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I. RESUMEN

Se estima que cada afio los rotavirus causan alrededor de 111 millones de episodios
de gastroenteritis aguda, 2 millones de hospitalizaciones y cerca de 600,000 muertes en
infantes menores de 5 afios de edad en todo el mundo (Parashar et al., 2003 y 2006).

Los rotavirus son miembros de la familia “Reoviridae” y del género “Rotavirus”.
Sus viriones carecen de envoltura lipidica y estdn conformados por tres capas concéntricas
de proteinas que encierran a su genoma, este ultimo constituido de 11 segmentos de RNA
de doble cadena. El genoma de rotavirus codifica para seis proteinas estructurales (VP1,
VP2, VP3, VP4, VP6 y VP7) y seis proteinas no estructurales (Estes & Kapikian, 2007).

La capa proteica interna del virion, esta formada por 120 moléculas de la proteina
VP2 que encierra al genoma viral, 12 copias de VP1 (una RNA polimerasa dependiente de
RNA) y 12 copias de VP3 (una guanilil transferasa y metilasa). A las particulas compuestas
de la capa proteica interna junto con el genoma viral se les conoce como particulas de capa
simple (“SLPs”, por las siglas derivadas de “single-layered particles”) 6 como “cores”. La
capa proteica intermedia, esta formada por 260 trimeros de VP6 y se ensambla justo por
encima de la capa de VP2, generando asi particulas de doble capa (“DLPs”, por las siglas
provenientes de “double-layered particles”).

La capa proteica externa estd compuesta por las proteinas VP4 y VP7. 780 copias de
VP7 se organizan en trimeros y se ensamblan sobre las DLPs, formando una superficie lisa.
VP4 se ensambla en dimeros y forma 60 estructuras en forma de espiculas, que se
proyectan a 12 nm de la superficie de VP7. Las DLPs cubiertas con la capa externa
compuesta de VP4 y VP7 son conocidas como particulas de triple capa (TLPs, por las
siglas provenientes de “triple-layered particles”), y ésta es la estructura que presentan las
particulas virales maduras de los rotavirus (Lopez & Arias, 2006).

Debido a que las proteinas de capa externa VP4 y VP7 estan involucradas en las
interacciones iniciales del virus con la célula huésped, son un amplio objeto de estudio e
investigacion para descubrir los mecanismos de entrada de este virus, asi como para la
generacion de vacunas (Lopez & Arias, 20006).

Dado que el desarrollo de sistemas de genética reversa eficientes y sencillos para
estudiar las bases moleculares de la patogénesis de los virus miembros de la familia

Reoviridae ha sido lenta (Boyce & Roy, 2007; Komoto et al. 2008), el desarrollo de
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metodologias eficientes para incorporar VP4 y VP7 en DLPs, generaria herramientas muy
utiles para investigar los mecanismos de entrada del rotavirus a la célula huésped. Tal seria
el caso de reconstituir TLPs que contengan modificaciones en las proteinas VP4 y VP7
mediante mutagénesis dirigida de los genes que codifican para éstas, para poder estudiar los
dominios involucrados en la entrada del virus a la célula huésped.

Durante la realizacion del presente proyecto de tesis se logré reconstituir TLPs de
los rotavirus cepa RRV y UK a partir de sus DLPs y de las proteinas de capa externa VP4 y
VP7 expresadas en células de insecto, usando baculovirus como vector de expresion. El
presente trabajo generd dos puntos importantes:
1) El primer antecedente de que es posible obtener particulas infecciosas de la cepa de
rotavirus UK a partir de sus DLPs y de las proteinas recombinantes VP4 y VP7 de la cepa
de rotavirus RRV.
2) Un sistema prometedor para poder estudiar los diferentes mecanismos de entrada que

presentan las cepas de rotavirus RRV y UK (Gutiérrez-Mayret et al., 2009).
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II. INTRODUCCION
I1.1. ROTAVIRUS

I1.1.1. GENERALIDADES

Los rotavirus son miembros de la familia “Reoviridae”, del género “Rotavirus”, y
fueron descubiertos por Bishop y colaboradores en 1973 (Estes & Kapikian, 2007).

Se estima que cada afio los rotavirus causan alrededor de 111 millones de episodios
de gastroenteritis aguda, 25 millones de consultas clinicas, alrededor de 2 millones de
hospitalizaciones, y de 454,000 a 705,000 muertes en infantes menores de 5 afios de edad
en todo el mundo (Parashar et al., 2003 y 2006).

La ruta de transmision de este virus es la via fecal-oral y atn existe debate sobre si
también es transmitido por via respiratoria. Los sintomas que se presentan durante la
infeccion por rotavirus son principalmente vomito, diarrea y fiebre. El vomito dura en
promedio 2.6 dias y la diarrea hasta 9 dias, siendo esta ultima la causa de deshidratacion
que puede llevar al paciente a la muerte. Ya que los sintomas y signos observados durante
la infeccion por rotavirus son similares a los presentados por infecciones con otros
patdgenos, un diagndstico correcto y certero requiere de la deteccion del virus, de antigenos
virales o de una respuesta serologica del paciente. Para lo anterior se emplean
principalmente técnicas como ELISA y electroforesis del genoma viral, aunque ensayos de
RT-PCR son cada vez mas comunes con lo que se logra un diagnostico mas sensible (Estes
& Kapikian, 2007).

Los rotavirus infectan preferentemente a los enterocitos maduros de las vellosidades
del intestino delgado.

Sin embargo, recientemente se ha descrito que en estudios in vitro, los rotavirus se
unen a una gran variedad de lineas celulares, tales como células de origen renal e intestinal
y células transformadas derivadas de pulmon, higado, huesos y estomago aunque no
infectan a todas ellas, sugiriendo que la unidon de estos virus a diferentes células es
promiscua y que la interaccion con los receptores celulares responsables de la entrada viral
en células permisivas ocurre probablemente en pasos posteriores a dicha union (Lopez &

Arias, 2004).
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Las particulas virales son estables cuando se mantienen a 4°C, funcionales en un
intervalo de pH de 3.0 a 9.0 y su infectividad se inactiva al someterlas a temperaturas

mayores de 50 °C durante un minimo de 15 minutos (Estes et al., 1979).

I1.1.2. GENOMA

El genoma de los rotavirus estd constituido de 11 segmentos de RNA de doble
cadena (dsRNA por las siglas provenientes del inglés “double stranded RNA™). Estos
segmentos de dsSRNA varian en su tamafo desde 667 hasta 3302 pares de bases (pb), lo que
permite obtener un patron electroforético caracteristico del genoma viral. El tamafo
promedio del genoma total de los rotavirus es de 18,556 pb. Cada segmento del genoma del
rotavirus codifica para una proteina, con excepcion del fragmento 11, que codifica para dos
proteinas (Fig. 1), dando como resultado la expresion total de doce proteinas (Tabla 1). Seis
de las proteinas son no-estructurales (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 y NSP6), y seis son
estructurales (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 y VP7), las cuales conforman al virién (Jiang et
al. 2008).

Figura 1. Electroforesis en gel mostrando el genoma de rotavirus. En
la parte izquierda de la figura se muestran los segmentos de dsSRNA que
conforman el genoma del rotavirus. A la derecha se muestran las
proteinas codificadas por cada gen. Tomada de Jayaram et al. (2004).
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Tabla 1. Resumen de las proteinas codificadas por el genoma del rotavirus®.

PROTEINAS ESTRUCTURALES

Segmento Peso Localizacién en
Proteina que la molecular el virién Funciones y propiedades
codifica (kDa)"
Actividad de RNA polimerasa dependiente de
VP1 1 125 Capa interna RNA, une ssRNA, forma complejo con VP3,
interactiia con NSPS.
Une RNA; es requerida para la actividad de
VP2 2 103 Capa interna replicasa de VP1, es un dimero, interactia con
NSP5.
Actividad de guanilil transferasa,
VP3 3 98 Capa interna metiltransferasa, une ssSRNA, forma complejo
con VPI.
Actividad de hemaglutinina, posee antigenos
VP4 4 88 Capa externa neutralizantes, sensible a proteasas, incremento
(VP5%/ (60/ de la infectividad por proteasas, virulencia,
VP8*) 28) interaccién y anclaje con receptores celulares,
forma las espiculas virales.
Ensamblaje en trimeros, contiene los antigenos
VP6 6 45 Capa intermedia | responsables de la clasificacion del virus en
grupos y subgrupos.
Glicoproteina integral de la membrana de RER,
VP7 9 37 Capa externa se ensambla en trimeros, tiene antigenos
neutralizantes, une calcio, tiene dos regiones
hidrofobas en el extremo N-terminal.
PROTEINAS NO ESTRUCTURALES
Segmento Peso Localizacion
Proteina que la molecular celular Funciones y propiedades
codifica (kDa)*
Ligeramente basica, tiene dos motivos de dedos
NSP1 5 58 Citoplasma de zinc ricos en cisteina, une RNA, interactiia
con IRF3 e induce su degradacion.
Es basica, forma octimeros, une ssRNA de
NSP2 8 37 Viroplasmas | manera no especifica, actividad de NTPasa, se
une a NSP5 y VP1, involucrada en la formacion
de viroplasmas, regula fosforilacion de NSP5.
Ligeramente acida, forma homodimero, se une
NSP3 7 35 Citoplasma especificamente a extremo 3’ del mRNA de
rotavirus, interactua con elF4GI.
Reticulo Glicoproteina  transmembranal del RE,
NSP4 10 20 endoplasmico | enterotoxina, es receptor para la gemacion de
(RE) DLPs a través de la membrana del RE, regula la
sintesis de RNA, multifuncional.
NSP5 11 22 Ligeramente basica, glicosilada, rica en serina y
Viroplasmas | treonina, fosfoproteina, interactiia con NSP2 para
formar viroplasmas, interactia con VP1, VP2 y
NSP6.
NSP6 11 11 Viroplasmas | Producto del segundo ORF, interactiia con NSP5.

*Modificada de Jiang et al., (2008). RE= Reticulo endoplasmico.
PPrediccion del peso molecular de las proteinas del rotavirus SA11.
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Las secuencias de los genes de diferentes cepas de rotavirus comparten
caracteristicas generales en su estructura (Fig. 2). Cada segmento de RNA de polaridad
positiva contiene una estructura de tipo “cap” en el extremo 5°, seguido de una serie de
secuencias conservadas que forman parte de una region no codificante en el mismo
extremo. Después de esta region, le siguen un marco de lectura abierto y una regién no
codificante en el extremo 3°, que no posee seflales de poliadenilacién y que contiene
secuencias importantes para la expresion de genes y la replicacion del genoma (Estes &

Kapikian, 2007).

Figura 2. Caracteristicas generales de los genes de rotavirus. Se muestran las
secuencias conservadas entre los segmentos de RNA de polaridad positiva
encontradas en diferentes cepas de rotavirus. Entre éstas se encuentran secuencias
de tipo “enhancer” de la transcripcion en los extremos 5’ y 3’ no codificantes.
También se encuentra una secuencia de tipo enhancer traduccional dentro de la
region 3’ no codificante. Imagen modificada de Estes & Kapikian (2007).

I1.1.3. CARACTERISTICAS DE LA PARTICULA VIRAL

Las particulas virales maduras de rotavirus poseen una simetria icosaédrica, miden
aproximadamente 70 nm de diametro, carecen de envoltura lipidica y estan conformadas
por tres capas concéntricas de proteinas (Fig. 3), que contienen al genoma viral. Por
criomicroscopia electronica se ha observado que los rotavirus tienen 132 canales acuosos
los cuales han sido clasificados en tres grupos (I, II y II) con base en su localizacion
respecto a los ejes simétricos del icosaedro (Estes & Kapikian 2007).
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La capa protéica interna de los rotavirus mide cerca de 30 A de espesor y se
encuentra formada por 120 moléculas de la proteina VP2 asociada en dimeros. En la
superficie interna de esta capa, se encuentran ancladas 12 copias de VP1 que posee
actividad de RNA polimerasa dependiente de RNA, y 12 copias de la guanilil transferasa y
metilasa VP3, asociadas a los canales tipo I que se localizan en los ejes icosaédricos con
simetria de 5.

La capa protéica intermedia esta formada por 780 copias de VP6 ordenadas en 260
trimeros. Esta capa se ensambla justo por encima de la capa interna compuesta por VP2,
generando asi, particulas de doble capa (DLPs, por sus siglas en inglés).

VP6 es la proteina mas abundante (en masa) de la estructura del rotavirus. Estudios
de criomicroscopia electronica de DLPs y TLPs, han determinado que VP6 interactiia con
VP2, VP7 y VP4 y que, los aminodcidos implicados en estas interacciones se encuentran

altamente conservados (Jiang et al., 2008).

Figura 3. Estructura del rotavirus. A) Fotografia de TLPs de rotavirus
observadas por microscopia electronica. Tomada de Trask y Dormitzer (2006).
B) Esquema de la particula de rotavirus obtenida por reconstruccion de
imagenes generadas por criomicroscopia electronica. Se muestran las proteinas
estructurales de rotavirus. Tomada de Jayaram et al. (2004).

La capa proteinica externa estd compuesta por las proteinas VP4 y VP7. 780 copias
de VP7 se organizan en 260 trimeros y se ensamblan sobre las DLPs, formando una
superficie lisa. 120 copias de VP4 se ensamblan en dimeros que dan lugar a las 60 espiculas
virales que se proyectan a 12 nm de la superficie de VP7. Las DLPs cubiertas por la capa

externa compuesta de VP4 y VP7 son conocidas como particulas de triple capa (TLPs, por
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sus siglas en inglés), y éste es el tipo de estructura que presentan las particulas virales

maduras de los rotavirus (Lopez & Arias, 20006).

I1.1.4. CLASIFICACION

Los rotavirus se clasifican serologicamente en multiples grupos y diferentes
subgrupos con base en determinantes antigénicos en VP6 (esta proteina también contiene
los epitopes de grupo). Existen siete distintos grupos (A-G), de los cuales el grupo “A” es
el de mayor importancia clinica en humanos. Los rotavirus del grupo “A”, se clasifican en
serotipos con base en la neutralizacion con anticuerpos dirigidos contra las proteinas de
superficie del virus. Los anticuerpos contra VP4 definen los serotipos “P”, “proteina
sensible a Proteasa” y los dirigidos contra VP7 definen los serotipos “G”, por

“Glicoproteina” (Estes & Kapikian, 2007).

I1.1.5. LA PROTEINA VP4

Los dimeros de la proteina estructural VP4 dan origen a las espiculas virales. La
proteina VP4 de una de las cepas mas estudiadas de rotavirus, la cepa RRV, estd formada
por 776 aminoacidos (aa) y tiene un peso molecular de 88 kilodaltones (kDa). Esta proteina
es codificada por el segmento cuatro del genoma viral y es clave en las interacciones
tempranas del rotavirus con su célula huésped.

La penetracion de los rotavirus a la célula es activada por el tratamiento del virus
con tripsina (Arias et al., 1996). Se ha demostrado que esta proteasa actia sobre VP4, lo
cual produce tres cortes muy cercanos en la proteina (aa R231, R241 y R247), generando
dos productos principales de la hidrdlisis. Uno de éstos es el polipéptido VP8* de 231 aa,
con un peso molecular de 28 kDa y localizado hacia el extremo amino terminal de VP4. El
otro producto es el polipéptido VP5*, formado por 528 aa, con un peso molecular de 60

kDa y localizado hacia el extremo carboxilo terminal de VP4 (Lopez & Arias, 2006).
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Figura 4. Esquema de la proteina VP4 y sus dominios
caracteristicos. La escala esta basada en los aa que conforman a la
proteina. La descripcion de los dominios de VP4 se encuentra en el
texto. Modificada de Lopez & Arias, (2004).

Se ha propuesto que la interaccion inicial de algunas cepas de rotavirus con su
célula huésped se lleva a cabo mediante receptores celulares que tienen moléculas
terminales de acido N-acetilneuraminico (dcido sidlico, SA de sus siglas en inglés). El
tratamiento de las células con neuraminidasa (NA), enzima que corta los residuos de SA
terminales, disminuye la infectividad de algunas cepas de rotavirus. Ejemplos de este caso
son las cepas de rotavirus de simio RRV y SA11 (sensibles a NA), mientras que en otros
casos como el de las cepas de rotavirus bovino UK y rotavirus humano Wa, no se observa
tal efecto, y por este motivo a este tipo de cepas se les ha denominado resistentes a NA (Isa
et al., 2006).

Hace tiempo se demostré que VP8* presenta actividad de hemaglutinina (Fiore et
al., 1991) y posterior a esto, Fuentes-Panana et al. (1995), utilizando proteinas VP4
quiméricas expresadas en el sistema de baculovirus y provenientes de cepas de rotavirus
con y sin actividad de hemaglutinacion, encontraron que el dominio de VP8* responsable
de esta actividad se encuentra en la region comprendida entre los aa 93 y 208.

Poco después, Isa et al. (1997) encontraron que el aa Y155 y el tripéptido YYS en
las posiciones 188 a 190, eran importantes para la union de SA.

Lo anterior fue corroborado por Dormitzer et al. (2002) al publicar la estructura
atomica de VP8* unida a SA. En ese trabajo, se reportod una representacion superficial de la
region de VP8*, comprendido entre los residuos de aa 65 y 224, y en donde el sitio de

union a SA parece ser un surco poco profundo. Las cadenas laterales de los aa Y188 y S190
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forman el borde del surco, el anillo aromatico del aa Y155 forma el borde opuesto, y las
cadenas laterales de los aa R101, V144, K187 y Y189 forman la base o piso.

Por otra parte, el fragmento VP5* contiene varias regiones que son importantes para
las interacciones del virus con la célula huésped. Un ejemplo de éstas es la region hidrofoba
existente entre los aa 385 y 404, que se ha demostrado estd involucrada en la
permeabilizacion de membranas modelo y celulares (Denisova et al. 1999 y Dowling et al.
2000), aunque aun se desconoce cudl es el mecanismo exacto por el que VP5* interactua
con las membranas celulares y afecta la permeabilidad celular.

Posteriormente, Golantsova et al. (2004) demostraron que se requiere de dos
dominios para las interacciones de VP5* con la membrana de células eucariontes. Uno de
ellos es un dominio comprendido entre los aa 265 y 279 que se asocia periféricamente con
la membrana. El segundo, es el dominio hidréfobo mencionado anteriormente.

Se han identificado tres regiones antigénicas en VP5* denominados I, II y III
(Taniguchi et al. 1988), y de las cuales, la region II se encuentra localizada dentro del
dominio hidréfobo mencionado arriba.

Dentro del fragmento VP5* de la cepa de rotavirus RRV, existe un puente disulfuro
entre los aminoacidos C318 y C380. En la cepa de rotavirus nar3, existe una cisteina
adicional en la posicion 267 que es capaz de formar un puente disulfuro con la C318.
Cuadras et al. (1998) demostraron que la infectividad del rotavirus RRV asi como de su
variante nar3, se ve diferencialmente afectada por el tratamiento con agentes reductores,
indicando que los puentes disulfuro en VP5* son importantes para la infectividad del virus.

También se han propuesto a diferentes secuencias de tripéptidos en VP5* como los
responsables de interaccionar con diferentes integrinas y con la proteina constitutiva de
estrés calorico Hsc70. Ejemplo de esto es el tripéptido IDA, localizado en las posiciones
538 a 540, que se ha propuesto que interactiian con la integrina a4p1 (Coulson et al. 1997).
Otro tripéptido que Graham et al. (2005) han propuesto que estd implicado en la union a la
misma integrina y también a la integrina 047 es YGL.

Asi mismo Zarate et al. (2000) propusieron que el tripéptido DGE (aa 308 a 310) de

VP5* interacciona con la integrina a2p1.
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Posteriormente, el mismo grupo de investigacion descubridé que la region
comprendida entre los aa 642 y 658 de VP5* contiene la secuencia tripéptido KID, que

interactfia con la proteina constitutiva de estrés calorico Hsc70 (Zarate et al., 2003).

I1.1.6. LA PROTEINA VP7

La proteina estructural VP7 es codificada por el segmento nueve del genoma
de la cepa de rotavirus RRV. Esta glicoproteina, de 326 aminoacidos y aproximadamente
38 kDa de peso molecular, se agrupa en trimeros para formar una capa uniforme sobre las
DLPs. Su ensamblaje es dependiente de calcio (Lopez & Arias, 2006). Recientemente se
reportd su estructura cristalografica demostrando que una molécula de esta proteina
estructural de rotavirus une dos iones de este metal. También fueron identificados a los
aminoacidos implicados en su unién con este 16n (Aoki et al., 2009).

Se ha determinado que el tipo de glicosilacion que presenta VP7 es de N-
oligosacaridos de alta manosa y el numero de sitios de glicosilacion en esta proteina
depende de la cepa de rotavirus. La cepa SA11 contiene un solo sitio de glicosilacion en el
aa 69 (Gunn et al., 1985), al igual que la cepa de rotavirus de simio RRV (Mackow et al.,
1988). La cepa de rotavirus humano Wa, presenta dos sitios potenciales de glicosilacion,
uno en la posicion del aa. 69 y otro en aa. 238 (Gunn et al., 1985), aunque se desconoce
cual(es) de estos sitios esta(n) glicosilados.

Durante las reacciones de N-glicosilacion se transfiere un grupo de glicanos
precursor, constituido por dos residuos de N-Acetil glucosamina (NAc), nueve residuos de
manosa (Man) y tres residuos de glucosa (Glc), a un residuo de asparagina de la cadena
polipeptidica naciente. Posterior a esto, y dentro del mismo reticulo endoplasmico (ER),
enzimas como la glucosidasa I y I y la manosidasa del ER remueven residuos del
oligosacarido precursor, generando una gama de perfiles de glicosilacién en alta manosa
(Wildt & Gerngross, 2005).

El perfil de glicosilacion de la proteina VP7 ya ensamblada en TLPs purificadas del
rotavirus de simio SA11 fue estudiado por Kabnecell & Atkinson (1985). En ese estudio se
encontré que la proteina VP7 presente en células MA104, provenientes de células
embrionarias de rifion de mono verde africano (Cholorocebus aethiops), infectadas con

rotavirus de simio SA11, existen dos poblaciones de moléculas de VP7 que difieren en la
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localizacion dentro del lumen del ER y en el perfil de glicosilacion. Una de estas
poblaciones se encuentra asociada a la cara interna de la membrana del reticulo
endopldsmico y contiene glicosilaciones de tipo GlcMangNAc,, GclMangNAc, vy
GlcMangNAc, principalmente, aunque también se detectaron los tipos GlcMan;NAc; y
GlcMansNAc;. Este tipo de patron de glicosilacion es el mismo que se observo al analizar
la proteina VP7 intracelular total, sin importar su localizacion exacta dentro del ER.

La otra poblacion de VP7, es la que se encuentra asociada al viridon y presenta los
tipos de glicosilacion GlcMangNAc, y GlcMansNAc,. Todo esto sugiere que la mayoria de
la proteina VP7 se encuentra asociada a la membrana de este organelo y que el
procesamiento de la cadena de oligosacaridos podria ocurrir sobre la VP7 ya ensamblada en
el virion mientras éste permanece en el lumen del ER (Kabnecell & Atkinson, 1985).

Lo anterior fue confirmado posteriormente con el uso de dos tipos de anticuerpos.
Para detectar la proteina VP7 en la membrana del ER (VP7 sin ensamblarse) se usaron
anticuerpos policlonales contra la proteina desnaturalizada, mientras que para detectar el
otro tipo de VP7, la que se encuentra ensamblada en el virién, se usdé un anticuerpo
monoclonal (Kabcenell et al., 1988; Maruri-Avidal et al., 2008).

La secuencia de nucledtidos del gen para VP7 predice un marco abierto de lectura
de 326 aminoécidos que inicia con una secuencia consenso de Kozak débil (Kozak, 1981),
sin embargo, 30 nucleo6tidos después en sentido de 5 a 3’ se encuentra un segundo codon
de inicio en fase, con una secuencia de inicio fuerte. Ambos codones de inicio preceden
regiones hidrofébas denominadas H1 y H2 (Fig. 5), que tienen el potencial de funcionar
como péptidos senal para dirigir la sintesis de VP7 hacia el ER (Poruchynsky et al., 1985).
También se ha encontrado en algunas cepas de rotavirus, un tercer codon de inicio en fase,
localizado después del segundo dominio hidréfobo (Arias et al., 1984).

Stirzaker et al. (1989) demostraron que el péptido sefial de VP7 es cortado por la
accion de la enzima sefalasa entre AS0 y Q51, por lo que el extremo amino terminal de la
proteina VP7 madura es este tltimo aminoacido.

A pesar de que la proteina VP7 no contiene la secuencia tipica de retencion en el ER
(KDEL), permanece en este organelo. Se han encontrado dos secuencias de aa muy
conservadas que podrian servir para este fin. Una de ellas es la secuencia ITG en las

posiciones 9 a 11 de la proteina madura (Maass et al., 1994). La otra secuencia es
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MSKRSRS, localizada en el extremo carboxilo terminal, los residuos de aminoacidos 292 a
311 (Clarke et al. 1995).

En el proceso de maduracion de VP7, aparte de la glicosilacion, también ocurre la
formacion de puentes disulfuro intramoleculares (Svensson et al. 1994), y recientemente
fueron identificados en las posiciones C82-C135, C165-C249, C191-C244 y C196-C207
(Aoki et al., 2009).

Figura 5. Esquema de la proteina VP7 y sus dominios caracteristicos. La
escala esta basada en los aa que conforman a la proteina. La descripcion de
los dominios de VP7 se encuentra en el texto. Modificada de Lopez & Arias
(2004).

La proteina VP7 interacciona directamente con moléculas de la superficie de la
célula huésped en un paso subsecuente al anclaje inicial del virus que ocurre a través de
VP4 (Lopez & Arias, 2006). Esta proteina estructural contiene varios motivos de
secuencias de union a integrinas.

Se ha propuesto que el tripéptido LDV en la posicion de aa 237 a 239 interacciona
con la integrina a4 1, mientras que el motivo GPR en las posiciones 253 a 255, interactua
con la integrina aXp2. Existe fuerte evidencia de que en VP7 hay un dominio de unién
para la integrina aVf3 al cudl le han llamado dominio CNP y se localiza en los residuos de
aa 161 a 169. Otras regiones importantes de VP7 son tres dominios antigénicos nombrados
A, B y C, y que han sido mapeados y localizados en las posiciones de aa 86 a 101, 142 a

152 y 208 a 221, respectivamente (Lopez & Arias, 2004 y 2006).
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I1.1.7. ADSORCION Y ENTRADA

Las primeras etapas de una infeccion viral consisten en el anclaje de las particulas
virales a receptores celulares y seguido por la internalizacion del virus al interior de la
célula, donde se lleva acabo la replicacion del genoma y la expresion de sus proteinas que
daran origen a la progenie viral.

Para el caso de rotavirus, Lopez y Arias (2004) propusieron un modelo sobre las

interacciones tempranas del rotavirus con su célula huésped (Fig.6).

Figura 6. Modelo de las interacciones tempranas entre rotavirus y la célula huésped.
Se muestran las proteinas estructurales de rotavirus y los diferentes receptores propuestos
para dichas interacciones. “Sialo receptor” = receptores conteniendo acidos sialicos,
“a2PB1, avB3 y axP2” = diferentes intregrinas y “hsc70” = proteina constitutiva de estrés
calorico. Imagen tomada de Lopez & Arias, (2004).

Los autores proponen que la interaccion del rotavirus con su célula huésped se da
por un proceso de pasos multiples y secuenciales, dentro de los cuales es muy probable que
la interaccion inicial se lleve acabo entre el dominio VP8* de VP4 y un receptor celular
conteniendo SA (muy probablemente como parte de un gangliosido). La interaccidn inicial
del virus con el receptor que contiene el SA, probablemente induce un cambio
conformacional en VP4, lo que permite la interaccion subsecuente del dominio DGE en

VP5* con el dominio I de la integrina a2p1. Posterior a esta segunda interaccion, ocurren
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tres mas. Se cree que las primeras interacciones del virus con su célula huésped podrian
promover cambios conformacionales en VP4 que facilitarian la interaccion entre el dominio
KID de VP5* y el dominio de unién a ligando de la proteina hsc70, otra interaccion entre la
region CNP de VP7 y la integrina avp3, y una interaccion que se da entre el dominio GRP
de VP7 y la integrina axf2, aunque se desconoce cudl es el orden en el que se llevan a cabo
estas ultimas interacciones y si todas son necesarias para que el virus infecte.

Los datos generados en nuestro laboratorio indican que la entrada del rotavirus a la
célula huésped se lleva a cabo por endocitosis mediada por receptor. También se sabe de
manera concreta que la entrada de la cepa de rotavirus de simio RRV a su célula huésped es
dependiente de flotilina (Gutiérrez-Mayret et al., 2009), dependiente de dinamina,
independiente de clatrina y caveolina, y sensible a la ausencia de colesterol en la membrana
celular (Guerrero et al., 2000; Sanchez —San Martin et al., 2004); mientras que la entrada
de la cepa de rotavirus bovina UK es dependiente de clatrina y de dinamina, independiente
de flotilina y caveolina y al igual que para la cepa RRV, también es sensible a la ausencia
de colesterol en la membrana celular (Gutiérrez-Mayret et al., 2009).

Lo anterior sugiere que los rotavirus, al menos las cepas RRV (NA-sensible) y UK
(NA-resistente), presentan diferentes mecanismos de endocitosis asociados a su entrada en
la célula huésped.

El mecanismo mediante el cual el rotavirus se internaliza en la célula aun se
desconoce; sin embargo, se proponen dos principales rutas (Isa et al., 2008):

1) Una ruta de internalizacion basada en la penetracion directa de la membrana por
el rotavirus y la liberacion de la DLP en el citoplasma, vy,

2) Una ruta de internalizacion llevada a cabo mediante endocitosis dependiente de
dinamina. Asi pues, la TLP quedaria dentro de una vesicula endocitica en donde podria
liberarse hacia el citoplasma mediante dos propuestas alternativas:

Una propuesta es que, la liberacion de la DLP al citoplasma ocurre cuando una
bomba de protones (ATPasa) saca el calcio de la vesicula endocitica donde se encuentra el
virus. La disminucién en la concentracion de este ion pudiera provocar el desprendimiento
de las proteinas de capa externa del virus y posteriormente la permeabilizaciéon de la

membrana endosomal.
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La otra propuesta es que, dentro de la vesicula endosomal, VP8* podria disociarse
de la particula viral y exponer el dominio hidréfobo de VP5*. Este, al interaccionar con la
membrana endosomal, crearia un poro que le permitiria a la particula salir hacia el
citoplasma.

Aun falta demostrar experimentalmente estas propuestas de internalizacion del

rotavirus en la célula huésped.

I1.2. GENETICA REVERSA

En el area de la virologia los estudios basados en el enfoque de genética reversa
permiten poner a prueba hipdtesis racionales y responder preguntas complejas acerca de la
estructura de los viriones y de las interacciones virus-célula hospedera. La genética reversa
puede proveer las herramientas necesarias para 1) disefiar vacunas con virus recombinantes,
2) desarrollar vectores virales de expresion heterdloga para terapia génica y 3) estudiar la
funcién de los genes en la replicacion y patogénesis de estos microorganismos (Deming et
al. 2006; Horimoto & Kawoaka 2006). Lo anterior se logra con la introduccion de
mutaciones puntuales dentro de los genomas virales para analizar los productos
codificados, asi como las secuencias no codificantes del mismo.

En la actualidad existen sistemas de genética reversa para la mayoria de las familias
de virus de RNA que infectan mamiferos. Los trabajos pioneros en donde esta presente el
enfoque de la genética reversa con virus de RNA fueron hechos con virus cuyos genomas
son de RNA de polaridad positiva. Ejemplo de estos trabajos son los generados por
Taniguchi et al. (1978) con el bacteriofago Qf, y por Racaniello y Baltimore (1981) con
poliovirus, en donde fueron recuperados virus infecciosos a partir de plasmidos de DNA.

Posteriormente también fueron desarrollados trabajos de genética reversa para virus
con genomas de RNA de polaridad negativa. Tal es el caso de Radecke et al. (1995) con la
recuperacion de virus del sarampion a partir de clonas de DNA complementario (cDNA).
También existen trabajos basados en este enfoque con el virus de la influenza A (Neumann
& Kawaoka, 1999; Fodor et al., 1999), con bunyavirus (Bridgen & Elliott, 1996), y con
varias de especies de las familias Rhabdoviridae, Paramyxoviridae, Filoviridae y

Orthomyxoviridae (Neumann et al., 2002).
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Para el caso del rotavirus, el desarrollo de un sistema de genética reversa eficiente
para estudiar las bases moleculares de su patogénesis ain no se ha logrado (Komoto et al.
2008). A la fecha se han reportado varios intentos por desarrollar este tipo de sistemas con

virus pertenecientes a la familia Reoviridae, los cuéles se describen a continuacion.

I1.2.1. GENERO Orthoreovirus

El primer sistema de genética reversa de un miembro de la familia Reoviridae fue
desarrollado por Roner y Joklik (2001). Estos autores, basados en los hechos de que:

1) Los transcritos in vitro de un Orthoreovirus, el reovirus serotipo 3 (ST3), son
infecciosos, es decir, producen una progenie viral infecciosa. Lo anterior sucede cuando se
lipofectan a una linea celular permisiva, en este caso la linea celular L.292 (células “L”,
provenientes de fibroblastos de raton), junto con un reovirus auxiliar (ST1 6 ST2), y
empleando un método de seleccion para las clonas de reovirus ST3, como lo puede ser el
uso de sueros policlonales (Roner et al., 1990); 2) Usando el sistema anterior pudieron
construir una doble mutante sensible a temperatura del reovirus ST3 (Roner et al., 1997).

Este sistema tiene muchos requerimientos, tales como:

1) La construcciéon de un templado de cDNA conteniendo el promotor de la T7-RNA
polimerasa, y parte del extremo 5’ de la secuencia del segmento que se desea incorporar.

2) Nueve mRNAs, cada uno correspondiente a su segmento de dsSRNA del genoma del
reovirus ST3.

3) Una linea celular transformada que expresa establemente el gen del virus ST3 que se
desee expresar.

4) Un reovirus auxiliar.

5) Un método confiable de tamizaje para elegir clonas del ST3 mutante (ya sea por
anticuerpos 6 mediante mutantes sensibles a temperaturas ).

A pesar de lo complejo de esta metodologia sélo el 50% de todas las clonas
generadas con este sistema correspondi6 al reovirus mutante.

Kobayashi et al. (2007) generaron un sistema de genética reversa para reovirus al
parecer “mas sencillo” que el reportado por Roner y Joklik (2001) basado en la transfeccion
de plasmidos a células “L”. Cada plasmido contiene un cDNA correspondiente a uno de los

diez diferentes segmentos de dSRNA que conforman el genoma del reovirus, bajo el control
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del promotor de la RNA polimerasa del fago T7. Por este motivo, antes de transfectar los
plasmidos, fue necesario infectar con una cepa recombinante y atenuada del virus vaccinia
que proporcion6é la RNA polimerasa T7. Con este sistema, los autores construyeron y
recuperaron virus mutantes viables conteniendo mutaciones puntuales introducidas en las
proteinas de capside o1 y 63, ademéas de construir un virus recombinante que expreso a la
proteina verde fluorescente (GFP) mediante el reemplazo del marco abierto de lectura de
03 por la secuencia de dicha proteina.

Con este trabajo se comprobo que es posible obtener un sistema de genética reversa,
al menos para reovirus, utilizando el producto de la transcripcion in vivo de los diez cDNAs

presentes en plasmidos y usando un virus auxiliar diferente a reovirus.

I1.2.2. GENERO Orbivirus

Recientemente, Boyce et al. (2008) publicaron un trabajo de genética reversa
usando el “bluetongue virus” (BTV), un virus del género Orbivirus. Basados en el
antecedente de que los transcritos (ssRNA) obtenidos in vitro a partir de “cores” de BTV
tipo 1 (BTV-1), cuando se transfectaron en células permisivas (en este caso usaron las
células BSR que son una clona de las células BHK-21, una linea celular proveniente de
rindn de cria de hamster) producian altos niveles de proteinas virales y ademas se
recuperaban virus infecciosos (Boyce & Roy, 2007). Estos investigadores lograron obtener
virus infecciosos mediante la transfeccion de los transcritos derivados de “cores” del BTV -
1 y de algunos transcritos correspondientes a los segmentos de dsRNA de diferentes
serotipos de BTV. Estos ultimos se obtuvieron a partir del cDNA correspondiente a cada
segmento del BTV, clonado en un plasmido bajo el promotor de la RNA polimerasa T7 y
mediante transcripcion in vitro. Los autores también obtuvieron virus infecciosos cuando
transfectaron todos los transcritos correspondientes a los segmentos de dSRNA de BTV-1

provenientes de plasmidos.
11.2.3. GENERO Rotavirus

A la fecha existen un par de reportes sobre genética reversa en este género (Komoto

et al., 2006; Komoto et al., 2008). En el trabajo de Komoto et al. (2006) demuestran que es
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posible recuperar virus infecciosos utilizando un sistema que contiene los siguientes
elementos:

1) Un plasmido construido con el gene 4 del rotavirus de simio SA11, flanqueado en su
extremo 5’ por el promotor de la T7 RNA polimerasa y en su extremo 3’ la secuencia de la
ribozima del virus delta de la hepatitis seguida por una secuencia terminadora de la
transcripcion.

2) Un virus recombinante vaccinia atenuado para que proporcionara la RNA polimerasa T7.
3) El rotavirus humano KU como auxiliar.

4) La linea celular MA104 en donde se llevo a cabo el rescate del virus mutante y la
amplificacion del titulo viral de las clonas del mismo.

5) Una bateria de anticuerpos monoclonales empleados durante el rescate del mutante y que
neutralizan de manera especifica al rotavirus auxiliar KU.

Usando los elementos anteriormente enumerados estos investigadores reportan
haber obtenido rotavirus humanos recombinantes que poseen el gen 4 del rotavirus de simio
SA1l. Aunque no mencionan cifras, los autores describen que la eficiencia en la
recuperacion de los virus recombinantes es baja. Otra limitante importante para alguien que
quiera desarrollar un sistema de genética reversa similar es contar con todos los elementos
y con la infraestructura necesaria para llevar a cabo la metodologia usada.

Recientemente, Komoto et al. (2008), utilizando el sistema mencionado
anteriormente lograron obtener un rotavirus KU recombinante. El epitope neutralizante I,
localizado en el dominio VP5* de la proteina VP4 de SAIl (aa. 381 a 401), fue
reemplazado por el dominio II de la misma proteina pero de la cepa de rotavirus humana
DS-1. De esta manera los autores lograron el rescate de un rotavirus KU recombinante que
posee un mosaico antigénico de epitopes neutralizantes sobre la proteina VP4. Sin
embargo, en este trabajo se detecta otra limitante mas aparte de las expuestas arriba. En el
trabajo previo publicado por estos autores (Komoto et al., 2006) se detecta que los titulos
virales procedentes de pases para la amplificacion de titulos virales de la mutante, difieren
significativamente de manera negativa cuando se comparan con los de la cepa de origen
KU. En el trabajo recién publicado (Komoto et al. 2008) encuentran que el titulo viral de la

nueva mutante que contiene epitopes de VP4 de SA1l y de DS-1 disminuye 10 veces
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comparado con los titulos de la mutante sencilla (Komoto et al. 2006) que ya de antemano
se habia mostrado que eran bajos.

Los casos de genética reversa existentes hasta ahora para los miembros de la familia
Reoviridae son buenos intentos por obtener sistemas viables que permitan ampliar los
conocimientos sobre este tipo de virus. Sin embargo, aunque muestran diferentes
estrategias, la mayoria no dejan de ser sistemas complicados desde el punto de vista
metodologico y no arrojan resultados viables para poner a prueba de forma inmediata todas
aquellas hipodtesis sobre los virus de esta familia, claro, independientemente de si el
investigador posee la infraestructura y los elementos necesarios para poder llevarla a cabo.

En conclusion, actualmente no se cuenta con un sistema de genética reversa para
estudiar los procesos relacionados a la adsorcién y entrada de los rotavirus a la célula

hospedera.
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III. ANTECEDENTES

II1.1. SISTEMA BACULOVIRUS-CELULAS DE INSECTO

I11.1.1. GENERALIDADES

El sistema de expresion de baculovirus-células de insecto (IC-BEVS, siglas
provenientes de “insect cells-baculovirus expression vector system’) se ha usado desde
hace 20 anos y debido a las caracteristicas que posee (Tabla 2) ha llegado a ser uno de los
sistemas de expresion mas usados para la produccion de proteinas recombinantes (Kost et
al., 2005; Palomares et al., 2005).

Los baculovirus se encuentran clasificados dentro de la familia Baculoviridae. Estos
virus se encuentran clasificados en dos géneros: Nucleopoliedrovirus (NPV) 'y
Granulovirus (GV), que antiguamente se les conocia como virus de la poliedrosis nuclear y
virus de la granulosis respectivamente (Friesen, 2007). Estos virus envueltos poseen un
genoma grande de DNA circular que va desde 80 a 230 kilopares de bases (kpb ) y miden
de 40 a 50 nm de didmetro por 200 a 400 nm de largo (Palomares et al., 2005).

Actualmente, uno de los baculovirus mas usado en los IC-BEVS es el
Nucleopoliedrovirus Autographa californica (AcMNPV), y entre las lineas celulares mas
usadas para los mismos se encuentran las Sf9 y Sf21 derivadas del tejido ovéarico del
insecto Spodoptera frugiperda, aunque también existen otras lineas muy usadas
provenientes de los insectos Trichoplusia ni y Mamestra brassicae (Palomares et al. 2005).

El ciclo de vida del baculovirus se divide en las fases de infeccion muy temprana,
temprana, tardia y muy tardia. Durante éstas, el baculovirus activa el encendido de genes
que le permitirdn llevar a cabo su replicacion dentro de la célula huésped. Uno de los genes
hiper-expresados en la etapa muy tardia de la infeccion es el que codifica para la proteina
poliedrina. Esta proteina es necesaria para la supervivienvia del baculovirus en la

naturaleza, pero no lo es cuando éste se cultiva in vitro en células.
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Tabla 2. Caracteristicas relevantes de los IC-BEVS®.

CARACTERISTICAS RELEVANTES DE LOS IC-BEVS

1) SEGURIDAD:
e El espectro de infectividad de huéspedes de los baculovirus, generalmente esta restringido
a artrépodos.
e Los baculovirus no infectan a vertebrados y se ha visto que sus promotores son inactivos en
la mayoria de las células de mamiferos.

2) VELOCIDAD, SIMPLICIDAD Y CONFIABILIDAD:
e La construccion de un baculovirus recombinante es relativamente simple y rapida.
e No se requiere invertir mucho tiempo y trabajo en la transfeccion, en la seleccion 6 en la
amplificacion del recombinante.

e Se requieren periodos de tiempo relativamente cortos para generar cantidades sustanciales
de la proteina heterdloga.

3) VERSATILIDAD:

e Se han producido mas de 500 diferentes tipos de proteinas recombinantes funcionales.

e Se pueden incorporar genes de gran tamaio en el baculovirus.

e Se pueden clonar varios genes en un solo baculovirus recombinante y expresarlos de
manera simultanea para obtener proteinas multiméricas ensambladas correctamente.

e También se puede coinfectar con diferentes baculovirus de manera simultanea para obtener
el propo6sito mencionado arriba.

e EIIC-BEVS puede llevar acabo corte de intrones y emplame de exones (splicing).

e La proteina heteréloga puede ser transportada a organelos, a membranas, e incluso puede
ser secretada.

4) ALTOS NIVELES DE EXPRESION:

e La proteina heterdloga puede llegar a ser hasta el 50% de la proteina celular total bajo las
condiciones adecuadas. Lo anterior corresponde a casi 1 ng de proteina recombinante por
célula.

e La expresion en IC-BEVS, comparada con la expresion en células de mamifero, puede ser
de 20 a 250 veces mayor.

e Se pueden obtener hasta 500 mg de la proteina heterologa por litro de cultivo.

5) MODIFICACIONES POST-TRADUCCIONALES
e Enel IC-BEVS se producen modificaciones tales como N- y O-glicosilacion, fosforilacion,
acilacion, a-amidacion, amidacion N-terminal, carboximetilacion, isoprenilacion, corte de
péptido sefial y actividad proteolitica.

6) CARACTERISTICAS PARA BIOPROCESOS:

e Las lineas celulares usadas en IC-BEVS pueden ser subcultivadas indefinidamente.

e También pueden ser adaptadas facilmente a cultivos en suspension.

e Se pueden alcanzar altas densidades celulares en las diferentes modalidades de cultivos
empleados en bioprocesos.

e Se pueden escalar grandes volimenes de cultivo.

e La expresion de la proteina heteréloga puede ser controlada simplemente por tiempo y la
multiplicidad de infeccion

e Se pueden construir de manera relativamente sencilla, proteinas fusionadas para facilitar la
purificacion o el monitoreo de la proteina heter6loga.

*Se muestran las caracteristicas del sistema de expresion baculovirus-células de insecto que han hecho de él
uno de los sistemas de expresion heterdloga mas importantes. Obtenida de Palomares et al. (2005).
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Ya que la poliedrina estd bajo el control de un promotor fuerte, en muchos casos la
secuencia codificante para la poliedrina es sustituida por la secuencia codificante para la
proteina heterologa, generando asi los baculovirus recombinantes (Palomares et al., 2005;
Friesen, 2007).

En la actualidad se cuenta con varios IC-BEVS comerciales, que se basan en la
expresion de la proteina heterdloga bajo el control del promotor de la poliedrina (Murphy
et al., 2004; Yin et al., 2007). Uno de los sistemas de este tipo mas usados es el sistema
comercial Bac to Bac® de Invitrogen  (Kost et al., 2005; Murphy et al., 2004), mismo que
se uso para alcanzar uno de los objetivos particulares de este trabajo (ver seccion de “VI.

Objetivos”, localizada abajo).

I11.1.2. EL SISTEMA BAC TO BAC®

El sistema Bac to Bac® se basa en la transposicion sitio especifica de un cassette de
expresion (proveniente del vector pFastBacl que contiene ya el gen de interés) dentro de un
plasmido que contiene el genoma del baculovirus (“bacmido”; ver figura 7). Este bacmido
(bMON14272) de 136 kb, se propaga en la cepa DH10Bac  de E. coli, contiene un bajo
nimero de copias del replicon mini-F, un marcador de resistencia a kanamicina y un
segmento de DNA que codifica para el péptido LacZa igual al del vector de clonacion
pUC. En la region que codifica para el extremo amino terminal de LacZa, se encuentra
insertado un pequefio segmento que contiene el sitio de union para el transposon bacteriano
Tn7 (el sitio mini-attTn7) y que no cambia el marco de lectura de dicho péptido. El
bacmido puede complementar la delecion de lacZ presente en el cromosoma bacteriano,
permitiendo la formacion de colonias de color azul (Lac’) en la presencia de un sustrato
cromogeno como Bluo-gal o X-gal y un inductor como IPTG.

Dentro de las células DH10Bac ocurre la trasposicion del elemento mini-Tn7
contenido en el plasmido de transferencia hacia el sitio de unién mini-a#/Tn7 dentro del
bacmido. Lo anterior es llevado a cabo por una actividad de transposasa codificada en un
plasmido “auxiliar” (pMON7124) presente en las mismas células. Este plasmido auxiliar
también le confiere a la bacteria la resistencia contra tetraciclina. El elemento mini-Tn7 en
pFastBacl, presenta un cassette de expresion que contiene un gene de resistencia a

gentamicina (Gm"), el promotor de poliedrina del baculovirus AcNPV seguido de un sitio
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multiple de clonacion y de la sefial de poliadenilacion del virus SV40, todo esto flanqueado
por los brazos derecho e izquierdo del Tn7. Cuando ocurre la transposicion del mini-Tn7 en
el sitio de unién del mini-attTn7 del bacmido, se interrumpe el marco de lectura abierto del
péptido LacZ, por lo que las colonias que contienen el baicmido recombinante son de color

blanco en presencia de Bluo-gal 6 X-gal y de IPTG (Bac to Bac®, 2004).

Figura 7.- Esquema del sistema Bac to Bac® de Invitrogen' . Modificada
del manual del usuario. La descripcion se encuentra en el texto.
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II1.2. ALTERNATIVAS A LA GENETICA REVERSA

Ya que no ha sido posible la generacion de sistemas de genética reversa eficientes,
sencillos y reproducibles para los miembros de la familia Reoviridae, se han desarrollado
otros tipos de enfoques y disefos experimentales con menor grado de complejidad
comparados con el que presentan los actuales sistemas de genética reversa, con el fin de
poder generar herramientas que puedan ser utiles para el estudio de los mecanismos de
entrada de estos virus a su célula huésped. Ejemplos de estos enfoques son la
transcapsidacion (Chen & Raming, 1993), la obtencion de pseudo-particulas virales (VLPs,
las siglas provenientes de “virus like particles”) y la reconstitucion de TLPs a partir de
DLPs y de las proteinas recombinantes de la capa externa de rotavirus (Trask & Dormitzer,

2006).

I11.2.1. TRANSCAPSIDACION

En la transcapsidacion, las proteinas de la capa externa de una cepa de rotavirus son
incubadas con DLPs de otra cepa diferente dando como resultado TLPs “quiméricas”. Chen
y Raming (1993) demostraron que es posible obtener particulas infecciosas de un rotavirus
“quimérico” al incubar las proteinas VP4 y VP7 del rotavirus de simio SA11-4F junto con
DLPs de la cepa de rotavirus bovino B223. Cuando realizaron el experimento de
transcapsidacion utilizando las proteinas VP4 y VP7 provenientes de 1x10'* particulas
virales del rotavirus cepa SA11-4F y el mismo niimero de DLPs del rotavirus cepa B223,
los investigadores observaron un pequeio pero reproducible aumento en la infectividad de
estas TLPs “quiméricas”. Cuando incubaron el mismo nimero de DLPs de la cepa B223
con las proteinas de capa externa de la cepa SA114F provenientes de cinco veces el
nimero de DLPs (relacion 5:1 de proteinas solubles y DLPs), la infectividad de las TLPs
quiméricas se vio notablemente incrementada (entre 500 y 1000 veces mas que con la
relacion 1:1), sentando el antecedente de que la relacion entre las DLPs y las proteinas de
capa externa del rotavirus es de gran importancia para recuperar la infectividad. Otro
elemento importante que aporta este trabajo es el hecho de que los investigadores
encontraron que la transcapsidacion es independiente de la concentracion de calcio siempre
y cuando el pH sea ligeramente acido (el optimo fue a pH=5.4). Sin embargo, cuando la

reaccion se lleva a cabo a pH neutros se observa dependencia de calcio, ya que al agregarse
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EDTA, la transcapsidacion se inhibe. Aunque se demostré infectividad debida a la
transcapsidacion, esta reaccion fue ineficiente ya que partiendo de las 1x10'2 DLPs que se

colocaron en el sistema, solo se obtuvieron 1x10° unidades formadoras de placa (ufp).

I11.2.2. ENSAMBLE DE PSEUDO-PARTiICULAS VIRALES (VLPs)

Desde hace tiempo se ha demostrado que la incubacion simultdnea de proteinas
estructurales de rotavirus, ya sea de origen viral silvestre (Ready et al. 1988) 6
recombinantes (Labbe et al., 1991; Sabara et al., 1991), dan por resultado la formacion de
VLPs.

Redmond et al. (1993), utilizando un sistema de IC-BEVS, clonaron exitosamente
los genes que codifican para las proteinas estructurales VP4, VP6 y VP7 del rotavirus
bovino C486 y obtuvieron VLPs de esta cepa. Para que esto fuera posible los autores
primero incubaron a la proteina VP6 recombinante para que produjera la base esférica en
donde se ensamblarian posteriormente las recombinantes VP4 y VP7. Cabe mencionar que
como fuente de VP4 y VP7 los investigadores usaron lisados de células de insecto
infectadas por los baculovirus recombinantes (“extractos crudos”).

Por otra parte, Crawford et al., (1994) hicieron algo similar con los genes que
codifican para las proteinas VP2, VP4, VP6 y VP7 del rotavirus de mono SA11. Estos
investigadores obtuvieron diferentes tipos de VLPs co-expresando diferentes
combinaciones de estas proteinas en células de insecto. Los autores demostraron que las
VLPs conteniendo a la proteina VP4 podian unirse a las células MA104 de manera similar
que el rotavirus SA11, aportando con esto, una prueba mas de que VP4 es la proteina del
rotavirus encargada de la unién a la célula huésped. Basado en los hechos de que las VLPs
construidas con las 4 proteinas recombinantes poseen la capacidad de unirse a células
susceptibles y que ademads estas proteinas en general mantienen las propiedades antigénicas
similares a las TLPs, hacen de las pseudo-particulas virales un modelo prometedor para la
generacion de vacunas, para el estudio de las funciones de los dominios de las proteinas
estructurales (que se pueden extrapolar a las funciones de las mismas ya formando parte de
los viriones), y también para explorar epitopes involucrados en la unién a receptores

celulares.
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I11.2.3. ENSAMBLE DE TLPs

Durante la obtencion de VLPs a partir de proteinas recombinantes no se obtienen
particulas infecciosas. Una nueva y prometedora estrategia para obtener herramientas
alternas a la genética reversa, y asi poder realizar estudios sobre la entrada del rotavirus a
su célula huésped, fue desarrollada por Trask y Dormitzer (2006). Combinando los
elementos claves de la transcapsidacion y de la obtencion VLPs, estos autores lograron
ensamblar particulas infecciosas del rotavirus de simio RRV, utilizando como precursores a
las DLPs y a las proteinas VP4 y VP7 de la misma cepa expresadas en el IC-BEVS. La
infectividad obtenida de las DLPs tratadas con las proteinas VP4 y VP7 recombinantes se
incrementd hasta 1x107 veces. Estos investigadores también encontraron que el ensamble
de las proteinas recombinantes sobre las DLPs es dependiente del pH, obteniendo que, de
todos los valores de pH usados, el 6ptimo fue de 5.2 unidades. También observaron que la
reconstitucion de TLPs depende de la temperatura. En un rango de temperaturas que abarca
desde los 4 hasta los 30°C, la infectividad de las TLPs alcanza sus maximos valores
mientras que a una temperatura de 37°C se obtiene una disminucion de 100 veces respecto
a la observada con las otras temperaturas. Se demostrd también que el ensamblaje depende
de la concentracion de VP4 pero no de VP7, y que para obtener un 6ptimo ensamble de
TLPs es necesario primero exponer a las DLPs con la proteina VP4 y posteriormente
agregar a VP7 en presencia de calcio. A pesar de haberse obtenido una eficiencia de
reconstitucion de TLPs menor al 0.05%, hasta la fecha este es el primer reporte de la
obtencion de una particula de rotavirus infecciosa reconstituida a partir de DLPs y de

proteinas recombinantes de la cubierta externa del virus.
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IV. JUSTIFICACION

Dado que el desarrollo de sistemas de genética reversa eficientes y sencillos para
estudiar los mecanismos moleculares implicados en la patogénesis ocasionada por los virus
miembros de la familia Reoviridae ha sido lenta (Boyce & Roy, 2007; Komoto et al. 2008),
se requiere de alternativas que permitan establecer herramientas ttiles para investigar el
mecanismo de entrada de este virus a su célula huésped.

Ya que VP4 y VP7 son proteinas esenciales en la etapa inicial de la infeccion por
rotavirus, el desarrollo de metodologias eficientes para incorporar a estas proteinas sobre
DLPs y producir viriones infecciosos, generaria una herramienta muy util para investigar el
mecanismo de entrada de este virus a su célula huésped. Tal seria el caso de reconstituir
TLPs que contengan modificaciones en las proteinas VP4 y VP7 mediante mutagénesis
dirigida de los genes que codifican para éstas, para poder estudiar los dominios
involucrados en la entrada del virus a la célula huésped.

El generar una herramienta de este tipo podria proveer la generacion de
conocimientos de potencial aplicacion para el desarrollo de vacunas efectivas y la

implementacion de estrategias terapéuticas novedosas.

V. HIPOTESIS

Es posible montar un sistema de reconstitucion de particulas infecciosas (TLPs) de
rotavirus a partir de particulas virales de doble cubierta (DLPs), tanto de cepas sensibles a
NA como de cepas resistentes a NA, y de las proteinas recombinantes VP4 y VP7

sintetizadas en el sistema de baculovirus/células de insecto.
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VI. OBJETIVOS

VI.1. OBJETIVO GENERAL:

Reconstituir particulas infecciosas de una cepa de rotavirus sensible a NA y de una
cepa resistente a NA, a partir de sus correspondientes DLPs y de las proteinas

recombinantes VP4 y VP7 obtenidas de un sistema de expresion IC-BEVS.

VI.2. OBJETIVOS PARTICULARES:

1) Construir baculovirus recombinantes que contengan los genes 4 y 9 del rotavirus de
simio RRV (NA-sensible).

2) Montar un sistema de expresion IC-BEVS para producir las proteinas de capside
VP4 y VP7 del rotavirus RRV.

3) Purificar las proteinas VP4 y VP7 recombinantes.

4) Reconstituir particulas infecciosas (TLPs) de los rotavirus RRV y UK utilizando las
proteinas recombinantes purificadas.

5) Evaluar la infectividad de las particulas reconstituidas de ambas cepas de rotavirus.
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VII. MATERIALES Y METODOS

VIL1. LINEAS CELULARES Y VIRUS

Para los ensayos de expresion de proteinas recombinantes, asi como para aumentar
el titulo viral de los baculovirus, se usé la linea celular Sf9, derivada de células de ovario
del insecto Spodoptera frugiperda y amablemente donada por la Dra. Laura Palomares
(IBT-UNAM). Las células Sf9 fueron cultivadas en monocapa utilizando frascos F25
(CORNING™), asi como en suspension (agitacion orbital a 120 r.p.m.) utilizando matraces
Erlenmeyer. El medio de cultivo utilizado fue el Sf-900IISFM de GIBCO™ (Invitrogen
Corporation ) y las células Sf9 fueron incubadas a 27 °C.

Para propagar los rotavirus y para los ensayos de infectividad de las TLPs
reconstituidas se usoé la linea celular MA104 (ATCC), derivada de células embrionarias de
rindén de mono verde africano (Cholorocebus aethiops). Las células MA104 se cultivaron
en monocapa utilizando el medio MEM Advanced”, suplementado con 2% de suero fetal
bovino, en un ambiente humedo con 5% de CO, a 37 °C y utilizando frascos F75
(CORNING®).

La cepa de rotavirus RRV fue donada por el Dr. H. B. Greenberg (Stanford
University, California, USA). La cepa de rotavirus UK fue obtenida del Dr. D. R.
Snodgrass (Moredun Research Institute, Edinburgh, UK).

VIL2. DETERMINACION DE LOS TiTULOS VIRALES

El titulo viral de los lisados conteniendo a los rotavirus fue determinado como se
describe en Arias et al. (1987).

La titulacion de los baculovirus recombinantes fue realizada como se describe a
continuacién: Células Sf9 fueron sembradas en cajas de 96 pozos (CORNING™) y una vez
alcanzada la confluencia, la monocapa fue infectada con diluciones seriadas de los medios
conteniendo a los baculovirus recombinantes. Al cabo de transcurrir una hora de adsorcion,
fue retirado el inoculo y las células fueron lavadas un par de veces con medio Sf-900IISFM
de GIBCO'™" Invitrogen Corporation” y se dejaron incubando por 48 h a 27 °C con medio

fresco. Posteriormente las células fueron fijadas y tratadas con suero policlonal a-TLPs
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siguiendo el protocolo descrito en Arias et al. (1987), incluyendo la visualizacion de focos

infecciosos.

VIL3. VECTORES Y PLASMIDOS

pFastBacl. Se utilizd el vector pFastBacl de Invitrogen™ (Fig. 8) como vector de
transferencia de genes heter6logos para generar baculovirus recombinantes mediante el
sistema comercial “Bac to Bac® Baculovirus Expresion System” de la compaiiia

. ™
Invitrogen .

Figura 8.- Esquema del vector pFastBacl. Se muestran los elementos
que conforman al vector. El tamafio del vector es de 4775 (pb).

pGEM-3Z-VP4RRV-3.2.1. Este plasmido (Fig. 9) fue construido hace algin tiempo en el
laboratorio de los doctores C. Arias y S. Lopez (Depto. de Genética del Desarrollo y
Fisiologia Molecular, IBt-UNAM), mediante transcripciéon reversa y posteriormente
reaccion en cadena de la DNA polimerasa (RT-PCR) del gen 4 de rotavirus RRV. Se usaron
los oligos YM9-3" y YM9-5’ que dejan sitios Smal en los extremos del producto
amplificado por PCR. Estos sitios se aprovecharon para clonar el gen 4 en el sitio Smal del

sitio multiple de clonacion del vector pGEM-3Z.
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Figura 9.- Esquema del plasmido pGEM-3Z-VP4RRV-3.2.1. Se muestra el
vector original y la posicion dentro del mismo donde se encuentra clonado el gen
4 de rotavirus RRV. El tamaifio del vector junto con el gen de RRV es de = 5096
pares de bases (pb).

pGEM-3Z-VP7RRV. Este plasmido (Fig. 10) fue construido hace algunos afios en el
laboratorio de los doctores C. Arias y S. Lopez (Depto. de Genética del Desarrollo y
Fisiologia Molecular, IBt-UNAM), mediante transcripcion reversa y posteriormente
reaccion en cadena de la DNA polimerasa (RT-PCR) del gen 9 de rotavirus RRV. Se usaron
los oligos YM9-3" y YMO9-5’ que dejan sitios Smal en los extremos del producto
amplificado por PCR. Estos sitios se aprovecharon para clonar el gen 9 en el sitio Smal del

sitio multiple de clonacion del vector pGEM-3Z.
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Figura 10.- Esquema del plasmido pGEM-3Z-VP7RRYV. Se muestra el
vector original y la posicioén dentro del mismo donde se encuentra clonado
el gen 9 de rotavirus RRV. El tamafio del vector junto con el gen 9 de RRV
es de = 3805 pares de bases (pb).

VIIL.4. CONSTRUCCION DE LOS BACULOVIRUS RECOMBINANTES
Los baculovirus recombinantes se construyeron siguiendo las indicaciones del
manual de usuarios del sistema Bac to Bac® (2004), y empleando las técnicas

convencionales de biologia molecular y clonacion descritas en “Current Protocols in

Molecular Biology” (1995), y también en Sambrook et al. (1989).

VIL.5. MICROSCOPIA DE INMUNOFLUORESCENCIA

Se contaron y sembraron 2.4X10° células Sf9 sobre cubreobjetos de vidrio de 10
mm de diametro y se infectaron con 100 ul de sobrenadante proveniente de un cultivo en
monocapa de células Sf9 de 4 dias de infeccion con el baculovirus de interés, y se
incubaron durante 48 horas bajo las condiciones descritas en la seccion “Lineas celulares y
virus”. Al cabo del periodo de incubacidn, las cé€lulas se fijaron con paraformaldehido
(Sigma®) al 2% (p/v) en PBS durante 20 minutos y posteriormente fueron lavadas 3 veces
con una solucion 50 mM de NH4Cl en PBS (soluciéon de lavado). Después fueron
permeabilizadas con 0.5% (v/v) de Tritén X-100 (Sigma®) y 1% (p/v) de BSA (Sigma®) en

PBS durante 15 minutos a temperatura ambiente. Las células fijadas fueron lavadas 3 veces
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con la solucién de lavado, posteriormente fueron tratadas con 1% (p/v) de BSA (Sigma) en
solucion de lavado durante 8 h a 4 °C, y al término de este periodo de tiempo, se lavaron 3
veces con la solucion de lavado. Se les agregd una solucion de anticuerpos monoclonales o
policlonales dirigidos contra las proteinas de interés, y se incubaron durante una hora a
temperatura ambiente. La Tabla 3 muestra la dilucion empleada para cada anticuerpo. Al
cabo del periodo de incubacion, se lavaron 10 veces con la solucion de lavado y se agregd
una solucioén de anticuerpos “anti-raton” y “anti-conejo” acoplados a fluoréforos “Alexa”
(Molecular probes ) segin fue el caso (Tabla 3), y se incubaron durante una hora a
temperatura ambiente.

Después de lo anterior, las células fueron lavadas diez veces con la solucion de
lavado. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI (Molecular probes” ) por 5 minutos y las
células fueron lavadas 3 veces. Los cubreobjetos fueron montados sobre portaobjetos de 76
por 26 mm. Las muestras fueron observadas en un microscopio de epifluorescencia (E600,
Nikon ") acoplado a una camara digital (DXM1200, Nikon ') y las imagenes se procesaron

con el programa de computadora PhotoShop® (Adobe Systems ).

Tabla 3.- Anticuerpos utilizados en ensayos de microscopia de inmunofluorescencia®.

Proteina de Anticuerpo Dilucion Anticuerpo Dilucion
interés primario secundario

VP4 Wa HS2 1:500 a-raton-Alexa 1:1000
HS2 1:125 a-raton-Alexa 1:1000
VP7 Wa a-Wa 1:500 a-conejo-Alexa 1:1000
VP4 RRV a-TLPs 1:500 a-conejo-Alexa 1:1000
HS2 1:500 a-raton-Alexa 1:1000
VP7 SA11 a-TLPs 1:500 a-conejo-Alexa 1:1000
VP4 SA11 a-TLPs 1:500 a-conejo-Alexa 1:1000
gp64 a-gp64 1:1000 a-raton-Alexa 1:1000

Se indica el (los) anticuerpo(s) usado(s) para la deteccion de la proteina de interés asi como sus
diluciones empleadas.

VIIL.6. ENSAYOS DE WESTERN BLOT
a) Preparacion de las muestras

Se contaron y sembraron 3X10° células Sf9 por pozo en cajas de 48 pozos. Estas se
infectaron con 300 pl de sobrenadante proveniente de un cultivo en monocapa de células

Sf9 de 4 dias de infeccion con el baculovirus de interés y se incubaron durante 48 horas
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bajo las condiciones descritas en la seccion “Lineas celulares y virus”. Al término de la
incubacion se recolectaron los sobrenadantes y las células fueron lisadas con 60 pl de un
buffer no desnaturalizante [1% (v/v) Triton X-100, 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM
NaCl, I mM EDTA, 20 pg/ml de PMSF en etanol absoluto e inhibidores de proteasas
(Complete®™, Roche ; se siguieron las instrucciones del producto)] y se centrifugaron a
9000 r.p.m. durante 10 minutos para retirar nticleos. Posteriormente, se mezclaron 40 ul de
los lisados con 20 pl de buffer de carga para geles de acrilamidama [(50 mM Tris-HCI pH
6.8, 2% (p/v) de SDS, 0.1% (p/v) de azul de bromofenol, 10% (v/v) de glicerol, 1% (v/v) de
B-mercaptoetanol] y se hirvieron por 5 minutos. De aqui se tomaron 15 pl para practicarles
electroforesis en geles de poliacrilamida. Respecto a los sobrenadantes de las muestras, se
precipitaron las proteinas solubles de 200 pul de éstos con 3 volumenes de metanol absoluto
y un volumen de cloroformo. Se centrifugaron las muestras a 13000 r.p.m. durante 5
minutos, se decantaron los sobrenadantes y la pastilla se resuspendié en 60 pl de buffer de
carga y se hirvieron por 5 minutos. De aqui se tomaron 15 pul para analizarlos en geles de

poliacrilamida.

b) Electroforesis

Se analizaron 15 pl de las muestras provenientes de células y de sobrenadantes en
geles de SDS-poliacrilamida al 10% en buffer Tris-Glicina. Las muestras se corrieron a 80
volts en el gel concentrador [2 ml de H,O tridestilada, 108 ul de Tris-HCl 2M pH 6.8, 330
ul de acrilamida-bis (30-0.8% p/v), 25 ul de SDS 10% (p/v), 25 pul de persulfato de amonio
10% (p/v) y 3 ul de TEMED] y a 120 volts en el gel separador [1.9 ml de H,O tridestilada,
720 ul de Tris-HCI 2M pH 8.8, 1.33 ml de acrilamida-bis (30-0.8% p/v), 36.5 ul de SDS
10% (p/v), 25 pl de persulfato de amonio 10% (p/v) y 4 ul de TEMED].

¢) Electrotransferencia e inmunotincion

Las proteinas separadas en el gel de poliacrilamida se transfirieron a una membrana
de nitrocelulosa, a 130 miliamperes durante una hora en amortiguador CAPS [4cido 1-
ciclohexamin propanesulfonico 10mM pH=11, metanol 10% (v/v)]. Posteriormente la
membrana se tifid con rojo de Ponceau S [rojo de Ponceau S 0.1% (p/v) en acido acético

5% (v/v)] para verificar la transferencia y después de lavarla 3 veces con Tween 20 al 0.1%
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(v/v) en PBS, se bloque6 con leche descremada en polvo al 5% (p/v) en PBS durante 8
horas a 4 °C. Transcurrido este tiempo la membrana se incubd durante una hora en
agitacion a temperatura ambiente, con una solucion del anticuerpo primario segun fue el

caso (Tabla 3) en 0.5% (p/v) de leche descremada en PBS.

Tabla 4.- Anticuerpos utilizados en ensayos de Western Blot”.

Proteina de Anticuerpo Dilucion Anticuerpo Dilucion
interés primario secundario
a-raton- 1:3000
HS2 1:5000 peroxidasa 6 0
VP4 RRV a-raton-alexa 488 1:5000
a-conejo- 1:3000
a-TLPs 1:3000 peroxidasa 6 0
o-conejo-alexa 1:5000
647
a-conejo- 1:3000
VP7 RRV a-TLPs 1:3000 peroxidasa 6 0
o-conejo-alexa 1:5000
647

*Se indica(n) el (los) anticuerpo(s) usado(s) para la deteccion de la proteina de interés asi como sus
diluciones empleadas.

Se hicieron tres lavados en agitacion por diez minutos con Tween 20 al 0.1% (v/v)
en PBS y posteriormente se incubd durante una hora a temperatura ambiente y en agitacion
con una solucion de anticuerpo secundario (Tabla 3) en leche descremada al 0.5% (p/v) en
PBS. Finalmente la membrana se lavo tres veces durante diez minutos con Tween 20 al
0.1% en PBS y la deteccién de las proteinas se realizé con el sustrato luminol (Perkin

Elmer®) siguiendo las instrucciones del fabricante.

VIL7. EXPRESION DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES Y PREPARACION
DE “EXTRACTOS CRUDOS”

Se inocularon medios de cultivo liquidos conteniendo una densidad celular de
1.5x10° células/ml de Sf9 y se infectaron con los baculovirus recombinantes a una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 0.5 uff/célula. Las células se incubaron durante 3 dias
bajo las condiciones ya descritas. Al término de este periodo el medio de cultivo completo

fue centrifugado a 1000xg durante 10 minutos. Para la preparacion de los extractos crudos
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con VP7 se separd el sobrenadante (SN) clarificado y se ultracentrifug6 a 100,000xg
durante 2 h. Al cabo de esto se rescatd el SN y se le se le adiciond un cdctel de inhibidores
de proteasas (“Complete EDTA free®™ de Roche”) siguiendo las instrucciones del
proveedor. EI SN se almacendé a una temperatura de -20 °C hasta su uso. Para la
preparacion de extractos crudos con VP4 se centrifugaron los medios de cultivo de manera
similar a los de VP7. Posteriormente se desecho el SN y las células fueron lisadas por el

método reportado por Dormitzer et al. (2001).

VILS. PURIFICACION DE VP7 RECOMBINANTE

La purificacion de VP7 de RRV recombinante se hizo mediante cromatografia de
afinidad a concanavalina “A” y cromatografia de afinidad a anticuerpos monoclonales
como se describe en Dormitzer et al. (2000). La cuantificacion de la proteina VP7 de RRV
purificada fue realizada empleando el producto “BioRad protein assay®” (BioRad ™)
siguiendo las instrucciones del proveedor. El acoplamiento del anticuerpo monoclonal 159
(Mab 159; Greenberg et al., 1983) a sefarosa se realizé como a continuacion se describe:
Un gramo de sefarosa 4B-CNBr (SIGMA-ALDRICH®) se coloco en 80 ml de HCI 1 mM
durante 30 minutos. Al cabo de esto la resina fue lavada en una unidad de filtracion
(Millipore™) con 30 ml de HCI de la misma concentracién y posteriormente fue colocada en
un tubo conico junto con 3 ml de NaHCO3; 100 mM y 10 mg de Mab 159 previamente
purificado mediante cromatografia de afinidad a proteina-G. La mezcla fue incubada a
temperatura ambiente durante 10 h. Transcurrido el tiempo, la resina con el Mab 159
acoplado fue montada en la columna, lavada y equilibrada con el buffer indicado

(Dormitzer et al., 2000).

VIL9. PURIFICACION DE VP4 RECOMBINANTE

La proteina VP4 de RRV expresada en el sistema IC-BEVS fue purificada
parcialmente mediante cromatografia de intercambio anidonico con DEAE-sefarosa (Sigma-
Aldrich®). La columna de DEAE-sefarosa fue equilibrada con 10 volimenes de un buffer
conteniendo 20 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM NaCl y 1 mM EDTA. El lisado de células
S19 infectadas con un baculovirus recombinante conteniendo el gene 4 de RRV (ver

seccion VIL.6.), fue diluido 20 veces en el buffer de equilibrio de la columna DEAE-
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sefarosa y se paso a través de la misma. La elucién de las proteinas se realizd con un
gradiente discontinuo de NaCl, usando soluciones que contenian 20 mM Tris-HCI pH 8.0 y

1 mM EDTA aparte de la concentracién de NaCl correspondiente.

VIL.10. OBTENCION DE TLPs y DLPs

Monocapas confluentes de MA104 se infectaron con una MOI de 10 uff/célula con
lisados de células del mismo tipo que previamente fueron infectadas con rotavirus RRV.
Después de dejar pasar una hora de adsorcion se agregé6 medio MEM sin suero. Las células
infectadas se cosecharon a las 14 horas post-infeccion (hpi) y posteriormente se lisaron
mediante tres ciclos de congelamiento/descongelamiento. El lisado viral se centrifugd
durante 1 h a 4°C y a 40000 r.p.m. en el rotor SW45Ti (Bekman). Después se decant6 el SN
y la pastilla se resuspendio en TNC (Tris 10 mM pH=8.0, NaCl 140 mM, CaCl, 10 mM) y
la mezcla se extrajo varias veces con freéon hasta que la fase del solvente quedo
transparente. La fase acuosa extraida se mezcld con 2.2 g de CsCl en un volumen final de 5
ml (para dar una densidad de 1.362 g/ml) y se centrifugd durante 18 h a 36000 rpm, a 4°C y
usando el rotor SW55 (Bekman®). Las bandas opalescentes correspondientes a las TLPs se
recolectaron por puncién y se almacenaron a 4°C. Las particulas virales fueron desaladas
usando Sephadex-G25 (Amersham Pharmacia Biotech®™).

Para la obtencion de DLPs, se siguid el protocolo descrito arriba con algunas
excepciones. Después de lisar las células y del primer ciclo de centrifugacion, el pellet fue
resuspendido en TNE (Tris 10 mM pH=8.0, NaCl 140 mM, EDTA 5 mM). La extraccion
con fredn, el gradiente de CsCl y la obtencion de las particulas por puncion se hizo de
manera similar que para extraer TLPs. Las DLPs recién purificadas fueron llevadas a una
concentracion de EDTA 10 mM e incubadas por 30 minutos a 37 °C. Finalmente, las DLPs
fueron pasadas por otro gradiente de CsCl en TNE, obtenidas por puncion, almacenadas a
4°C y desaladas de la misma manera que las TLPs.

La concentracion de las proteinas provenientes de las DLPs asi como de las TLPs,
fue cuantificada empleando el producto “BioRad protein assay®” (BioRad ") siguiendo las

instrucciones del proveedor.
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VIL.11. ENSAYOS DE RECONSTITUCION DE TLPs

Los ensayos de reconstitucion de TLPs se llevaron a cabo empleando el método
reportado por Trask & Dormitzer (2006). Para observar el ensamble de las proteinas
recombinantes VP4 y VP7 de RRV sobre las DLPs de la misma cepa de virus y de la cepa
UK, 10 pl de la mezcla de reconstitucion se pasaron a través de un colchon de sacarosa al
45% (w/v) en TNC y se centrifugaron las muestras a 140,000xg. Posteriormente se retir6 el
SN vy el pellet fue resuspendido en 10 ul de TNC durante toda la noche a 4 °C y éste fue
analizado por WB usando el anticuerpo monoclonal HS2 y el suero policlonal “a-TLPs”
para identificar las proteinas estructurales que conformaban a las particulas. Dependiendo
de la disponibilidad del lector de fluorescencia “Typhoon” (Amersham®), las membranas
de WB se revelaron usando un anticuerpo secundario acoplado a un fluoréforo 6 con el

método de quimioluminiscencia descrito en la seccion de “VILS. Ensayos de Western

Blot”.

VIIL.12. ENSAYOS DE INFECTIVIDAD

Monocapas confluentes de células MA104 fueron inoculadas con 50 pl de
diluciones de la mezcla de reconstitucion, misma que previamente fue tratada con 2.5
png/ml de tripsina (SIGMA-ALDRICH®) durante 30 minutos a una temperatura de 37 °C y
posteriormente con inhibidor de tripsina (SIGMA-ALDRICH®) a la misma concentracion.
Transcurrida una hora de adsorcion se retird la mezcla de reconstitucion, las células se
lavaron un par de veces con medio MEM sin suero (GIBCO™ Invitrogen Corporation” ) y
posteriormente se incubaron en el medio mencionado durante 14 horas a 37 °C.
Posteriormente las células fueron fijadas durante 30 minutos con acetona al 80% (v/v) en
PBS. Al término de esto, las células fueron lavadas un par de veces con PBS e incubadas
con una dilucién 1:1000 del suero policlonal a-TLPs en PBS durante una hora a 37°C.
Transcurrido esto, las células fueron lavadas dos veces con PBS e incubadas a 37 °C con
una dilucién 1:1000 de proteina A acoplada a peroxidasa de rabano (Amersham®) en PBS
durante una hora y para la visualizacion de unidades formadoras de focos se usé el

procedimiento descrito por Arias et al. (1987).
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VIII. RESULTADOS

VIII.1. CONSTRUCCION DE BACULOVIRUS RECOMBINANTES

Para alcanzar el objetivo particular nimero 1: “Construir baculovirus recombinantes
que contengan los genes 4 y 9 del rotavirus de simio RRV (NA-sensible).”, se utilizaron los
vectores mencionados en la seccion de “Materiales y Métodos”. A continuacion se describe

la construccion de cada uno de los baculovirus recombinantes.

VIIL1.1. CONSTRUCCION DEL BR DE VP4 RRV

Para construir el baculovirus recombinante que exprese VP4 de RRV en células de
insecto, se subclond el gen 4 de RRV que se encontraba en el pldsmido pGEM-3Z-
VP4RRV-3.2.1. (Fig. 9; ver también seccion “Materiales y Métodos™) en el vector
pFastBacl. La construccion se realizd sacando el gen 4 de rotavirus RRV del plasmido
mencionado usando las enzimas de restriccion Smal y Sall y clonando el gen en los sitios
Stul y Sall del vector de transferencia. La construccion de este pldsmido fue verificada
mediante ensayos con enzimas de restriccion (datos no mostrados).

El plasmido de transferencia pFastBacl-VP4RRV se us6 para transformar células
de E. coli cepa DH10Bac siguiendo el protocolo descrito en el manual del usuario del
sistema Bac to Bac®. De la transformacién de estas bacterias se aislaron ocho colonias y
fueron extraidos sus bacmidos para analizarlos por PCR como se describe en la seccion de
“Materiales y Métodos”. Seis de los ocho bacmidos analizados contenian el gen 4 de RRV
segun los resultados de PCR (fig. 11). Para obtener los baculovirus recombinantes se
transfectaron células de insecto con dos de los bacmidos (# 2 y 4) que presentaron el gen 4

de RRV.
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Figura 11.- Productos de PCR usando Bacmidos VP4 RRYV.
Carriles: 1.- Marcador de peso molecular, 2.- Clonal, 3.- Clona
2, 4.- Clona 3, 5.- Clona 4, 6.- Clona 5, 7.- Clona 6, 8.- Clona 7,
9.- Clona 8.

VIIL1.2. CONSTRUCCION DEL BR DE VP7 RRV

El plasmido de transferencia pFastBacl-VP7RRV se obtuvo al subclonar el gen 9
de RRV contenido en el pldsmido pGEM-3Z-VP7RRYV (Fig.10) en el vector pFastBacl. La
construccion se realizd sacando el gen 9 del pldsmido usando las enzimas de restriccion
EcoRI y HindIIl y clonando dicho gen en los mismos sitios localizados en el vector de
transferencia. La construccion de este plasmido fue verificada mediante ensayos de
restriccion utilizando a la enzima Mscl, ya que el gen 9 de RRV presenta un sitio de corte
para esta enzima en la posicion de nt 379 y el vector pFastBacl presenta un sitio en la
posicion de nt 2707. En la figura 12-A se muestran los productos de digestion con esta
enzima, de cuatro pldsmidos candidatos. Se predice que un plasmido pFastBacl
conteniendo el gen 9 de RRV en orientaciéon adecuada genera dos productos de
aproximadamente 4075 y 1736 pb. Los cuatro plasmidos digeridos generaron los productos
de digestion predichos confirmando la clonacién del gen 9 de RRV dentro del vector de

transferencia (Fig. 12-A).
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Figura 12.- Pruebas confirmatorias de clonacion del gen 9 de RRV. A) Digestion de
plasmidos pFastBacl-VP7RRV recombinantes. Los plasmidos provenientes de cuatro
colonias se digirieron con la enzima Mscl. Carriles: 1.- pFastBacl, 2.- clona 1, 3.- clona
2,4.- clona 7, 5.- clona 8, 6 y 7.- Marcadores de peso molecular. B) Productos de PCR
usando bacmidos VP7 RRV. Carriles: 1.- Marcador de peso molecular, 2.- clona 1, 3.-
clona 2, 4.- clona 3, 5.- clona 4, 6.- clona 5, 7.- clona 6, 8.- clona 7, 9.- clona 8.

El pldsmido de transferencia pFastBacl/VP7RRV proveniente de la clona 2 se

utilizo para transformar bacterias E.coli cepa DH10Bac. Se eligieron ocho clonas de estas

transformantes y se extrajeron sus bacmidos para analizarlos por PCR. Los productos de

PCR obtenidos fueron del tamafio esperado, demostrando que todos los bacmidos contenian

el gen 9 de RRV (Fig. 12-B).

Para obtener el baculovirus recombinante de VP7 de RRV se transfectaron los

bacmidos provenientes de las clonas 3 y 7 en cé€lulas Sf9 como se describe en el manual de

usuarios del sistema Bac to Bac® (2004).
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VIIL.2. EXPRESION DE VP4 Y VP7 RECOMBINANTES

Para alcanzar el objetivo particular nimero 2: “Montar un sistema de expresion IC-
BEVS para producir las proteinas de capside VP4 y VP7 del rotavirus RRV”, se infectaron
monocapas confluentes de células Sf9 con los BR VP4 y 7 de RRV y se detectd la
expresion de las proteinas recombinantes mediante microscopia de fluorescencia (datos no
mostrados) y ensayos de Western blot, obteniendo resultados positivos.

A continuacion se describe los resultados obtenidos para cada uno de los BR

construidos.

VIIL.2.1. EXPRESION DE VP4 RRV

Para determinar el tamafo de la proteina recombinante expresada en Sf9 con el
baculovirus “VP4RRV”, se montd un ensayo de Western blot con el lisado de células
provenientes de la transfeccion del bacmido de VP4RRV. La proteina VP4 de RRV se pudo

detectar en este lisado utilizando un antisuero policlonal contra TLPs de rotavirus (Fig. 13).

1 2 3 4

95 — P, . < VP4(=88 kDa)

72 —

kDa
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34 —
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Figura 13.- Ensayo de Western Blot para detectar
VP4 RRYV recombinante. Se uso el suero policlonal a-
TLPs para detectar a la proteina recombinante VP4 y a
las proteinas de rotavirus. Carriles: 1.- Marcador de
peso molecular; 2.- Lisado de células Sf9 infectadas con
baculovirus silvestre; 3.- Lisado de células MA104
infectadas con rotavirus RRV; 4.- Lisado de células Sf9
infectadas con baculovirus VP4RRVc4.
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La proteina VP4 de RRV recombinante (VP4r RRV), también pudo ser detectada en

ensayos de WB utilizando el anticuerpo monoclonal HS2 (ver seccion VIIL4. “Purificacion

de VP4”).

VIIL.2.2. EXPRESION DE VP7 RRV

Al igual que para el caso de VP4r RRV, se detectd la recombinante de VP7 de RRV

(VP7r RRV) en un lisado celular obtenido de infectar una monocapa de Sf9 con una de las

clonas de baculovirus recombinante “VP7RRV”. Como se observa en la figura 14, en este

lisado se encontrd una proteina que migra a la altura de la proteina VP7 de rotavirus RRV,

lo cual sugiere que la proteina recombinante se expresa de manera correcta. La proteina

VP7r RRV también fue detectada en el SN de cultivos tanto en monocapa como en

agitacion orbital (ver Fig. 15). Dado que la mayor parte de VP7 recombinante expresada en

las células Sf9 se secreta al medio de cultivo (Redmon et al., 1993; Dormitzer et al., 2000),

se obtuvieron los SN de los cultivos de esta células infectadas y se usaron como materia

prima para la purificacion de esta proteina de rotavirus.
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Figura 14.- Ensayo de Western Blot para detectar VP7r RRV. Se
utilizo6 el suero policlonal o-TLPs para detectar a VP7 recombinante, asi
como a las proteinas estructurales de rotavirus RRV provenientes de un
lisado de células MA104 infectadas con el mismo. Carriles: 1.- Marcador
de peso molecular; 2.- Lisado de células Sf9 infectadas con baculovirus
VP7RRVc7. 3.- Lisado de células Sf9 infectadas con baculovirus
silvestre; 4.- Lisado de células MA 104 infectadas con rotavirus RRV.
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VIIL3. PURIFICACION DE VP7

Como parte del objetivo particular nimero 3: “Purificar las proteinas VP4 y VP77,
se purifico a la proteina VP7 con base en el método descrito por Dormitzer et al. (2000). El
sobrenadante de un medio de cultivo de células Sf9 infectadas con el baculovirus
recombinante de VP7, se tratd como se describe en la seccion “VII. Materiales y métodos”™
y se pasd por una columna que contenia concanavalina A-sefarosa. Después de lavar la
columna se eluyeron las proteinas adsorbidas al soporte fisico y alicuotas del eluido se
analizaron por gel (Fig. 15). Como se puede observar en el carril “ECoA”, este paso
permitid enriquecer la muestra para glicoproteinas (Fig. 15-B, carriles 2 y 3). Las
fracciones de la columna de CoA que contenian la proteina eluida con o-metil-
manopirandsido se utilizaron en el segundo paso de purificaciéon: La cromatografia de
afinidad con el anticuerpo monoclonal 159. La proteina pudo ser detectada mediante WB
en el extracto crudo, asi como en el ECoA y en las primeras tres fracciones de elucion de la
columna de Mabl159-sefarosa (Fig. 15-A, carriles 2, 3 y 4-6, respectivamente). La VP7r
encontrada en las fracciones de elucion niimero 2 y 3 provenientes de la cromatografia con
Mab159-sefarosa (Fig. 15-B, carriles 5 y 6), parecen tener un 100% de pureza dado que no
se observan bandas de otras proteinas contaminantes en el gel tefiido con plata. La proteina
de la fraccion nimero 2 de elucion se concentro por ultrafiltracion y se cuantificé como se
describe en la seccion “VII. Materiales y Métodos”. La concentracion de ésta fue de 0.204
png/ul (5.455 uM). Debido a su alto grado de pureza, este concentrado de proteina fue usado
para los ensayos de reconstitucion. Se estima que la cantidad de VP7r RRV obtenida en el

sistema de expresion fue de alrededor de 0.9 mg/1 de cultivo.
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Figura 15.- Purificacion de VP7. Muestras de las fracciones de elucion
provenientes de las cromatografias de afinidad para purificar VP7r de RRV fueron
analizadas por Western Blot y por PAGE-tincion de plata (fracciones de elucion = 1
volumen de columna). A) Ensayo de Western Blot. Se uso6 el suero policlonal a-
TLPs para detectar a la VP7r RRV. Carriles: 1.- Marcador de peso molecular, 2.- SN
VP7r, 3.- ECoA, 4-13.- Fracciones de elucion de la #1 a la #10 de la cromatografia
con Mab159-sefarosa. B) PAGE y tincion con plata. El orden de los carriles es el
mismo que en el ensayo de WB.
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VIIL4. PURIFICACION DE VP4

La proteina VP4r de RRV se purific6 mediante cromatografia de intercambio
anionico con DEAE-sefarosa. Las muestras provenientes de dicha cromatografia se
muestran en la figura 16. La proteina VP4r RRV fue detectada en las fracciones de elucion
mediante ensayos de WB (Fig. 16-A) utilizando el anticuerpo monoclonal HS2 que detecta
a la proteina VPS5 (Padilla-Noriega et al. 1993). Las fracciones eluidas con 75, 100 y 125
mM de NaCl, contienen la mayor cantidad de VP4r RRV, al mismo tiempo que muestran
una menor cantidad de proteinas contaminantes respecto al resto de las fracciones de
elucion como se puede ver en la figura 16-B. Estas tres fracciones de elucion se mezclaron
y se concentraron por ultrafiltracion. Esta mezcla (el eluido de la cromatografia con DEAE:
E-DEAE), se utiliz6 como fuente de VP4r RRV para los ensayos de reconstitucion de

TLPs.

A)

Figura 16.- Purificacion parcial de
1 2 3 415 6 718 9 10 11 12 13 .
2130 VP4. Muestras de las fracciones de

— B elucion  proveniente de la
3; —_— -.q- ¢ VH cromatografia ~ de  intercambio
56 — anionico para purificar VP4r de
RRYV fueron analizadas por Western
Blot y PAGE (Fracciones de elucion
34 —— = 1 volumen de columna). A)
Ensayo de Western Blot. Se us6 el
Mab HS2 para detectar VP4r RRV.
Carriles: 1.- Marcador de peso
B) molecular, 2.- Lisado de Sf9/VP4r
1 2345 6 78 91011 12 13 diluido 1:20, 3.- Muestra de las
200— proteinas que no se adsorbieron a la
20— columna, 4, 5, 6,7, 8,9,10, 11, 12y
§5—— 13.- Fracciones de elucion usando
7! pu— buffers con 50, 75, 100, 125, 150,
0

kD

43 —

200, 250, 300, 350 y 400 mM de
NacCl, respectivamente. B) PAGE y
tincion con azul de Commassie. El
orden de los carriles es el mismo que
en el ensayo de WB.
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La cuantificaciéon de VP4r RRV presente en E-DEAE se determind con una curva
patron obtenida por densitometria de las bandas correspondientes a las proteinas VP4 y
VPS5 de RRV obtenidas por ensayos de WB al utilizar TLPs cuantificadas de esta cepa de
virus y al anticuerpo monoclonal HS2 (Fig. 17-A). Con base en que VP4 representa el
11.77% de la masa de una TLP, se estim6 la cantidad de VP4 presente en cada carril
cuando se utilizan diferentes cantidades de TLPs (Fig. 17-B). Estos datos, junto con los
datos obtenidos de la densitometria, permitieron obtener una “curva patron de VP4” (Fig.

17-C), misma con la que se cuantifico la VP4r RRV presente en el E-DEAE.

A B Carril TLPs (ng) VP4 (ng) Lectura de
) ) fluorescencia
1234567 8910
kDéll o 1 1.56 0.18 28461.53
BT 2 7.80 0.92 16859.84
3(3): . 3 15.60 1.83 60498.44
34— 4 23.39 2.75 170658.50
260 5 31.19 3.67 269159.22
. 6 38.99 4.59 277740.49
Carril 10: E-DEAE (1:500)
Intensidad de fluorescencia: 150532 7 46.79 5.50 573862.71
8 93.57 11.02 860021.82
9 187.15 22.04 2303108.30
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Figura 17.- Cuantificacion de VP4r RRV en E-DEAE. A) Diferentes cantidades
de TLPs purificadas con gradiente de CsClI fueron empleadas en ensayos de Western
Blot usando el anticuerpo monoclonal HS2. B) Resumen de las cantidades de TLPs
usadas para el Western Blot y datos de su densitometria. C) Curva patréon de VP4
generada al graficar las lecturas obtenidas de la densitometria vs la cantidad de VP4
en ng presente en cada carril del WB.
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Al interpolar en la curva patron el valor de la lectura de la densitometria
correspondiente a la muestra (E-DEAE diluido 1:500) y tomando en cuenta la dilucion, se
calculd que la concentracion de VP4r RRV presente en el E-DEAE es de 412.83+£5.163
ng/ul (4.77 uM).
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VIIL5. RECONSTITUCION DE TLPs

Para cubrir el objetivo particular nimero 4: “Reconstituir particulas infecciosas de
rotavirus”, se siguio el protocolo descrito en Trask & Dormitzer (2006) para ensamblar las
TLPs y se hicieron ensayos de WB para detectar a las proteinas que conformaban a las
particulas ensambladas. Dado que el ensamble de particulas infecciosas depende
primordialmente de VP4, en los ensayos de reconstitucion utilizando DLPs de RRV se
probaron 2 concentraciones diferentes de VP4r RRV que nos garantizaran observar un
incremento en la infectividad de las TLPs reconstituidas al ser comparada con sus
respectivas DLPs segun lo reportado por Trask & Dormitzer (2006). Para lo anterior se
mantuvieron constantes las concentraciones de DLPs de RRV y de VP7r RRV. También se
realizaron ensayos de reconstitucion con DLPs de la cepa de rotavirus bovino UK y con las
proteinas recombinantes del rotavirus cepa de simio RRV para probar si era posible obtener
particulas infecciosas del rotavirus UK. Lo anterior seria importante para montar un sistema
prometedor en el estudio de los diferentes mecanismos de entrada que presentan estas dos
cepas de rotavirus (Gutiérrez-Mayret et al., 2009). En la tabla 5 se resumen las condiciones
empleadas para los ensayos de reconstitucion utilizando DLPs de RRV, asi como DLPs de

UK.

Tabla 5.- Resumen de los principales componentes de la mezclas de reconstitucién®.

Especie Condicion Condicion Condicion
(concentracion) “RRV 17 “RRYV 2” “UK”
VP4r RRV 0.66 2.0 1.24
(»M)
DLPs 2.7 2.7 1.3
(nM)"
VP7r RRV 1.1 1.1 1.1
(rM)

"Las concentraciones indicadas de cada componente se eligieron tomando como base concentraciones
usadas en Trask & Dormitzer (2006). La estequiometria para la condicion “RRV 1” fue de 1:3:1, para la
condicion “RRV 2” fue de 1:10:1 y para la condicion “UK” fue de 1:12:2 (estequiometria de 1:1:1 = una
particula DLP por cada 120 moléculas de VP4 y 780 moléculas de VP7).

"Para la condicion “RRV 17 y “RRV 2” se utilizaron DLPs del rotavirus de simio cepa RRV. Para la
condicion “UK?” se utiliz6 DLPs del rotavirus bovino cepa UK.

Después de seguir el protocolo de ensamble reportado (Trask & Dormitzer; 2006),
parte de la mezcla de reaccion se pasd por un colchén de sacarosa como se describe en
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“Materiales y Métodos” y el pellet fue analizado por WB. En la figura 18 se muestra el
ensayo de WB de uno de los tres experimentos independientes de reconstitucion de TLPs,
en donde se us6 la concentracion de VP4 correspondiente a la condicion “RRV 17 (0.66
uM; ver tabla nam. 4). La proteina VP7r RRV se detect6 en la fraccion del pellet obtenido
posterior a haber sedimentado la particula reconstituida a través de un colchdn de sacarosa.
La proteina se detectd exclusivamente en aquellas mezclas de reconstitucion que contenian
entre otras cosas, a la proteina recombinante VP7 RRV y DLPs de la misma cepa (Fig. 18-
B, carriles 3, 5y 6).

La proteina VP4r RRV proveniente de las mezclas de reconstitucion bajo la
condicién “RRV 17 no se pudo detectar en los ensayos de WB (Fig. 18-A), probablemente
debido a que fue insuficiente la cantidad de la misma presente en el pellet. En ensayos de
reconstitucion en donde la cantidad de VP4r RRV se incrementd (condicion “RRV 27, ver
tabla nim.4) tampoco pudo ser detectada VP4r RRV (Fig. 19-A). Sin embargo, al igual que
para la condicion “RRV 17, se detectdo la presencia de VP7r RRV en los pellets
provenientes de las mezclas de reconstitucion de la condicion “RRV 2” (Fig. 19-B, carriles
3,4y5), lo cual sugiere que VP7r RRV se encuentra asociada a las DLPs de RRV.

Al hacer los ensayos de WB con las muestras de pellet provenientes de las mezclas
de reconstitucion de la condicion “UK”, no fue posible detectar a ninguna de las proteinas
estructurales de rotavirus. Sin embargo, al evaluar la infectividad de esta mezcla (ver
seccion “VIIL6. Infectividad de las TLPs reconstituidas™), se encontré que aumentaba casi
80 veces respecto al control proveniente de una mezcla de DLPs UK y los buffers de
reaccion (Fig. 20), lo que sugiere que si hubo ensamble de particulas infecciosas aunque no

pudiera ser detectado bajo las condiciones de WB empleadas.
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Figura 18.- WB de las muestras derivadas de las reacciones de reconstituciéon bajo las
condiciones “RRV 1” y “UK”. Alicuotas de las mezclas de reconstitucion de TLPs fueron
pasadas por un colchoén de sacarosa al 45% (w/v) como se indica en “Materiales y Métodos”.
La fraccion del pellet fue resuspendido en un volumen de TNC equivalente al de la alicuota
de partida. Para ambos WB se us6 un anticuerpo secundario acoplado a un fluoréforo y
fueron revelados como se indica en “Materiales y Métodos”. Se indican las bandas
correspondientes a las proteinas estructurales de rotavirus. A) WB usando el anticuerpo
monoclonal HS2 para deteccion de VP4 6 VPS. Carriles: 1.- Marcador de peso molecular, 2.-
VP4r RRV, VP7r RRV vy buffers de reaccion pasadas por colchon de sacarosa, 3.- DLPs
RRV y VP7r RRV pasadas por colchon de sacarosa, 4.- DLPs RRV pasadas por colchon de
sacarosa, 5.- DLPs RRV, VP4r RRV y VP7r RRV (condicion “RRV1”) pasadas por colchon
de sacarosa, 6.- Duplicado del experimento de reconstitucion del carril anterior, 7.- TLPs de
RRYV pasadas por colchon de sacarosa, 8.- TLPs de RRV tratadas con EDTA y pasadas por
colchon de sacarosa, 9.- Buffers de reaccion, 10.- DLPs UK y buffers de reaccion pasados
por colchdn de sacarosa, 11.- DLPs UK, VP4r RRV y VP7rRRV (Condicion “UK”) pasadas
por colchoén de sacarosa, 12.- TLPs RRV, 13.- DLPs RRV. B) WB usando el suero policlonal
a-TLPs. Mismos carriles que en inciso A.
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Figura 19.- WBs de las muestras derivadas de las reacciones de reconstitucién
bajo las condiciones “RRYV 2” y “UK”. Alicuotas de las mezclas de reconstitucion
de TLPs fueron pasadas por un colchon de sacarosa al 45% (w/v) como se indica en
“Materiales y Métodos”. La fraccion del pellet fue resuspendido en un volumen de
TNC equivalente al de la alicuota de partida. Para ambos WBs se usé un anticuerpo
secundario acoplado a peroxidasa y fueron revelados como se indica en “Materiales y
Meétodos”. Se indican las bandas correspondientes a las proteinas estructurales de
rotavirus. A) WB usando el anticuerpo monoclonal HS2 para deteccion de VP4 6
VP5. Carriles: 1.- Marcador de peso molecular, 2.- DLPs RRV pasadas por colchén de
sacarosa, 3.- DLPs RRV y VP7r RRV pasadas por colchéon de sacarosa, 4.- DLPs
RRYV, VP4r RRV y VP7r RRV (condiciéon “RRV2”) pasadas por colchdn de sacarosa,
5.- Duplicado del experimento de reconstitucion del carril anterior, 6.- TLPs de RRV
pasadas por colchdén de sacarosa, 7.- TLPs de RRV tratadas con EDTA y pasadas por
colchon de sacarosa, 8.- Mezcla de reaccion de reconstitucion (condicién “RRV2”),
9.- DLPs UK y buffers de reaccion pasados por colchon de sacarosa, 10.- DLPs UK y
VP7rRRV pasadas por colchon de sacarosa, 11.- DLPs UK, VP4r RRV y VP7rRRV
(Condicion “UK”) pasadas por colchdn de sacarosa. B) WB usando el suero policlonal
a-TLPs. Mismos carriles que en inciso A.
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VIIL.6. INFECTIVIDAD DE LAS TLPs RECONSTITUIDAS

Para cubrir el objetivo particular nimero 5: “Evaluar la infectividad de las particulas
reconstituidas de ambas cepas de rotavirus”, se montaron ensayos de infectividad con las
mezclas de reconstitucion como se describe en “Materiales y Métodos”.

La mezcla de reconstitucion correspondiente a la condicion “RRV 1” mostrd un
aumento en la infectividad de casi 20 veces cuando se compard con la infectividad de las
DLPs y los buffers de reaccioén (control “RRV 17, Fig. 20), asi como con la mezcla en
donde so6lo se us6 DLPs de la cepa RRV y VP7r RRV (dato no mostrado).

Al aumentar la cantidad de VP4r RRV en la mezcla de reconstitucion (condicion
“RRV 2”) se observo un aumento en su infectividad de casi 130 veces (comparada con su
control, Fig. 20).

También fue posible obtener particulas infecciosas cuando se usaron DLPs de la
cepa de rotavirus UK y las proteinas recombinantes VP4 y VP7 de la cepa RRV para la
reaccion de reconstitucion. La infectividad de la mezcla de reconstitucion aumenté respecto
a la del control (mezcla de DLPs de UK y buffers de reaccion), de tal manera que se
alcanzaron titulos cercanos a 4x10* uff/ml (Fig. 20).

Los datos anteriores indican que si es posible reconstituir particulas infecciosas de
una cepa de rotavirus NA-sensibles (de RRV en este trabajo y también en Trask &
Dormitzer, 2006), asi como de una cepa NA-resistente (UK), lo cual permitiria poder
montar un sistema de este tipo para estudiar los procesos de entrada de estos virus a sus

células huésped.
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Infectividad de las Mezclas de Reconstitucion
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Figura 20.- Infectividad de las mezclas de reconstitucion. Células MA104 fueron inoculadas
con las diferentes mezclas de reconstitucion de TLPs, asi como con sus controles como se indica
en “Materiales y Métodos” para determinar su infectividad. Las condiciones “RRV 17, “RRV 2”
y “UK” estdn definidas en la tabla numero 5. Los controles “RRV 17, “RRV 2” y “UK” se
refieren a mezclas de DLPs de la cepa que se indica con los buffers de reaccion de
reconstitucion. Para los casos de las condiciones “RRV 1”7 y “RRV 27, se realizaron tres
experimentos independientes de reconstitucion, cada uno con su respectivo ensayo de WB y de
infectividad. Para el caso de la condicion “UK?”, se realizaron dos experimentos independientes
de reconstitucion, cada uno con su respectivo ensayo de WB y de infectividad (ensayos
representativos de WB se ilustran en las figuras 29 y 30). Para cada condicion se muestra el
promedio de la infectividad expresada en unidades formadoras de foco por mililitro (uff/ml) con
su desviacion estandar.
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IX. DISCUSION

IX.1. CONSTRUCCION Y EXPRESION DE LAS PROTEINAS VP4 Y
VP7 RECOMBINANTES

Los resultados obtenidos de los ensayos de PCR realizados con cada bacmido
generado (Fig. 11 y 12), indican que los genes 4 y 9 del rotavirus RRV, se insertaron en la
region adecuada del bacmido, después del promotor de la polihedrina. Estos bacmidos se
utilizaron para transfectar las células Sf9 y generar los baculovirus recombinantes de
interés, los cuales expresaron las proteinas de rotavirus esperadas. La deteccion de las
proteinas recombinantes VP4 y VP7 de rotavirus RRV mediante Western blot fue exitosa
(Fig. 13 y 16 para VP4r RRV, 14 y 15 para VP7r RRV). Al utilizar el suero policlonal a-
TLPs en dichos ensayos, fue posible detectar en el lisado de células Sf9 infectadas con el
baculovirus portador del gen 4 de rotavirus una banda que migr6 a la misma altura que la
proteina VP4 contenida en un lisado de células MA104 infectadas con RRV. Esto mismo se
observd cuando se utilizo el anticuerpo monoclonal HS2 que detecta a VP4 y a la
subunidad VPS5 de esta proteina (Padilla-Noriega et al. 1993). Esta observacion, en
conjunto con el hecho de que en los experimentos de reconstitucion se observé un aumento
en la infectividad de las particulas virales, sugiere que la proteina se expresd6 de manera
correcta y funcional. Estos datos concuerdan con reportes previos, en los cuales se ha
mostrado que esta proteina VP4 es funcional tanto en el ensamble de VLPs como en el
ensamble de particulas infecciosas de rotavirus (Redmond et al., 1993; Trask & Dormitzer,
2006), aparte de mantener su inmunogenicidad (Crawford et al., 1994; Redmond et al.,
1993).

Para el caso de la proteina recombinante VP7 de RRV es claro que los anticuerpos
detectan dos formas de VP7 (Fig. 14, carril 2). Este mismo patrén de doble banda se
detectd también en SN libres de células que fueron congelados y descongelados varias
veces durante su almacenamiento y uso, e incluso en los ensayos piloto de la purificacion
de VP7r RRV (datos no mostrados). Tomando en cuenta la concentracion de Bis-acrilamida
usadas en los ensayos de PAGE-WB para detectar a las proteinas recombinantes (10%), la
banda de menor peso molecular pudiera deberse a: a) un producto de expresion de menor
tamafo, b) un producto de proteolisis o ¢) una combinacion de las opciones anteriores.
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Al realizar la purificacion preparativa de VP7r RRV (seccion “VIIL.3. Purificacion
de VP77, Fig. 15) solo se detectd una banda correspondiente al peso molecular de VP7 en
las muestras provenientes de las diferentes etapas de purificacion. Las diferencias entre las
muestras que se usaron para detectar la VP7r RRV mostrada en las secciones “VIII.2.4.
Expresion de VP7 recombinante” y “VIIL.3. Purificacion de VP7” radican en que, para la
primera seccion se usé un lisado de células Sf9 para detectar a la proteina recombinante en
cuestion (previos procesos de congelamiento/descongelamiento), mientras que para la
purificacion de la misma, se usaron los sobrenadantes “frescos” (es decir sin
congelar/descongelar) de los cultivos de las células infectadas. Tomando en cuenta estas
observaciones, ademas de que:

1) La banda de mayor peso molecular detectada en el ensayo de WB usando lisados de Sf9
infectadas (Fig. 14), y la inica banda detectada durante la purificacion preparativa de VP7r
migran a la misma altura que la proteina VP7 del rotavirus RRV,

2) El andlisis bioinformatico de la secuencia del gen 9 de RRV clonada en el vector de
transferencia para generar el baculovirus recombinante predice un marco de lectura abierto
similar al del gen codificante de VP7 del rotavirus RRV nativo sin la presencia de codones
de paro prematuros,

3) Las células Sf9 poseen gran actividad de proteasas (Schmidt, 2004),

4) El lisado de células Sf9 usado para detectar de primera instancia la expresion de VP7r
RRYV por WB fue congelado/descongelado previo a su uso,

5) Nuestros datos son consistentes con reportes previos sobre la expresion de esta proteina
en el sistema IC-BEVS (Dormitzer et al., 2000; Trask & Dormitzer, 2006), en los cuales se
mostré que mantiene la misma inmunogenicidad que la presente en el rotavirus (Crawford
et al., 1994; Redmond et al. 1993), y que

6) La proteina expresada y purificada es funcional de tal manera que es posible ensamblar
trimeros, VLPs y TLPs con ella (Redmond et al., 1993; Trask & Dormitzer, 2006; el
presente trabajo, ver secciones “VIILS. Reconstitucion de TLPs” y “VIIL6. Infectividad de
las TLPs reconstituidas™);

Se puede concluir que: I) La proteina VP7r RRV se expresa de manera correcta y

que II) La banda de menor peso molecular detectada en ensayos de WB usando a-TLPs y
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lisados de Sf9 infectados con el baculovirus recombinante es probablemente un producto de

protedlisis y no un producto de expresion de menor tamafo.

IX.2. PURIFICACION DE VP7

Los ensayos de PAGE con tincién de plata y de WB utilizando muestras obtenidas
de las fracciones de elucion de las cromatografias de afinidad a CoA y al Mabl59,
demuestran claramente la presencia de las bandas correspondientes a la proteina VP7 (Fig
15-A y B). La cromatografia de afinidad a CoA permiti6 concentrar la VP7r RRV
glicosilada en el eluido, como se muestra en la figura 15-A (comparar carriles nimero 2 y
3). El siguiente paso clave en la purificacion de esta proteina fue la cromatografia de
afinidad al Mab 159, la cual rindi6 suficiente cantidad de VP7r RRV para poder realizar los
ensayos de reconstitucion, ademas de obtenerse un grado de pureza similar al reportado
(Dormitzer et al., 2000). Mientras que en el trabajo reportado por Dormitzer et al. (2000) la
cantidad de VP7r RRV que obtuvieron por litro de cultivo de Sf9 estuvo en un intervalo de
0.25 a 0.5 mg, la cantidad de VP7r RRV obtenida en nuestro laboratorio fue de 0.9 mg/l. La
diferencia observada entre los rendimientos de reportes previos y el observado en este
trabajo puede deberse a que en el proceso de purificacion de la VP7r RRV obtenida por
Dormitzer et al. (2000) se hizo un paso adicional de purificacion (filtracion en gel), que en
nuestro laboratorio no hicimos, lo que pudo causar, en su caso, pérdida adicional de la
proteina.

Otros autores (Mellado et al., 2008) han reportado la purificacion de VP7r RRV
mediante otras estrategias que involucran cromatografia de afinidad a CoA, filtraciéon en gel
y cromatografia de intercambio anionico, rindiendo una menor cantidad de proteina
recombinante (0.2 mg/lt de cultivo de Sf9) con una pureza > 90%.

Utilizar dos pasos de afinidad para purificar VP7r RRV, tales como son las
cromatografias de afinidad a CoA y al Mabl159 representa ventajas sobre los métodos
usados por Mellado et al. (2008), debido a que se obtiene mayor cantidad de proteina
recombinante y mayor pureza de la misma, ademas de que las condiciones para la elucion
no son tan agresivas, de tal manera que el riesgo de desnaturalizar irreversiblemente a VP7r

RRYV se disminuye.
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Con lo anteriormente expuesto se concluye que el método empleado para purificar
VP7r RRV fue exitoso y nos permitié obtener suficiente cantidad de la proteina

recombinante para realizar los ensayos de reconstitucién de TLPs.

IX.3. PURIFICACION DE VP4

La purificacion de la proteina VP4 de RRV a partir de células Sf9 ha sido reportado
previamente (Dormitzer et al.,, 2001), logrando un grado de pureza de 97% al utilizar
cromatografia de intercambio anionico y filtracion en gel.

En nuestro caso, cuando se realizd la cromatografia de intercambio anidnico
utilizando DEAE-sefarosa, fue posible obtener fracciones de elucion que contenian una
cantidad de VP4r RRV enriquecida (Fig. 16-A, carriles 5, 6 y 7), al eliminar muchas
proteinas contaminantes, como se observa en la figura 16-B (carriles 8-13).

Dado que un reporte previo indicaba que es posible reconstituir particulas
infecciosas de RRV usando lisados crudos de células Sf9 infectadas con baculovirus
recombinantes que poseen el gen 4 de RRV como fuente de VP4r RRV (Trask &
Dormitzer, 2006), y ya que el objetivo general de la presente tesis es reconstituir particulas
infecciosas de rotavirus, se decidid probar el eluido de la cromatografia con DEAE (E-
DEAE) como fuente de VP4 para realizar los ensayos de reconstitucion, obteniendo
resultados positivos (secciones “VIIL.5. Reconstitucion de TLPs” y “VIIL 6. Infectividad de
las particulas reconstituidas). Debido a lo anterior, se concluye que, aunque el E-DEAE
contiene proteinas contaminantes, la VP4r RRV presente en el mismo fue de utilidad para
la obtencion de TLPs infecciosas y para cumplir los objetivos de esta tesis.

Actualmente, nos encontramos realizando intentos por obtener a la proteina VP4r
RRV con mayor grado de pureza que, de acuerdo a lo observado por Trask et al. (2006),

podria permitir incrementar la cantidad de particulas infecciosas reconstituidas.

IX.4. RECONSTITUCION DE TLPs E INFECTIVIDAD DE LAS
MISMAS

El andlisis por WB de los ensayos de reconstitucion (Fig. 18-B y 19-B) demuestran
que, después de llevar a cabo la reaccion de reconstitucion de TLPs y de pasar por un

colchon de sacarosa a las particulas existentes, la proteina recombinante VP7r RRV se
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encuentra asociada a las DLPs de RRV, tanto en la presencia de VP4r RRV (Fig. 18-B
carriles 5y 6, y Fig 19-B carriles 4 y 5), como en su ausencia (Fig. 18-B carril 3 y Fig 19-B
mismo carril). Aunque no se hizo densitometria de las bandas correspondientes a la VP7r
RRYV asociada a DLPs de RRV en ausencia o presencia de VP4r RRV, se puede apreciar
que la cantidad de VP7r RRV asociada a las DLPs bajo las dos condiciones mencionadas
no difiere mucho, lo que indica que VP4 no es indispensable para que VP7 pueda
ensamblarse sobre las DLPs, tal como se ha observado en otros trabajos (Chen et al., 2009;
Crawford et al., 1993).

El ensamble de la proteina VP7 de rotavirus sobre DLPs o sobre VLPs de doble
capa, para dar lugar a una particula de triple capa protéica ha sido documentado
ampliamente (Chen et al., 1993; Chen et al., 2009; Crawford et al., 1994; Redmond et al.,
1993; Trask & Dormitzer, 2006), y ha sido posible realizarlo en presencia o no de la
proteina VP4 de rotavirus. Nuestros resultados sugieren que la proteina VP7r RRV se
ensambla sobre las DLPs de la misma cepa, en las condiciones empleadas en este trabajo.

La proteina VP4r RRV no pudo ser detectada en las particulas provenientes de las
reacciones de reconstitucion pasadas por un colchon de sacarosa cuando éstas fueron
analizadas por ensayos de WB usando al Mab HS2 y a-TLPs (Fig. 18-A y 19-A). La causa
mas probable de lo anterior es que la cantidad de VP4r RRV asociada a las particulas fuera
tan pequena que la sensibilidad de nuestro ensayo de WB no permitio detectarla, aunque no
se puede descartar que la VP4 ensamblada se desprendiera de la particula durante la
centrifugacion. Esto es posible dado que reportes previos sugieren que la proteina VP4
ensamblada puede tener ligeras diferencias estructurales con la presente en particulas de
rotavirus nativas (Crawford et al., 2001).

Aunque no fue posible observar a la proteina VP4r RRV asociada a las TLPs de
RRYV reconstituidas, el hecho de haber observado un incremento en la infectividad de las
mezclas de reconstitucion respecto a sus controles (Fig. 20) provee evidencia de que fueron
ensambladas particulas infecciosas de rotavirus durante la reaccion de reconstitucion ya que
VP4 es una proteina indispensable para que el rotavirus pueda llevar a cabo la adsorcion y
entrada a la célula huésped (Lopez & Arias, 2004 y 2006).

Las infectividad de las mezclas de reconstitucion “RRV1” y “RRV2” (Tabla 4) se

incrementd en casi 80 y 130 veces respectivamente cuando se compararon con sus
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controles (Fig. 20). La infectividad obtenida en las mezclas de reconstitucion por Trask &
Dormitzer (2006), bajo condiciones de concentracion de VP4, VP7 y DLPs similares a las
que se usaron en la presente tesis, fue de mil y diez mil veces més que sus respectivos
controles. La diferencia en la infectividad obtenida por estos autores y la generada en
nuestro laboratorio pudiera deberse a las siguientes causas:

1) Uso de las proteinas purificadas casi al 100%.- Trask & Dormitzer (2006), utilizaron a
las proteinas recombinantes con un grado de pureza mayor al 97%. En nuestro caso, s6lo
VP7r RRV tuvo este nivel de purificacion, mientras que VP4r RRV se purificé sélo
parcialmente a un nivel aproximado de 43% de pureza. La presencia de otras proteinas en el
E-DEAE que pudieran interactuar con las proteinas recombinantes y DLPs podrian
disminuir la eficiencia del ensamblaje.

2) Uso insuficiente de tripsina para activar al virus. En el trabajo de Trask & Dormitzer
(2006) mencionan que usaron de 2.5 a 5 pg de tripsina por cada ml de mezcla de
reconstitucion. En nuestro caso, utilizamos 2.5 pug de tripsina por mililitro de mezcla de
reconstitucion. Se ha observado que cuando se incrementa la concentracion de tripsina para
activar al virus también ocurre un aumento en la infectividad del mismo (Arias et al.,
1996); de tal manera que, al tratar los lisados de células infectadas con rotavirus con una
concentracion de tripsina de 25 pg/ml, estos aumentan casi 25 veces su infectividad
respecto a los que no fueron tratados. Repetir los ensayos de reconstitucion de TLPs de
RRV y de UK, aumentando la concentracion de tripsina para activarlos, probablemente
pueda incrementar la infectividad de las mezclas de reconstitucion.

Por otra parte, el ensamble de VP7 de RRV sobre DLPs de UK fue reportado
recientemente (Chen et al., 2009), y las particulas de triple capa proteica generadas,
carentes de VP4, fueron usadas para analizar su estructura mediante criomicroscopia
electronica de alta resolucion. Este reporte, en conjunto con el trabajo de transcapsidacion
generado por Chen et al. (1993), proveen la prueba de que es posible ensamblar a las
proteinas de capa externa de una cepa de rotavirus sobre DLPs de una cepa diferente.

Con el objetivo de ensamblar TLPs de una cepa NA-resistente que nos permitiera
probar la hipotesis de que es posible obtener particulas infecciosas de este tipo de cepa de
rotavirus partiendo de sus DLPs y de las proteinas recombinantes VP4 y VP7, ademas de

que en un futuro este tipo de TLPs nos permitiera caracterizar mejor el proceso de entrada
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de los rotavirus, se intentd reconstituir particulas infecciosas usando DLPs de UK y a las
proteinas recombinantes de capa externa de la cepa RRV. Es importante notar que, aunque
no fue posible observar evidencia de la reconstitucion mediante los ensayos de WB, fue
posible observar un aumento en la infectividad de las mezclas de reconstitucion respecto a
su control (Fig. 20), lo que provee evidencia del ensamble de particulas infecciosas. Cabe
mencionar que la eficiencia de reconstitucion de TLPs obtenida en este trabajo fue cercana
al 0.0001%, mientras que la obtenida en el trabajo de Trask & Dormitzer (2006) fue menor
al 0.05%. Lo anterior sugiere que el ensamble in vitro de TLPs es ineficiente pero a pesar
de ello, el numero de particulas infecciosas de rotavirus obtenidas por reconstitucion es
suficiente para poder estudiar el proceso de entrada de los rotavirus a su célula huésped.

La infectividad observada en la mezcla de reconstitucion con DLPs de UK (Fig. 20),
asi como la infectividad obtenida en las mezclas de reconstitucion de las condiciones
“RRV”, proveen evidencia del ensamble de particulas infecciosas de estas cepas de
rotavirus y establecen dos puntos importantes:

1) El primer antecedente, de que es posible obtener particulas infecciosas de UK a
partir de sus DLPs, de VP4r RRV y de VP7r RRV, y

2) Un sistema prometedor para poder estudiar los diferentes mecanismos de entrada

que presentan las cepas de rotavirus RRV y UK (Gutiérrez-Mayret et al., 2009).
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X. CONCLUSIONES

1) Se logré construir los baculovirus recombinantes portadores de los genes 4 y 9 de
rotavirus cepa RRV. Esto se verifico mediante ensayos de digestion con enzimas de
restriccion, PCR y al conseguir expresar las proteinas recombinantes en células Sf9, siendo
estas detectadas mediante microscopia de inmunofluorescencia (datos no mostrados) y

ensayos de tipo Western Blot.

2) Las proteinas recombinantes VP4 y VP7 de RRV se lograron expresar de manera

correcta, a juzgar por el peso molecular de los productos de expresion.

3) El sistema IC-BEVS montado para expresar VP4r RRV y VP7r RRV produjo cantidades

similares de estas proteinas a las previamente reportadas.

4) La purificacion de VP7rRRV fue exitosa. La proteina purificada se obtuvo en cantidad

suficiente para realizar los ensayos de reconstitucion.

5) La purificacion parcial de VP4 rindidé proteina recombinante suficiente para realizar los

ensayos de reconstitucion.

6) Fue posible reconstituir particulas infecciosas de una cepa de rotavirus NA-sensible

(RRV) y de una cepa NA-resistente (UK).
7) La reconstitucion de TLPs in vitro a partir de DLPs y de proteinas recombinantes VP4 y
VP7 es ineficiente, pero a pesar de ello, el nimero de particulas infecciosas obtenidas es

suficiente para poder estudiar el proceso de entrada de los rotavirus a su célula huésped.

8) El presente trabajo generd un sistema prometedor para poder estudiar los diferentes

mecanismos de entrada que presentan las cepas de rotavirus RRV y UK.
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XI. PERSPECTIVAS

Atn son poco comprendidos los mecanismos por los cudles los virus no envueltos,
es decir, que no contienen una bicapa lipidica en su exterior, logran entrar a su célula
huésped (Isa et al., 2008; Tsai, 2007).

Para el caso de rotavirus se han identificado varios receptores y co-receptores
celulares. Esto se logr6 por ensayos de bloqueo de infectividad mediante: 1) el tratamiento
de las células con NA, 2) el uso de anticuerpos monoclonales dirigidos hacia los receptores
propuestos, 3) el uso de los ligandos naturales de los receptores y, 4) el uso de péptidos
sintéticos y proteinas recombinantes. El uso de estas estrategias también permitio
caracterizar los dominios de las proteinas VP4 y VP7 involucrados en las primeras
interacciones de este virus con su célula huésped (Isa 2008; Lopez & Arias, 2004 y 2006).

A pesar de contar con estos avances, hasta la fecha no existen reportes en donde se
haya probado la interaccion directa entre los receptores y co-receptores celulares y los
dominios de VP4 y VP7. Utilizar TLPs reconstituidas a partir de DLPs y de las proteinas
VP4 y VP7 recombinantes que presenten mutaciones en los dominios de uniéon a los
receptores celulares proveeria la evidencia directa y determinante de la relevancia de éstos
en la entrada de rotavirus, ademas de que podria también proveer informacion sobre el
orden en que son requeridos los diferentes receptores en este proceso.

Por otra parte, apenas se comienzan a descubrir los mecanismos de endocitosis que
utilizan los rotavirus para internalizarse en la célula (Gutiérrez-Mayret, 2007; Gutiérrez-
Mayret, 2009; Sanchez-San Martin, 2004). Los datos generados en nuestro laboratorio
sugieren que diferentes cepas de rotavirus pueden entrar por diferentes vias endociticas en
células epiteliales de rifion de mono (MA104). Ejemplo de lo anterior son la cepa de
rotavirus UK que entra en la célula por la via de endocitosis clasica mediada por clatrina,
mientras que la cepa RRV entra por una via de endocitosis independiente de clatrina y
caveolina, pero dependiente de dinamina y flotilina.

Utilizar TLPs reconstituidas con DLPs de los rotavirus cepas RRV y UK, y las
proteinas recombinantes VP4r RRV y VP7r RRV conteniendo mutaciones puntuales,
podrian generar conocimiento sobre cudl o cudles son las proteinas de capa externa

implicadas en dirigir la entrada de este virus mediante una u otra via de endocitosis.
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Lo anterior permitiria explorar los mecanismos de entrada de estas dos cepas de
rotavirus a la célula huésped y podria contribuir a la localizacion de las senales necesarias
para activar diferentes vias de endocitosis, lo que hasta la fecha, es un campo de la biologia

celular poco explorado.
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