral

en una infeccion para producir cada una de las proteinas recombinantes.
Oligos que se utilizaron para amplificar el gene de VP6 del bacmido: (para grupo

A)
»Oligo 5" > 3' ATGGATGTCCTGTACTCC
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»Oligo 3' > 5 GTAGTCGCTCCGTCAGC
(para grupo C)

»Oligo 5’ > 3 ATGTGCTTTTTTCCATTGCG
»Oligo 5 > 3 CCTCCTCCTGGGGATCAT

Para todos los casos se hizo el mismo ciclo de temperaturas y tiempos

Ciclos Temperatura Tiempo
30 94° 1 minuto
55° 2 minutos
72° 3 minutos
1 72° 7 minutos

Enriquecimiento de las proteinas recombinantes producidas por el sistema

de baculovirus

Las proteinas que se purificaron fueron VP6/wtA, VP6/44-61, VP6/P309D
y VP6/wtC. Cuando se sintetizan en las células de insecto, estas proteinas
permanecen asociadas a las células, i.e.,no son excretadas al medio extracelular
[11, 25].

Después de infectar las células Sf9 con los baculovirus recombinantes y
de incubar por 3 dias a 27°C, se cosecharon las células del medioc de cultivo
centrifugando por 5 minutos a 1000 rpm. Se desecho el sobrenadante, y el boton
celular se resuspende en 1 ml de medio SF900Il, después se afade
triclorofluorometano para extraer los lipidos de la membrana celular, dejando la
proteina en el medio acuoso. La mezcia se agita por 2 minutos y se centrifuga
por 5 minutos a 14000 rpm en una microcentrifuga Eppendorf. Se guarda la fase

acuosa que es donde se encuentra la proteina VP6.
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Como la proteina VP8 tiene la propiedad de formar estructuras poliméricas
de alto peso molecular, estas pueden colectarse por centrifugacion [25]. La fase
acuosa de la extraccién se separa en cuatro alicuotas de 500 pl cada una y se
centrifugan 15 minutos a 35000 rpm a 4°C, en una ultracentrifuga Beckman,
utilizando el rotor TL100.2. El botéon en el fondo del tubo, constituido
principalmente por VP86, se lava una vez con agua y se vuelve a centrifugar en
las mismas condiciones. Finalmente, se retira el sobrenadente de los tubos y las
proteinas se mantienen a -70°C. La alicuota con la que se va a trabajar se

resuspende en 50 pl de agua.

Una vez que se tiene la proteina enriquecida, ésta se corre en un gel de
acrilamida al 10%, el cual se tifie con el colorante azul de Coomassie, para
verificar el tamafio y la pureza de tas proteinas VP6. Se hace al mismo tiempo un
Western blot con las mismas muestras, utilizando el suero policlonal antirotavirus
oYM (1:2000), revelando el complejo antigeno-anticuerpo con proteina A

peroxidasa y carbazole como sustrato (ver arriba).

También se hizo un ensayo de dot blot, en donde se pusieron 5 ul de
proteina sobre una membrana de nitrocelulosa, se dejo secar la membrana con
las muestras y depués se bloqueé con BSA (albumina de suero bovino, Gibco) en
PBS al 4%. La membrana se incubé 1 hora a temperatura ambiente con el
anticuerpo policlonal aYM (1:2000) en PBS, o con el anticuerpo monoclonal 255,
gue reconoce trimeros de la proteina VP6. Finalmente se incubd 1 hora con

proteina A peroxidasa diluida 1:2500 y se revelé con carbazole.
Ensayos de trimerizacion de las proteinas

Para saber si las proteinas recombinantes mantienen su capacidad para
trimerizar, se determind la presencia de trimeros para cada proteina traducida in

vifro, por electroforésis en gel de poliacrilamida.
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A partir de las construcciones en pFastBac, se escindieron los genes de
VP6/MWLA, VP6/44-61 y VP6/P309D con EcoR1 y se clonaron en el vector pGEM-
3Z. Este vector tiene promotores para las RNA polimerasas de los fagos T7 y
SP6, lo cual permite sintetizar RNA mensajeros que pueden ser traducidos in
vitro. Después de que se clonaron en el vector pGEM-3Z, se verificaron las

mutaciones de los genes con enzimas de restriccion.

Para los ensayos de transcripcion y traduccion in vitro se utilizd un sistema
acoplado (TnT quick couple sytem, Promega). En este sistema se mezclan 0.5
ng/ul de plasmido (pGEM con cada uno de los genes mutantes), 20 ul de TnT
master mix y 2ul de **S-metionina (10 mCi/ml, NeN) y se incuban de 60 a 90
minutos a 30°C, tiempo durante el cual el gen se transcribe y el mRNA

sintetizado se traduce, produciendo ia proteina deseada.

Para determinar si las proteinas trimerizan, cada una de las proteinas se
incubaron con buffer de muestra (50 mM tris pH 6.8, 2% SDS, 0.1% azul de
bromofeno! y 10% de glicerol) por 30 minutos a 37°C o por 3 minutos a 100°C,
para detectar los trimeros y los mondmeros respectivamente [17]. Los productos
se analizaron en un gel de acrilamida al 10%. Después de que se corre el gel a
una corriente constante de 12 mA, se fija con metanol y acido acético al 10% por
90 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se lava tres veces con agua
y se incuba 15 minutos con acido salicilico 1M. El gel se seca 20 minutos a 80°C
y se deja exponiendo sobre una placa fotografica (Kodak Scientific Imaging Film,
X-Omat).

Las proteinas sintetizadas también se analizaron en gel depués de haber
sido inmunoprecipitadas con el anticuerpo monoclonal 255, que reconoce a VP8.
Para esto, los productos de la traduccion se incubaron 1 hora a temperatura
ambiente con el anticuerpo 255 diluido 1:2000 en buffer RIPA (Tris 50mM pH 8.0,
Triton X-100 1%, SDS 0.1%, desoxicolato de sodio 1% y NaCl 150 mM). La

mezcla se centrifugo 3 minutos a 14000 rpm y el sobrenadante se paso a un tubo
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nuevo. A esta mezcla se le agregaron 25 ul de proteina A sefarosa al 50 % en
PBS y se incubo 1 hora a temperatura ambiente con agitacion. Después de la
incubacion se lava 2 veces con 1mg/ml de BSA en RIPA, y una tercera vez con
RIPA solo, centrifugando entre cada lavado 2 minutos a 6000 rpm. Finalmente, el
sedimento se resuspende en 20 pl de buffer de muestra (ver arriba). De los 20 pl,
10 se incuban 30 minutos a 37°C y los otros 10 se incuban 3 minutos a 100°C,

para determinar la presencia de trimeros, como se describidé anteriormente.

Obtencion de DLPs y de cores

Para la obtencidén de DLPs y posteriormente de cores, se necesita generar
un lisado de la cepa con la que se va a trabajar, que en este caso es la cepa RF,
infectar células y purificar el virus por gradiente de CsCl. Para esto, se utilizan
células MA104 (células epiteliales de riidn de mono), que crecen en Medio
Minimo Esencial de Eagle (MEM, Gibco) suplementado con 10% de suero fetal
bovino (FBS, Gibco), a una temperatura de 37°C en atmdsfera himeda con 5%
de COx. El virus se incuba con tripsina 10 pg/mi durante 30 minutos, después se
adsorbe por 1 hora a 37°C sobre una monocapa de MA104. Pasado este tiempo
se adiciona medio MEM sin suero y se incuban ias células en las mismas
condiciones en las que crecen, hasta ver un efecto citopatico. Para purificar las
particulas virales, las células se congelan y descongelan, después se centrifugan
a 25000 rpm por 1 hora a 4°C en una centrifuga Beckman con el rotor SW28. El
botén formado por las células se resuspende en buffer TNC (10 mM tris pH 7.5,
140 mM NaCl y 10 mM CaCly), y se afiade tricloroflucrometano para extraer los
lipidos de la membrana celular, dejando las particulas virales en el medio acuoso,
el cual se centrifuga 5 minutos a 6000 rpm en una centrifuga Eppendorf. La

extraccion se repite 4 veces.
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El medio acuoso, el cual contiene el virus, se le agrega CsCl hasta tener
una densidad de 1.36 g/ml y se centrifuga 18 horas a 36000 rpm en centrifuga

Beckman con el rotor SW28.

En el gradiente se separan dos poblaciones de virus con diferente
densidad, correspondiene a las particulas completas (TLPs) y las particulas de

doble capa (DLPs). Se colectan ambas fracciones.

A partir de las DLPs se generan los cores, que posteriormente se van a
reconstituir con las proteinas VP6 recombinantes expresadas en el sistema de
baculovirus. Para remover el CsCl de las DLPs se utilizé una resina Sefadex G-
25 (Sigma). Se pone la resina, previamente hidratada, en una columna, se lavé la
resina dos veces con agua y depués se pasaron las DLPs por esta columna,

centrifugando la columna a 1000 rpm 20 segundos.

Los cores virales se obtienen cuando se remueve la VP6 de las DLPs,
utilizando agentes caotrépicos [11]. En este caso se utilizé calcio en alta
concentracion para la generacién de los cores virales. Las DLPs se incuban con
CaCl; 1.5 M y con Tris 25 mM pH 8.0 por 10 minutos a temperatura ambiente. La
proteina VP& que se desprende de ia particula y queda en solucion, no es capaz
de formar las estructuras poliméricas de alto peso molecular (previamente
descritos) en presencia de esta concentracién de calcio [16). Por lo tanto, los
cores se separan por ultracentrifugacion a 40000 rpm por 10 minutos a 4°C, en
una centrifuga Beckman con el rotor TL100.2. Depués de centrifugar se retira el
sobrenadante, que contiene la VP6, y los cores que forman un botén en el fondo
del tubo se lavan con agua para quitar cualquier residuo de calcio y se vuelve a
centrifugar en las mismas condiciones. Finalmente, el botén de cores se

resupende en agua [11, 29].

Para confirmar la generacion de los cores, semonitorea la pérdida de VP6

en geles de acrilamida al 10%. lgualmente, las particulas integras, ya sean cores,
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DLPs o TLPs, se analizan en geles de agarosa, en los cuales se puede ver una
diferencia en la migracién de estas particulas de acuerdo a su tamafio y carga.
Los geles son de agarosa al 0.6% en MOPS (acido 3-[N-
morpholino]propansulfénico) 10mM a pH 7.1, los cuales se corren por 2 horas a
80 V y se tifien con bromuro de etidio para detectar dsRNA del virus contenido en

el interior de las particulas [13].

Reconstitucion de DLPs con las proteinas recombinantes

Para la reconstitucion de las DLPs con las proteinas recombinantes, se
mezclan los cores con la proteina en presencia de EGTA 10 mM y se incuban por
30 minutos a temperatura ambiente. La reconstituciéon se llevdé a cabo con

diferentes cantidades de cada una de las proteinas, de acuerdo al siguiente

esquema:
CORES(p) VP6(ul) EGTA(H) H20(ul) Total
5(~2ng) 1(~Tng) 1 8 15
5 2.5 1 6.5 15
5 5 1 4 15
5 7.5 1 15 15
5 10 1 - 15

Del total de 15 pl de cada una de estas mezclas se tomaron 5 p! para
hacer geles de agarosa, para comparar la migracién de las particulas
reconstituidas, con la migracién de las DLPs silvestres y los cores, y asi saber si
las proteinas recombinantes se estan ensamblando en los cores o no. Con los 10
ul restantes se hace el ensayo de transcripcion in vitro.
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Ensayos de transcripcion in vitro

Los ensayos de transcripcion in vitro con las particulas reconstituidas con
las proteinas recombinantes se llevaron a cabo en una mezcla de reaccion que
contiene Tris 100 mM pH 7.7, ATP, GTP y CTP 50 mM, UTP 1 mM (Amersham-
Pharmacia), MgCl; 15 mM, DTT 1.4 mM, RNasin 40 U/ul (Promega), SH-UTP
1uCifut (NEN) y 10 pl de DLPs reconstituidas. De esta mezcla, en un volumen
final de 50 pl, se toman 10 ul y se dejan a 4°C, como el tiempo cero de la
reaccion de transcripcién. Los 40 pl restantes se incuban a 40°Cpor 1 hora.
Como controles positivo y negativo se usaron DLPs silvestres y cores,

respectivamente [11, 29].

Para la cuantificacion de la actividad transcripcional de las particulas, se
colocaron 10 pl de reaccion sobre papel filtro de fibra de vidrio (125 mm GF/C
Whatman), se deja hasta que se seque la muestra y se incuba 5 minutos a 4°C
con acido tricloroacético (TCA) al 5% para precipitar los transcritos sintetizados.
Después se hacen dos lavados a temperatura ambiente con TCA al 5% para
quitar el *H-UTP que no se incorporo, y finalmente se incuban los filtros 10
minutos en etanol al 95% y se dejan secar. El papel filtro se pone en un vial que
contiene 3 ml de liquido de centelleo (EcoLite, ICN) y se detecta la radioactividad
incorporada en un contador de centelleo (Beckman) de los rayos J.
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RESULTADOS

Mutagénesis dirigida del gen de VP6 y generacion de los baculovirus

recombinantes.

Para llevar a cabo la mutagénesis dirigida, el gen que codifica para la
proteina VP8 completa del rotavirus RF se clond en el vector pFastBac, el cual
se utilizé para expresar las proteinas VP6 recombinantes en el sistema de
baculovirus. Utilizando el método de quick change (Stratagene), se generaron
dos proteinas mutantes. La primera VP8/P309D, tiene una mutacién puntual,
en la cual se sustituyd la prolina en la posicion 308 por acido aspartico. La
segunda mutante, VP6/44-61, contiene una delecion del asa B1-B2, que va de
los aminoacidos 44 al 61. Se confiimé la presencia de las mutaciones
digiriendo los plasmidos con enzimas de restriccion. Para la mutante
VP8/P309D, la mutacion hizo que se perdiera el sitio de corte para la enzima
Fspl, que sigue estando presente en la silvestre. En el caso de la mutante
VP6/44-61, la delecién provoca que un fragmento de 177 pb generado con la

enzima Tagqgl! reduzca su tamano a 127 pb (Fig. 8).

La insercién de los genes mutantes de VP66 en el genoma de
baculovirus se hace por transposicion en bacteria. Los plasmidos pFastBac-
VP6 generados contienen el gen de VP6 bajo el promotor de poliedrina,
flanqueado por secuencias de transposicion. Estos plasmidos se utilizaron
para transformar la cepa E.coli DH10Bac, la cual contiene el bacmido, esto es,
el genoma completo de baculovirus, el cual se mantiene en la bacteria como
plasmido. Dentro de la bacteria transformada se da la transposiciéon del gen 6
de rotavirus al genoma del baculovirus, interrumpiéndose durante este proceso

el gen de la B-galactosidasa presente en el virus. Esto permite la seleccién de
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las bacterias donde ocurrid la transposiciéon, las cuales portan virus

recombinante.
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Fig. 8. Caracterizacion de las mutantes en pFastBac, con enzimas de
restriccion. A) gel de poliacrilamida al 12% teflido con bromuro de etidio, en
donde se digirieron los dos plasmidos con Tagql, 1) pFastBac/VP6/44-61, 2)
pFastBac/VP6/MmtA. B) gel de agarosa tefiido también con bromuro de etidio: 1)
pFastBac/VP6/wtA digerido con Fspl, 2) pFastBac/\/P6/P309D digerido con Fspl.

A partir de esta bacteria se extrae el bacmido, el cual se usa para
transfectar células de insecto. Después de la transfeccion se verificd |a
expresion de la proteina VP6 recombinante a través de un ensayo de

inmunotincion, utilizando un anticuerpo policlonal contra rotavirus (Fig. 9).

Finalmente, el baculovirus recombinante presente en el sobrenadante
de la transfeccion se amplificé a través de varios pases en las células de

insecto.

Los baculovirus que expresan las proteinas VP6 silvestres de los grupos

Ay C, se obtuvieron del laboratorio del Dr. Jean Cohen (INRA, Francia).
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Fig. 9. Células de insecto, infectas con los diferentes baculovirus
recombinantes, tefiidas con el anticuerpo policlonal contra rotavirus, oYM
(1:2000). A)VPEWIA, B)VP644-61, C)VP6309D, D)VPewtC, E)VP7 como control
positivo y F) células no infectadas.

Para confirmar que los baculovirus recombinantes expresaran las
proteinas VP6 con la mutaciones indicadas, se extrajo DNA de cada uno de los
virus y el gen de VP6 se ampilificé por PCR. Los productos de PCR se
caracterizaron por digestiéon con enzimas de restriccién, de manera similar a

como se habian caracterizado los plasmidos pFastBac originales.

El producto de la mutante 44-61 se digirid con la enzima Tagl! y los
fragmentos obtenidos se compararon con los del silvestre, encontrandose una
diferencia de 50 nt en uno de los fragmentos, debido a la delecion que tiene el
gen del mutante (Fig. 10A). Para el producto de la mutante P309D (1112 pb) se
utilizé la enzima Fsp/, cuyo sitio de corte se perdid con la mutacidn, pero que en
la silvestre sigue presente, generando un fragmento de 926 nt (Fig. 10B). Para
ver la diferencia entre los genes de los grupos Ay C se utilizé la enzima Pstl,
que reconoce un sitio en el gen de grupo Ay no en el gen de grupo C,
obteniéndose fragmentos de 979 y 1310 pb, respectivamente (Fig. 10B). Los

resultados corroboran la identidad de los baculovirus que expresan tanto las
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proteinas VP6 silvestre de los grupos Ay C, como la de las VP6 mutantes

VP6/P3080 y VP6/44-61.
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Fig. 10. Se extrajo el DNA de los cuatro baculovirus recombinantes y se
amplificé el gen de VP6 de cada uno. Posteriormente se hicieron digestiones
con diferentes enzimas para confirmar los fenotipos de cada uno. En A, un gel
de acrilamida al 12% tefiido con bromuro de etidio, donde los productos
amplificados de wtA y 44-61 se digirieron con la enzima Tagl. 1)marcador de
peso molecular X174 digerido con Haelll, 2wtA, 3)44-61. En B, un gel de
agarosa 0.8% tefido con bromuro de etidio. Marcadores de peso molecular 1}
AHindlll v 4) X174, 2)wtA digerido con Pstl, 3)wtC digerido con Pstl, S)wtA
digerido con Fsp/ y 6)P308D digerido con Fspl.

Enriquecimiento de las proteinas recombinantes

Para producir la proteina que seria empleada en la reconstitucion de
DLPs, se infectaron células Sf9 con cada uno de los baculovirus
recombinantes. Tres dias depués de haber sido infectadas, las celulas se

cosecharon y se resupendieron en 1mi de medio.

La proteina VPG se liber6 de las células, extrayendo la suspension

celular con triclorofluorometano, el cual solubiliza las membranas. La VPG,
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presente en la fase acuosa, se enriquecié por ultracentrifugacion,
aprovechando la propiedad de esta proteina de formar estructuras tipo tubulos

de alto peso molecular.

VP6 —»

Fig. 11. Gel de acrilamida al 10% tefiido con azul de Coomassie de las
proteinas expresadas en baculovirus enriquecidas. 1)DLPs, 2)VP6MA,
3)VPEWtC, 4)VP6/44-61, 5)VP6/P308D y 8)marcador de peso molecular.

El grado de enriquecimiento y el peso molecular (~42 kDa) de las
proteinas obtenidas se analizé por electroforésis en un gel de poliacrilamida al
10% vy tincion con azul de Coomassie (Fig. 11). Para verificar la identidad de las
proteinas se hicieron ensayos de westem blot con el anticuerpo policlonal
antirotavirus (aYM). A pesar de que este anticuerpo reconocié a las proteinas
en los ensayos de inmunotincién de las células Sf9 infectadas, en el
inmuncblot sbélo reconoce la proteina silvestre de grupo A (Fig. 12A). En un
ensayo de dof blot con el anticuerpo monoclonal 255, que reconoce VP6, se
pudieron detectar, con diferente intensidad, tanto la proteina VP6 silvestre del
grupo A como las mutantes VP6/44-61 y VP6/P309D (Fig. 12B). La tnica
proteina que no se reconoce con estos anticuerpos es la proteina silvestre de

grupo C, de acuerdo a lo esperado, ya que las proteinas de los grupos A y C no
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cruzan antigénicamente. Igualmente, no dié reaccion la proteina VP7 expresada

en baculovirus, la cual se utilizé como control negativo.

Fig. 12. En A un westemn blot revelado con el anticuerpo policlonal oYM
(1:2000), 1)DLP’'s, 2)VP6/tA, 3)VP6/44-61, 4)VP6/P309D, 5)VP6MmtC. En B, un
dot blot revelado con el anticuerpo monoclonal 255 (1:2500), 1)DLP’s,
2)VP6/44-61, 3)VPEMIC, 4)VP7, 5)VPEMIA y 6)VP6/P309D.

Andlisis de la capacidad de formar trimeros de las proteinas VP6

recombinantes

Para determinar si las proteinas mutantes son capaces de trimerizar.
Los genes silvestres y mutantes de VP8, clonados en el vector pGEM3Z, bajo el
promotor de la RNA polimerasa del fago T7, se utilizaron para programar un
sistema acoplado de transcripcion-traduccién in vitro. Las proteinas
sintetizadas se inmunoprecipitaron con el anticuerpo monoclonal 255, el cual
reconoce las formas mondmerica y trimerica de la proteina VP6. Las proteinas
inmunoprecipitadas se resuspendieron en buffer de muestra y se incubaron 30
min a 37°C o 3 min a 100°C. La incubacién a 37°C preserva los trimeros,

mientras que la incubacién a 100°C los disocia en monomeros. Finalmente,
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las proteinas asi tratadas se analizaron por electroforésis en gel de

poliacrilamida (Fig. 13).

Fig.13. Analisis por electroforésis in vitro: 1)VP6MmtA a 100°C , 2) VP6MA a
37°C, 3) VP6/44-61 a 100°C, 4) VP6/44-61 a 37°C, 5)VP6/P309D a 100°C,
B)VP6/P309D a 37°C. Se muestra la inmunoprecipitacion de los productos de

la traduccidn con el anticuerpo monoclonal 255. La T indica la posiciéon de los
trimeros y la M la de los monémeros.

La inmunoprecipitacidn de la traduccién in vitro, con el anticuerpo
monoclonal 255, analizado como se describe arriba, se muestra en la figura
13. En el gel se puede observar que existe una diferencia en la migracion de la
proteina VP6/44-61 en relacién a la silvestre, debido a la delecion que tiene.
Ilgualmente, se puede observar que las proteinas VP6MIA y VP6/44-61 si

trimerizan, mientras que la proteina VP6/P309D perdié su capacidad de hacerio
(Fig. 13).
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Obtencién de cores virales

l.as particulas virales con doble capa (DLPs), purificadas en gradiente
de cloruro de cesio, se utilizaron para generar los cores virales, formados por
una sola capa de proteinas. Después de quitar el CsCl, utilizando columna de
Sefadex G25, las DLPs se trataron con calcio 1.5 M por 10 minutos. Este
tratamiento disocia la VP8 de la particula, obteniéndose los cores virales, los
que se utilizaron para la reconstitucion de las DLPs con las proteinas

recombinantes.

3 4

Fig. 14. Gel de acrilamida 10% tefiido con azul de Coomassie. En el carril 1)
marcadores de peso molecular, 2)Cores generados por el tratamiento de
DLPs con calcio, 3)TLPs y 4)DLPs. Todos las particulas son de la cepa de
rotavirus bovino RF.

En la figura 14 se puede observar la composicién de proteinas de las
TLPs (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 y VP7) (carril 2), de las DLPs(VP1, VP2, VP3 y
VP6) (carril 1}, y de los cores (VP1, VP2 y VP3) generados por el tratamiento de

las DLPs con calcio (carril 3).
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Otra forma en la que se vid la diferencia entre las particulas y que
posteriormente sirvid para verificar la reconstitucion de las DLPs con las
proteinas recombinantes, fue por su migracion en geles de agarosa (en buffer
MOPS). En este sistema de geles, las particulas virales se pueden separar en
funcién de su tamario, y se pueden detectar por tincion del RNA viral con

bromuro de etidio (Fig. 15).
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Fig. 15. Gel de agarosa 0.6% en buffer MOPS 10 mM pH 7.1, tedido con
bromuro de etidio. En el carril 1)TLP's, 2)DLP’s y 3) cores.

Reconstitucion de DLPs

Con las proteinas recombinantes purificadas y los cores, se hicieron los
ensayos de reconstitucién de DLPs. Se probaron diferentes cantidades de las
proteinas recombinantes para determinar si la formacién de las DLPs
aumentaba con el incremento de la proteina afadida. Esto se hizo para
encontrar las condiciones 6ptimas para la mejor reconstitucién de las DLPs,
evitando que la baja cantidad de proteina fuera la causante de que no se diera

el ensambie y posteriormente la activacion de la transcripcion viral.
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Para determinar la formacion de DLPs a partir de las proteinas
recombinantes y los cores, las particulas reconstituidas se analizaron por
geles de agarosa (en buffer MOPS), teniendo como marcadores de migracion
las DLPs silvestres y los cores (2 ug de cada uno). En la figura 16A se muestra
un ensayo de reconstitucién utilizando la proteina VP6MtA, en donde podemos
observar que si hubo reconstitucion, ya que las particulas ensambladas
migran a la altura de las DLPs silvestres y no a la de los cores, a los cuales no
se les afiadié proteina recombinante. Se puede también observar gue no se ve
una diferencia en la intensidad de las bandas conforme al aumento de la
cantidad de proteina (de 1 hasta 10 ug), lo que implica que no hay una mayor
cantidad de DLPs reconstituidas y que con la menor cantidad de proteina
anadida (1 pg) se reconstituyen todos los cores para formar DLPs. Esto se
observé con todas las proteinas recombinantes probadas. En la figura 16B
podemos ver que la proteina VP6/44-61 también fue capaz de ensamblarse, ya

que las particulas reconstituidas migran como las DLPs silvestres.

Después del ensayo de reconstitucion con la proteina VP6/P309D, las
particulas siguen migrando en la posicién de los cores, lo cual indica que esta
proteina VP6 mLIItante no es capaz de ensamblarse en los cores para formar
DLPs (Fig.16C).

Finalmente, en la figura 16D se puede observar que la proteina silvestre

del grupo C si fue capaz de ensambalrse en los cores de grupo A.

Actividad transcripcional de las DLPs reconstituidas

Con una fraccién de las mismas muestras analizadas por geles de
agarosa se hicieron los ensayos de transcripcion in vitro, para determinar la

actividad transcripcional de las particulas reconstituidas.
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En la figura 17 se muestra el promedio de cuatro experimentos {(cada
uno hecho por duplicado) de las actividades de transcripcion que se obtuvieron
con las particulas reconstituidas con las diferentes proteinas, referido el
porcentaje de actividad (100%) que tiene las DLPs silvestres. Se incluyo
también, como control negativo, la actividad que presentan los cores, también

en relacion a las DLPs.
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Fig.16. Analisis por geles de agarosa de las particulas de doble capa (DLPs)
reconstituidas con las proteinas recombinantes. Para todos los casos la
posicién de las muestras es la misma. En el primer carril las DLPs silvestres
(2 ng), después las particulas reconstituidas con cantidades crecientes de
proteina (1 a 10 pg), y en el Gltimo carril cores virales (2 ug). La D indica la
migracién de las DLPs y La C la de los cores. En A) con VP6/wtA, B)con VP6/44-
61, C)con VP&/P309D y D)con VPE/wtC.
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En la figura 17A se muestra que la actividad de las particulas
reconsituidas con VPB/wtA es alrededor del 60% de la que presentan las DLPs
silvestres. Por otro lado, las particulas reconstituidas con VP6/44-61 tambien
mostraron ser activas en transcripcion, con valores alrededor del 40% con
respecto a las DLPs silvestres (Fig. 17C). En ninguno de estos dos casos se
observa un diferencial en la actividad de transcripcién en funcion del aumento
de la cantidad de proteina afadida al ensayo de reconstitucion, de acuerdo a lo
observado en los geles de TGA, donde desde la menor cantidad de proteina

afadida se observaba un cambio de migracion total de los cores a las DLPs.

Lo que observamos en la figura 17D es que para las particulas
reconstituidas con VP6/P309D, la actividad de transcripcion es menor del 10%,
lo cual esta también de acuerdo a lo observado en los geles de TGA, donde no

se observd ensamble de esta proteina para generar DLPs.

Para las particulas reconstituidas con VP6wtC, a pesar de que si hubo
formacion de DLPs, estas particulas presentan una actividad de transcripcién
de aproximadamente 10% en relacién a las DLPs silvestres (Fig. 17B), lo cual
indica que no es suficiente que la proteina VP6 esté ensamblada, sino que
debe tener los contactos correctos con VP2 para activar la transcripcion de las

particulas.
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Fig.17. Actividad transcripcional de las particulas reconstituidas con las cuatro
diferentes proteinas recombinantes. El porcentaje es la actividad de
transcripcion a tiempo 60’ (medida por incorporacién de 3H-UTP), menos la
actividad que mostraron las muestras a t 0', referido al 100% de actividad
obtenida de las DLP's silvestres. Se muestra el promedio de cuatro
experimentos, cada uno por duplicado y la desviacion estandar.
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DISCUSION

Las cuatro proteinas VP8 recombinantes obtenidas por expresion en el
sistema de baculovirus, no se sintetizaron de manera muy abundante y sélo se
pudieron purificar parcialmente (Fig. 10). Pese a la presencia de otras
proteinas celulares en las fracciones enriquecidas para VP6, se logré
determinar la identidad de las cuatro proteinas sintetizadas (VP6/MA, VP6/44-
61, VP6/P309D y VP6MLC), utilizando distintos ensayos. Aunque por Western
biot, con el anticuerpo policlonal (xYM) dirigido contra rotavirus. sélo se tuvo
sefial con la proteina silvestre VP6MtA, por inmunotincién de las células de
insecto, utilizando el mismo anicuerpo, si se pudo detectar la expresién de las
proteinas (wtA, 44-61 y P309D). También por ensayos de dot blot, utilizando un
anticuerpo monolconal contra VP6 (255), se observd reaccion con la proteina
recombinante VP6/MtA, asi como con las proteinas mutantes 44-61 y P309D.
Por ninguno de los métodos de deteccién inmunolédgica, se detects la proteina
VPG del grupo C, de acuerdo a lo esperado, ya que se sabe que esta proteina
no cruza antigénicamente con la VP6 del grupo A Por migracién en gel de
poliacrilamida el peso molecular observado para cada una de las proteinas
recombinantes fue el esperado. Finalmente, al extraer el DNA de los cuatro
baculovirus recombinantes y caracterizar el patron de restriccion del gen de
VP86 amplificado por PCR de estos DNAs, se confirmé la identidad de cada uno

de los cuatro baculovirus recombinantes.

La proteina VP6 es la proteina mas abundante del virién, y también el
mejor inmunégeno. Sin embargo, para interaccionar con la proteina, los
anticuerpos inducidos por VP8, ain los policlonales, para reaccionar dependen

en gran medida, de que la proteina mantenga su estructura tridimensional, y en
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algunos casos su estructura trimérica. Esto explica por ejemplo, la baja
reactividad de la proteina VP6/wtA en el ensayo de Western blot y la ausencia o
muy baja reactividad (por debajo del limite de deteccion) de las proteinas
VP6/44-61 y VP6/P309D. En los ensayos de inmunotincion en las células de
insecto se observd una sefal clara con el anticuerpo policlonal para las tres
proteinas del grupo A, probablemente debido a que la conformacion de las
proteinas se encuentra en un estado mas favorable para el reconocimiento por
el anticuerpo. De igual manera, en los enayos de dot blot la proteina en
solucidn se fija directamente a la membrana, sin desnaturalizarla previamente, -

lo que contribuye a mantener una estructura cercana a la nativa.

Con las cuatro proteinas se hicieron los ensayos de ensamble sobre
cores virales para obtener DLPs y asi poder medir la actividad de transcripcion
de cada una de ellas, lo que permitiria determinar el efecto de las mutaciones

que se hicieron en la proteina VP86, sobre la actividad de transcripcion del virus.

Todas las proteinas, a excepcion de [a mutante P309D, se ensamblaron
sobre los cores virales, formando particulas de doble capa. En todos los casos
se probaron diferentes cantidades de cada una de las proteinas (de 1 a 10 pg).
A partir del analisis de las particulas formadas, usando el sistema de geles de
agarosa, se observo que desde la cantidad mas pequefna de proteina utilizada
(1 ug), se obtenia el 100% de DLPs. Esto muy probablemente se debe a que el
reactivo limitante es la cantidad de cores (2 pug) que se tiene en el ensayo, por
lo que desde la primera cantidad que se prueba de proteina es suficiente para
que se utilicen todos los cores presentes, sin que la proteina excedente

participe en el ensamblaje de las particulas de doble capa.

Los ensayos de transcripcion in vitro de las DLPs reconstituidas con las
proteinas recombinantes mostraron que la proteina VP6MIA reconstituyo
aproximadamente el 60% (Fig. 16A) de la actividad que tuvieron las DLPs

silvestres, lo cual indica que el proceso de ensamble in vitro no es
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enteramente eficiente, o que las proteinas se ensamblan de manera similar,
pero no idéntica, al ensamblaje de las particulas virales en una infeccion del

virus en células epiteliales.

De manera similar a como se ha reportado, la proteina VP6MmtC fue
capaz de ensamblarse a los cores de virus del grupo A, y formar particulas de
doble capa que pareciera que no tienen ninguna diferencia con las que se
forman con la VP8/wtA, al menos en la migracién en los geles de agarosa y al
microscopio electrénico [29]. Sin embargo, cuando se hicieron los ensayos de
transcripcion in  vitro, estas particulas presentaron una actividad de
transcripcion reducida, de aproximadamente el 10% de la actividad de las
DLPs silvestres (Fig. 16B). Esto indica que aunque las proteinas de ambos
grupos tengan una identidad del 40% y se formen particulas con doble capa,
esto no es suficiente para que se active la transcripcién viral. Probablemente
los contactos entre VP2 y VP8 tienen que ser especificos en los rotavirus de los
grupos A y C, para que la particula tenga la conformacién activa en

transcripcioén.

Encontramos que la proteina mutante VP6P309D, a la que se le cambio
una prolina por un acido aspartico en la posiciéon 309, no tiene la capacidad de
formar trimeros (Fig. 12), o cuando menos estos son mucho menos estables
que los formados por la proteina silvestre y se disocian cuando se calienta la
proteina a 37°C. En los ensayos de reconstitucién de particulas se vié que esta
proteina no es capaz de ensamblarse en los cores virales y asi formar la capa
intermedia del virus. Estos resultados sugieren fuertemente que para que VP6
se ensamble en la particula viral tiene que hacerlo en forma de trimeros.
También se ha visto que otras mutaciones en las posiciones 251 y 256, en
donde también se cambia la prolina por acido aspartico, se pierde la formacién
de los trimeros [17, 26]. Estos residuos (251 y 256) se encuentran en el
dominio superior de la proteina, en las estructuras D' y D", mientras gue el

residuo 309 se encuentra en la hélice oA (Fig. 4). Aungue en la secuencia
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lineal de aminoacidos estos residuos no estan cerca, en la estructura
tridimensional de la proteina si lo estan y es posible que cada monémero
contribuya con su prolina en las posiciones 251, 256 y 309 para estabilizar al
trimero {19]. Los aminoacidos de VP6 que interaccionan con VP2 en los cores,
se encuentran en la base del trimero [19]. Probablemente la conformacion
trimerica de la proteina confiera una conformacién correcta de la base de los

trimeros de VP6 para que interactiien de manera estable con los cores.

‘Dado que es necesario que VP6 esté ensamblada en las particulas
virales (en forma de DLPs) para que estas tengan actividad transcripcional, y
que se ha visto que el RNA mensajero sale por los canales tipo | formados en
VP6 [22], se hipotetizé que el potencial negativo que tiene estos canales, era
importante para facilitar la extension y sintesis de los RNA mensajeros. El
potencial negativo que tienen estos canales esta dado en gran parte por el asa
B1-B2 en VP6 [22], que se proyecta hacia el interior de los canales.
Considerando esta informacién, decidimos evaluar la funcién de esta asa en la
transcripcion in vitro, por lo que en un trabajo anterior [C. Arias, resultados sin
publicar] se hicieron mutaciones puntuales sobre residuos del asa B1-B2, que
provocaban un cambio en el potencial del canal. Estas mutaciones no
afectaron la actividad de transcripcion de la particula. Debido a esto, en el
presente trabajo evaluamos el posible papel del asa B1-B2 en la transcripcion
viral, a través de remover el asa completa de la proteina VP6. Para esto se
construy¢ la proteina VP644-61, a la cual le falta la region que va del residuo 44
al 61.

Los ensayos mostraron que la proteina VP6 con la remocién de la region
comprendida entre los residuos 44 al 61 si se puede ensamblar en los cores
virales y formar particulas de doble capa. Estas particulas fueron
transcripcionalmente activas, mostrando una actividad de aproximadamente el

40% de las DLPs silvestres, lo cual fué sélo 20% menor a la que se obtiene
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con las DLPs reconstituidas con la proteina VP6MtA (Fig. 16C). Estos
resultados indican que el asa B1-B2 de VP6 no es relevante para la

transcripcion viral.

Ya que el asa p1-f2 se encuentra presente en los tres tipos de canales
que tiene la particula, podria tener alguna otra funcién. Se sabe, por ejemplo,
que esta asa interacciona con la proteina VP4, ya que esta Uitima proteina se
encuentra insertada en los canales tipo Il [22]. Es posible que la interaccién del
asa B1-p2 con la proteina VP4 estabilice a las espiculas de VP4 insertadas en
la particula madura, y que esta sea la razéon por la cual la secuencia del asa

esté conservada entre diferentes cepas de rotavirus [3, 23].
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CONCLUSIONES

1. El asa $1-p2 que se proyecta hacia el interior de los tres tipos de
canales presentes en la capa de proteina formada por VPG, no participa en la
activacion de la transcripcion, ni es la responsable de la translocacion de los

RNAs mensajeros.

2. Se requiere que VP6 forme trimeros para poder ensamblarse en la

particula viral y asi poder activar la transcripcion del virus.

3. La proteina VP6 de grupo C, aungue puede ensamblarse en los cores
virales de grupo A y formar particulas de doble capa, no genera particulas
activas en transcripcion, por lo que los contactos que establece con VP2
probablemente no son los adecuados para activar la transcripcion de la

particula viral.
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