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Resumen

RESUMEN

Las pseudo-particulas virales (PPV) son de interés en diversos campos como
la vacunacion, la terapia génica y la nanotecnologia. Con el interés de
obtener procesos de produccién a nivel piloto e industrial de PPV, este
proyecto se enfocO en el desarrollo de estrategias de produccion de la 2/6
PPV de rotavirus (formada por VP2 y VP6) en el sistema de células de
insecto-baculovirus (CI-BV). Este estudio se desarroll6 mediante diversos
enfoques como: el estudio in vivo de la localizacion celular de la 2/6 PPV y
las proteinas estructurales; el estudio in vitro del ensamblaje y desensamblaje
de la 2/6 PPV y los tdbulos de VP6; la caracterizacion y cuantificacion de
PPV de rotavirus mediante cromatografia liquida (HPLC); la purificacion de la
2/6 PPV y tubulos de VP6 mediante HPLC vy sistemas de fases acuosas; el
estudio de la dinamica poblacional de las células que expresaron la 2/6 PPV
mediante citometria de flujo, y por ultimo el estudio de diversas estrategias de
coinfeccién para la produccion de 2/6 PPV. De estos diversos enfoques se
determiné que el ensamblaje de la 2/6 PPV ocurre intracelularmente y que las
estrategias de coinfeccion deberan satisfacer la condicion de que cada célula
coexprese ambas proteinas (VP2 y VP6). Mediante el analisis del
desensamblaje y ensamblaje in vitro se logré determinar que la formacion de
las 2/6 PPV se ve favorecida cinéticamente sobre la formacion de los tubulos
de VP6 cuando ambas proteinas son coexpresadas. Mediante el estudio de
citometria de flujo se logré identificar las condiciones que resultaron en la
coexpresion de ambas proteinas en al menos el 50% de las células. Con
estas estrategias de coinfeccion, al analizar la produccién y la eficiencia de
ensamblaje de la 2/6 PPV, se determin6 que la mejor estrategia de
produccion de 2/6 PPV es la coinfeccion a multiplicidades de infeccion
iguales (0.1 6 1 ufp/cel) de cada baculovirus que expresa VP2 y VP6. La
relevancia cientifica de este proyecto es que es el primero en analizar el
ensamblaje in vivo e in vitro de la 2/6 PPV y proponer un modelo de
ensamblaje. Ademas, es el primer estudio en desarrollar un proceso integral
(produccién, ensamblaje y purificacién) para la produccion de PPV, enfoque

gue puede ser empleado en la produccién de PPV de otros virus.



Resumen

ABSTRACT

Virus-like particles (VLPs) are of interest in several fields as vaccination, gene
therapy and nanotechnology. The aim of this project was to develop rational
strategies for double-layered rotavirus-like particle (dIRLP) production in the
baculovirus expression vector system (BEVS). This study was performed
utilizing various approaches, such as: in vivo analysis of the cellular
localization of structural proteins (VP2 and VP6) and dIRLP; in vitro assembly
and disassembly of dIRLP and VP6 tubules, characterization of dIRLP and
VP6 tubules, quantification and purification by gel permeation
chromatography and aqueous two phase systems; analysis of the population
kinetics during co-infection of insect cells with two different recombinant
baculoviruses for dIRLP production by flow cytometry; and, finally, the
evaluation of dIRLP concentration and assembly efficiency using different co-
infection strategies for dIRLP production. These studies showed that dIRLP
assembly occurs intracellulary, and that co-infection strategies must assure
that every cell expresses both recombinant proteins (VP2 and VP6). In vitro
assembly and disassembly kinetics suggest that VP6 assembly in dIRLP is
favored over its assembly in tubules, due to the higher assembly rate of
dIRLP. By flow cytometry analysis of the cells populations, it was possible to
find co-infection strategies that resulted in at least 50% of the population
expressing both proteins. When the dIRLP concentration and assembly
efficiencies were analyzed, the best performance was achieved when using
the same multiplicity of infection of the two baculoviruses (0.1 or 1 pfu/cell)
that express VP2 and VP6. The scientific relevance of this study is that, for
the first time, dIRLP and VP6 tubules assembly was analyzed in vitro and, that
with these results, a dIRLP assembly model was proposed. In addition, this
study is the first that develops an integral process (production, assembly and

purification) for dIRLP production, which can be extrapolated to other VLPs.



Introduccion

1. INTRODUCCION

Las pseudo-particulas virales (PPV) son de interés para diversos campos,
como la vacunacion y la terapia génica, incluyendo también la
nanotecnologia. En la vacunacion su auge es debido a que su estructura es
idéntica a la del virus nativo, pero carecen de material genético, por lo tanto
no son infectivas y otorgan inmunidad igual o mejor que los virus atenuados o
inactivados. Actualmente existen varias vacunas basadas en PPV, entre ellas
esta Gardasil™, la vacuna para papilomavirus humano desarrollada por
Merck (Siddiqui y Perry., 2006).

La produccién de PPV recombinantes se puede hacer en diferentes sistemas
de expresidbn como bacterias, levaduras, células de insecto o células de
mamifero, pero es el sistema de células de insecto-baculovirus (CI-BV), el
mas difundido y versatil. El sistema de CI-BV consiste en utilizar un
baculovirus recombinante (vector), que codifica para una o varias de las
proteinas estructurales, para infectar células de insecto (huésped). Su
versatilidad es debido a que pueden ser usados el mismo numero de
baculovirus que de proteinas a expresar, o bien emplear un solo baculovirus
gue incluya todas la proteinas. Ademas, el nivel de expresion de las proteinas
es manipulable principalmente mediante la multiplicidad de infeccion.

La produccion comercial de PPV requiere tener procesos de produccion a
nivel piloto e industrial que satisfagan la demanda de PPV, tanto para
estudios clinicos, en vacunacion como terapia génica. La produccion de PPV
a nivel piloto y méas aun industrial, no es una operacion sencilla,
especialmente cuando la PPV esta formada por varias capas proteicas,
debido que diferentes aspectos como la eficiencia de ensamblaje, la
concentracion de proteinas estructurales, entre otros, afectan directamente el
rendimiento de produccién de PPV. Por lo tanto, el objetivo de este proyecto
fue estudiar el proceso de produccién de las PPV de rotavirus desde
diferentes enfoques, como el estudio in vivo de la localizacion de las
proteinas estructurales de rotavirus en las células de insectos, el desarrollo
de metodologias de cuantificacidon y purificacion de PPV, estudio del
ensamblaje de las PPV in vitro para la determinacion del proceso de

ensamblaje y del paso limitante en el proceso de produccién, y por ultimo,



Introduccion

estudio de la dinAmica poblacional de las células de insecto en estrategias de
coinfeccion. Los resultados obtenidos de todos estos enfonques fueron
integrados finalmente para proponer varias estrategias de produccion de PPV
de rotavirus. Estrategias que fueron evaluadas en la eficiencia de ensamblaje
y concentracion de PPV obtenida con el interés de obtener un proceso que

maximize la produccién de PPV de rotavirus.



Antecedentes

2. ANTECEDENTES

2.1. Pseudo-particulas virales (PPV)

Las PPV son estructuras similares a los virus nativos pero carecen de material
genético. Estas estructuras pueden estar conformadas por una misma proteina
estructural o por mas de una proteina. Ademas, pueden consistir en una sola capa
proteica o multiples capas proteicas. La posibilidad de obtener PPV de forma
recombinante es debido a que las proteinas estructurales de algunos virus, dadas
las condiciones necesarias (concentracion, pH, fuerza io6nica, etc.) pueden
autoensamblarse tanto in vivo como in vitro (Ciarlet et al., 1998; Goldman et al.,
1999; Fromantin et al., 2001; Jiang et al., 2002). Debido a que las PPV carecen de
material genético éstas no son infectivas. Por lo tanto pueden ser empleadas
como vacunas seguras, como el caso de la vacuna para Hepatitis B, o también, la
vacuna para papilomavirus humano (GARDASIL™) (Thomas y Carman, 2000;
Siddiqui y Perry, 2006). Ademas, las PPV tienen utilidad en otros campos como la
terapia génica y la nanotecnologia. Actualmente se estudia la posibilidad de
emplear PPV de virus adeno-asociado producidas en células de insecto como
vectores para terapia génica, debido a la capacidad de empaquetar material
genético foraneo (Urabe et al., 2002). Mientras que en la nanotecnologia, las PPV
pueden ser usadas como templados para la formacién de nanomateriales o

nanoestructuras (Fischlechner y Donath, 2007).

2.1.1. Ensamblaje de las PPV

El ensamblaje del virus es un paso fundamental en el proceso de replicacion viral,
debido a que la capside protege, transporta y en algunos casos, transcribe el
material genético que contiene en su interior (Pesavento et al., 2001; Zandi et al.,

2006). En el caso de las PPV, el ensamblaje es de interés debido a que la



Antecedentes

respuesta inmunoldgica es dependiente de la estructura de la PPV, la que debe
ser similar al virus nativo (Tleugabulova et al., 1999).

Las capsides virales y las PPV se ensamblan bajo ciertas condiciones que
propician la interaccidn entre las proteinas y mantienen estas interacciones
estables. Estas interacciones son las fuerzas de Van der Waals, las interacciones
hidrofdbicas, los puentes de hidrégeno y los puentes de disulfuro. Ademas estas
interacciones son dependientes de parametros como temperatura, concentracion
de proteina, pH, potencial redox y fuerza iénica (Ishizu et al., 2001; McCarthy et
al.,1998). El ensamblaje de las capsides virales puede ser analizado como una
reaccion de polimerizacion donde la fuerza que dirige el proceso es la interaccion
hidrofobica entre las zonas apolares de las subunidades proteicas. Sin embargo
esto no ocurre como un reaccion en un so6lo paso, sino que sigue una cascada de
reacciones en serie de bajo orden de reaccion (Ceres et al., 2002; Zandi et al.,
2006). Aunque existen diversos estudios sobre dinamica molecular de ensamblaje
de capsides virales icosaedricas, la mayoria de estos ensamblajes estan
enmarcados en el modelo de equilibrio (Endres y Zlotnick, 2002). EI modelo de
equilibrio (EQ) describe el ensamblaje como una reaccion en equilibrio entre las
subunidades estructurales (monémeros, dimeros o pentameros) y las capsides
virales, pasando por unos estados intermediarios que se encuentran en baja
concentracion. En este modelo la energia de interaccion entre las proteinas es
dependiente de las condiciones medioambientales. Si esta energia es baja, puede
presentarse una fase lag antes de iniciarse la formacion de la capside viral. Esta
fase es conocida como nucleacion, en la cual es necesario alcanzar determinada
concentracién de intermediarios para desencadenar el ensamblaje de la cipside
(Zandi et al, 2006). Pero si la energia de interaccion es muy alta, el ensamblaje de
las cépsides puede caer en estados pseudo-estables, en los cuales no se ha
terminado de ensamblar la capside. Estos estados son conocidos como trampas
cinéticas y se caracterizan por un rapido agotamiento de las subunidades hacia
intermediarios incompletos (Zlotnick et al., 1999). EIl conocimiento del proceso de
ensamblaje de las PPV puede ser muy util en el desarrollo de estrategias

racionales de produccion de PPV, puesto que el objetivo es maximizar el
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ensamblaje de las proteinas estructurales.

2.1.2 Expresién recombinante PPV
Es posible producir las PPV en diferentes sistemas recombinantes como bacterias,
levaduras, células de mamifero, células de insecto, plantas y larvas de insecto

(Ver Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Pseudo-particulas virales expresadas en diferentes sistemas.

Sistema de expresion?® PPV
Bacteria (E. coli) HepatitisBy C
Herpes simplex, Poliomavirus,
Levaduras _ _
Papilomavirus
Papilomavirus, Rotavirus, HIV,
Cl-BV Parvovirus, Hepatitis C, Herpes simplex,

Poliomavirus, Adeno-Asociado

Rotavirus, Hepatitis B, Norwalk,
Plantas (Tomate, tabaco, papa) ) ]
Papilomavirus

Larvas Virus de necrosis pancreatica

% Referencias: Takehara et al., 1988; Rose et al., 1993; Tsao et al., 1996; Li et al., 1997; Roy et al.,
1997; Zhang et al., 1998; Tlegabulova et al., 1998; Palkova et al., 2000; Chen et al., 2001; Hu y
Bentley, 2001; Palomares et al., 2002; Noad y Roy, 2003; Warzwcha et al., 2003; Saldafia et al.,
2006.

El sistema de expresion recombinante es escogido segun las necesidades. Por
ejemplo, si el interés es producir altas concentraciones de una proteina estructural
sin importar el ensamblaje, el sistema a escoger es E. coli. Pero si el objetivo es
obtener capsides virales correctamente ensambladas formadas por una sola
proteina, el sistema mas apropiado son las levaduras (Zhang et al 1998). También
en el interés de tener un sistema de facil administracion de las PPV como
vacunas, se ha estudiado la produccion de PPV en productos naturales como

tomates y papas (Warzecha et al., 2003; Saldafa et al., 2006; Zhang et al., 2006).
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Pero indiscutiblemente el sistema mas utilizado para la produccién de PPV es el
sistema de CI-BV. La ventaja que presenta este sistema es la versatilidad para
producir PPV con estructuras mas complejas formadas por mas de una clase de
proteina, debido a que en él es posible expresar facilmente 4 6 5 proteinas
estructurales de una capside y ademas el nivel de expresion es facilmente

manipulable (Palomares et al. 2002).

2.1.3. Rotavirus. Estructura y morfologia.

El estudio de la produccién de PPV de rotavirus como posibles vacunas es de
interés, ya que los rotavirus representan un problema de salud publica al ser
causantes de diarrea en infantes. La infeccion por rotavirus produce gastroenteritis
aguda, dafio en la mucosa intestinal y deshidratacién. (O’'Neal et al., 1997; Conner
et al., 1997).

Los rotavirus pertenecen a la familia Reoviridae. Son virus de ARN de doble
cadena (11 segmentos, para un total de 18.5 kpb). EIl ARN y 2 proteinas
estructurales (VP1 y VP3), estan confinados en el interior de una estructura
conformada por multimeros de 4 proteinas estructurales (Estes y Cohen, 1989;
Kipikian y Chanock, 1996; Mathieu et al., 2001) Figura 2.1y Tabla 2.2.

VP1/VP3

Figura 2.1. Estructura de rotavirus. A. Particula completa de 70 nm de diametro. B.
Nucleocapside formada por 120 mondémeros de VP2 (50 nm de diametro). C.
Ordenamiento del ARN de doble cadena al interior de la particula. Figura tomada de
Patton y Spencer (2000). Reconstruccion por computadora de criomicroscopia
electronica.
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La nucleocapside esta conformada por la proteina estructural VP2 (VP1 y VP3
estan al interior de la nucleocépside). La formacion de la nucleocapside se da por
interaccién de 120 unidades de VP2. Esta nucleocépside tiene un didmetro de 50
nm. Si se expresa VP2 de forma recombinante en células de insecto, esta proteina
tiene la capacidad de autoensamblarse. La formacién de la nucleocépside es
necesaria para la continuacion del ensamblaje de la PPV completa (Prasad et al.,
1988; Estes y Cohen, 1989; Labbé et al., 1991; Zeng et al., 1998). Estudios de
criomicroscopia han demostrado que VP2 se organiza en dimeros. Estos dimeros
interactian para formar un decamero, y doce de estos decameros forman la

nucleocapside (Lawton et al., 1997).

Tabla 2.2. Proteinas estructurales de rotavirus?

Proteina | PM (kDa) # de moléculas / virién % Proteina total
VP2 102.5 120 15
VP6 44 780 (260 trimeros) 51
VP7 33 780 30
VP4 86 120 (60 dimeros) 1.5

* Adaptada de Kipikian y Chanock (1996).

La siguiente capa estd conformada por 260 subunidades de VP6. Estas
subunidades son trimeros de VP6, para un total de 780 moléculas. Para el
correcto ensamblaje de VP6 es necesario que la capa interna de VP2 ya esté
conformada, debido a que VP6 en ausencia de VP2 presenta polimorfismo
estructural dependiendo del pH y fuerza idnica (trimeros, esferas, tubulos y
pequefos agregados). La estructura de doble capa formada por las proteinas VP2
y VP6 tiene un didmetro de 70 nm (Charpilienne et al., 2001; Gilbert et al., 2001,
Lepault et al., 2001; Mathieu et al., 2001).

La tercera capa de rotavirus esta conformada por la proteina glicosilada VP7 y 60
espiculas de VP4. La expresion recombinante de estas proteinas puede originar
una variedad de estructuras: la capside formada por la proteina VP2 (2 PPV), la
formada por VP2 y VP6 (2/6 PPV), por VP2, VP6 y VP7 (2/6/7 PPV) y la estructura
formada por las 4 proteinas (2/6/7/4 PPV) (Palomares et al., 2002).
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La infeccidn por rotavirus empieza con la interaccion de VP7 y VP4 con varios
receptores en la membrana celular. Posteriormente, al entrar el virus a la célula,
pierde la capa formada por VP7 y VP4, debido a la baja concentracion de calcio al
interior de la célula. Una vez que la capside 2/6 PPV esta en el interior de la célula
(citoplasma), se liberan los transcritos que codifican para las proteinas
estructurales y no estructurales.

La sintesis de VP1, VP2, VP3, VP6 y otras proteinas no estructurales se hace por
ribosomas libres en el citoplasma y estas proteinas se encuentran concentradas
en viroplasmas donde se ensamblan las proteinas VP2, VP6 y se empaqueta el
material genético. La sintesis de la proteina VP7, se hace en ribosomas asociados
al reticulo endoplasmético (RE). El ensamblaje de VP7 y VP4 a la cdpside no esta
del todo esclarecido. Algunos autores indican que primero se asocia la particula
2/6 PPV con la proteina VP4 y que posteriormente en el RE madura el virus con la
adicion de VP7 (Estes, 1996; Patton et al., 2000).

Diferentes autores han reportado la utilidad de las PPV de rotavirus como vacuna
en estudios desarrollado en animales (Shuttleworth et al., 2005). Bertolotti-Ciarlet
et al. (2003) reportaron proteccion de 89% en ratones (94 individuos) inoculados
con la 2/6 PPV que fueron posteriormente retados con virus nativo. También,
O’Neal et al., (1997) reportaron 100% de proteccion en ratones inoculados con la
2/6/7 PPV, mientras que la proteccion con la 2/6 PPV fue del 92% (administracion

intranasal).

2.2. Sistema Células de Insecto-Baculovirus (CI-BV).

El sistema CI-BV consiste en un vector (baculovirus) que contiene los genes de
interés. Al infectar células de insecto (huésped) se expresan las proteinas
recombinantes. La expresion de los genes recombinantes se hace bajo los
promotores polh o p10. Se utiliza especialmente el promotor polh, debido a que es
un promotor muy fuerte. En la infeccion de células de insecto por baculovirus

nativo, la proteina expresada bajo este promotor (poliédrina) llega a ser
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aproximadamente del 30-50% del contenido total de proteina celular. Por lo tanto,
en los baculovirus recombinantes se ha reemplazado el gen de la poliédrina, por el
gen de la proteina que se desea expresar (Palomares et al., 2006).

2.2.1. Baculovirus

La familia de virus Baculoviridae es la mas conocida entre los virus de insecto.
Son virus de doble cadena circular de ADN embebidos en una cépside proteica.
La familia Baculoviridae esta subdividida en baculovirinae y nudibaculovirinae, que
indica la presencia o ausencia de formas ocluidas, respectivamente. La subfamilia
baculovirinae se subdivide en nucleopoliedrovirus (NPV, varios viriones por cuerpo
ocluido) y granulovirus (GNV, un solo virion por cuerpo ocluido) (Gruenwald vy
Heitz, 1993; Miller, 1996; Palomares et al., 2006).

El baculovirus consiste en una estructura de 40-50 nm de didmetro y 200-400 nm
de largo (Figura 2.2). Su genoma es aproximadamente de 80-230 kpb. La matriz
poliédrica donde estan embebidos los viriones esta formada por la proteina
poliédrina (29 kDa). Mediante manipulacion genética se han modificado varios
baculovirus para la expresion de proteinas recombinantes, reemplazando el gen
de polh por el gen deseado. El baculovirus mas utilizado en el sistema CI-BV es el
virus de multinuclearpoliedrosis de Autographa californica (AcMNPV). Su ciclo de
replicacion incluye virus que geman de las células, y los virus ocluidos, que solo
pueden infectar otras células cuando son liberados de la matriz de poliedrina.

El ciclo de infeccion del baculovirus esta dividido en 4 etapas: fase temprana
inmediata (o), fase temprana (B), fase tardia (y) y fase muy tardia (3). En la fase
a se lleva a cabo la migracion de los viriones al nucleo de la célula e inicio de la
transcripcion. En la fase temprana (4-7 h.p.i.), el baculovirus empieza a controlar
los procesos de replicacion celular, dirigiéndolos hacia los procesos de
transcripcion, traduccion y replicacion del virus. En la fase tardia (7-20 h.p.i.), se
lleva a cabo la replicacion viral y también se producen los virus no ocluidos (sin
capa de poliédrina) que son liberados para infectar otras células (infeccidn

secundaria). Finalmente la fase muy tardia (20-24 h.p.i.) es la de mayor interés del

11
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sistema CI-BV, ya que en esta fase se expresan los genes (polh y p10), también
conocidos como genes hiperexpresados. Estas proteinas no son esenciales para
la replicacién in vitro del baculovirus (Smith et al.,1983; O'Reilly et al., 1994; Miller,

1996; Palomares et al., 2006) (Figura 2.3).
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Figura 2.2. Célula de insecto infectada con baculovirus a 48 horas-post infeccion
Baculovirus (b), ndcleo celular (n) y citoplasma (c). Foto tomada por Jimmy A. Mena.
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Figura 2.3. Ciclo de replicacion de baculovirus en la larva de lepiddptero. Disefio Adrian
Delgado.

El sistema CI-BV es versatil y de alta productividad debido a ventajas tanto del
baculovirus como de las células de insecto. Entre las ventajas del sistema dadas

por el baculovirus estan:

e Altos niveles de expresion de los genes expresados bajo promotores polh
y p10. Existen reportes de rendimientos de hasta 1g de proteina por 10°
células (Gruenwald y Heitz, 1993).

e Capacidad de inserciones de genes relativamente grandes debido a la
flexibilidad de la capside viral. Ademas es posible expresar hasta cuatro

genes en un solo baculovirus bajo el mismo promotor (Gruenwald y Heitz,
1993).
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2.2.2. Células de insecto

Actualmente existen diversas lineas celulares de insecto que pueden ser
empleadas segun los objetivos deseados (Tabla 2.3). Entre la lineas celulares
mas empleadas para expresion recombinante estan Sf9, Sf21 (Spodoptera
frugiperda), Tn 5B1-4 disponible comercialmente con el nombre High Five™, Tn-
4h (Trichoplusia ni) (Palomares et al., 2006).

Tabla 2.3. Algunas lineas celulares de insecto®

Linea celular Origen celular
Anticarsia gemmatalis Embrion
Limantria dispar Hemocitos
Mamestra brassicae Larva neonato
Manduca sexta Ovario de pupa
Trichoplusia ni Ovario adulto
Spodopteraexigua | Ovario de pupa
Spodoptera Ovario adulto
frugiperda

“ Adaptada de Palomares et al. (2006).

La expresion de proteinas recombinantes en células de insecto tiene varias

ventajas como:

e Un ambiente eucaridtico para la produccion de proteinas recombinantes, lo
que ayuda a su plegamiento y evita la formacion de cuerpos de inclusién,
induce la correcta formacion de enlaces disulfuro, procesamiento
postraduccional como N-glicosilacion, fosforilacién, acilacion, amidacion vy
carboximetilacion, en algunos casos idénticas o similares al procesamiento

hecho en células de mamiferos (O’Reilly et al., 1994).

e Altos niveles de expresion de proteina recombinante en comparacion con

los sistemas de células de mamiferos (Palomares et al., 2006).
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2.2.3. Pardametros del sistema CI-BV. Multiplicidad de infeccion, Tiempo de

infeccion.

Los parametros mas importantes en el sistema CI-BV son la multiplicidad de
infeccién y el tiempo de infeccion, ademas de otros como fase de crecimiento,
edad del cultivo, tiempo de cosecha y composicion del medio. (Power et al., 1994;
Rhiel et al., 1997; Hu y Bentley, 2001).

La multiplicidad de infeccion (MDI) se define como el niumero de particulas
infectivas que son adicionadas por célula en el cultivo. Una MDI de 1 ufp/célula
significa que por cada célula de insecto en el cultivo se ha adicionado una
particula infecciosa de baculovirus. En cambio, una MDI de 20 ufp/célula significa
que se han adicionado 20 particulas infectivas por cada célula de insecto. Pero
cabe resaltar que el numero de particulas que infecta una célula esta determinado
por una distribucién probabilistica. Esta distribucion probabilistica puede ser

descrita por la ecuacion de Poisson (Figura 2.4 y Ecuacion 2.1).

r _-MDI /| . T ,
P=(MDI e )/I’ Ecuacion 2.1. Distribucion de Poisson

Donde P es la probabilidad que una célula esté infectada por r particulas
infecciosas. Es de resaltar que algunos autores (Licari y Bailey, 1991; Dee and
Shuler, 1997) han determinado que la distribucion de Poisson no define
estrictamente el comportamiento del cultivo infectado y que es necesario ajustar
esta distribucion mediante un factor o (constante de proporcionalidad o
infectividad) que depende de la modalidad de cultivo. Este factor puede ser 0.04
para cultivos estéaticos y 0.08 para cultivos suspendidos.

La MDI es uno de los parametros mas determinantes en el sistema de CI-BV.
Mediante la MDI es posible manipular la velocidad especifica de produccion de
proteina y también la concentracion maxima de proteina. Esto se debe a que al
incrementar la MDI, aumenta la probabilidad de que una célula sea infectada por
mas de un baculovirus, y por ende aumenta el nUmero de copias del gen de

interés que sera expresado en la célula. Esta manipulacion depende de la etapa
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del cultivo y la linea celular. En cultivos en inicio de la fase exponencial,
incrementar la MDI no significa un aumento en la concentracion de proteina. En
contraste, si la infecciéon se hace a la mitad de la fase exponencial de crecimiento,
un aumento en la MDI se refleja en un incremento de la concentracién de proteina
(Licari y Bailey, 1991; Tsao et al., 1996; Wong et al., 1996; Palomares, 1999).

En lo referente a la velocidad de produccion, Palomares et al. (2002) reporté que
un incremento de 1 a 10 ufp/célula en la MDI repercute en un aumento en la
velocidad especifica de produccion de VP2 de 0.2 a 0.8 UA/mL*h. Estos
experimentos fueron hechos con células Sf9. Mena (2004) reportdé un incremento
en la maxima velocidad especifica de produccion de GFPVP2 de 2.5 veces mas al
aumentar la MDI de 1 ufp/célula a 20 ufp/célula, aunque la concentracion maxima
de proteina alcanzada fue similar a ambas MDI.

Otro parametro determinante en el sistema de células de insecto es el tiempo de
infeccién (TDI). El tiempo de infeccion se define como la concentracién celular al
momento de infectar el cultivo. El tiempo de infeccidon esta intrinsecamente
relacionado con la edad del cultivo (fase exponencial o estacionaria) y con la
concentracion de nutrientes, ya que al momento de la infeccion debe haber una
alta actividad celular (fase de crecimiento exponencial) para soportar la infeccidon
viral y produccion de proteina. Ademas deben existir los nutrimentos necesarios

para obtener los niveles de expresion deseados.

—+—  Sin Infectar Figura 2.4.
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Para la produccion de PPV en el sistema de CI-BV existen varias alternativas
dependientes del producto deseado. Si la capside viral es monoprotéica,
solamente es necesario un baculovirus y puede manipularse la MDI y/o el TDI
para obtener el mayor rendimiento posible. Pero si la capside viral es multiproteica
(formada por mas de una clase de proteina) y de estequiometria definida, es
posible usar un baculovirus para expresar cada proteina o un solo baculovirus que
codifique para todas las proteinas estructurales (Tsao et al., 1996; Hu y Bentley,
2001; Palomares et al., 2002).

Vieira et al. (2005) compararon la estrategia de produccién de PPV de un solo
baculovirus para expresar las proteinas estructurales VP2, VP6 y VP7 de rotavirus
(estrategia multicistrénica) con la infeccion con un baculovirus para cada proteina
(estrategia de coinfeccion). Desde el punto de vista de produccién de PPV, se
observd que la estrategia multicistronica produjo 64% mas que la estrategia de
coinfeccién, aunque es de resaltar que la técnica de cuantificacion de 2/6/7 PPV
utilizada en este estudio fue ambigua, poco exacta e indirecta. Sin embargo, en
ambas estrategias se alcanzaron niveles de ARN mensajero similares (1*10*
copias/mL) y la vida media de estos fue similar también (4.4 h aproximadamente),
lo que sugeriria niveles de expresion similares de las proteinas estructurales en
ambas estrategias y por lo tanto similares concentraciones de PPV. Una gran
ventaja de la metodologia multicistronica es la utilizacion de un solo baculovirus y
también que se asegura que cada célula esta expresando todas las proteinas
estructurales. Pero una desventaja es que no es posible manipular la
concentracion de las proteinas estructurales, a través de la MDI, para de esta
forma maximizar el ensamblaje.

En contraste, la estrategia de coinfeccion con varios baculovirus, permite modular
la expresion de las proteinas estructurales. Palomares et al. (2002) estudid la
produccion de 2/6 PPV en células Sf9 usando la estrategia de coinfeccion. Cuando
realizaron la infeccion a MDI de 1 ufp/célula de cada baculovirus, la concentracién
de VP6 fue 13 veces mayor que VP2, mientras que la relacion estequiométrica
tedrica entre VP2 y VP6 en la PPV es de 2.84 (gr VP6/gr VP2). Pero cambiando
la relacién entre MDI de baculovirus (MDI bacVP2/MDI bacVP6) entre 1.5y 5
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ufp/cel se obtuvo una relacion de concentraciones VP6/VP2 cercana a la
estequiométrica. También Tsao et al. (1996) emplearon la estrategia de
coinfeccion para la produccion de PPV de parvovirus B19. Ellos manipularon las
MDI y la relacion de MDI de dos baculovirus (bacVP1 y bacVP2) para optimizar la
composicion y la produccién de la capside, debido a que a mayor proporcién de
VP1, mayor respuesta inmunoldgica. Mediante esta estrategia de coinfeccion
lograron incrementar la proporcion de VPl en la capside de 5% (estrategia
multicistronica) a 50%.

Analizando la utilidad de las PPV como vacunas, las ventajas del sistema de ClI-
BV para expresar capsides virales, la complejidad del proceso ensamblaje y
produccion de capsides multiproteicas en este estudio se plantea el desarrollo de
estrategias racionales de produccibn de PPV a partir del conocimiento del
ensamblaje in vivo e in vitro, de la dinamica de la poblacion coinfectada durante la
produccion de PPV, de la manipulacion de las concentraciones de las proteinas
estructurales para aumentar la eficiencia de ensamblaje y por ende la produccién
de 2/6 PPV. Ademas, en el interés de tener un proceso de produccion integro
también se estudiara el desarrollo de metodologias de purificacion analitica y
preparativa de PPV con el interés de obtener un proceso de purificacion de PPV
facilmente escalable. Inicialmente este estudio se realizara con la 2/6 PPV, y estos
resultados servirdn para extrapolarlos a la produccion de otras capsides virales.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Desarrollar estrategias de produccion de PPV, a través de la manipulacion
de la MDI de dos baculovirus (bacGFPVP2 y bacVP6), para obtener el
mayor rendimiento posible de PPV correctamente ensambladas y extrapolar
este conocimiento a la produccion de PPV de otros virus con capsides

multiproteicas.

3.2. Objetivos especificos

Determinar la localizacion celular de las proteinas GFPVP2, VP6 vy de la
2/6 PPV cuando son expresadas en células de insecto.

Desarrollar un método analitico para la cuantificacion de las PPV en

muestras de cultivo celular y muestras del proceso de purificacion.

Desarrollar un proceso de purificacion de la 2/6 PPV y de los tubulos de
VP6 que pueda ser integrado en un proceso de produccion PPV a nivel de

planta piloto.

Determinar in vitro las velocidades de reaccién del desensamblaje y

ensamblaje de los tubulos de VP6.

Determinar in vitro las velocidades de reaccién del desensamblaje vy
ensamblaje de la 2/6 PPV.

Plantear un modelo de ensamblaje (in vitro) de la 2/6 PPV y los tubulos de
VP6 a partir de los datos fisico-quimicos y termodinamicos.
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Determinar la dindmica poblacional de las células infectadas con los
baculovirus (bacGFPVP2 y bacVP6) a diferentes MDI y relaciones de MDI.

Estudiar la cinética de produccion de 2/6 PPV a diferentes MDI y relaciones
de MDI de los baculovirus (bacGFPVP2 y bacVP6).

Determinar la relacion de MDI (bac GFPVP2/bac VP6) que optimiza la

produccion y ensamblaje de la 2/6 PPV en el sistema CI-BV.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Linea celular

Se utilizé la linea celular BTI-Tn-5B1-4 (Invitrogen, USA) mas conocida como High
Five™. Esta linea proviene del ovario del lepidéptero Trichoplusia ni. Todos los
cultivos se realizaron con células del mismo lote celular mantenido en nitrégeno
liquido. En los experimentos de cinéticas de produccion, localizacion celular y
purificacion preparativa se trabajo con células entre los pases 45 y 60, para evitar
el efecto del pase en los resultados. Para el titulo del stock viral se utiliz6 la linea
celular Sf9 (ATCC CRL-1711) de ovario de pupa de Spodoptera frugiperda.

4.2. Baculovirus recombinantes
Los baculovirus recombinantes utilizados durante este estudio se listan en la
Tabla 4.1. El baculovirus bacVP6 fue donado por la Dra. Susana Lopez (IBT-

UNAM) y el bacGFPVP2 fue donado por el Dr. Jean Cohen (INRA-Francia). El
titulo viral fue calculado segun el método descrito en Mena et al. (2003).

Tabla 4.1. Baculovirus recombinantes utilizados

Baculovirus Proteina Cepa |Promotor Referencia
GFPVP2* (120 o Charpillienne et al.,
bacGFPVP2 RF | Poliedrina
KDa) 2001
bacVP6 VP6 (44 KDa) |SA-11|Poliedrina| Crawford et al., 1994

* El baculovirus bacGFPVP2 codifica para la proteina de fusion GFP-VP2, que es una quimera
compuesta por la proteina VP2 y la proteina EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein). Se

referenciara la proteina EGFP como GFP.
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4.3. Cultivos de células en suspension

Los cultivos se realizaron en matraces de 250 mL con 60 mL de medio de cultivo
SF900II (Invitrogen, USA), agitados a 110 rpm y mantenidos a 27 °C. Células High
Five™, con viabilidad superior a 95% y en fase exponencial, se sembraron a una
densidad celular de 0.5*10° células/mL y fueron infectadas en ese mismo instante.
Todos los ensayos se realizaron por duplicado, incluyendo los matraces control
(sin infectar). Se tomaron muestras cada 24 horas post-infeccion (hpi) para medir
concentracion celular, viabilidad, concentracion de GFPVP2, VP6 y pseudo-

particulas virales.

4.4. Métodos analiticos

4.4.1. Determinacion de concentracion y viabilidad celular

La concentracion celular se determin0 mediante un contador electronico de
particulas con tubo de apertura de 100um (Coulter Multisizer I, Coulter Electronics
Inc. USA). Para diluir la muestra se utilizé la solucion isotonica recomendada por
el fabricante del equipo. La viabilidad celular se determiné con la técnica de

exclusién de azul de tripano en un hematocitometro.

4.4.2. Cuantificacion de VP6 y GFPVP2

La cuantificacion de GFPVP2 in vivo se realizO mediante un ensayo
espectrofluorométrico  desarrollado por Mena  (2004), wusando un
espectrofluorimetro LS-55 y el software FL-Winlab (Perkin-Elmer, U.K.). Una
descripcion breve del método es: Cuantificar por Coulter Multisizer 1l la
concentracion celular de la muestra a analizar y de un control (células sin infectar).
Tomar el volumen necesario para obtener 500,000 células, tanto de la muestra

como del control. Centrifugar la muestra y el control a 14,000 rpm durante 10 min.
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Remover el sobrenadante. Adicionar 1.5 mL de buffer Tris-EDTA (10 mM, 0.1 mM,
pH 8.0) y agitar hasta homogenizar. Centrifugar la muestra y el control a 14,000
rpm durante 10 min. Remover el sobrenadante. Adicionar 0.5 mL de buffer Tris-
EDTA vy agitar hasta homogenizar. Tomar 75 uL de la muestra y mezclarlos en la
cubeta de cuarzo con 75 pL de buffer Tris-EDTA. Leer la fluorescencia en URF
(unidades relativas de fluorescencia) a 510 nm excitando a 484 nm. La apertura
del monocromador de la lampara debe ser 2.5 nm vy la apertura del
fotomultiplicador 20 nm.

La proteina VP6 se cuantificO mediante ELISA utilizando el kit IDEIA™ Rotavirus
(DakoCytomation, U.K.) y como estandar se utilizé VP6 producida durante este

estudio.

4.4.3. Cuantificacion de pseudo-particulas virales

La caracterizacion y cuantificacion de 2/6 PPV fue analizada segun el método

desarrollado en este trabajo y descrito en la Seccion 5.2 (Mena et al., 2005)

4.4.4. Geles de poliacrilamida y Western blotting

La separacion de las proteinas mediante geles desnaturalizantes de poliacrilamida
se realiz6 con un gel concentrador al 4% y un gel separador al 8 o 12%. Las
muestras se trataron como sigue: Se tomaron 15 pL de muestra y se agregaron 5
uL de solucion amortiguadora de lisis (200 mM Tris-HCI pH 6.8, 8% SDS, 0.4%
azul de bromofenol, 40% glicerol, 1% pB-mercaptoetanol). Las muestras fueron
hervidas 7 minutos y colocadas en el gel. Se corrieron a 15 mA corriente
constante. Posteriormente, se transfirieron las proteinas a membranas de
nitrocelulosa (Millipore, USA) durante 2 h a 200 mA (corriente constante) en
sistema humedo (Bio-Rad, USA), utilizando un sistema discontinuo de buffers.
Después de la transferencia, las membranas se blogquearon 2 h con una solucion

al 5% de leche descremada (Carnation Nestle, USA) en una solucién
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amortiguadora de fosfatos (PBS). Las proteinas recombinantes se identificaron a
partir de una inmunodeteccion en membrana de nitrocelulosa ("Western blot"). La
membrana se incubd 2 h con un suero de conejo antirotavirus YM (proporcionado
por la Dra. Susana Lopez, IBT-UNAM) a una dilucion de 1:3000 en PBS-0.1%
leche. Después de 3 lavados con PBS-leche 0.1% (1 de 15 miny 2 de 5 min), la
membrana se incubé 1h con un anticuerpo anti IgG de conejo conjugado con
peroxidasa (Jackson Immunochemicals, USA). Después de lavar, la membrana se

reveld con carbazol.

4.5. Mediciones mediante dispersion estéatica de luz

El andlisis del ensamblaje y desensamblaje de VP6 y 2/6 PPV se realiz6 mediante
dispersidon estatica de luz en el espectrofluorimetro LS-55 (Perkin-Elmer, U.K.).
Para este fin se coloc6 el monocromador de excitacion y de emision en la misma
longitud de onda y para la sensibilidad se manipul6 la apertura del monocromador
de emision. Las reacciones se llevaron a cabo en una cubeta de cuarzo de 500 pL
de volumen con agitacion (Perkin-Elmer, U.K.). Todos los experimentos se

realizaron a temperatura controlada con bafio termostatado.

4.5.1 Ensamblaje y desensamblaje de VP6

Para el desensamblaje de VP6 se coloco en la cubeta cierto volumen de muestra
de VP6 a determinada concentracion y se completo a 500 pL con buffer Tris-EDTA
(10 mM-0.1 mM) pH 8.0. Una vez estabilizada la temperatura se realizaron
mediciones cada segundo y a determinado tiempo, después se afiadié cierto
volumen (1, 2, o 5 pL) de una solucion concentrada de CaCl, (1 M). La reaccion
fue monitoreada hasta no observar cambio en la sefial de dispersion de luz.

Para el ensamblaje de VP6, se colocd en la cubeta cierto volumen de muestra
VP6 desensamblada a una concentracion de CacCl, determinada y se completo el
volumen a 500 pL con buffer Tris-EDTA-ZnCl, (10 mM-0.1 mM-1 mM) pH 8.0. Una
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vez estabilizada la temperatura a 27 °C se empezaron a realizar mediciones cada
segundo. A determinado tiempo se afiadio cierto volumen de solucién concentrada
de EGTA (1 M) para quelar totalmente el calcio libre en la solucion. La reaccion

fue monitoreada hasta no observar cambio en la sefial de dispersion de luz.

4.5.2. Ensamblaje y desensamblaje de 2/6 PPV

Para el desensamblaje de 2/6 PPV se colocO en la cubeta cierto volumen de
muestra de 2/6 PPV a determinada concentracion y se completé a 500 pL con
buffer Tris-EDTA-Tritébn X100 (10 mM-0.1 mM-0.3%) pH 8.0. Una vez estabilizada
la temperatura se empez06 a realizar mediciones cada segundo y a determinado
tiempo se afadié cierto volumen (1, 2, o 5 pL) de una solucién concentrada de
CaCl; (1 M). La reaccién fue monitoreada hasta no observar cambio en la sefial de
dispersion de luz.

Para el ensamblaje de 2/6 PPV, se coloco en la cubeta cierto volumen de muestra
2 PPV (Pérez-Vargas 2001) y se complet6 a cierto volumen con buffer Tris-EDTA-
Triton X100 (10 mM-0.1 mM-0.3%). Esta solucién contenia la cantidad necesaria
de EGTA para remover el calcio que mantenia desensamblada a la VP6 que se
afiadié posteriormente. Una vez estabilizada la temperatura se adicion6 cierto
volumen de VP6 desensamblada en buffer con CaCl, (el calcio es necesario para
mantener la estructura en estado monomerico) y se monitoreo la reaccion cada

segundo hasta alcanzar la estabilizacion de la sefial.

4.6. Anisotropia de fluorescencia

Las mediciones de anisotropia fueron realizadas en el sistema de polarizacion de
fluorescencia Beacon 2000 (Invitrogen, USA), con control de temperatura y

volumen de reaccion de 100 pL. La preparacion de las muestras fue igual a los

andlisis de dispersion de luz, solamente que el volumen de reaccion fue de 100
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uL. La longuitud de onda de excitacién fue de 484 nm y la longuitud de onda de

emision de 510.

4.7. Microscopia electrénica

El analisis mediante microscopia electrénica se realiz6 mediante la técnica de
tincion negativa. 25 uL de muestra se fijaron en rejilla de 200 mesh (con Formvar y
carbdn) durante 3 min. Posteriormente se lavé con agua la rejilla y se colocé en
contacto con 25 uL de solucion de acetato de uranilo (4% acuoso) durante 3 min.
Se lavo la rejilla con agua y se dejo secar bajo luz de ldmpara. La observacién se
realizd en microscopio electronico Zeiss EM 900 (Zeiss, Alemania) en aumentos
desde 3,500 hasta 140,000.

4.8. Consideraciones matematicas
4.8.1. Analisis matematico del ensamblaje y desensamblaje de VP6 'y 2/6 PPV

Los datos obtenidos por dispersion de luz fueron normalizados con respecto a la

sefal obtenida durante el tiempo de estabilizacién segun la Ecuacion 4.1.

L
LSnormaJizado — St

LS Ecuacién 4.1 Normalizacion de la dispersion de luz
0

Donde LSnomaiizado €S la sefial de dispersion de luz normalizada, LS; e es la sefal
de dispersion de luz al tiempo ty LS, es la sefial de dispersion de luz al tiempo O.
Los resultados de cada reaccion (cada ensayo fue realizado por triplicado) fueron
analizados con el Software Origin 7.0 (OriginLab Corporation. U.S.) y ajustados
segun el modelo planteado para cada caso. Las velocidades de reaccion y AG de

reaccion fueron promediados para cada condicion establecida.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

La estrategia experimental seguida en este trabajo fue la siguiente:

Andlisis de la localizacion celular de las proteinas estructurales de rotavirus
(GFPVP2 y VP6) cuando fueron expresadas en células de insecto con el
objetivo de determinar el lugar de ensamblaje de la 2/6 PPV. Los resultados
se muestran en el articulo “Intracellular distribution of rotavirus structural
proteins and virus-like particles expressed in the insect cell-baculovirus
system. Journal of Biotechnology 122: 443-452" en la Seccion 5.1. Estos
resultados fueron utilizados posteriormente para proponer estrategias de

coinfeccion.

Desarrollo de un método cromatografico para la caracterizacion y
cuantificacion de la 2/6 PPV. Este método que fue publicado en el articulo
“Analysis and quantification of rotavirus-like particles by gel permeation
chromatography. Journal of Chromatography B. 824: 267-276" y esta en la
Seccidn 5.2. La relevancia de esta metodologia es que permitié diferenciar
y cuantificar la 2/6 PPV del resto de las estructuras presentes (baculovirus y
proteinas no ensambladas) en muestras de proceso utilizando Unicamente
200 pL de muestra, tarea que no era posible con las metodologias

existentes.

Implementacion del sistema de fases acuosas para la recuperacion de la
2/6 PPV producidas en el sistema de CI-BV, con el objetivo de tener un
método de purificacién sencillo y rapido que permitiera obtener cantidades
apreciables de 2/6 PPV para ser empleadas en el estudio de ensamblaje in
vitro. Este trabajo estd en la Seccion 5.3 y fue publicado en el articulo
“Rotavirus-like particles primary recovery from insect cells in aqueous two-

phase systems. Journal of Chromatography B 842: 48-57".
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Desarrollo de estrategias de purificacion de 2/6 PPV y tubulos de VP6,
para tener un proceso integral de produccion de PPV y obtener material de

adecuada calidad para los experimetos siguientes (Seccion 5.4).

Con el objetivo de entender el ensamblaje de las PPV en las células de
insecto, se estudid en la Seccion 5.5, el desensamblaje y ensamblaje in
vitro de los tdbulos de VP6 y la 2/6 PPV. Estos resultados son relevantes
porque por primera vez se describe el proceso de ensamblaje in vitro de las
PPV de rotavirus. Ademas, estos resultados fueron determinantes en la
definicion de las estrategias de coinfeccion para la produccion de la 2/6
PPV.

Evaluacion de diferentes estrategias de coinfeccion mediante citometria de
flujo, para determinar cuél estrategia satisface las condiciones
determinadas en las secciones anteriores. Este trabajo ha sido sometido y
revisado en el articulo “Population kinetics during simultaneous infection of
insect cells with two different recombinant baculoviruses for the production

of rotavirus-like particles. BMC Biotecnology” Seccion 5.6.

Por altimo, con todos los resultados obtenidos en las secciones anteriores,
se planteé en la Seccién 5.7 la produccién de la 2/6 PPV con las diferentes
estrategias de coinfeccion propuestas. La evaluacion de estas estrategias
se realiz0 mediante la cuantificacion de la 2/6 PPV producida y la eficiencia

de ensamblaje de las proteinas estructurales.
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5.4. Desarrollo de estrategias de purificacion de VP6 y 2/6 PPV producidas en
el sistema CI-BV

5.4.1. Purificaciéon de VP6

La proteina VP6 al ser expresada en células de insecto se autoensambla en
tubulos de 70 nm (Mena et al., 2006) y esta caracteristica es aprovechada para su
purificacion mediante permeacion en gel. En un cultivo de VP6, la concentraciéon
promedio de proteina alcanzada es de 200 pg/mL y el volumen de produccion
puede serde 0.5a 1 L.

En la Figura 5.1 esta el proceso de purificacién planteado para VP6 a partir del
sobrenadante. Este proceso de purificacion tiene dos etapas cromatogréaficas
incluidas. Una es el intercambio anionico y la otra es la cromatografia liquida de
permeaciéon en gel (FPL-GP). La etapa de intercambio i6nico tiene como objetivo,
la remocién del baculovirus recombinantes y &cidos nucléicos residuales. La
resina de intercambio aniénico usada fue 40 mL de Q Sepharose Fast Flow (GE
Healthcare, USA) empacada en una columna XK-16 (GE Healthcare, USA). El pH
del buffer de carga fue 6.16. Este pH fue escogido debido a que es el punto
isoeléctrico tedrico de VP6, entonces los tubulos de VP6 no interaccionaran con la
resina mientras que la proteina gp64 (Pliorico 5.5), que recubre al baculovirus y de
igual manera los grupos fosfato de los acidos nucléicos quedarian retenidos en la

columna.

Culfivo Centrifugacion Ulraffiracion Intercambio anionico Ulraffiracion
{Sobrenadante) 100 KDa MWCO () Sepharose 100 KDa MWCO
FPLC-GP

Figura 5.1. Esquema de purificacién de VP6.
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En la Figura 5.2.A se puede observar un cromatograma tipico de la etapa de
intercambio io6nico. El primer pico fue recolectado y sometido al resto del proceso.
Una vez que el pico 1 fue ultrafiltrado se inyectd a la columna de permeacion en
gel. Esta es una columna de 1.20 m de largo por 2.6 cm de didmetro. El volumen
empacado fue de 420 mL con la resina HW-65F (TOSOH Corporation, Japon).
Esta resina tiene un tamafo de poro similar (200 nm) a la columna UltraHydrogel
2000 usada en la cuantificacién de 2/6 PPV. El buffer de corrida fue el mismo que
usé Mena et al. (2005) a un flujo de 2.5 mL/min. En la Figura 5.2.B esta el
cromatograma tipico de una muestra de VP6 purificada por permeacion en gel. El
primer pico correspondiente a macroestructuras fue recolectado y los picos
restantes fueron descartados, ya que no corresponden a macroestructuras
tubulares de VPG6.
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Figura 5.2. Cromatogramas tipicos de la purificacion de VP6. A. Etapa de intercambio
i6nico. B. Etapa de permeacion en gel.
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En la Figura 5.3 se encuentra el analisis por geles de poliacrilamida y “western

blot” de las diferentes etapas de purificacion de VP6.
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Figura 5.3. Analisis del proceso de purificacion de VP6. A. Andlisis por SDS-PAGE.
Linea 1: Marcador de peso molecular. Linea 2: sobrenadante de cultivo. Linea 3: después
de ultrafiltracion. Linea 4: Pico 1 intercambio aniénico (ver Figura 5.2.A). Linea 5: pico 2
intercambio aniénico (ver Figura 5.2.A). Linea 6: Ultrafiltracion de Pico 1 de intercambio
anionico. Linea 7: Permeado de ultrafiltracion de Pico 1 de intercambio anionico. Linea 8:
Pico 1 de permeacién en gel, corrida #1. Linea 9: Pico 1 de permeacion en gel, corrida #2.
Linea 10: Ultrafiltracion de Pico 1 de permeacion en gel. B. Andlisis por “western-blot” de
las muestras en A.

64



Resultados y Discusion

El rendimiento global del proceso fue de 20% (Tabla 5.1), pero hay que tener en
cuenta que sOlo se esta purificando la proteina VP6 que estd ensamblada en
tubulos. El resto de la proteina que no esté ensamblada en forma tubular, no es
recolectada en la Ultima etapa (permeacion en gel).

En la Figura 5.4 se observan los tubulos de VP6 que fueron purificados con esta
metodologia. Este método de purificacion de tubulos de VP6 es robusto, sencillo,
rapido (8 h), facilmente escalable y el producto final presenta una pureza bastante
aceptable (98%).

S e ‘fﬂ

Figura 5.4. Tubulos de VP6 obtenidos mediante el proceso de purificacion planteado. A.
Microscopia electronica a 7000 X. B. Microscopia electronica a 85,000X. Foto tomada por
Jimmy Mena y German Plascencia.
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Tabla 5.1. Purificacion de tubulos de VP6 mediante intercambio aniénico y permeacion de
gel.

Etapa Volumen (mL) VP6 (ug/mL) | VP6 (mg) | % Rendimiento
Sobrenadante 500 281.4 140.7 100
Ultrafiltracion* 250 411.8 102.9 73.1

Intercambio
o 250 271.4 67.7 48.1
Anidnico
Ultrafiltracion* 100 531 56.1 39.8
Permeacioén en
180 265.2 47.7 33.9
gel
Ultrafiltracion* 50 579.5 28.9 20.5

* La membrana de ultrafiltraciéon es de 30,000 MWCO

5.4.2. Purificaciéon de 2/6 PPV

Una de las limitaciones en la produccion de PPV es su purificacion. Los métodos
tradicionales de purificacion de PPV se basan en una centrifugacién isopicnica.
Este proceso es costoso, demorado, con bajos rendimientos y dificilmente
escalable a nivel industrial. Una de las estrategias propuestas en este trabajo es la
purificacion de las PPV de rotavirus mediante estrategias cromatograficas que
aprovechen la diferencia en tamafio (estructuras mayores de 50 nm) con respecto
al resto de los componentes celulares.

Una produccidn tipica de 2/6 PPV resulta en aproximadamente de 2 a 4 pg/mL y
tiene un volumen de 1 L. Esto significa un total de a 2 a 4 mg de PPV para
purificar. En el caso de la 2/6 PPV es necesario purificar las PPV tanto en el
sobrenadante como en el pellet celular, ya que hemos determinado que una
cantidad de 2/6 PPV permanece dentro de la célula.

En este trabajo se plantearon dos estrategias para la purificacion de la 2/6 PPV.
Una contempla las mismas etapas usadas para la purificacion de los tabulos de
VP6 (intercambio anidnico y permeacion en gel) y otra que usa el sistema de fases
acuosas a nivel preparativo a partir de los resultados publicados por Benavides et
al. (2006).
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Inicialmente se trabajo con el sobrenadante y en la Figura 5.5 esta el diagrama de
flujo de las dos estrategias propuestas. Durante el proceso de purificacion, la
concentracion y pureza de las PPV fueron analizados mediante la metodologia
cromatografica reportada en este trabajo (Mena et al., 2005, Seccién 5.2). Las
etapas de intercambio anidénico y fases acuosas se implementaron como
alternativas para la remocion, especialmente de &acidos nucléicos, que son
contaminantes importantes en las muestras de 2/6 PPV.

La etapa de intercambio aniénico cumplié con el objetivo de remover los acidos
nucléicos (relacion 260/280=1.1605) pero hubo wun bajo porcentaje de
recuperacion de PPV con el intercambio anidnico (Tabla 5.2). Mediante la
purificacién con fases acuosas fue posible incrementar el rendimiento del proceso

de 39.2% (esquema con intercambio iénico) a 61.7%. (Tabla 5.3).

| Cultivo |

v
[ Centrifugacion ]

(Sobrenadante)

A4

Ultrafiltracion
500 KDa MWCO

Intercambio
.. Fases acuosas
Aniénico
A4 v
Ultrafiltracion Diafiltracion
500 KDa MWCO 500 KDa MWCO
A4
FPLC-GP FPLC-GP

Figura 5.5. Esquema de purificacion de 2/6 PPV del sobrenadante. Se muestran dos
estrategias alternativas.
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Tabla 5.2. Purificacion de 2/6 PPV en sobrenadante mediante intercambio anionico y

permeacion de gel.
Et Volumen 2/6 PPV 2/6 PPV Relacion % %
apa o
(mL) (ng/mL) (n9) 260/280 | Rendimiento | Pureza
Sobrenadante 100 1175 117.52 1.2587 100 0.27
Ultrafiltracion* 50 1873 93.6 1.2872 79.7 0.32
Intercambio
o 50 1254 62.7 1.1605 53.36 2.57
Anionico
Ultrafiltracion* 18 3355 60.4 1.1803 51.4 n.d.
Permeacién en
| 80 576 46.2 1.1024 39.23 84.9
ge

* Columna de fibras huecas de 500,000 MWCO

En la Figura 5.6.A se observa un cromatograma tipico de permeacion en gel de
una muestra en purificacion que contiene la 2/6 PPV. El primer pico corresponde a

la 2/6 PPV (Figura 5.6.B) y los restantes corresponden a componentes celulares o

proteina no ensamblada.

Abs 280 nm

0 5 0 15 20 25 30
Tiempo (min)

>
1

Tiempo

Figura 5.6. A. Cromatograma de la etapa de permeacion en gel de la purificacion de 2/6
PPV. B. Caracterizacién del pico 1 de Figura 5.6.A mediante el método de Mena et al.

(2005).
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Tabla 5.3. Purificacion de 2/6 PPV en sobrenadante mediante fases acuosas y
permeacion de gel.

Volumen | 2/6 PPV 2/6 PPV | Relacién %
Etapa o % Pureza
(mL) (ng/mL) (ng) 260/280 | Rendimiento

Sobrenadante 500 503.4 251.7 1.269 100 0.27
Ultrafiltracion* 50 4505 255.8 1.2972 89.5 0.32
Fases acuosas 20 10093 201.8 1.1806 80.2 2.61
Diafiltracion** 50 3488 174.4 1.03 69.3 2.66
Permeacién en

| 250 621 155.3 1.091 61.7 95.8

ge

* Columna de fibras huecas de 500,000 MWCO. ** En la diafiltracion se cambi6 el buffer PEG-

fosfatos por el buffer Tris-EDTA (Benavides et al., 2006).

Con respecto al pellet celular se implement6 el diagrama de la Figura 5.7. En este

proceso no se obtuvieron resultados satisfactorios del intercambio anionico, por lo

gue no se integré al esquema de purificacién. En la Tabla 5.4 se encuentran los

resultados de la purificacion de la 2/6 PPV a partir del pellet celular.

(Pellet)

Centrifugaci—n

Rompimiento
celular

Centrifugaci—n
(Sobrenadante)

Fases Acuosas

i

Diafiltraci—n
500 KDaMWCO

iy

FPLC-GP

I

Ultrafiltraci —n
500 KDaMWCO

~——

Figura 5.7. Esquema de purificacion de 2/6 PPV presente en el pellet celular.

En la extraccion con fases acuosas fue necesario
recomendacion (Benavides et al., 2006) de realizar una segunda extraccion para

incrementar el rendimiento al 80%.

implementar

nuestra



Tabla 5.4 Purificacion de
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2/6 PPV en el pellet celular mediante fases acuosas y

permeacion de gel.
Volumen 2/6 PPV 2/6 PPV | Relacion %
Etapa o % Pureza
(mL) (ng/mL) (n9) 260/280 | Rendimiento
Pellet 50 3100 155 1.8197 100 1.3
Fases acuosas 250 545 138.25 1.69 87.9 2.1
Diafiltracion* 90 1302 117.18 1.59 75.8 3.98
Permeacioén en
250 396 99.04 1.2 63.9 79.7
gel
Ultrafiltracion** 90 978 88.04 1.152 58.8 94.5

* En la diafiltracion se cambié el buffer PEG-fosfatos por el buffer Tris-EDTA (Benavides et al.,
2006). ** Columna de fibras huecas de 500,000 MWCO.

La purificacion de PPV mediante el esquema que implementa las fases acuosas

es un proceso facilmente escalable, que en este trabajo se desarrolld6 a nivel

preparativo (500 mL) y puede ser empleado a nivel industrial.
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5.5. Estudio in vitro del ensamblaje y desensamblaje de PPV de rotavirus.

Cuando las proteinas GFPVP2 y VP6 fueron expresadas en células de insecto,
éstas se autoensamblaron formando nucleocapsides (GFPVP2), tubulos (VP6) o la
2/6 PPV (Mena et al., 2006). En la Seccion 5.1 también se observd que la
presencia de GFPVP2 inhibi6 la formacién de los tabulos de VP6. Ademas que
probablemente fue necesaro una concentracion minima de GFPVP2 y VP6 para
iniciar el ensamblaje de las capsides o los tubulos, ya que a las 24 hpi el patron de
localizacion de ambas proteinas fue difuso, pero a las 48 hpi este patron ya era
definido. Y aunque la coexpresion de las dos proteinas dio como resultado la
formacion de la 2/6 PPV, no se determind cual es el proceso de ensamblaje. Por lo
tanto, para determinar cual es el proceso del ensamblaje de la 2/6 PPV se estudi6
el ensamblaje de VP6 y la 2/6 PPV in vitro.

5.5.1 Desensamblaje y ensamblaje de VP6

Lepault et al. (2001) determinaron que VP6 presenta polimorfismo estructural
dependiendo del pH, fuerza i6nica y concentracion de Ca™" presentes. Cuando se
expresa VP6 en las células de insecto se obtienen tabulos de 70 nm en diametro
y varias um en longitud. Fue posible purificar los tubulos mediante el proceso de
purificacion desarrollado durante este proyecto (Seccion 5.4). En la Figura 5.8 se
observa la caracterizacién de los tubulos mediante electroforesis y microscopia
electrénica.

Los tubulos de VP6 también fueron caracterizados por cromatografia liquida de
permeacion en gel (HPLC-GP). Como estandares de tamafio se usaron proteinas
globulares de radio hidraulico (Rh) conocido (Rh es el radio que tendria una
proteina si fuera completamente esférica). También se usdé como estandar de
tamafo, nanoesféras de 100 nm de didmetro aproximadamente. En la Figura 5.9
se observa la curva de calibracion de la columna UltraHydrogel 500 y la
caracterizacion de los tubulos de VP6. La muestra de VP6 es excluida de la

columna, lo que indica que estd compuesta solamente de tubulos.
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Figura 5.8.
Caracterizacion de los
thbulos de VP6 A. Gel
tefiido con azil de
comassie. 1. PM. 2.
Muestra de VP6 utilizada
en los estudios. B.
Microscopia electrénica
de VP6

Lepault et al. (2001) reportaron que los tubulos de VP6 se pueden desensamblar

en trimeros mediante la adicion de CaCl,. Entonces, inicialmente se estudi6 el

desensamblaje de los tubulos de VP6 a diferentes concentraciones de Ca'™"

mediante la técnica de dispersion de luz. Brevemente, la técnica consiste en que

las macroestructuras dispersan mas un haz de luz monocromatico polarizado que

las estructuras de menor tamafo. Por lo tanto, al desensamblar los tubulos a

estructuras de menor tamafio, la sefal de dispersion de luz disminuira.
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Figura 5.9. Caracterizacién de
la muestra de VP6 por HPLC-
GP. Las proteinas fueron
monitoreadas por fluorescencia
de Trp (Aexc: 280 nm; Aemi:
348 nm). Tiroglobulina (650
KDa, ), 1gG (150 KDa) BSA (66
KDa) EGFP (27 KDa) . La
nanoesfera de 100 nm fue
monitoreada a Aexc: 480 nm;
Aemi: 510 nm,
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Figura 5.10. Desensamblaje de tubulos de VP6 (1 pM). A. Reaccion a diferentes
concentraciones de Ca™ a 27 °C (300 °K). B. Reaccion a diferentes temperaturas y 10
mM Ca™.

En la Figura 5.10 se observa que el desensamblaje de VP6 no es espontaneo, y
solo empieza después de la adicion de Ca™ (1000 s después aproximadamente).
También se observa que al incrementar la concentracion de Ca*™ o la temperatura,
incrementa la velocidad de reaccién. Para determinar en qué estructura se
desensamblaron los tubulos, el producto de la reaccion fue caracterizado por
HPLC-GP, y la estructura final corresponde a mondmeros de VP6 (44.5 KDa)
(Figura 5.11).

La reaccion de desensamblaje (Figura 5.10) present6 un comportamiento de
decaimiento exponencial. Inicialmente se consideré la desaparicion de los tabulos
en un solo paso hacia mondémeros, lo que deberia ser una reaccion de primer
orden, pero al hacer el ajuste a un modelo de primer orden, el coeficiente de
corelacion de los datos no fué aceptable. Entonces se planted la alternativa de una
reaccion en dos pasos. Diferentes autores han reportado que la estructura que se
obtiene al desensamblar los tubulos con calcio son trimeros de VP6 (Lepault et al.,
2001; Mathieu et al., 2001). En este estudio se observé que la estructura que
resultd al desensamblar los tubulos de VP6 fué monomérica. Esto plantea que
probablemente exista en este proceso de desensamblaje un intermediario y este

sea VP6 trimérica.
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Para corroborar si existe un intermediario en el desensamblaje de los tubulos de
VPG, se realizd el desensamblaje a condiciones similares a las reportadas por
Lepault et al. (2001). La concentracion de proteina utilizada por estos autores fue
10 mg/mL (224 puM) de VP6 y 100 mM de CaCl,. Cabe resaltar que la
concentracion empleada en nuestro estudio fue 1 uM de VP6 (224 veces menor).
El desensamblaje de tubulos de VP6 a 200 uM no se desencadend a
concentraciones de calcio menores de 100 mM. En la Figura 5.12 se observa el
cromatograma de la reaccion a 200 uM de VP6 y su comparacion con producto de
reaccion a 1 uM de VP6. El producto de la reaccién fue analizado mediante HPLC-
GP y se determin6 que era una estructura con un peso molecular aproximado de
130 KDa, lo que corresponderia a trimeros de VP6. Esto indicaria que en el
desensamblaje por Ca™ a bajas concentraciones de VP6 (1 puM) el trimero es
inestable, por lo que la estructura final es el monémero, mientras que a mayores
concentraciones como las utilizadas por Lepault et al. (2001), el resultado es el

trimero.
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Figura 5.12. Caracterizacion del producto de reaccién de desensamblaje a 1 y 100 uM de
VP6 por HPLC-GP. A. Cromatdégramas. B. Curva estandar por HPLC-GP. Tiroglobulina
(650 KDa), 1gG (150 KDa), BSA (66 KDa), Ovalbumina (43 KDa), EGFP (27 KDa) y
Tripsinogeno (12.5 KDa).

Entonces se plante6 un modelo de decaimiento exponencial (Ecuacion 5.1) de
dos etapas, como se puede observar en las cinéticas de desensamblaje. Una
primera etapa bastante rapida al inicio de la reaccion (tubulo a trimero) y una
segunda etapa (trimero a mondmero) mas lenta hacia el final de la reaccién. El

ajuste de este modelo a los datos experimentales fue aceptable (R?= 0.987).

* %
Y=Y, + Ae k1t + A.e k2t Ecuacién 5.1. Ecuacién de decaimiento exponencial en
dos etapas, donde y, es la dispersion de luz al inicio de la reaccion; t es el tiempo; A; es la
amplitud de la primera etapa; k; es la velocidad de reaccion de la primera etapa; A es la
amplitud de la segunda etapa; k; es la velocidad de reaccion de la segunda etapa.

En la Figura 5.13 se puede observar una relacion directamente proporcional entre
las velocidades de reaccién (k; y ko) y la temperatura. Aunqgue el efecto es mas
pronunciado en k1, que increment6 162 % mientras que k2 solo aumento 30 % en
el rango de temperatura evaluado. Este comportamiento es mas claro en el AG®
de reaccion del desensamblaje de los tubulos, en donde para la primera etapa (k1)
el AG fue -6.8 kcal/mol (+ 0.8 kcal/mol), mientras para la segunda etapa (k2) fue

-2.14 kcal/mol (+ 0.3 kcal/mol) (Tabla 5.5).
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Figura 5.13. Velocidades de reaccion a diferentes temperaturas del desensamblaje de
tubulos de VP6.

Tabla 5.5. Pardmetros cinéticos y termodinamicos del desensamblaje de tabulos a 1 pyM

VP6.
CaCl, . 1 L. | AG® etapal | AG°® etapa 2
Temperatura ("C) | ki (s™) | ka2 (s™)
(mM) (kcal/mol) (kcal/mol)
15 2.2*10° | 2.5*10%
10 27 3.9x10° | 2.8*10% -7.8 -2.07
37 5.7*10° | 3.3*10*
15 2.8*10° | 3.9*10%
50 27 3.6*10° | 4.8*10* 6.2 -1.92
37 6.2x10° | 4.9*10%
15 3.1*10° | 3.2*10%
100 27 5.6*10° | 3.9*10* -6.6 -2.45
37 7.1*10° | 4.4*10*
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Una probable explicacion para la diferencia de velocidades de reaccion entre las
etapas puede estar en los 5 sitios de interaccién con calcio que tiene VP6 en su
estructura. Tres sitios estdn en la zona de interaccion para el ensamblaje en
tubulos o esfera. Los otros dos estan el la zona de trimerizacion y no estan
expuestos al solvente (Lepault et al., 2001). Un probable mecanismo del
desensamblaje por calcio, es una primera etapa (ki) de desestabilizacién de los
tubulos por la interaccion de VP6 con el calcio en los tres sitios accesibles al
solvente y una segunda etapa (kz) la interaccion de Ca'™ con los otros dos sitios
gue no son facilmente accesibles, y por ende la desestabilizacién de los trimeros.
Este comportamiento explicaria la diferencia en las velocidades de reaccion y AG°.
Puesto que ambos AG°® son negativos, esto significa que la reaccion es
espontanea (al afadir calcio), pero el AG® de reaccion de la primera etapa es tres
veces menor, probablemente debido a la facil accesibilidad del calcio a las tres
zonas de interaccion de VP6 en los tubulos.

Aunque la Ecuacion 5.1 describe un proceso de desensamblaje en dos etapas,
esto no excluye la presencia de otros estados intermediarios, y puede ser que el
desensamblaje tenga otras reacciones paralelas o en serie pero de bajo orden de
reaccion, gue no son significativas cinéticamente.

El siguiente enfoque fue ensamblar los tubulos a partir de monémeros de VP6
mediante la quelacién del calcio con EGTA. En la Figura 5.14 se pueden observar
la cinéticas de ensamblaje de VP6 a diferentes concentraciones y 27°C. En estos
experimentos fue necesario adicionar Zn** para favorecer la trimerizacion (Mathieu
et al., 2001).

El ensamblaje de VP6 fue un proceso concentracion-dependiente, puesto que fue
necesario incrementar la concentracion de VP6 10 veces (10 uM) para iniciar la
reaccion. Ademas, al incrementar la concentracion de VP6 20 veces (20 uM),
también aumento la velocidad de reaccion de ensamblaje. Cabe resaltar que a la
misma concentracion que se realiz6 el desensamblaje (1 uM), en el ensamblaje no

hubo reaccion.
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Figura 5.14. Ensamblaje de VP6 a diferentes concentraciones y 27 °C. A. Cinéticas de
ensamblaje analizadas por dispersién de luz. B. Velocidades de reaccién de ensamblaje
de VP6. k; corresponde a la etapa de 0 a 2000 s y k; a la etapa de 2500 s en adelante.

Al analizar el producto de reaccion por HPLC-GP se observo que a 1 uM de VP6
la estructura predominante es VP6 monomérica (10.05 min), pero a 10 uM y 20
UM de VP86, el pico de 10.05 min disminuyo e incremento el pico correspondiente a
tubulos de VP6 (6.01 min). Para confirmar que el producto del ensamblaje son
tubulos, se realizé microscopia electrénica del ensamblaje a 20 uM de VP6 y se
observaron tubulos de 70 nm (Figura 5.15).

En el ensamblaje de VP6 se observan mas claramente las etapas de trimerizacion
y formacion de tabulos. Para determinar las velocidades de reaccion fue necesario
dividir las cineticas en dos procesos de primer orden. Una primera etapa desde 0 a
2000 s y otra etapa de 2500 s en adelante. La Ecuacion 5.2 describe la reacciéon

de ensamblaje.

- - k*t ., . . .
Y= Yo + Ae Ecuacion 5.2. Ecuacién de crecimiento exponencial, donde vy, es el
punto inicial; t es el tiempo; A es la amplitud; k1 es la velocidad de reaccién.

La primera etapa corresponde a la trimerizacion y es en esta etapa donde es mas
importante el efecto de la concentracion de VP6, puesto que a 20 uM, la velocidad
de reaccion (k1) fue 200% mayor en comparacion a 10 pM (Tabla 5.6).
Posteriormente, se observd una segunda fase de ensamblaje de trimeros en

tubulos, en la cual el efecto de la concentracion no fue tan pronunciado. Que el
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ensamblaje no se inicie a concentracion de 1 pM indica que probablemente la
energia de interaccidén entre VP6 para trimerizar es baja y por lo tanto, exista una
etapa de nucleacion (Zlotnick et al., 2002). Esa etapa de nucleacién se observé en
la fase lag del ensamblaje a 10 uM y 20 pM. En esta fase de nucleacion, la
velocidad de trimerizacion es baja y es necesario alcanzar una concentracion
minima de trimeros para desencadenar el ensamblaje. Estos resultados
explicarian lo observado por Mena et al. (2006) en células de insecto, donde a las
24 hpi se observo la proteina VP6 difundida en el citoplasma, pero a las 48 hpi ya
se observaron tabulos. Probablemente a las 24 hpi, no se ha alcanzado la

concentracion minima para sobrepasar la etapa de nucleacion y tener VP6 como

tubulos.
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Figura 5.15. Analisis del producto de reaccién del ensamblaje de VP6. A. Cromatégrama
del producto de reaccion a diferentes concentraciones de VP6. B. Micrografia electrénica
del producto de reaccion a 20 uM de VP6.

Tabla 5.6 Parametros cinéticos del ensamblaje de VP6 a 27°C

VP6 (M) | k1 (s-1) | k1 Desv. Est. (#s-1) | k2 (s-1) | k2 Desv. Est. (xs-1)
10 6.19*10 2.93*107 4.98*10™ 2.14*107
20 1.64*10°3 6.9%10° 4.5*10™ 2.62*10™

n.d. no determinado
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5.5.2 Desensamblaje y ensamblaje de 2/6 PPV

En la seccion 5.1 (Mena et al., 2006) se observé que cuando GFPVP2 es
expresada en células de insecto, a las 48 hpi esta proteina forma nucleocapsides
de 50 nm de didmetro aglomeradas en el citoplasma, pero cuando es coexpresada
con VP6, no se observa la formacion de tubulos de VP6, y en cambio se
encuentran estructuras correspondientes a la 2/6 PPV en el citoplasma celular.
Para entender este proceso, ahora se analiz6 el desensamblaje y ensamblaje de
la 2/6 PPV mediante anisotropia de fluorescencia y dispersion de luz.

Los experimentos de desensamblaje de 2/6 PPV se llevaron a concentraciones de
1 nM (49.5 pg/mL). La 2/6 PPV fue caracterizada mediante HPLC-GP vy
microscopia electrénica (Figura 5.16).

A —— Fluorescencia GFPVP2 B

6.11 mi —— Fluorescencia Trp
124 611min

o &

Fluorescencia (RFU)

. ®

0 2 4 6 8 10 12 14
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Figura 5.16. Caracterizacion de la 2/6 PPV empleada en los experimentos de

desensamblaje A. Cromatograma de la 2/6 PPV. B. Micrografia electrénica de la 2/6 PPV.

El enfoque utilizado en este estudio fue similar al empleado para el desensamblaje
de VP6. Inicialmente se evaluaron diferentes concentraciones de Ca'™ para
desensamblar la VP6 acoplada a la 2/6 PPV mediante anisotropia de

fluorescencia, pero se observd un incremento en la sefial, lo que indicaria que las

80



Resultados y Discusion

particulas estaban aumentando en tamafio. Como el ensamblaje de VP6 no es
posible a 10 mM de calcio, el aumento de tamafio podria deberse a la agregacion
de la particula 2 PPV que es producida al desensamblarse la 2/6 PPV. Diferentes
autores han reportado que durante la produccion de 2 PPV, las nucleocapsides se
agregan y que es necesario afiadir surfactantes para su solubilizacién (Labbe et
al., 1991; Mena et al; 2006).

Para evitar esta agregacion durante las reacciones de desensamblaje se estudio
la adicion de Triton X100. En la Figura 5.17 se observa que sin la adicién de
Triton X100, la 2 PPV se agrega, mientras que una concentracion de Triton X100

de 0.3% fue suficiente para evitar la agregacion.
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Figura 5.17. Evaluacion de la agregacion de la 2 PPV (1 nM) mediante anisotropia de
fluorescencia.

Entonces las reacciones de desensamblaje se hicieron en un buffer que contenia
2/6 PPV (1 nM), Triton X100 (0.3%) y se le adicioné cierto volumen de solucion de
calcio 1 M para una concentracion final de Ca* de 10 mM. Las reacciones fueron

monitoreadas por dispersion de luz y el producto final por HPLC-GP. En la Figura
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5.18 se pueden observar las cinéticas de desensamblaje de la 2/6 PPV. Se
evaluaron concentraciones menores de Ca'", pero no hubo reaccién en esas

condiciones.
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Figura 5.18. Cinéticas de desensamblaje de 2/6 PPV (1 nM) a diferentes temperaturas.

Las cinéticas de desensamblaje de PPV tuvieron un decaimiento exponencial
similar al observado en el desensamblaje de tabulos, aunque la disminucion de la
sefal de dispersion de luz sélo fue de 16% en comparacion con la disminucién de
40% en el ensamblaje de VP6 (Figura 5.18). Es probable que esto sea porque el
producto final es una mezcla de 2 PPV y mondémeros de VP6, no solamente VP6

como en el caso del desensamblaje de lo tubulos.

Cuando se analiz6 el producto de reaccion se observéd que si hubo desensamblaje
de la estructura 2/6 PPV en 2 PPV y VP6, ya que hubo una disminucién en la
absorbancia del pico a los 6.01 min que corresponde a la PPV y una aparicion de

un pico a los 10.1 min que corresponde al tiempo de exclusion de los monémeros
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de VP6 (Figura 5.19). Por otro lado, el pico detectado por fluorescencia de GFP
permanecié a los 6.01 min, correspondiente a la 2 PPV.
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Figura 5.19. Andlisis del producto de reaccion del desensamblaje de 2/6 PPV mediante
HPLC-GP.

El modelo de desensamblaje en dos etapas (Ecuacion 5.1) fue aplicado para el
desensamblaje de 2/6 PPV para calcular las velocidades de reaccion y dio
resultados adecuados. Similar a los resultados obtenidos en el desensamblaje de
VP6, k; fue un orden de magnitud mayor que k.. Al analizar el efecto de la
temperatura en la velocidad de reaccion se observé un incremento de 234% para
ki en el rango de 288°K a 310°K (Tabla 5.7), mientras que k, aumenté en un
orden de magnitud. Este efecto se observa mas claramente en la magnitud de AG
de reaccion, en la primera etapa (ki) fue de — 9.44 kcal/mol (+ 0.5 kcal/mol),

mientras que para la segunda etapa (k,) fue —13.8 kcal/mol (+ 0.9 kcal/mol).
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Tabla 5.7 Parametros cinéticos del desensamblaje de 2/6 PPV (1 nM).

CacCl, . L ,. | AG® etapal | AG® etapa 2
Temperatura ("C) | ki (s™) | ka2 (s™)
(mM) (kcal/mol) (kcal/mol)
15 2.3*10° | 7.1*10°
10 27 4.1*10% | 1.1*10* 9.4 -13.8
37 7.7%10° | 4.1*10%

El reensamblaje de 2/6 PPV se realiz6 mediante la mezcla de nucleocapsides (2
PPV, 1 nM) y VP6 monomeérica. El buffer de reaccion contenia nucleocépsides 2
PPV (1 nM, 14.4 pg/mL), Triton X100 (0.3%), EGTA (11 mM) y se le adicioné VP6
monomérica a diferentes relaciones estequiométricas con respecto a la 2 PPV.
Una mol de 2/6 PPV (1 nM en este estudio) contiene una mol de 2 PPV (1 nM en
este estudio) o sea 120 moles de VP2 (120 nM en este estudio) y 780 moles de
VPG, por lo que la relacion estequiométrica tedrica es 6.5 moles de VP6/mol de
VP2 (780 moles de VP6/120 moles de VP2). Por lo tanto, para el ensamblaje se
usaron concentraciones de VP6 de 780 nM, 1.5 uM y 10 pM, para obtener
relaciones estequiométricas de 6.5, 12.5 y 83, respectivamente. Cabe resaltar que
10 uM de VP6 y 1 nM de 2 PPV (120 nM de VP2) corresponde a 12 veces mas de
la relacién tedrica (6.5). En la Figura 5.20 se pueden observar las cinéticas de
ensamblaje. El ensamblaje a 780 nM tuvo una fase lag aproximadamente de 350
S, pero después el ensamblaje comenz6 aunque solo hubo un incremento de 20%
en la sefial de dispersion de luz. Cuando la concentracion de VP6 aumento,
también aumento la velocidad de reaccién y no se presentd la fase lag. El maximo
de sefal alcanzado fue 95% a 500 s después de la adicion de VP6.
Sorprendentemente estas cinéticas tienen un crecimiento exponencial de primer
orden, o0 sea que no se observaron las dos etapas que se presentaron en el
desensamblaje de tubulos y de 2/6 PPV. El modelo empleado para describir esta
cinética fue y=y, + Ae™ donde Yy, es el punto inicial; t es el tiempo; A es la
amplitud; k1 es la velocidad de reaccién. En la Figura 5.21 se observa el efecto de

la concentraciéon en la velocidad de reaccion.
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Figura 5.20. Cinéticas de ensamblaje de 2/6 PPV a concentracién de 2 PPV de 1 nM y

diferentes concentraciones de VP6 a 27°C

Las velocidades de reaccion del ensamblaje de 2/6 PPV fueron un orden de
magnitud mayores que las velocidades de desensamblaje de tubulos y de 2/6 PPV
(Tabla 5.8). Si se observan las cineticas de ensamblaje a 1.5 pM y 10 uM en los
primeros instantes de la reaccion, se deduce que tienen un comportamiento similar
que es independiente de la concentracion, lo que indicaria un reaccion de orden
cero. Esto implicaria la ausencia de la fase de nucleacién debido a la presencia
de la 2 PPV y no a la alta concentracion de VP6, puesto que a concentraciones
similares el ensamblaje de VP6 en tabulos no fue tan rapido. Esto corroboraria la
hipotésis de que VP2 modula el ensamblaje de la capside viral, mediante una
fuerte interaccion entre los residuos que interactuan entre VP2 y VP6. Ademas, es
importante resaltar que la diferencia en la velocidad del ensamblaje de 2/6 PPV
(k;=1.1*10? s) y la velocidad de ensamblaje de los tibulos de VP6 (k,=6.9*10" s”
Y es de dos ordenes de magnitud. Este resultado explicaria porqué cuando se

coexpresan las dos proteinas en la misma célula no se observan tubulos de VP6,
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ya que la proteina VP6 se ensamblara con las nucleocapsides, y sélo hasta el

agotamiento de la GFPVP2, VP6 podra ensamblarse en tubulos.

Tabla 5.8. Velocidades de reaccion de ensamblaje de 2/6 PPV a diferentes

concentraciones de VP6 a 27°C

VP6 (UM) | ki (s™) | Ky Desv. Est. (s)
0.78 4.8*10° 2%10%
1.5 8.9*10° 4.8*10%
10 1.1*10° 8.6*10°
0.015
N
[m]
1
—~ 0.01-
) a
A O
N’
i
¢
0.00514 o
0 : : .

0O 25 5 75 10 125
VP6 (M)

Figura 5.21. Velocidades de ensamblaje de 2/6 a diferentes concentraciones de VP6.

Cabe resaltar que la relacion estequiométrica VP6/VP2 (83 mol VP6/mol VP2) que
tuvo la mayor velocidad de ensamblaje fue muy superior a la relacion
estequiométrica téorica que tienen VP6 y VP2 en la cépside (6.5 mol VP6/mol
VP2). La necesidad de un exceso de VP6 para que suceda el ensamblaje de la
2/6 PPV es determinante para la produccion de 2/6 PPV. Esta condicion se debe
satisfacer al momento de producir las proteinas estructurales para lograr el

ensamblaje y produccion de 2/6 PPV. Estos resultados concuerdan con lo
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observado en el ciclo viral de rotavirus en células de mamifero su huésped natural,
donde se observo que hay un exceso de VP6 y VP7 con respecto a la cantidad de
proteina necesaria para ensamblarse con la VP2 presente (Urquidi et al., 1981).

A manera de conclusion, la Figura 5.22 propone un modelo para el ensamblaje de

la 2/6 PPV, a partir de los resultados obtenidos in vitro e in vivo.

Modelo de ensamblaje de VP6 y 2/6 PPV

@@@ k,=1.64*103 (s?) @ @ k,=4.5¥10 (s
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Mon—meros de VP6 2 PPV (50 nm)

TObulos de VP6

2/6 PPV (70 nm)

Figura 5.22. Modelo propuesto para el ensamblaje de 2/6 PPV expresada en el sistema
CI-BV.
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5.7. Estudio cinético de produccién de las proteinas estructurales GFPVP2,

VP6 y 2/6 PPV a diferentes MDI y relaciones de MDI de los baculovirus

bacGFPVP2y bacVP6

5.7.1 Produccién de GFPVP2 a diferentes MDI

Cultivos de células High Five™ fueron infectados con bacGFPVP2 a MDI de 0.1,

1, 5, 10 y 20 ufp/célula. En la Figura 5.23 se observa la cinética de crecimiento

celular a diferentes MDI.
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Figura 5.23. Cinética de
crecimiento de células
High Five™ infectadas
con bacGFPVP2 a
diferentes MDI. A.
Células totales. B.
Células viables.
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La concentracion celular total se incrementd en todas las MDI durante las
primeras 24 hpi, pero el niumero de células viables sélo se incrementé a MDI de
0.1 ufp/cel. No existi6 aumento en el niumero de células viables a ninguna MDI
despues de 24 hpi, y ademds, entre las 48 y 72 hpi la viabilidad celular
disminuyo6 drasticamente (Figura 5.23. B). Con los resultados de la dinamica
poblacional obtenidos en la seccidén 5.4, fue posible analizar la fraccion de la
poblacién celular que expresd la proteina GFPVP2 durante la cinética de
produccion (multiplicando el porcentaje de infeccién por la concentracién total).
Estos resultados muestran que a MDI de 0.1 ufp/cel sélo una pequefia fraccion
de la poblacion esta expresando GFPVP2, pero ésta se incrementd a valores
mayores a las 48 hpi, en contraste con el resto de las MDI (Figura 5.24). Este
dato es muy relevante, ya que sugiere que es posible utilizar la infeccion
secundaria como mecanismo para maximizar la expresion de la proteina. Si se
infecta a MDI bajas se da tiempo a que las células se dupliquen y no exista un
dafio citopatico pronunciado que sucede a MDI altas. A las 48 hpi existe
cantidad suficiente de baculovirus (producido en la infeccién primaria) para que

las células no infectadas inicialmente, lo sean a MDI altas.
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Figura 5.24. Cinética de la poblacién celular que expres6 GFPVP2 a diferentes MDI de
bacGFPVP2.
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A MDI mayores de 5 ufp/cel, la fraccion de la poblacion que expresé GFPVP2
fue similar a partir de las 24 hpi. Esto implica que realmente la utilizacion de MDI
mayores de 5 ufp/cel seria ineficiente si lo deseado es incrementar la poblacion
que expresa GFPVP2.

Con respecto a la produccion de GFPVP2, en la Figura 5.25 se observa la
cinética de produccion a diferentes MDI. Las mayores concentraciones de
GFPVP2 se alcanzaron a MDI de 0.1 y 1 ufp/cel (3900 y 3500 ng/mL,
respectivamente). A MDI de 0.1 ufp/cel esta concentracion se alcanzé a las 72
hpi, mientras que en los otros cultivos se alcanzé a las 48 hpi. Posterior al
momento que se alcanzd la maxima concentracibn de GFPVP2 hubo una
drastica disminucion en la sefial de fluorescencia, probablemente debido a
actividad proteolitica. Analizando la cinética de produccion de GFPVP2, se
observa que la utilizacion de MDI mayores de 5 ufp/cel no representa tampoco

un incremento en la concentracién de proteina.
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Figura 5.25. Cinética de produccion GFPVP2 a diferentes MDI.
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5.7.2. Produccion de VP6 a diferentes MDI

Cultivos de células High Five™ fueron infectados con bacVP6 a MDI de 0.1, 1, 5,
10 y 20 ufp/cel. En la Figura 5.26 se observa la cinética de crecimiento a
diferentes MDI. El comportamiento de la poblacion de células viables y totales
fue similar. Las células no alcanzaron a duplicarse a ninguna de las MDI
empleadas, y en contraste, con la infeccion de bacGFPVP2, el nimero de
células totales disminuy6 con respecto al tiempo de cultivo. Esto indica que hubo

lisis celular debido a la produccion de la proteina VP6.
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En la Seccion 5.1 (Mena et al., 2006) se observo que cuando se expreso VP6
en el sistema de CI-BV ésta se ensambld en tdbulos en el citoplasma celular.
Debido probablemente a que la sobre-expresion de VP6 en forma tubular
comprometa la integridad de la membrana celular, y por ende la lisis celular. Al
analizar la poblacién que estd expresando VP6 (Figura 5.27), se observa un
comportamiento similar a GFPVP2. A MDI 0.1 a las 24 hpi, solamente una
fraccion de la poblacion esta infectada y a las 48 hpi hay un aumento
significativo. A MDI mayores de 5, no existié una diferencia significativa entre las
24 y 48 hpi. El andlisis no se realizdé a tiempos mayores por dificultad técnica

debido a la fragilidad celular.
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Figura 5.27. Cinética de la poblacion celular que expresé VP6 a diferentes MDI de
bacVP6.

Para el analisis de la producciéon de VP6 es necesario tener en cuenta que la
proteina va siendo liberada debido a la lisis celular, conforme transcurre el
tiempo de cultivo. Por lo tanto, se analizo la concentracion de VP6 en pellet y

sobrenadante. En la Figura 5.28 se observa la cinética de produccion de
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proteina a las diferentes MDI. VP6 se encontr6 principalmente en el pellet celular
durante las primeras 72 hpi. A MDI 5 ufp/cel se alcanz6 la maxima concentracion
de VP6 (57,000 ng/mL) a las 48 hpi, y a las 72 hpi se alcanzé la concentracion
maxima a MDI 1 ufp/cel (116,000 ng/mL) en comparacién con las otras MDI. En
lo que respecta a MDI 0.1 ufp/cel, la produccién de VP6 se prolonga hasta las 96
hpi (100,000 ng/mL).

Las MDI de 5, 10 y 20 ufp/cel tuvieron producciones menores con respectos a
MDI bajas. En el sobrenadante, se observo que la liberacion de la VP6 sucedi6 a
partir de las 72 hpi, instante que coincide con la disminucion de la concentracion
intracelular. Analizando la produccion total de VP6, a MDI bajas (0.1 y 1 ufp/cel)
se alcanzé la mayor concentracion de VP6 (195,000 y 196,000 ng/mL,
respectivamente). En comparacion con otras proteinas recombinantes, la
concentracion de VP6 obtenida con células High Five™ est4 dentro del rango
esperado. Por ejemplo, Estrada et al. (2005), reportaron que la produccion
maxima de alcalina fosfatasa (secretada) con células High Five™ fue entre 150-
250 pg/mL.

Comparando las concentraciones de GFPVP2 y VP6 alcanzadas a diferentes
MDI, se puede concluir que la produccion de GFPVP2 es el paso limitante en el
proceso ya que se obtuvieron en menor cantidad. Ya que en la mayoria de los
casos a las 48 hpi fue el punto mas alto en la concentracion de GFPVP2, es
necesario al menos tener la concentracidén estequiométrica necesaria de VP6 en
este instante para el ensamblaje de la 2/6 PPV (2.41 ng VP6/ng GFPVP2; 9,600
ng VP6/mL para 4,000 ng de GFPVP2/mL) (Ver Seccion 5.5). Esta
concentracion se alcanza con cualquier MDI de VP6 empleada, pero desde el
punto de vista de produccion a gran escala el uso de altas MDI no es viable. Por
lo tanto MDI de 0.1 o 1 ufp/cel pueden satisfacer esta concentracién (10,900 y
21,800 ng/mL). Ademas, desde el punto de vista de la poblacion que expresa las
proteinas, es posible usar el efecto de la infeccion secundaria para favorecer la

produccion y ensamblaje de la 2/6 PPV.
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Figura 5.28. Cinética de produccién de VP6 a diferentes MDI.
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5.7.3. Produccion de 2/6 PPV mediante la coinfeccion con bacGFPVP2 y
bacVP6 a diferentes MDI

En las secciones anteriores se analizd la produccion independiente de las
proteinas estructurales de la 2/6 PPV. En esta seccién se evalu6 el uso de
diferentes MDI de los baculovirus en la produccién de PPV. Con los resultados
del analisis de la dinamica poblacional (Seccidon 5.6) y la produccion de proteina
se propuso el uso de las MDI listadas en la Tabla 5.9 para la produccién de 2/6
PPV.

Tabla 5.9. Combinacién de MDI propuestas para la produccién de 2/6 PPV.
MDI VP6 MDI GFPVP2

0.1 ufp/célula | 0.1, 1y 5 ufp/célula

1 ufp/célula | 0.1, 1y 5 ufp/célula

En la Figura 5.29 se muestran las cinéticas de crecimiento de las células a
diferentes combinaciones de MDI. Entre las MDI de VP6 usadas (0.1 y 1 ufp/cel)
no se observd una diferencia significativa en el nimero de células totales.
Ademas, esta concentracion no disminuy6 con respecto al tiempo, lo que indica
gue no hubo desintegracion celular significativa. En cuanto a células viables, al
incrementar la MDI de bacGFPVP2, el comportamiento fue muy similar al
observado en las infecciones so6lo con bacGFPVP2 (Figura 5.29 C y D).

Respecto a la produccion de las proteinas estructurales, en la Figura 5.30 se
puede observar la cinética de produccion de GFPVP2 (se analizé la
concentracion total de GFPVP2 que incluye proteina ensamblada y no
ensamblada). La produccion de GFPVP2 disminuyd aproximadamente entre 30
y 55%, en comparaciéon con la misma MDI en cultivos no co-infectados.
Ademas, esta disminucién fue més notoria con la MDI de bacVP6 de 1 ufp/cel. El
tiempo al que se alcanzd la concentracion maxima de GFPVP2 se prolongo
hasta las 72 hpi en los cultivos co-infectados. Es de resaltar que no se observé

la degradacion proteolitica caracteristica después de las 72 hpi en los cultivos no
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co-infectados. En las coinfecciones a MDI de bacVP6 0.1 ufp/cel las
concentraciones de GFPVP2 mas altas fueron a MDI de 0.1 y 1 ufp/cel de
bacGFPVP2. Este resultado es similar al observado en infecciones sencillas

(aunqgue no se alcanzaron los mismos niveles de expresion).

MDI bacGFPVP2 (ufp/cel)
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—o— 0.1
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Figura 5.29. Cinética de crecimiento a diferentes MDI de bacVP6 (0.1 y 1 ufp/cel) y
bacGFPVP2 (0.1, 1 y 5 ufp/cel). A. Células totales a MDI bacVP6 0.1 ufp/cel. B. Células
viables a MDI bacVP6 0.1 ufp/cel. C. Células totales a MDI bacVP6 1 ufp/cel. D. Células
viables a MDI bacVP6 1 ufp/cel. Control significa cultivos sin infectar.

Con respecto a VP6, se cuantifico la proteina presente en el pellet y el
sobrenadante (Figura 5.31). La produccion maxima de VP6 también disminuyo
con respecto a las infecciones sencillas. Esta disminucion fue del 48% y 23%
para MDI de bacVP6 de 0.1 y 1 ufp/cel, respectivamente. A MDI de 0.1 de
bacVP6 se observo una relacién inversamente proporcional entre la MDI de
bacGFPVP2 y la concentracion de VP6 alcanzada. A las 48 hpi, cualquier MDI
de bacVP6 0.1 y 1 ufp/cel cumplieron con la concentracion minima necesaria
para satisfacer la relacién estequiométrica (2.41 ng VP6/ng GFPVP2), aunque a
MDI de 1 ufp/cel de bacVP6, la relacion VP6/GFPVP2 alcanzada fue
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extremadamente alta (23 ng VP6/ng GFPVP2) en comparacion con la
estequeometria de rotavirus. En general la relacion VP6/GFPVP2 a las 48 hpi
fue mayor a 2.89 ng/ng (bacVP6 0.1, bacGFPVP2 1).
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Figura 5.31. Cinética de produccién de VP6 a MDI de bacVP6 0.1 y 1 ufp/cel a
diferentes MDI de bacGFPVP2 (0.1, 1y 5 ufp/cel).
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Los resultados de la produccion de 2/6 PPV estan graficados en la Figura 5.32.
La concentracion de 2/6 PPV fue cuantificada en pellet celular y sobrenadante.
La concentracion maxima alcanzada fue de 3,125 ng/mL de 2/6 PPV a las 96
hpi. Sorpresivamente la combinacién de MDI utilizada que resultdé en la maxima
concentracion de 2/6 PPV fue de 0.1 ufp/cel de bacVP6 y 0.1 ufp/cel de
bacGFPVP2. Cabe resaltar que a MDI de bacVP6 de 0.1 ufp/cel se produjé
menor cantidad de VP6 con respecto a MDI de 1 ufp/cel de bacVP6 (Figura
5.31), aunque se produjé mayor cantidad de GFPVP2. Este resultado confirma
que el ensamblaje y produccién de 2/6 PPV estd determinado por la
concentracion de GFPVP2. Los tiempos a los cuales se alcanzo la
concentracion maxima de GFPVP2 y 2/6 PPV no coinciden (48 hpi y 96 hpi
respectivamente), lo cual indicaria que aunque no hay mas produccién de
GFPVP2 despues de las 48 hpi, las nucleocapsides remanentes se estan
ensamblando con la VP6 que esta disponible en el citoplasma. Ademas, a estas
combinaciones de MDI, la fraccion de PPV en el sobrenadante fue baja,
probablemente debido a que no existi6 una lisis celular que permitiera la
liberacién de las PPV, como en el caso reportado por Mena et al. (2005) para la
relacion bacVP6/bacGFPVP2 1/5. A esta relacion las PPV empiezan a ser
liberadas a las 48 hpi.

Para determinar la eficiencia del ensamblaje se realizé el calculo de GFPVP2
ensamblada sobre GFPVP2 total producida. En la Figura 5.33 se observa que
en la mayoria de los experimentos, la eficiencia estuvo por encima del 20%. En
el caso de mayor produccion de 2/6 PPV, la eficiencia fue de 63.3%. La MDI de
bacVP6 de 1 ufp/cel resultdé en un proceso mas eficiente para el ensamblaje de
2/6 PPV, pero la baja concentraciéon de GFPVP2 fue limitante al momento de
producir mas 2/6 PPV, en comparacion con la MDI de bacVP6 0.1.
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Figura 5.32. Cinética de produccion de 2/6 PPV a MDI de bacVP6 0.1y 1 ufp/cel a
diferentes MDI bacGFPVP2 (0.1, 1 y 5 ufp/cel).
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Figura 5.33. Eficiencia de ensamblaje de GFPVP2 a las diferentes combinaciones de
MDI utilizadas.

Al realizar el analisis entre relacion estequiométrica y produccion de 2/6 PPV se
observa que las combinaciénes de MDI que dan mayores relaciones molares
VP6/VP2 son a su vez las de mayor produccion de 2/6 PPV (Figura 5.34).
Ademas, la tendencia indicaria que a partir de relaciones molares VP6/VP2
mayores de 200 no hay incremento significativo en la concentracion de 2/6 PPV.
Este resultado concuerda con lo observado en los experimentos in vitro que
indican que es necesario un exceso de VP6 con respecto a VP2 mayor que la
relacion estequiométrica teorica (6.5 mol VP6/mol VP2) para maximizar el
ensamblaje. A su vez, las mismas combinaciones de MDI que produjeron mayor
concentracion de 2/6 PPV son las que presentaron altas eficiencias de
ensamblaje (Figura 5.35), lo que confirma la relacién directamente proporcional

entre ensamblaje y produccién de capsides virales.

134



2/6 PPV (ng/mL)

4000

3000

2000

1000+

0.1 01
H

1.01

400 600 800

Relaci—n VP6/VP2

200

Resultados y Discusion

Figura 5.34. Efecto de la relacién
estequiométrica molar VP6/VP2 en la
concentracion de 2/6 PPV

Este es el primer estudio cinético de la produccion de PPV, en el que se analiza

tanto la produccion de las proteinas estructurales como la produccion de PPV.

Las concentraciones alcanzadas de PPV en este estudio son similares a las
reportadas por Jiang et al. (1998), de entre 4000 a 6000 ng/mL a 120 hpi.
En conclusion, la mejor estrategia de produccién de PPV de rotavirus es el uso

de MDI de infeccion de 0.1 o 1 ufp/cel de cada baculovirus para obtener los

mayores rendimientos, aunque la mayor eficiencia de ensamblaje de GFPVP2

logré a MDI 1 ufp/cel de cada baculovirus.
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6. CONCLUSIONES

La proteina GFPVP2, cuando se expresa en células de insecto, tiene un patron de
localizacion difuso a las 24 hpi, pero a las 48 hpi, forma grupos de nucleocapsides

altamente ordenadas en el citoplasma celular.

La proteina VP6, cuando se expresa en células de insecto, se localiza inicialmente
difundida en el citoplasma (24 h.p.i.), pero después de las 48 h.p.i. se polimeriza
en tubulos, debido a las condiciones ambientales intracelulares y al aumento de la
concentracion de proteina, de acuerdo con los resultados obtenidos en el

ensamblaje in vitro.

La coexpresion de las proteinas GFPVP2 y VP6 altera el patron de localizacion de
ambas proteinas (VP6 y GFPVP2), VP6 pasa de una estructura fibrilar a la
formacion de granulos dispersos en la célula. Ambas proteinas colocalizaron en
células que las expresan simultdneamente, formando la estructura 2/6 PPV en el

citoplasma celular.

El método cromatografico de cuantificacion de 2/6 PPV demostré ser rapido,

reproducible y altamente sensible.

El método de purificacion de 2/6 PPV que acoplé las etapas de fases acuosas y
permeacion en gel permitieron alcanzar rendimientos de 63% y 58%, a partir de
sobrenadante y pellet celular respectivamente. Ademas, el proceso desarrollado a

nivel preparativo es facilmente escalable.

El método de purificacién de tubulos de VP6 permitié obtener un producto con alta
pureza (98%) con un rendimiento de 20%, estos tubulos pueden ser usados en
estudios de nanotecnologia como templados para la formacion de

nanoestructuras.
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El desensamblaje de VP6 (tubulos) mediante CaCl, es un proceso de dos etapas,
cada una de primer orden. La primera etapa es de tubulo a trimero y la segunda

etapa es desde trimero a monémero.

El auto-ensamblaje de VP6 es un proceso dependiente de la concentracién, y al
igual que el desensamblaje, incluye dos etapas. En este proceso la etapa de

trimerizacion es un orden de magnitud mas rapida que la formacién de los tabulos.

El desensamblaje de 2/6 PPV es un proceso del mismo orden de magnitud (con

respecto a su velocidad) que el desensamblaje de los tubulos.

A diferencia del ensamblaje de VP6, el ensamblaje de 2/6 PPV es un proceso de

primer orden y dos ordenes de magnitud mas veloz.

Desde el punto de vista cinético, la diferencia en las velocidades de reaccién del
ensamblaje de VP6 en tdbulos con respecto a su ensamblaje en 2/6 PPV,
favorece la formaciéon de la PPV tanto in vitro como in vivo sobre la formacion de

los tubulos.

En infecciones independientes la poblacién celular que expresé GFPVP2 o VP6

sigui6 el modelo probabilistico de Poisson.

En la expresion de GFPVP2 y VP6 a MDI bajas (0.1 y 1 ufp/cel) la infeccion
secundaria es eficiente, lograndose niveles entre 80% y 90% de poblacién celular

de expresando la proteina recombinante a las 48 hpi.
La poblacion celular en coinfecciones que expresen ambas proteinas no puede ser

predicha mediante la distribucién de Poisson o mediante una extrapolacion directa

de los resultados de infecciones sencillas.
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En los cultivos coinfectados, la infeccion secundaria de bacVP6 interfiere con la
expresion de bacGFPVP2, dando como resultado una alta proporcion de células

gue expresaron VP6.

En infecciones independientes de bacGFPVP2 Ila maxima concentracion

alcanzada fue de 3900 ng/mL a MDI de 0.1 ufp/cel alas 72 hpi.

A MDI mayores o iguales a 5 ufp/cel de bacGFPVP2 en infecciones
independientes no se observd un incremento significativo en la concentracion de
GFPVP2 en comparacion con MDI de 0.1 o 1 ufp/cel. En contraste, la proteina
VP6 se expresé a concentraciones 50 veces mayores en comparacion con
GFPVP2 a las mismas MDI.

La estrategia de coinfeccion a bajas MDI puede ser muy util dada la alta eficiencia
de la infeccion secundaria a las 48 hpi. De esta manera se puede reducir el
volumen de virus a usar, asi como lograr un mayor numero de células que
coexpresan aGFPVP2 y VP6.

En cultivos coinfectados la maximas concentraciones de GFPVP2 se obtuvo a MDI
de bacVP6 0.1 ufp/cel y bacGFPVP2 0.1 y 1 ufp/cel, mientras que la concentraciéon
de VP6 a cualquier MDI siempre estuvo por encima de la relacién estequiométrica,

por lo tanto no hubo limitacion en el ensamblaje por parte de VP6.

La concentracion maxima de 2/6 PPV (3125 ng/mL) se alcanzé a MDI bajas de
bacGFPVP2 y bacVP6 a las 96 hpi (0.1 ufp/cel de bacVP6 y 0.1 ufp/cel de
bacGFPVP2), con una eficiencia de ensamblaje del 63%. Aunque la mayor
eficiencia de ensamblaje de GFPVP2 ocurri6 a MDI bacVP6 de 1 ufp/cel y
bacGPVP2 de 1 ufp/cel, la concentracion de 2/6 PPV fue de 2354 ng/mL.

El paso limitante en la produccién de 2/6 PPV es la concentracion de 2 PPV,

debido a que siempre hubo un exceso significativo de VP6 para el ensamblaje de
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2/6 PPV.

Para maximizar el ensamblaje y produccién de 2/6 PPV es necesario tener un
exceso molar de VP6 con respecto a la relacion estequiométrica tedrica , tanto in

vivo como in vitro (30 y 10 veces, respectivamente).
La estrategia propuesta para la producciéon de 2/6 PPV es el uso de MDI bajas e

iguales de ambos baculovirus (0.1 o 1), puesto que estas MDI maximizan el

ensamblaje y produccion.
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