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Los HAstV se encuentran entre las principales causas de gastroenteritis viral afectando

principalmente a nifios, adultos mayores y personas inmunocomprometidas, provocando sintomas como
diarrea, dolor abdominal, vomito y fiebre. A pesar de su importancia epidemiologica hay muchos
aspectos de la biologia del virus que se desconocen, por lo que es importante el desarrollo de una

herramienta que permita elucidar aspectos relacionados con la entrada y morfogénesis del virus.

En este trabajo se construyeron dos baculovirus recombinantes que expresan la proteina de la
capside del virus VP90 y otro que expresa la proteina GFP/VP90 (resultado del reemplazo de los
primeros aminoacidos de VP90 por la proteina GFP), con estos baculovirus recombinantes se infectaron
cultivos de células de insecto sf9 lo que permitio obtener grandes cantidades de ambas proteinas. Los
primeros analisis de contenido proteico de los cultivo de células sf9 infectados con los baculovirus
mostré que las proteinas recombinantes se encuentran asociadas a la fraccién celular, por lo que, los
cultivos se lisaron para liberar dichas proteinas. Como resultado de la lisis celular, se observo parte de
las proteinas era liberada al sobrenadante, pero gran cantidad seguia asociada a la fraccion celular por
lo que se utilizé el método de purificacion reportado por Bonaparte y colaboradores Bonaparte (2008) que

permite la purificacién de proteina a partir de agregados proteicos.

Como parte del analisis de las proteinas purificadas, se analizé el patron de procesamiento por
tripsina de ambas proteinas (VP90 y GFP/VP90). Para estos ensayos se incubaron las proteinas con
diferentes concentraciones de tripsina y se comparo el patrén obteniendo con el reportado para el virus
nativo. Se encontrd6 que al menos la regidén carboxilo terminal de dichas proteinas tiene una
conformacion similar a la proteina VP90 nativa ya que se obtuvieron patrones de procesamiento

similares a los reportados con el virus nativo.
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[ Introduceron

Los Astrovirus (AstV) fueron detectados por primera vez en 1975 por Appleton y Higgins, a través
de observaciones al microscopio electronico (ME) de muestras fecales de nifios hospitalizados con
diarrea debido a un brote de gastroenteritis Matsui (199); Monroe (2001), Ellos reportaron la presencia de
particulas virales con un diametro entre los 29 y 30 nm que presentaban una morfologia diferente a la
de Rotavirus y a la del virus Norwalk, conocidos entonces como causantes de diarrea. Ese mismo afio,
Madeley y Cosgrove, reportaron la presencia de pequefias estructuras virales en heces de infantes con
diarrea, donde el 10% de dichas particulas presentaban una configuracion de estrella de 5 a 6 picos,

por lo que les nombraron Astrovirus (rigura 1)-

Figura 1.- Tincién negativa de particulas de Astrovirus presentes en una muestra fecal y observadas al microscopio
electronico. Imagen tomada de: www.oardc.ohio-state.edu

7.- 5/4@/&‘/’0&0/&%

Los AstV conforman a la familia Astroviridae, que incluye virus tanto de origen humano (HAstV)
como de origen animal. La familia Astroviridae se divide en dos géneros: los Mamastrovirus que infectan
mamiferos Matsui (1996) como cerdos Shimizu (1990) perros Marshall (1984)’ gatos Hoshino (1981), ratones Kieldsberg (1985),
ovejas Snodgrass (1977) hurones Englund (2002) y murciélagos v (2009); y los Avastrovirus que infectan aves

Mendez (2007) como patos1 pavos Koci (2002) y po"os Imada (2000),
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En general, la infeccion por los AstV de ambos géneros estéa asociada con la gastroenteritis, pero
se ha reportado que los Avastrovirus también generan infecciones extraintestinales provocando
enfermedades de mayor severidad (se mencionara mas adelante) Matsui (1996), Koci (2002), En ef caso de los

virus aislados de murciélagos, aun no se ha determinado si causan alguna enfermedad.

Los AstV humanos (HAstV) se han incluido dentro del género de los Mamastrovirus. Se han
identificado ocho serotipos, siendo el serotipo uno (HAstV-1) el que més frecuentemente se encuentra
en la poblacidn; por otro lado, virus que pertenecen a los serotipos siete (HAstV-7) y ocho (HAstV-8)
son menos frecuentes Geigenmiller (2003) Todos los serotipos de AstV humanos se encuentran relacionados
filogenéticamente y comparten epitopes de la proteina estructural, lo que ha permitido la generacién de

ensayos de diagndstico Méndez (2007),

Recientemente por andlisis metagendmico a partir de una muestra fecal de un nifio australiano
con diarrea aguda Finkoener (20082) ge jdentifico un virus que presenta la misma organizacion que el
genoma de los AstV. Debido a la relacién filogenética de este virus con los otros miembros de la familia,
se sugiri6 que podria tratarse de una nueva especie dentro esta familia y se denomind como AstV-
MLBH1.

2.~ Fatogénesic

La infeccién por HAstV afecta principalmente a nifios, adultos mayores y a personas
inmunocomprometidas provocando diarrea, dolor abdominal, vomito y fiebre. Estos virus se transmiten
por la via fecal-oral por lo que la ingestion de alimentos y agua contaminados han sido causa de brotes
de gastroenteritis Matsui (1996); Méndez (2007) | g infeccion por HAstV parece estar limitada a los enterocitos
maduros de las microvellosidades del intestino delgado Matsui (19%) y no produce cambios histologicos
drasticos de la zona de la infeccién Méndez (2007) Sin embargo, algunos AstV animales, como el AstV
Bovino (BAstV), pueden infectar células diferentes a los enterocitos, como macréfagos intraepiteliales,
células del domo Woode (1984) y células M Matsui (1996), Por otro lado, los AstV de pavo (TAstV) pueden
causar viremia y afectar otros érganos Moser (2005), Esta diferencia en el tropismo puede ser la razon de

que, a diferencia de los HAstV, la infeccion por AstV animales se asocia a diferentes enfermedades.
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La infeccion por TAstV provoca el sindrome de enteritis mortal, caracterizado por la induccién de
enteritis aguda, bloqueo del crecimiento, atrofia linfocitica, inmunosupresion y altas tasas de mortalidad
de los polluelos de pavo Koci (2002), Moser (2005), Méndez (2007), | g infeccidn por AstV de pato (DAstV) provoca
hepatitis severa, cuya mortalidad se relaciona con la edad de los polluelos Keci (2002), por lo que ha sido
posible detectar particulas virales tanto en el higado como en las heces. El virus de nefritis aviar (ANV,
por sus siglas en ingles de “Avian Nephritis Virus”), provoca nefritis intersticial en los polluelos

infectados causando el retardo de su crecimiento Koci (2002), Moser (2005),

A pesar de que la infeccion por AstV puede ser severa, como en los casos anteriormente
mencionados, no se ha observado dafio significativo del epitelio intestinal que justifique la presencia de
diarrea ni evidencias de la activacion de una respuesta inflamatoria robusta durante la infeccidn Koci (2003),
Sin embargo, en pavos infectados por TAstV-1, la actividad especifica de la maltasa intestinal disminuye
significativamente Thouvenelle (1995) - sygiriendo que la mala digestion de los disacaridos y la pérdida de
absorcion podrian ser causantes de diarrea osmética Thouvenelle (1995) En |ineas celulares derivadas de
epitelio intestinal se ha observado que tanto el virus HAstV-1 inactivado con luz U.V., como su proteina
ensamblada en particulas semejantes a virus (VLPs del Inglés “Viral Like-Particles”) aumentan la
permeabilidad de la monocapa, sugiriendo que la infeccion del virus provoca una desorganizacion de
las proteinas encargadas de la formacion de las uniones estrechas (“tight juntions”) del epitelio Moser (2007)

contribuyendo asi a la diarrea osmética.

En la infeccién por BAstV se observan células M infectadas que contienen particulas virales Kec
(2005), Debido a que estas células se encargan del transporte de antigenos a células dendriticas y
macrofagos que se encuentran en el domo de las placas de Peyer, la necrosis observada podria
resultar en una respuesta inflamatoria intestinal disminuida. La poblacion de las células M es tan
reducida que su necrosis podria ser no significativa para provocar cambios histolégicos importantes Koc
(2005), Adicionalmente, se encontré que tanto la proteina estructural de HAstV-1 como el virus completo
se unen a la proteina C1q del sistema del complemento, evitando su activacidn Bonaparte (2008) y por |o
tanto, una respuesta inflamatoria adecuada. De esta manera, al parecer no existe una respuesta

inflamatoria intestinal durante la infeccion con astrovirus.
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3.~ Genoma y proteinas de Astl/

El genoma de los AstV consiste de una molécula de RNA poliadenilado de cadena sencilla con
polaridad positiva (RNACs(+)) (Figura 24), 10 que indica que puede funcionar como RNA mensajero e iniciar
una infeccion productiva, por lo que se dice que el genoma de los AstV es infeccioso Meéndez (2007), Esto
se ha demostrado introduciendo el RNA genomico de HAstV-1 en células de rifion de hamster (BHK del

Inglés “Baby Hamster Kidney”) y recuperando particulas virales Matsui (2001); Geigenmilller (2003),

Dependiendo de la cepa del virus, el tamafio del genoma puede variar entre 6.4 a 7.3 kb de
longitud sin tomar en cuenta la cola de poli(A) que puede alcanzar hasta 30 residuos (rigura 24) Matsui (2001),
El genoma se organiza en tres marcos de lectura (ORFs, del Inglés “Open Reading Frames”), que
codifican para las proteinas no estructurales que participan en la replicacion del genoma (ORF1a y
ORF1b) y para la poliproteina precursora de la capside viral (rigura 24) (ORF2) Matsui 2001) |ncluye ademés
una region 5°-NTR (del Inglés “Non-Translated Region”) y una region 3'-NTR, de aproximadamente 80

nucledtidos cada una, respectivamente Mendez-Toss (2000),

Figura 2.- Organizacion del genoma y proteinas no estructurales de los Astrovirus. A) Diagrama del genoma de los
HAstV que incluye dos regiones no traducidas (NTR) y tres marcos de lectura (ORF). Entre los ORF1ay OFR1b hay
un sobrelape de 70 pb donde se encuentra la sefial de cambio de marco de lectura (SC) necesaria para la expresién
del ORF1b. B) Diagrama de las proteinas no estructurales de HAstV. La proteina nsP1a se encuentra codificada en
el ORF1a y tiene de 920 a 935 aminoacidos de longitud. La secuencia de la proteina incluye un motivo de
serinproteasa (recuadro rosa) precedido por una serie de dominios transmembranales (recuadros rojos). El sitio
catalitico de la serinproteasa lo conforman los aminoacidos: His461, Asp498 y Ser551 (®). Se han identificado tres
sitios de procesamiento en nsp1a: el aminoacido 170 (%) que es procesado por alguna proteasa celular y los
aminoacidos 410 y 655 (+ ) que son procesados por la serin-proteasa viral aunque existen otros que no han sido
identificados. La proteina nsp1ab contiene, ademéas de nsp1a, a la RNA polimerasa dependiente de RNA (recuadro
azul cielo), la expresion de esta proteina se genera por una sefial de cambio de fase en la traduccién. Ambas
poliproteinas se procesan por la proteasa viral principalmente.
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3.7.- OFF7a

El ORF1a varia entre 2,535 y 2,808 nuclettidos y se traduce a una proteina de entre 920 y 935
aminoacidos, denominada nsP1a (rigura 28). La secuencia de la proteina incluye un motivo de serin-
proteasa similar a la proteasa 3C de Picornavirus Jang (1993) precedido por una serie de motivos
transmembranales CGeingenmiller (2002b), Méndez (2007)_ | g triada de aminoacidos que forma el sitio catalitico de
la proteasa incluye los aminoacidos: His461, Asp498 y Ser551, que se conservan entre los serotipos

humanos de AstV (Figura 28) iang (2002),

La proteina nsP1a de HAstV-1 es procesada proteoliticamente resultando en productos finales
de entre 5.5y 26 kDa, con intermediarios de diferentes longitudes, sin embargo solo se han identificado
3 sitios de corte en los aminoacidos 170, 410 y 655 (rigura 28) Cemgenmiller (20020); que se procesan de
manera cotraduccional. El procesamiento en el aminoacido 170 no se afecta cuando la proteasa viral se
inactiva por mutagénesis dirigida, lo que sugiere que este procesamiento depende de proteasas
celulares Geingenmiller (20020), | os cortes en los aminoacidos 410 y 655 dependen de la serin-proteasa viral.
Los tres productos derivados de nsp1a que han sido claramente identificados incluyen el producto N-
terminal de 20 kDa que se asocia a membranas, el producto de 27 kDa que incluye el motivo de serin-
proteasa y un producto derivado del carboxilo terminal, que se fosforila Caballero (2004) y parece tener una

funcidn en la transcripcidn y replicacion del genoma Geingenmilller (2002b), Matsui (2001),

El analisis comparativo de la secuencia de nspla ha revelado la posible existencia de una
proteina asociada al genoma, por su similitud con la proteina VPg de Calicivirus Jiang (19%3) que podria
participar en la replicacién del genoma viral (tal como en el caso de Poliovirus), o en la traduccién de su
genoma (como en Calicivirus), aunque no se ha confirmado su existencia Geigenmuler (2003) Por otro lado,
no se ha identificado un dominio de RNA-helicasa, lo cual resulta sorprendente, ya que en el resto de
los virus de RNAcs(+) que se han caracterizado y que tienen un genoma mayor de 5.8 kb codifican
para, al menos, una helicasa Jiang (1993), Geigenmuller (2003) enzima importante durante la replicacion del RNA

viral.
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3.2.- OFF74

Este ORF tiene una longitud de entre 1,527 y 1,617 nuclettidos y se sobrelapa con el ORF1a en 70
nucledtidos (rgura 24) LeWis (1994). Esta region es altamente conservada entre los HAstV, y se ha identificado
una sefial que determina el cambio de fase de traduccién para producir una proteina que deriva del
ORF1ay del ORF1b, denominada nsP1ab. La sefial consiste de un heptamero (AAAAAAC) seguido de
secuencias capaces de formar estructuras tallo-asa (igura 24) Geigenmuller 20020) | 3 proteina nsP1ab Lewis (1995)
es procesada por la proteasa viral para producir una proteina de 57 kDa que representa a la RNA-

polimerasa dependiente de RNA (igura 28) Lewis (1994),

3.3.- Lstractura del DFF2

La longitud del ORF2 varia entre 2,016 y 2,448 nucleotidos (672- 816 aminoacidos) dependiendo
del serotipo del virus, en el caso de los HAStV (figura 2 Geigenmuller (2002a) | producto principal de este ORF
es la poliproteina precursora de la capside viral cuyo tamafio varia entre los 87 y 90 kDa, por lo que se
le ha denominado VP90 en el caso de HAStV-8 (figura 3) Méndez (2004). De acuerdo a su grado de identidad

entre cepas de diferentes serotipos, se han definido dos regiones en esta proteina igura 3).

Figura 3.- Organizacion de la proteina estructural VP90 de Astrovirus. El producto principal del ORF 2 es la
poliproteina precursora de la capside viral cuyo tamafio varia entre los 87 y 90 kDa. Esta proteina tiene una region
altamente conservada entre los diferentes serotipos de HAstV (primeros 415 aa) y una region variable. Dentro de la
region conservada hay una zona rica en aminoacidos basicos (ZB), dos regiones hipervariables (VR) y varios sitios
susceptibles al corte por tripsina (®); dentro de la regién variable hay una zona rica en aminoacidos acidos (ZA) y
varios sitios similares a los motivos que son identificados y procesados por caspasas celulares ( v ).

La region conservada incluye los primeros 415 aminoacidos de la proteina y presenta
identidades mayores al 81% (igura 3) Méndez-Toss (2000, Dentro de esta region existe una zona muy rica en

aminoéacidos basicos (ZB) entre el aminoacido 18 y el 62 (iqura 3. Las proteinas estructurales de otros
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virus de RNA con estructura icosaédrica, como los virus Norwalk, Sindbis y Poliovirus Schneemann (2006)
poseen regiones ricas en aminoacidos basicos que se encuentran involucradas en la unién y
empaquetamiento del genoma viral, por lo que se piensa que esta region de VP90 podria ser importante
para encapsidar al RNA genomico de astrovirus. Dentro de los primeros 415 aminoacidos también
existen dos pequefias regiones variables (entre los aminoacidos 292-319 y 387-399), que contienen
residuos susceptibles al procesamiento por tripsina totalmente conservados (igura3) MeéndezToss (2000), Esta
region parece formar la parte interna de la estructura de la cépside y por lo tanto formaria la base

estructural del virion.

La region carboxilo terminal de VP90, que incluye los aminoacidos a partir del 416, es muy
variable, con identidades del 36 al 60% MeéndezToss (2000), Se ha sugerido que esta regién de la proteina es
importante para las primeras interacciones de HAstV con su célula huésped Krishna (2005), | 3 existencia de
anticuerpos con actividad neutralizantes dirigidos contra esta region Bass (1997) concuerdan con esta
hipotesis. Dentro de este dominio hay una zona rica en aminoacidos acidos (aproximadamente entre los
aminoacidos 649 y 702) (igura 3) que S€ encuentra conservada en sus propiedades acidas, aunque no en
secuencia, entre todos los AstV Méndez (2004) y posee motivos similares a aquellos que son reconocidos y
procesados por caspasas, (fgura 3), qUe son enzimas proteoliticas importantes en el proceso de muerte
celular por apoptosis. La importancia de estas enzimas en el ciclo de replicacion de los HAstV se

describira mas adelante Méndez (2004),

En la parte central de VP90, se han identificado sitios susceptibles al corte por tripsina Méndez (2002)
(fiqura 3) qUE Se encuentran conservados entre varias cepas de AstV, humanos y animales, y que, en el

caso de virus de origen humano, son necesarios para la infeccién Méndez (2002)
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3.~ Cisly Replliativo do HAstl/

El proceso de entrada de HAstV estudiado en células de embrion humano (HEK-293) se lleva a
cabo por endocitosis mediada por clatrina y depende del pH DPeneli (1992)  Recientemente, en nuestro
laboratorio encontramos que HAstV-8 también entra a células CaCo-2 por un proceso mediado por
clatrina. Este proceso se inhibe por drogas que afectan la endocitosis a diferentes niveles tales como la
clorpormacina (que impide el ensamblaje de clatrina), por brefeldina A (que afecta la estructura del
aparato de Golgi impidiendo la maduracion de los endosomas) y bafilomicina-A1 (que impide la
acidificacion de endosomas bloqueando a la ATPasa endosomal). También se observé que la infeccidn
se inhibe tanto por la expresion de mutantes dominantes negativas de Eps15 (que recluta a las “jaulas”
de clatrina que se forman durante la endocitosis) y de dinamina (que participa en la escisién de las
vesiculas de la membrana celular), como por el bloqueo de la expresion de la cadena pesada de
clatrina utilizando siRNAs. A la fecha, no se sabe qué otras moléculas celulares participan tanto en la

union como en la entrada y desnudamiento del virus.

El RNA viral, por ser de polaridad positiva, actua como RNA mensajero para la produccion de las
proteinas no estructurales nsP1a 'y nsP1a/1b y augnue se sintetizan desde que el RNA viral se libera de
la capside, estas, se pueden detectar a partir de las 4 horas post-infeccion Méndez (2003), | s proteinas
nspla y nsplab se procesan proteoliticamente por al menos una proteasa celular de manera
cotraduccional en el residuo 170 por lo que no se pueden detectar como productos completos de la
traduccién. Se piensa que la serin-proteasa viral es responsable del resto del procesamiento, aunque

solo se ha identificado cortes en los aminoacidos 410 y 655 como dependientes del corte por esta
proteasa Geigenmuller (2002b), Méndez (2003)

Las proteinas no estructurales forman los complejos de replicacion, probablemente en asociacion
con proteinas celulares, que son responsables de generar moléculas de RNA de cadena negativa del
tamarfio del genoma Geigenmiller (2003) - A partir de este RNA antisentido, se generan dos moléculas de RNA
de diferente tamafio (gura 4): €l RNA genomico (7 kb), que incluye los tres marcos de lectura, y un RNA
sub-genomico (2.4 kb), que contiene al ORF2 que codifica a las proteinas estructurales Geigenmiller (2003),

Ambos RNAs se encuentran flanqueados por pequefias regiones no traducidas.
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Figura 4.- Replicacion del genoma de HAstV. El genoma de los Astrovirus es una molécula de RNA de cadena sencilla
con polaridad positiva que posee una cola poliadenilada, estas caracteristicas permiten que el genoma del virus sea
utilizado como RNA mensajero por la maquinaria celular. El genoma viral se traduce y origina a las proteinas no
estructurales nsP1a y nsp1ab, las cuales se autoprocesan por su dominio proteasa generando una RNA polimerasa
dependiente de RNA que replica el genoma viral dando origen al RNA anti-sentido. Este RNA anti-sentido se utiliza como
molde para generar dos moléculas mas de RNA: el RNA gendmico y el RNA subgenomico, el primero se utiliza para la
produccién de proteinas no estructurales y para la produccién del genoma de la progenie viral y, el segundo, para la
sintesis de las proteinas estructurales que forman la capside del virion.

Estas dos especies de RNA son colineales en su extremo 3" y pueden observarse a partir de 4
hpi en células Caco-2 y de las 12 hpi en células LLC-MK2 infectadas con HAstV-2, lo cual parece
depender de la multiplicidad de infeccion Méndez (2007) E| RNA gendmico se utiliza para la traduccion de
las proteinas no estructurales y, posteriormente se ensambla en particulas, mientras que el RNA

subgenomico se utiliza para la traduccion de VPO (figura 4) Geigenmiller (2003),

La replicacion del genoma y el ensamble inicial de los virus ocurre en estructuras celulares en
forma de vesiculas (gura 5). La proteina VP90 se ensambla en estas estructuras generando particulas
asociadas a la membrana ("VP90) de manera transitoria, probablemente a través de su extremo C-
terminal. Estas particulas perecen estar dentro de las vesiculas o asociadas en las membranas ya que
son resistentes a la digestion con proteasas. Al separarse de estas membranas por un mecanismo aun
desconocido, la VP90 de las particulas citosdlicas (°VP90) se procesa proteoliticamente en su extremo
C-terminal para generar particulas compuestas por la proteina VP70. Este procesamiento esta
relacionado con la liberacion de las particulas virales de su célula huésped, ya que las formadas por

VP90 sin procesar permanecen dentro de la célula.
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Durante la infeccion por astrovirus, se induce la activacién de proteasas celulares involucradas
en la muerte celular por apoptosis, denominadas caspasas, las cuales son responsables de los cortes
de VP90 para dar origen a la VP70. El papel de las caspasas en el procesamiento de VP90 se confirmo
por experimentos con agentes que modulan su activacion. En presencia del inhibidor de caspasas Z-
VAD, el procesamiento de VP90 a VP70 se bloguea, obteniendo particulas virales formadas por VP90
que se encuentran principalmente en la fraccién celular del cultivo Méndez (2004) - Sj |a infeccidn se da en
presencia del inductor de apoptosis celular por receptores de muerte, TRAIL, este procesamiento
aumenta, generandose una mayor cantidad de particulas virales formadas por VP70 que se encuentran
principalmente en el sobrenadante Méndez (2004) Experimentos in vitro han demostrado que las caspasas
son responsables del corte de VP90 para generar VP70 y el sitio de corte se localiza en el motivo
TYVDes Bafios (2010), Este corte se ha asociado con la liberacidn de las particulas virales, de manera que
solo las que estan compuestas por VP70 se encuentran fuera de la célula, en donde estas son
procesadas por tripsina generando particulas infecciosas cuyas capsides se componen de tres

productos de aproximadamente 34, 27 y 25 kDa (VP34, VP27 y VP25 respectivamente) (figura 5)-

', Disodacénde "%, 5. ", Procesamiento &} Privrssmiosi ‘& 4
4% lamembrana %0 " " ¢ %0 porcaspasas @ S k. .1y

Repicacéndel || . porepdn
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gznoma?? ” ) AU _) @ g —
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Particulas Particulas Particulas infecciosas
asodadasa citosdlicas beradas {VP34,VP27,
membrana (*vPg0) (VPT0) VP25)
(™/P90)

Figura 5.- Modelo de la morfogénesis de Astrovirus. La replicacion del genoma y el ensamble de la progenie viral
parecen suceder al mimo tiempo dentro de vesiculas citoplasmaticas. Las primeras particulas en ensamblarse se
forman de una VP90 que permanece asociada a membranas (MVP90), estas particulas se liberan de la membrana.
Las proteasas celulares procesan la VP90 presente en las particulas citosélicas en su C-terminal generando
particulas virales formadas por VP70 capaces de salir al medio extracelular. La tripsina contenida en el medio
extracelular procesa las particulas generando virus infeccioso formado de VP35, VP27 y VP25. Imagen modificada de
Méndez (2007).
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En un huésped, la tripsina que se encuentra en el lumen intestinal favorece la infeccidn, mientras
que la infeccion de los enterocitos en cultivos celulares requiere de un pretratamiento del virus con
tripsina exdgena. En este procesamiento, se presentan cambios estructurales, que se detectan por una
reactividad diferencial con diferentes anticuerpos monoclonales Bass (2000) y por su sensibilidad a la
misma proteasa Meéndez (2002) que parecen ser importantes para la entrada del virus. En HAstV-8, se ha
encontrado que este procesamiento es secuencial de manera que se producen varias proteinas
intermediarias. Méndez y colaboradores Méndez (2002) mostraron que el primer corte de VP70 se da en el
residuo Argases (igura 6) generando dos productos de 41 y 28 KDa (VP41 y VP28, respectivamente).
Posteriormente VP41 es procesado en su carboxilo terminal para dar origen a un producto final de 34
kDa (VP34) (igura 6) Méndez (2002) mientras que VP28 es procesado tanto en su carboxilo terminal como en
el amino terminal para dar origen a dos productos finales de 27 y 25 KDa (VP27 y VP25,

respectivamente) que parecen compartir su carboxilo terminal (igura 6) Méndez (2002),

Figura 6.- Procesamiento de la proteina VP70 por tripsina. La proteina VP70 es procesada por la tripsina en la Arg393
dando origen a dos productos de 41y 28 kDa (VP41 y VP28 respectivamente). VP41 es procesado en el carboxilo
terminal generando productos intermediarios de 38.5 y 35 kDa (VP38.5 y VP35 respectivamente) y un producto final de
34 KDa (VP34). Al mismo tiempo VP28 es procesado en su carboxilo terminal originando un intermediario de 27 kDa
(VP27), que posteriormente es procesado en su amino-terminal (Argszs) generando un intermediario de 26 kDa (VP26)
y un producto final de 25 kDa (VP25). La aparicion de estos intermediarios correlaciona con el aumento de infectividad
del virus, siendo las particulas de mayor infectividad aquellas formadas por los productos VP34, VP27 y VP25.
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La aparicion de los diferentes intermediarios de este procesamiento correlaciona con el aumento
de la infectividad del virus; las particulas formadas por lo productos finales VP34, VP27 y VP25 son
hasta 100 veces mas reactivas con respecto a las que estan formadas por VP70 (sigura ) Méndez (2002), | as
particulas procesadas son las que inician un nuevo ciclo de replicacién viral. Cuando las particulas
estan formadas por la proteina VP90, el procesamiento inicial parece ocurrir en la parte central de la
proteina generando VP41 y una proteina de aproximadamente 50 kDa, que posteriormente se procesa

en su carboxilo terminal para generar las proteinas VP27 y VP25.
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A pesar de que los Astrovirus humanos son una de las causas principales de gastroenteritis viral
en nifios, adultos mayores y personas inmunocomprometidas, hay muchos aspectos de su biologia,
tanto moleculares como relacionados con su patogénicidad, que no se conocen. Por ejemplo, no se han
identificado los receptores ni las moléculas celulares que participan en la entrada a su célula huésped,;
no se conocen aspectos de su ensamble ni morfogénesis, ni las proteinas celulares importantes en
estos eventos. El uso de sistemas de expresion heterdloga eficientes como el sistema de
baculovirus/células de insecto permite obtener cantidades considerables de proteina viral de manera
soluble o formando VLPs, en el caso de proteinas estructurales de virus icosaédricos, lo cual es uno de
nuestros principales intereses. La obtencion de este tipo de particulas ha sido de utilidad para estudiar
algunos de los aspectos antes mencionados. De esta manera, en el presente trabajo se pretendid
expresar la proteina VP90 de HAstV-8 tanto de manera independiente como fusionada a la proteina

verde fluorescente (GFP del Inglés “Green Fluorescent Protein”) y caracterizarlas.

/A //;’w'zf@&/&

La proteina estructural de Astrovirus expresada en células de insecto por baculovirus
recombinante se ensamblara de manera similar a la proteina encontrada en los virones de HAstV-8, por

lo cual se podria utilizar como modelo en estudios de entrada y ensamble del virus.
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. Qbjetivos

. Objetivos

7.- 0é/e liro fe/(e/‘a/

Producir baculovirus recombinantes que expresen la proteina estructural de HAstV-8 VP90 de

manera individual y como producto de fusion con la proteina verde fluorescente.

2.~ pé/e tiros Purticalares

a) Generar baculovirus recombinantes que expresen la proteina VP90 y GFP/VP90.
b) Optimizar la produccidn de estas proteinas y su purificacion.

c¢) Analizar el procesamiento de las proteinas recombinantes por digestion con tripsina.
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V. Metodotogia

El esquema describe brevemente la metodologia utilizada, la cual se mencionara con mayor

detalle a continuacion.

Generacion de Baculovirus Recombinantes
(Sistema Bac to Bac)

1. Se construyeron los vectores donadores
2. Se obtuvieron los bacmidos recombinantes
3. Se aislaron los baculovirus recombinantes

Y

Estandarizacion de las condiciones de infeccion

I
Se analiz6 el efecto de la multiplicidad de infeccion y del tiempo
de cosecha en la produccién de las proteinas recombinantes

La fraccion celular y el sobrenadante de los cultivos se separaron por centrifugacion
+.. ................................................. } SObl'enadante SN1

Fraccion Celular P?

Lisis celular y centrifugacion

v v
Purificacién de Proteina a partir Purificacion de Proteina a partir
de la fraccion P2 de la fraccion SN2

1
Resuspension y centrifugacion |

Centrifugacion a través de una
L ---------------------- » Sobrenadante SN3 solucion de sacarosa 30%
Fraccion P3 l
1 Sobrenadante g9

Resuspension y centrifugacion

........................ » Sobrenadante SN Banda Interfase -

\ 4
Fraccién P4
Solucion | >
! sacarosa 30%
Resuspension y Centrifugacion a través
de una solucién de sacarosa 30%
Fraccion P5
¢ Separacion de las proteinas
contenidas en la banda de interfase
Separacion de proteinas por Andlisis de los en gradientes de sacarosa del 5 al
densidad en gradientes de productos 25% y en la fraccion celular por
sacarosa del 5 al 25% proteoliticos densidad en gradientes de CsCl

76



/4 /%m{a/a//&

7.- Cétulas do lnsects a’f?

Para la propagacion de los baculovirus recombinantes y la produccidn de las proteinas de interés
se utilizaron células derivadas de tejido ovérico de la pupa de Spodoptera frugiperda (células sf9). Las
células se mantuvieron en suspension con agitacién constante de 115 rpm, en medio sf-900 || SFM (del
Inglés “Serum Free Medium”®, Gibco) sin antibioticos a 27°C. Los pases se hicieron cada tercer dia,
iniciando el nuevo pase con 0.7x108 células/ml en cultivos de 15 6 30 ml. De esta manera, los cultivos

se mantuvieron con mas del 95% de viabilidad.

2.~ Constraccion de bos Bacalovivas Fecombivantes

Para generar los baculovirus recombinantes, se utiliz el sistema Bac to Bac® de Invitrogen. Este
sistema consiste en clonar el gen de interés en un vector donador, que se utiliza para transformar
bacterias que contienen el genoma completo de Baculovirus en un bacmido. Por medio de
recombinacion homologa el bacmido adquiere el gen de interés y se utiliza para transfectar células de
insecto, de donde finalmente se obtienen los baculovirus recombinantes que expresan la proteina

deseada.

2. 7.-Constracciog de los Veotores Donadores

El gen de VP90 de HAstV-8 se obtuvo del plasmido polyEMC-ORF2C (6.3 kb) construido en el
laboratorio extrayéndolo con las enzimas Pst | y Sal |. Este fragmento se clon6 en el vector pFastBac,
utilizando las mismas enzimas, bajo el promotor del gen de la poliedrina de baculovirus. La identidad de
las clonas pFastBac-VP90 obtenidas se comprobd por digestiones con las enzimas de restriccion Pst |-
Sal |y Msc |-Nde |. Para generar el vector pFastBac-GFP/VP90 se utilizaron los plasmidos pFastBac-
VP90 y el pQBI25 (Quiagen) que contiene el gen de GFP. El gen de GFP se obtuvo por PCR a partir del
vector pQBI25 utilizando los oligonucledtidos 5-TAC ATG GCT AGC GCT AGC AAA GGA G-3'y 5°-
ACT ATG AGC TCT GTT GTA CAG T-3', que incluyen los sitios de restriccién para las enzimas Nhe | y
Sac |, los cuales se utilizaron para introducir este gen cerca del extremo 3’ del ORF2 en el vector
pFastBac-VP90. La identidad del plasmido se comprobé por digestion con las enzimas Nhe |-Sac | y

Pml |- Nae I, obteniendo los fragmentos esperados de 4.2 y 3.6 Kb, respectivamente.
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2.2 -Obtencivn do los Baomidos Fecombinantes

Los vectores donadores pFastBac-VP90 y pFastBac-GFP/VP90 se utilizaron para transformar
bacterias E.coli DH10Bac, que contienen el genoma completo de baculovirus en forma de bacmido. Las
bacterias se sembraron en placas con medio terrific sélido con 50 pg/ml de kanamicina, 7 pg/ml de
gentamicina y 10 pg/ml de tetraciclina. Al dia siguiente se aislaron las colonias y se inocularon 5ml de
medio Terrific liquido con los antibidticos antes mencionados, incubando toda la noche. Para extraer los
bacmidos recombinantes se utilizé el protocolo “Isolating Recombinant Bacmid DNA” del manual Bac to
Bac de Invitrogen, para lo cual los cultivos se centrifugaron a velocidad maxima en una centrifuga
eppendorff durante un minuto y se descartaron los sobrenadantes. Las pastillas se resuspendieron en
300 pl de la solucién | (Tris HCI 15 mM pH 8, EDTA 10 mM, 100 ug/ml de RNasa A) y se mezclaron
suavemente. Se agregaron 300 ul de la solucion Il (NaOH 0.2 M, 1% SDS) y se incubaron a
temperatura ambiente por 5 min. Suavemente se agregaron 300 ul de Acetato de Potasio pH 5.5y se
incubaron en hielo por 10 min. Se centrifugd a velocidad maxima durante 10 minutos, se recupero el
sobrenadante en un tubo eppendorff que contenia 800 ul de isopropanol se mezclo y se incub6 en hielo
por 10 minutos. Nuevamente se centrifugd a méxima velocidad durante 15 minutos y se descarté el
sobrenadante. La pastilla se lavd con 500 ul de etanol al 70% y se resuspendio en 40 ul de agua

agitando suavemente. El bacmido se guardd a 4°C hasta su uso.

2.3, -Buacalovivas Fecombinantes

Se sembraron cajas de seis pozos con 1x10¢ células sf9/pozo y se dejaron adherir durante una
hora a 27°C. Se hicieron mezclas de cada uno de los bacmidos con Cellfectin  (Gibco) con una
proporcién 1:10 y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. En cada pozo se agregd
300 pl cada una de las mezclas y se incub6 de manera independiente durante 16 horas a 27°C. El
medio de cultivo se sustituyé por medio fresco sf900 y los cultivos se incubaron a 27°C durante 3 dias.
A este tiempo, el virus presente en el sobrenadante se recuperd y se confirmé la expresion de las
construcciones sobre las células adheridas por medio de inmunoensayos y fluorescencia (para el caso
de Bac -GFP/VP90).
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3.~ Letardarizacivn de tas Condlizimes de Infeceiin

3 7- é(fwa/o/(a@

Se sembraron cajas de 12 pozos con 5 x 105 células sf9/pozo y se incubaron durante una hora a
27°C para que las células se adhirieran. Cada pozo se inocul6 con 300 pl de los virus Bac-VP90 y Bac-
GFP/VP90 con diferentes multiplicidades (0.1, 1 y 1 MOI) dejando pozos control sin infectar. La
adsorcion se dejd durante una hora a 27°C y se cambid el inoculo por medio fresco sf900. Se
cosecharon las células de cada pozo a diferentes tiempos: 24, 48, 72 y 96 hpi, separando la fraccion del
sobrenadante de la fraccion celular por medio de centrifugacion (1200 rpm durante 5 minutos en una

centrifuga eppendorff). El sobrenadante SN' se guardo a 4°C y la pastilla P* a -20°C hasta su uso.

3.2- Audtisis de Froterna VViral por ﬁmwma/(‘s’ayo&

a / Frocesamients de las Fastittas:

La pastilla P! se descongeld y resuspendié en 500 ul de buffer TNM 1X (Tris 50 mM pH7, NaCl
0.1M, MgSOs4 20 mM) con inhibidor de proteasas (Complete). Las células se rompieron con tres ciclos
de congelacion/descongelacion y se centrifugaron a 1500 rpm en una centrifuga eppendorff durante 10
minutos a 4°C, generando el sobrenadante SN2 y la pastilla P2 para analizar las proteinas por western
blot.

4 / Western Blot:

Las proteinas se separaron en geles de poliacrilamida al 7.5%, utilizando como gel concentrador
acrilamida al 4%. La electroforesis se hizo en buffer tris-glicina a 60 volts (gel concentrador) y 120 volts
(gel separador) durante 2 horas. La transferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa se hizo en
buffer CAPS durante 45 minutos a 50 volts. La membrana se bloqueé con leche al 5% en TBS-T (50
mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, Tween 20 al 0.1%) durante una hora a temperatura ambiente. La
incubacion con el anticuerpo primario se hizo en TBS-T con 5% de leche durante toda la noche a 4°C
utilizando el anticuerpo policlonal anti-Yuc a una dilucion 1:5000. Al dia siguiente las membranas se
lavaron con TBS-T y se incubaron una hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario (anti-
conejo acoplado a peroxidasa de rabano (1:2500)) en TBS-T con 5% de leche. Las membranas se

lavaron y revelaron por medio de quimioluminiscencia utilizando luminol (Dupont).
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4- loewf/aaa/o?( de o Froteina

Se utilizaron cultivos en suspension de células sf9. Se sembraron células sf9 en matraces
erlenmeyer de 50 ml con 1x108 células/ml (30 ml en total) y, simultaneamente, se agregaron los virus
Bac-VP90 6 Bac-GFP/VP90 a una multiplicidad de infeccion de 1. La infeccion se dejo transcurrir
durante 72 a 27°C. Los cultivos se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 min y se separ6 el sobrenadante
de la fraccién celular. Los sobrenadantes se guardaron a 4°C protegidos de la luz y la fraccién celular

se congeld a -20°C hasta su uso.

£7.- /q(/c/f/aaa/b?( de la Froteia Contenida en la Fraceivn Cobular

La proteina contenida en la fraccidn celular se purificd con base en el protocolo reportado
previamente por Bonaparte y colaboradores Bonaparte (2008), Con respecto al volumen de las pastillas,
estas se resuspendieron en dos volumenes del buffer TNE (Tris 50 mM pH7, NaCl 0.1M, EDTA 10mM)
con inhibidor de proteasas y se lisaron con tres ciclos de congelacién/descongelacion. Se centrifugd
durante 10 minutos a 13,300xg en una centrifuga eppendorff a 4°C y se separaron los sobrenadantes
(SN2). Las pastillas se resuspendieron en 1 ml de buffer TNE con el 2% de NP-40 y se incubaron en
hielo por 30 minutos. Nuevamente se centrifugaron y se desecharon los sobrenadantes. Las pastillas se
resuspendieron en 1 ml del buffer TNM con 2 ul de 10 mg/ml de DNasa | y se incubaron durante 30
minutos a temperatura ambiente. Se repitié la centrifugacién a 13,000xg y se desecho el sobrenadante.
Las pastillas resultantes se resuspendieron en 1 ml del buffer TNE con inhibidores de proteasas y se
centrifugaron a través de una solucion de sacarosa al 30% a 234,000xg (rotor SW 55Ti, Beckman)
durante 1 hora a 4°C. Los sobrenadantes se desecharon y las pastillas se resuspendieron en 500 ul del
buffer de disociacion (Tris 100 mM pH 8, NaCl 0.5M, Urea 100 mM, EDTA 10 mM, Ditiotreitol 5 mM)
utilizando una jeringa y se incubaron a -20°C durante toda la noche. Las pastillas se descongelaron y se
separaron en gradientes continuos de sacarosa 5-25% hechos en el buffer de disociacion en ausencia
de inhibidores de proteasas. Los gradientes se prepararon un dia antes congelando después de agregar
cada fase del gradiente. Los gradientes se centrifugaron a 274,000xg (rotor SW 55Ti, Beckman) por 10
horas a 4°C. Se recuperaron fracciones de aproximadamente 350 ul y se analiz6 el contenido proteico

en cada una de ellas por western blot.
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4.2 - Putioacion de ta Froteriva Contenida en ef Sobrenadante

La proteina de interés se purificd a partir del sobrenadante (SN?) resultante de la lisis celular
después de los tres ciclos de congelacién/descongelacion descritos en la seccién anterior. Los
sobrenadantes se centrifugaron a través de 5 ml de una solucién de sacarosa al 30% a 234,000xg (rotor
SW 55Ti, Beckman) durante 1 hora a 4°C. En cada caso, se recuperé la banda de la interfase (entre el
sobrenadante y la sacarosa) y la pastilla. Las bandas recuperadas se colocaron sobre gradientes
continuos de sacarosa 5-25% y se centrifugd a 274,000xg (rotor SW 55Ti, Beckman) por 10 horas a
4°C. Como existia la posibilidad de que se hubieran formado VLPs, la pastilla obtenida se resuspendid
y se colocd sobre una solucion de CsCl 1.235 M y se centrifugd a 45,000 rpm durante 16 horas a 4°C,

para purificar VLPs con base en su densidad.
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VI Resuliados

7.- fa/(e/‘ao/b?( de los Bacalovivas Fecombinantes

Para generar los baculovirus recombinantes que expresaran a la proteina VP90 de HAstv-8 y a la
proteina de fusién GFP/VP90, se utilizo el sistema de expresion Bac to Bac de Invitrogen descrito en la
metodologia. Como primer paso se construyd el vector donador pFastBac-VP90 a partir del plasmido
pFastBac (4.775 Kb) y del plasmido polyEMC 1I-ORF2C (6.306 Kb) (rigura 7), que contiene el gen de la
proteina estructural VP90 de HAstV-8.

Figura 7.- Identidad de los vectores pFastBac (4.775 Kb) y polyEMC II-ORF2C (6.306 Kb). La comprobacion se hizo por
medio de la digestion con la enzima Bgl I. Se obtuvieron tres fragmentos para pFastBac de 2508, 1268 y 1000 pb y tres
para polyEMC II-ORF2C de 4533, 1422 y 351 pb (flechas negras). Los productos de la digestion se analizaron por
electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% y se tifieron con bromuro de etidio.

El gen de la proteina VP90 se obtuvo por digestion con las enzimas Pst | y Sal |, estos mismos
sitios se utilizaron para clonar el gen en el vector pFastBac. La identidad del plasmido resultante se
comprob6 por digestion con las enzimas de restriccion antes mencionadas y con las enzimas Msc | y
Nde I. La digestién con las primeras enzimas resulté en dos fragmentos con tamafos de 4775 kpb
(vector pFastBac vacio) y 2800 kpb (gen de VP90), mientras que la digestion con las enzimas Nde | y
Msc | generd fragmentos de 4052 y 336 kpb, el tamafio de los fragmentos se predijeron por medio de

analisis in silico (figura 8).
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Figura 8.- Analisis pro restriccion enzimatica de la construccién pFastBac-VP90. Se obtuvieron tres clonas (1-3) y la
identidad de cada una de ellas se comprobé por digestion doble utilizando las enzimas Pst | - Sal | y Nde | - Msc 1. Los
tamarios de los productos de la digestion se indican con flechas negras. Las muestras se analizaron por electroforesis en
geles de agarosa al 1.5% tefiidos con bromuro de etidio.

Para la construccion del plasmido pFastBac-GFP/VP90, el gen de la GFP (obtenido por PCR a
partir del plasmido plasmido pQBI25) se clond en el plasmido pFastBac-VP90 utilizando los sitios de
restriccion Nhe |y Sac |, con lo que utilizando estos sitios, los aminoacidos del 7 al 36 de VP90 seran
reemplazados por la proteina GFP. La identidad de la construccion resultante se comprobd por

digestion con las enzimas de restriccion antes mencionadas y con las enzimas Pml |y Nae | figura 9).

Figura 9.- Analisis por restriccion enzimatica de la construccion pFastBac-GFP/VP90. El plasmido pFastBac-
GFP/VPI0 se generd a partir del plasmido pFastBac-VP90 y del pQBI25, la construccion se amplifico en bacterias
XL1-Blue. Se obtuvo una clona (57) y la identidad del plasmido se comprobd con dos digestiones dobles
utilizando las enzimas Nhe | - Sac | y Pml | - Nae |. Las muestras se analizaron por electroforesis en geles de
agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio.
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Con las construcciones pFastBac-VP90 y pFastBac-GFP/VP90 se transformaron bacterias
DH10-Bac por electroporacién, con la finalidad de obtener los bacmidos recombinantes y
posteriormente transfectarlos en células sf9 para generar los baculovirus recombinantes. Para
comprobar la presencia de baculovirus recombinantes, tres dias después de la transfeccion en sf9, se
recupero el sobrenadante de los cultivos de manera individual y las células adheridas se fijaron con
acetona al 80% en PBS y se analizaron por medio de un ensayo de inmunoperoxidasa (rigura 10). Para
este ensayo se utilizé un suero dirigido contra HAstV-8 como anticuerpo primario, el cual se genero
contra particulas purificadas formadas por la proteina VP70, por lo que no se espera que reconozca el
carboxilo terminal de la proteina VP90. A partir de la transfeccion con el bacmido-VP90 se obtuvo un
cultivo positivo por inmunoperoxidasa utilizando el anti-HAstV8, mientras que después de transfectar el
bacmido-GFP/VP90 se obtuvieron 6 cultivos positivos (rigura 10). Estas 6 clonas de Bac-GFP/VP90 no
solo fueron positivas al ensayo de inmunoperoxidasa sino también fueron positivas por fluorescencia,
indicando que la proteina de fusidn era funcional (igura 10). La clona 6 se utilizd en experimentos

posteriores.

Figura 10.- Expresion de las proteinas VP90 y GFP/VPI0 por baculovirus recombinantes. Las células sf9 se
transfectaron con los bacmidos VP90 (A) y GFP/VPI0 (B 'y C). Alos tres dias después de la transfeccion, las células
se fijaron y tifieron por inmunoperoxidasa utilizando el anticuerpo dirigido contra HAstV-8 como anticuerpo primario (A
y B) y se observaron en un microscopio de epifluorescencia (C).

2.~ Lstandarizacion de las Condiciones de A{fwa/bﬁ(

En el sistema de expresion heterologa utilizando cultivos de células sf9 infectados con
baculovirus recombinantes, las proteinas pueden ser secretadas al medio externo o quedarse
asociadas a la fraccion celular (Bac to Bac System Manual, Invitrogen), Pgra determinar cual era el caso de la
proteina GFP/VP90 se realiz6 un analisis proteico tanto del sobrenadante como de la fraccion celular de
un cultivo de células sf9 infectadas con el baculovirus Bac-GFP/VP0 (rigura 11). Para estos experimentos

de estandarizacion solo se trabajo con este baculovirus por ser faciimente visible debido a la
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fluorescencia emitida por la proteina. El cultivo se infecté con una multiplicidad de infeccion de 1y se
incubd durante 72 horas. El sobrenadante y la fraccién celular se separaron por centrifugacion y se
analizé la presencia de la proteina de astrovirus por western blot utilizando como anticuerpo primario el
suero dirigido contra HAstV-8 (rigura 11). Se observo que la proteina GFP/VP90 no es secretada al medio
extracelular sino que permanece asociada a la fraccién celular ggura11). En este anlisis, se observaron
principalmente tres bandas de aproximadamente 120, 85 y 48 kDa, que por su tamafio podrian
corresponder a la proteina GFP/VP90 (~120 kDa), a la proteina VP90 sin GFP (~85 kDa) y a un
producto del procesamiento proteolitico intracelular de esta proteina (~48 kDa) (rigura 11). Las identidades

de estos productos se analizaron y se describiran posteriomente.

Figura 11.- Andlisis de la presencia de la proteina recombinante GFP/VP90 en la fraccion del sobrenadante y en la
fraccion celular. Células sf9 infectadas con baculovirus GFP/VP90 a una multiplicidad de infeccién de 1 MOI. A las 72
horas después de la infeccién se cosecharon el sobrenadante (SN) y la fraccion celular (P) por separado y se
analizaron por inmunoblot con anticuerpos dirigidos contra HAstV-8.

La produccion de proteinas en este sistema depende de factores como la multiplicidad de
infeccion y el tiempo de cosecha, entre otros (Bac to Bac System Manual, Invitrogen), En estudio previos expresando
la proteina estructural de HAstV-1 no se habian analizado los parametros Optimos para su produccion
Caballero (2004), Moser (2007), Bonaparte (2008) nor lo que se analizé el efecto de la multiplicidad de infeccion (rigura 12)
y del tiempo de cosecha (igura 13) €N cultivos de células sf9 en monocapa a una misma densidad.

También determinamos si estas variables influian en el procesamiento proteolitico observado

previamente en la figura 11.
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Para probar diferentes condiciones de infeccién variando la multiplicidad de infeccién (rigura 12), S€
infectaron los cultivos con el baculovirus Bac-GFP/VP90 utilizando multiplicidades de infeccién de 0.1,
1,5y 10, y se incubaron durante 72 horas. Se separd la fraccion celular por centrifugacion y se analizo
la proteina viral por western blot utilizando como anticuerpo dirigido contra HAStV-8 (igura 12. En este
ensayo se identificaron principalmente tres bandas de ~120, ~60 y ~48 kDa en las cuatro condiciones,
lo que indica que el procesamiento intracelular de la proteina no depende de la multiplicidad de
infeccion (riqura 12). A diferencia del ensayo anterior, la banda de ~85 kDa, se observd menos intensa y
unicamente en las multiplicidades de infeccion de 1y 5; y adicionalmente se detect6 una banda intensa
de ~60 kDa. Como se menciond anteriormente, la banda de ~120kDa podria corresponder a la proteina
GFP/VP90, la banda de ~85 kDa a la proteina VP90 sin GFP y las de ~60 y ~48 kDa a productos de
procesamiento proteolitico. Comparando las bandas obtenidas a las diferentes multiplicidades, se
puede observar que la intensidad de estas a una multiplicidad de 0.1 fue ligeramente menor que las
observadas en las multiplicidades de 1, 5y 10, en las cuales se ve poca variacién entre la intensidad de
las bandas, con la excepcidn de la banda de 85 kDa que no se detectd a una multiplicidad de infeccion
de 10. La intensidad de las bandas de 120 kDa parece no variar, por lo que este parametro parece tener
poco efecto sobre la cantidad de GFP/VP90 producida. Por estas observaciones se decidi6 utilizar la

multiplicidad de 1 en subsecuentes experimentos (igua 12)-

Figura 12.- Efecto de la Multiplicidad de Infeccion en la produccion de la proteina GFP/VP90. Los cultivos en monocapa
de células sf9 se infectaron con el baculovirus Bac-GFP/VVPI0 con multiplicidades de infeccion de 0.1, 1,5y 10. Alas 72
horas después de la infeccion y se analizé la proteina viral presente en la fraccion celular por inmunoblot utilizando el
anticuerpo dirigido contra HAstV-8.
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Para determinar el efecto del tiempo de cosecha sobre la concentracidn y el procesamiento de la
proteina GFP/VP90, se infectaron los cultivos con el baculovirus Bac-GFP/VP90 a una multiplicidad de
1'y se cosecharon a cuatro diferentes tiempos: 24, 48, 72 y 96 horas post-infeccion (hpi) (igura 13). La
deteccion de las proteinas virales se observo a partir de las 48 hpi igura 13) Y SU €xpresion incrementd en
intensidad en relacion al tiempo de cosecha, siendo la mayor intensidad a las 96 hpi. En cuanto a la

integridad de la proteina, se detectaron las mismas bandas de ~120, ~85, ~60 y ~48 kDa (figura 13).

Figura 13.- Efecto del tiempo de cosecha sobre la produccién de la proteina GFP/VP90. Los cultivos en monocapa
de células sf9 se infectaron con el baculovirus Bac-GFP/VP90 a una multiplicidad de infeccion de 1y se cosecharon a
las 24, 48, 72 y 96 horas después de la infeccion. El contenido proteico de las fracciones celulares se analizé por
inmunoblot utilizando al anticuerpo dirigido contra HAstV-8.

Con este analisis se observo que el tiempo de cosecha influye tanto en la cantidad de la proteina
como en su integridad. A pesar de tener una banda de ~120 kDa mas intensa a 96 hpi, a este mismo
tiempo de cosecha se ven mas enriquecidas las bandas de ~85, ~60 y ~48 kDa reflejando una mayor
actividad proteolitica. Con base a este andlisis se decidié utilizar un tiempo de cosecha de 72 hpi, con la

finalidad de tener menor cantidad de productos de bajo peso que los obtenidos a 96 hpi.
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3 - )0«/4@‘/0&0/0?( de la Frotema

Una vez determinadas las condiciones de infeccidn y cosecha, se realizaron los ensayos para
para purificar las proteinas VP90 y GFP/VP90. Los cultivos se infectaron con una multiplicidad de
infeccion de 1 durante 72 horas. El sobrenadante SN' y la fraccion celular P' de los cultivos se
separaron por centrifugacién y al igual que en los ensayos anteriores la proteina recombinante
GFP/VP90 se encontrd unicamente asociada a la fraccion celular, por lo que la purificacion de ambas
proteinas (VP90 y GFP/VP90) se hizo a partir de esta fraccion. Esta fraccion fue nuevamente
procesada, y la proteina viral fue detectada tanto en el sobrenadante (SN2) como en la pastilla
resultante (P2) como se observo en el ensayo de western blot utilizando el anticuerpo contra HAstV-8
(fiqura 14). EN ambos casos, aunque la proteina viral se detecto en ambas fracciones, la proteina VP90

fue mas abundante en la fraccién de la pastilla P2.

Figura 14.- Deteccion de las proteinas GFP7VP90 y VP90 en el sobrenadante y en pastilla celular. Células sf9
infectadas con el baculovirus Bac-VP90 y Bac-GFP/VP90 a una multiplicidad de infeccion de 1 durante. Las
proteinas se detectaron utilizando el anticuerpo contra HAstV-8

En el caso de la infeccion por el baculovirus Bac-GFP/VP90, predominaron las cuatro bandas de
~120, ~85, ~60 y ~48 kDa. La intensidad de las bandas de ~120 y ~85 varia poco entre ambas
fracciones (P2 y SN2), mientras que la intensidad de las bandas de 60 y 48 kDa es menor en el

sobrenadante SN2 que en la fraccion celular P2 igura 14). De la infeccidn por el baculovirus Bac-VP90 se
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obtuvieron principalmente cinco bandas de alrededor de 90, 85, 60 y 48 kDa en la fraccién celular P2,
mientras que en el sobrenadante predominantemente se observaron las bandas de 90 y 48 kDa (sigura 14).
Con base al andlisis proteico, se observd que las proteinas VP90 y GFP/VP90 se distribuian entre la
fraccion celular P2 y el sobrenadante SN2 después de la lisis celular. Con la finalidad de mejorar la
cantidad y calidad de la proteina, se continud con la purificacion a partir de las dos fracciones. Dado que
existia la posibilidad que las proteinas presentes en la fraccién celular se encontraran en cuerpos de
inclusién o asociadas a membranas celulares, como se describid anteriormente para la proteina de

HAstV/-1 Bonaparte (2008) - se utilizd el protocolo de purificacion reportado por Bonaparte y colaboradores

Bonaparte (2008)

37.- /Dzwf/'aaa/b% de la Froteina Contenida en la Fraceiin Celubar

Para purificar a la proteina contenida en la fraccion P2, se utilizd el protocolo descrito por
Bonaparte y colaboradores Bonaparte (2008) (descrito en la seccidn de metodologia), quienes reportaron que
la mayor parte de la proteina estructural de HAstV-1 producida en células sf9 infectadas con baculovirus
recombinantes forma agregados. En el caso de la proteina GFP/VP90, la fluorescencia se observa
como puntilleo dentro de las células sf9 infectadas (igura 154). Con la finalidad de observar a mayor detalle
este patron, estas células se analizaron por microscopia electronica (igura 158) €ncontrando regiones
electro-densas que podrian corresponder a la proteina GFP/VP90 formando agregados al interior de
estas. Con el analisis de microscopia electronica también fue posible observar baculovirus al interior del

NUCIEO (figura 15B)-

Figura 15.- Analisis de la expresion de la proteina GFP/VP90 en células sf9. A) La fluorescencia presenta un patrén
de puntilleo dentro de las células (flechas en rojo) observado por microscopia de fluorescencia. B) Dentro de las
células se observaron regiones electro-densas (flechas en azul) y baculovirus al interior del ntcleo (circulo rojo) por
microsconia electrénica
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De acuerdo a la metodologia descrita, se analizd la presencia de la proteina viral en cada una de
las fracciones del gradiente de sacarosa. En el caso del gradiente obtenido a partir de la infeccién con
Bac-GFP/VP90, se observé una banda verde fluorescente hacia la parte baja del tubo lo que nos sugiri6
que la proteina de interés se encontraba en dicha fraccion (rigura 16). Con la finalidad de analizar la
proteina en cada paso de la purificacién, los sobrenadantes resultantes de la purificacion
(sobrenadantes del 2 al 5), una muestra de la pastilla (P) obtenida antes de la separacién en el
gradiente de sacarosa y las fracciones del gradiente se utilizaron para identificar la proteina viral por

western blot (Figura 16 B)-

Figura 16.- Purificacion de la proteina GFP/VP90 obtenida de la
fraccion P2. A) Banda fluorescente que indicaba la posicién de la
proteina en el tubo. B) Deteccion de la proteina viral en las diferentes
fracciones del gradiente de sacarosa por western blot utilizando
anticuerpo dirigido contra HAstV-8. C) Andlisis de la proteina obtenida
de las fracciones cuatro a seis del gradiente en geles de
poliacrilamida tefiidas con plata.

En los sobrenadantes resultantes solo se observo proteina viral en la fraccion SN2 y en SN* Figura
16 B). El SN2 se utilizd posteriormente para purificar proteina, lo cual sera descrito en la siguiente
seccion. Por otro lado, en la pastilla se detectaron las mismas cuatro bandas observadas anteriormente,
mientras que en las fracciones 4, 5y 6, que corresponden a la banda fluorescente observada en el
gradientes antes del fraccionamiento, se detectd Unicamente la banda de ~120 kDa, tamafio esperado
para la proteina de fusion GFP/VP90 (rigura 16 B), l0 cual se confirmo utilizando anticuerpos contra GFP y

VP90 (ver seccién 4). Para analizar la pureza de la proteina GFP/VP90, las fracciones 4, 5y 6 se
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mezclaron y se analizaron en geles de poliacrilamida tefiidos con nitrato de plata (rigura 16 c). Ademas de
la banda de ~120 kDa, se observaron cuatro bandas de mayor tamafio que podrian corresponder a
proteinas celulares (rigura 16 ¢). ESte andlisis nos indicd que el protocolo utilizado para la purificacion de la
proteina GFP/VP90 nos permitié recuperar esta proteina, aunque contaminada con algunas proteinas

celulares, por lo que también se utilizo para la purificacion de la proteina VP90.

Para la proteina VP90 se siguieron los mismos pasos de purificacion y también se analizaron los
sobrenadantes, la pastilla y las fracciones de los gradientes de sacarosa (igura 17). En este caso, se
identificd casi exclusivamente una banda de ~90 kDa. La proteina VP90 se localizo entre |as fracciones
5,6y 7. Una proteina de aproximadamente 72 kDa también se observé en la fraccion 6 del gradiente en

donde se observo la mayor expresion de VPO (rigura 17).

Figura 17.- Purificacién de la proteina VP90 contenida en la fraccion P2. Se analizé el contenido de proteina viral en los
diversos pasos de la purificacion de la proteina asi como las fracciones del gradiente de sacarosa. La proteina VP90 se
encontro entre las fracciones 4 a 7 del gradiente, asi como una proteina cercana a los 72 kDa. El anélisis se hizo por
western blot.

32 - /Da/‘/f/baa/b}( de ln Froteiva Contenida en ef Sobrenadante 2

Parte de la proteina GFP/VP90 producida se encuentra en el sobrenadante SN2. A pesar de que
habia fluorescencia a lo largo de todo el tubo, se obtuvo una pastilla y una banda localizada justo entre
la solucién TNM (del SN2?) y la solucién de sacarosa (denominada banda de interfase, Bl). Como
nuestro interes era localizar la proteina GFP/VP90 se hizo un analisis del contenido proteico de las
cuatro fracciones obtenidas, el sobrenadante (SN), la banda de interfase (BI), la solucion de sacarosa

(S) y la pastilla (P) (igura 18 A). Por medio del inmunoensayo, comprobamos que la proteina se encontraba
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distribuida en las cuatro fracciones y, a pesar de que en la fraccién S no se detectaron las bandas de 85
y 48kDa, solo la proteina GFP7VP90, se decidi6 continuar con la purificacion a partir de la banda de

interfase por gradientes de sacarosa y de la pastilla por gradientes de cloruro de cesio (CsCl) (figura 18 B),
ya que era posible que la proteina contenida en esta interfase se encontrara de manera soluble,
mientras que la proteina contenida en la pastilla podria estar formando VLPs. El gradiente continuo de
sacarosa no se fracciono, solamente se obtuvo una banda fluorescente claramente visible la cual se
analizd por western blot, detectandose predominantemente a la banda de ~120 kDa
predominantemente (qura 18 c). Al analizarse esta misma fraccion por tincién con azul de Coomassie se
observaron varias bandas de menor peso molecular que probablemente sean de origen celular (figura 18

p)- Del gradiente de CsCl no se recuperaron proteinas.

Figura 18.- Purificacion de la proteina GFP/VP90 contenida en la fraccién SN2. A) Esquema de las fracciones observadas
al pasar la proteina contenida en la fraccién SN2a fravés de una solucion de sacarosa al 30%. B) Western blot de dichas
fracciones utilizando el anticuerpo contra HAstV-8. C) Western blot de la banda fluorescente obtenida durante la
purificacién a través de gradientes de sacarosa utilizando el anticuerpo contra HAstV-8. D) Andlisis de pureza de la
proteina obtenida de la banda fluorescente por tincidn con azul de Comassie.
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Siguiendo el mismo procedimiento que para GFP/VP90, se purificd la proteina VP90 contenida
en el sobrenadante SN2. Al analizar la presencia de VP90 en las mismas fracciones utilizadas
anteriormente (SN, Bl, S y P), se detectaron cuatro bandas con diferente distribucion (gura 19). En el
sobrenadante SN, se identifico una banda mayoritaria menor a los 55 kDa, en la banda de interfase Bl
se detectaron cuatro bandas de ~90, ~85, ~60 kDa y una menor a los 55 kDa. En la solucion de
sacarosa no se detecto ninguna banda y en la pastilla se detectaron tres de ~90, ~85 kDa y en menor a
los 55 kDa. Con este analisis observamos que la proteina VP90 se encontraba distribuida entre la
banda de interfase y las pastilla. Al igual que la proteina GFP/VP90, la purificacién de la proteina
contenida en la banda de interfase se hizo por medio de un gradiente continuo de sacarosa, mientras

que la proteina contenida en la pastilla, por medio de un gradiente de CsCl.

El gradiente de sacarosa se fracciond y se analizd por western blot, encontrando la proteina
VP90 se localiz6 entre las fracciones 4, 5, 6 y 7(sigura 19 ¢). Para determinar la pureza, la mezcla de estas
fracciones se analizd en un gel de ploacrilamida tefido con azul de Comassie. La banda
conrrespondiente a VP90 se observa muy pobre. Se observan varias bandas adicionales que podrian

corresponder a proteinas celulares.

Figura 19.- Purificacién de la proteina VP90 contenida en la fraccion SN2.
A) Western blot de las fracciones observadas al pasar la proteina
contenida en la fraccion SN2 a través de una solucion de sacarosa al 30%
utilizando el anticuerpo contra HAstV-8. B) Western blot de las fracciones
obtenidas del gradiente continuo de sacarosa durante la purificacion
utilizando el anticuerpo contra HAstV-8. D) Analisis de pureza de la
proteina en las fracciones 3 a 6 por tincion con azul de Comassie.
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4 - Anitisis de los Froductos Derivados do la Frotedtisis por ﬂ;’a@/}(a

Durante el ciclo replicativo de AstV las particulas virales formadas por VP70 son liberadas al
medio extracelular y son procesadas por la tripsina contenida en el medio produciendo particulas virales
infecciosas formadas por las proteinas VP25, VP27 y VP34. El procesamiento de la proteina VP70
produce varios intermediarios, y genera productos finales de protedlisis, algunos de los cuales se han
identificado, al igual que los sitios de corte. Para analizar si las proteinas GFP/VP90 y VP90 obtenidas
tanto del sobrenadante SN2 como de la fraccidon celular generaban los mismos productos por
tratamiento por tripsina como en el caso del virus, lo que podria sugerir una conformacion similar, estas
se incubaron durante 30 minutos en presencia de diferentes concentraciones de tripsina y se analizaron

por western blot.

Para ello, la proteina GFP/VP90 presente en las fracciones 4 a 6 del gradiente de sacarosa (figura
16) Se incub6 durante 30 minutos con 0, 0.1, 1 y 10 pg/ml de tripsina. Las muestras proteicas se
analizaron por western blot con tres anticuerpos: el primero dirigido contra la proteina GFP, por lo que
reconoce la regidn N-terminal de la proteina GFP/VP90 (figura 20); €l segundo esta dirigido contra el virus
purificado HAstV-8, es decir contra particulas formadas por VP70, aunque también reconoce a VP90
(fiura 20); Y €l tercero, anti-E4, esta dirigido contra la regién C-terminal de VP90 (residuos 666-782), por lo

que no reconoce a VP70 ni a los productos que derivan de esta (figura 20)-

Figura 20.- Esquema de la proteina GFP/VP90 y las regiones de la proteina que se utilizaron para generar los sueros
utilizados en este trabajo.

El anticuerpo dirigido contra la proteina GFP, detect6 la banda de 120 kDa observada en todos
los analisis anteriores en ausencia de tripsina (igura 21). Al tratar con 0.1 pug/ml de tripsina, la banda de
120 kDa dejo de observarse y aparecio una banda de aproximadamente 27 kDa que corresponde, tanto
por tamafio como por reactividad con el anticuerpo, a la proteina GFP libre de VP90. Esta misma banda
se observo al utilizar las concentraciones de 1y 10 pg/ml de tripsina (sgura 21). Utilizando el anticuerpo

dirigido contra HAstV-8 y sin tratamiento con tripsina se observaron las bandas de 120 y 90 kDa, y otras
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tres bandas con tamarios entre los 55 y 43 kDa (igura 21). La de 120 kDa identificada con el anticuerpo
dirigido contra HAstV-8 corresponde a la banda del mismo tamafio observada con el anticuerpo dirigido

contra GFP, lo que confirmé su identidad como GFP/VP90.

Con este andlisis también comprobamos que la banda cercana a los 90 kDa corresponde a la
proteina VP90 sin GFP. Al analizar la proteina tratada con 0.1 pg/ml de tripsina (figura 21), S€ ObServé que
las bandas correspondientes a las proteinas GFP/VP90 y VP90 desaparecieron y se enriquecieron dos
bandas de menor tamafio, una de 43 kDa y otra de aproximadamente de 40 kDa, que parecen
corresponder a productos de la proteina VP90, ya que no fueron observadas con el anticuerpo contra
GFP (sigura 21). Al @umentar la concentracion de tripsina a 1 pg/ml de tripsina, la banda de 45 kDa dej6 de
observarse quedando la banda cercana a 40 kDa y dos bandas menores de 26 kDa como productos de

la digestidn. Al utilizar 10 pg/ml de tripsina solo se observaron las bandas menores de 26 kDa.

Por otro lado, utilizando el anticuerpo E4, se observaron las bandas correspondientes a la
proteina GFP/VP90 y a la proteina VP90, al iniciar el tratamiento con tripsina estas bandas
desaparecieron, dando lugar a las bandas cercanas a los 43 kDa, las cuales desaparecieron al tratar

con mayores concentraciones de tripsina (igura 21)-

Figura 21.- Digestion por tripsina de la proteina GFP/VP90 obtenida de la fraccion P2. La proteina se incubé durante 30
minutos con diferentes concentraciones de tripsina, dichas muestras se corrieron en geles de poliacrilamida y se
hicieron analisis de western blot utilizando los anticuerpos indicados.
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El analisis hecho para la proteina GFP/VP90 obtenida de la fraccion celular, se repitio con la
proteina obtenida del sobrenadante. Aunque aparecieron productos intermediarios diferentes en los dos
casos, los productos finales presentaron tamafios similares, sugiriendo que la proteina derivada de

ambas fracciones son similares (igura 22).

Figura 22.- Digestién por tripsina de la proteina GFP/VP90 obtenida de la fraccion SN2. La proteina se incub
durante 30 minutos con diferentes concentraciones de tripsina, dichas muestras se corrieron en geles de
poliacrilamida y se hicieron analisis de western blot utilizando los anticuerpos indicados.

Para el analisis del procesamiento por tripsina de la proteina VP90 obtenida del sobrenadante
SN2, se utilizaron los anticuerpos dirigidos contra HAstV-8 y E-4 (igura 23). Con el primero, antes de tratar
con tripsina se observaron una banda de 90 kDa y una cercana a los 45 kDa. La deteccion de dichas
bandas se fue reduciendo a medida que la concentracion de tripsina aumentaba, quedando dos bandas

cercanas a los 26 kDa como productos finales, al igual que en el virion (sigura 24).

Al analizar estas muestras con el anticuerpo dirigido contra el péptido E-4, se observaron las
bandas de 90, 72 y 45 kDa de manera prominente y otras bandas de tamarios entre los 45y 60 kDa,
algunas de las cuales no se identificaron con el anticuerpo dirigido contra HAstV-8. Al tratar con tripsina,
estas bandas ya no se detectaron, sin embargo se observaron dos bandas menores a los 43 kDa que
no se detectan en la concentracion maxima de tripsina. Este anticuerpo no detecto las proteinas de
aproximadamente 26 kDa que se detectaron con el anticuerpo dirigido contra HAstV-8 a la mayor

concentracion de tripsina (igura 23).
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Figura 23.- Digestion por tripsina de la proteina VP90 obtenida de la fraccién SN2. La proteina se incubé durante 30
minutos con diferentes concentraciones de tripsina como se indica. Dichas muestras se corrieron en geles de
poliacrilamida y se hicieron analisis de western blot utilizando tres anticuerpos. En el primer panel se observan los
productos reconocidos por el anticuerpo dirigido contra HAstV-8, y en el segundo los productos reconocidos por el
anticuerpo dirigido contra el péptido E4.
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El objetivo del trabajo fue expresar la proteina de la capside de una cepa de HAstV-8 VP90 y la
proteina de fusion con la proteina verde fluorescente, con la finalidad eventual de utilizarla en estudios
moleculares de ensamble y entrada del virus a su célula huésped. Para alcanzar este objetivo se utilizo
el sistema de expresion Bac to Bac de Invitrogen que permite obtener baculovirus recombinantes que
expresan proteinas de interés en células de insecto, en este trabajo se produjeron los baculovirus que
expresan las proteinas VP90 y GFP/VP90. Para establecer las condiciones dptimas de infeccion que
permitieran obtener la mayor cantidad de proteina posible, iniciamos el trabajo con la proteina
GFP/VPI0 ya que la fluorescencia de la propia proteina permite poder identificarla facilmente
Dependiendo de la proteina que se esté expresando en este sistema heterdlogo, esta puede ser
secretada al medio extracelular o permanecer asociada a la fraccion celular. Con la finalidad de
determinar que ocurria durante la expresion de la proteina GFP/VP90 se analizé el contenido proteico
de la fraccion celular y del sobrenadante de un cultivo de células sf9 infectadas con el baculovirus
recombiante. La proteina GFP/VP90 fue detectada en la fraccion celular, lo que nos sugirié que la
proteina podria encontrarse asociada a membranas o formando agregados como se reportd

anteriormente para la proteina estructural de HAstV/-1 Bonaparte (2008),

Entre los factores que pueden influir en la expresion de proteinas en el sistema Bac to Bac estan
la multiplicidad de infeccion y el tiempo de cosecha, por lo que probamos varias multiplicidades de
infeccion y diferentes tiempos de cosecha para analizar el efecto sobre la expresion de VP90 y
GFP/VP90. Observamos que la proteina GFP/VP90 se detecta con el anticuerpo anti-HAstV-8 a partir
de las 48 horas después de la infeccidn, conforme se aumenta el tiempo de cosecha y hasta las 96
horas después de la infeccidn la aparicion de bandas de menor peso molecular nos sugiere que la
proteina sufre un procesamiento dentro de la célula y que este aumenta al transcurrir el tiempo en el
que la proteina permanece en el interior celular. A partir de esta observacion, decidimos cosechar los
cultivos a las 72 horas con la finalidad de tener la mayor cantidad de proteina sin comprometer mucho
su integridad. Por otro lado observamos pocas diferencias en cuanto a su expresion, en relacion a la
multiplicidad de infeccién, ya que entre la multiplicidad de infeccion de 0.1 y las de 1, 5y 10 hay una
pequefia diferencia en la concentracién que no se observa con las multiplicidades altas, por lo que

decidimos utilizar una multiplicidad de infeccion de 1.
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Ya que la proteina GFP/VP90 fue detectada solo en la fraccion celular, se hicieron tres ciclos de
congelacion/descongelacion para liberar la proteina. A pesar de que gran cantidad de proteina se liber6
al sobrenadante después de la lisis celular, la fraccion celular seguia teniendo asociada proteina. Con
la idea de poder recuperar la mayor cantidad de proteina se decidié continuar con la purificacion a
partir de ambas fracciones. Bonaparte y colaboradores (Bonaparte 2008) - reportaron que la proteina de
HAstV-1 se encontraba asociada como agregados y propusieron un protocolo que purificacién que les
permitio recuperar proteina de la fraccidn celular, por lo que decidimos utilizar este protocolo para la
purificacion de nuestras proteinas. La purificacion nos permitié enriquecer la proteina de astrovirus
completa, aunque también se detectaron algunas de menor tamafio, que pueden ser productos de

protedlisis de la misma proteina, asi como se detectaron proteinas celulares.

El procesamiento con tripsina se hizo con diferentes concentraciones de tripsina y se analizaron
los productos con tres anticuerpos. El primer andlisis se hizo con anti-GFP y se comprobd que la banda
de ~120 KDa correspondia a la proteina completa GFP/VP90. Antes de tratar la proteina con tripsina se
observé una banda cercana a los 27 kDa, al tratar la proteina con tripsina la banda de 120 kDa
desaparecio y se enriquecio la de 27 kDa. En la construccién de GFP/VP90, la GFP esta reemplazando
del aminoécido 7 al 36 de VP90, que se encuentran dentro de la region basica, comprendida entre los
aminoacidos 18 al 62. A pesar de que esta region contiene muchos sitios potenciales de corte por
tripsina (37 sitios en los primeros 340 residuos), estos no se procesan en el virus nativo, aun a altas
concentraciones de la enzima, lo que indica que se encuentran protegidos hacia el centro de la particula
viral (Figura 24). El hecho de que no se hayan detectado productos discretos derivados de esta region
sugiere que ésta se encuentra expuesta en la proteina GFP/VP90. Al hacer el analisis con el anticuerpo
dirigido contra HAstV-8, ademas de observar la banda de 120 kDa se observé una cercana a los 90
kDa, esto nos confirmo lo observado con el anticuerpo anterior, que parte de la proteina GFP no se
encontraba fusionada a la proteina VP90. Al tratar con tripsina la proteina se observaron bandas con
tamafios cercanos a los productos reportados para el procesamiento del virus nativo, llegando a
productos finales cercanos a los 26 y 25 kDa (rigura 24). EStas mismas muestras se analizaron con el
anticuerpo dirigido contra el péptido E4, que incluye del aminoacido 666 al 782 de VP90, por lo que solo
identifica a VP90 y a los productos que incluyan el extremo carboxilo terminal de la proteina. Con este
anticuerpo no se identificaron varias de las bandas que si se detectaron en el ensayo con la proteina no

tratada con tripsina incluyendo la proteina de ~120 KDa, la proteina de ~90 KDa y varios productos
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menores de 50 KDa. La presencia de estos productos sugirieron que la proteina es procesada
intracelularmente en, al menos, dos sitios. Uno de ellos dentro de la region béasica de VP90, lo que
provoca la separacion de la GFP, y otro, hacia la parte media. Al tratar la proteina con tripsina las
bandas observadas con el anticuerpo dirigido contra E4 desaparecen, lo cual indica el procesamiento
del carboxilo terminal en pequefios péptidos, que es consistente con lo que se observa al tratar el virus
formado por VP90 con tripsina, en donde se observa que el anticuerpo anti-E4 reconoce esta regién de

VP90 que se procesa en fragmentos muy pequefios no identificables.

Figura 24.- Patrén de digestion por tripsina de astrovirus nativo. En el primer panel se observan
los productos reconocidos por el anticuerpo dirigido contra HAstV-8, y en el segundo los productos
reconocidos por el anticuerpo dirigido contra el péptido E4.

Con base a estas observaciones se ha propuesto que el procesamiento de la proteina GFP/VP90
con tripsina ocurre como se ilustra en la figura 25. Al parecer la proteina es cortada inicialmente
liberando a la proteina GFP de la parte correspondiente a VP90, la cual se procesa posteriormente en la
parte media dando como resultado dos productos de 43 y 47 kDa (figura 25). El producto de 43 kDa es
procesado tanto en su amino terminal como en su carboxilo terminal para dar los productos finales de
26 y 25 KDa, que son de tamario similar a los que se obtienen por el procesamiento del virion (figura 25),
por lo que almenos esta region de las proteinas recombinantes tienen una conformacion similar a la
encontrada en los viriones (gura 25). Por otro lado el procesamiento del producto de 43 kDa no pudo ser
determinado (rigura 22), Sin embargo parece que el extremo carboxilo terminal se procesa en péptidos muy
pequefios porque no se detectd un producto de 20 kDa que representaria la diferencia entre VP70 y

VP90, tal y como ocurre con el virion (rigura 24)-
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Figura 25.- Esquema del procesamiento de la proteina GFP/VP90.

Al igual que con la proteina anterior y con base en las observaciones hechas pensamos que el
procesamiento de VP90 como se describe en la figura 26. Al parecer la proteina VP90 podria ser
procesada en alguna regién dentro de sus primeros 200 amino&cidos o alrededor del aminoécido 657
tal y como sucede en el virién (figura 26). EN @ambos casos se generan productos alrededor de los 70 kDa
donde uno conserva el carboxilo terminal, ya que es reconocido por el anticuerpo dirigido contra E4, y el
otro el amino terminal que es reconocido por el anticuerpo dirigido contra HAStV-8 (igura 26). EStos
productos parecen ser procesados posteriormente para dar origen a productos de menores tamafios, de
los cuales solo se detectd uno cercano a los 45 kDa (figura 26). Este Ultimo es procesado dando origen a
los productos de 25 y 26 KDa que se observan con el virion. El otro producto no pudo ser detectado

(figura 26)-

Figura 26.- Esquema del procesamiento de la proteina VP90.
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El andlisis con los anticuerpos nos indica que la proteina obtenida parece estar ensamblada de
manera similar a como esta en el virién en su extremo carboxilo terminal, ya que se obtienen los
mismos productos que se obtienen cuando se trata al virus con tripsina, a pesar de que existen 35 sitios
potenciales para el corte con esta enzima. Por otro lado, el amino terminal no parece estar ensamblado
como en el virus ya que no se detectaron los productos correspondientes a VP41-VP34, en donde
existe un mayor nimero de sitios potenciales de corte para la enzima (37 sitios), especifica en la zona

basica, que se ha propuesto como sitio de union a RNA, con 22 residuos de arginina.

El anélisis del procesamiento por tripsina, nos sugiere que las proteinas recombinantes no se
encuentran formando VLPs o que forman VLPs inestables, ya que presentan una susceptibilidad al
corte por tripsina mayor al visto con el virus. Se ha visto en algunos virus icosahédricos de sSRNA(+),
como FHV Schneemann (2003) donde la proteina estructural expresada en un sistema heterélogo, es capaz
de formar VLPs que tienen propiedades biofisicas diferentes al virus nativo, como mayor susceptibilidad
a la accion de proteasas debido a su menor estabilidad y se estabilizan en la presencia del RNA
gendmico Schneemann (2003) ya que HAstV es un virus icosahédrico con genoma de ssRNA(+), es posible
que al igual que FHV, se requiera la presencia de RNA gendmico para estabilizar las proteicas y poder
formar VLPs. En otros casos, como el de Sindbis virus (SINV) Telinghuisen (1999) " |as proteinas no son
capaces de formar VLPs en ausencia de oligomeros de RNA o DNA, por lo que seria el caso de
Astrovirus, para comprobar esto seria necesario analizar el ensamble de la proteina purificada en

presencia de RNA viral u oligoneros de RNA de doble cadena.

La interaccidn entre el genoma y las proteinas de la capside no solo podria ser importante para
generar particulas estables, sino también para el ensamble de la proteina como VLPs. Con base a
estos reportes podemos pensar que en el caso de HAstV podria requiere material genético para que la
proteina pueda ensamblarse en VLPs estables. A pesar de que Caballero y colaboradores Caballero (2004),
reportan la obtencién de VLPs con la proteina de HAstV-1, estas no han sido obtenidas por otros grupos

que también utilizan este mismo virus y sistema de expresion Moser (2007), Bonaparte (2008),

A pesar de que VP90 expresada en baculovirus no esta formando VLPs, su purificacion podria
ser util para estudiar su interaccion con el genoma viral y eventualmente desarrollar un modelo para

estudiar el proceso del ensamble del virus.
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VI Conelusiones

Vi Conclusiones

Se generaron los baculovirus recombinantes que expresan la proteina estructural de HAstV-8,
VP90, nativa y fusionada con GFP.

Tanto la multiplicidad de infeccion como el tiempo de cosecha afectan la produccion de las
VLPs

Las proteinas VP90 y VP90/GFP son procesadas proteoliticamente dentro de la célula.

El domino carboxilo terminal de la proteina estructural de astrovirus producida por baculovirus

parece ser similar al que se encuentra en el virion.

/X, /)a/@aw liras

Analizar el efecto de diferentes factores, tales como presencia de iones divalentes y moléculas
de RNA, diferentes pH's, etc. sobre el ensamble de las proteinas GFP/VP90 y VP90 como
VLP's.

Analizar regiones de las proteinas que participan en el ensamble como VLP's por estudios de

mutagénesis dirigida.

Utilizar las VLP's en experimentos de entrada de HAstV.
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