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I. Introducciéon

Genceralidades

Los rotavirus fueron inicialmente caracterizados como agentes causantes de

gastroenteritis en animales; sin embargo, numerosos estudios epidemiologicos también han

demostrado que s a mas importante de gastroenteritis severa en nifios menores de

los ‘adultos también pueden infectarse, la infeccion en ellos es menos

dos afios.”Aunq

(‘)‘tévfru"s componen un género dentro de la familia Reoviridae. Entre sus
ractel 15 fﬁéé sobresalientes estan: 1) el genoma se conforma por 11 segmentos de
RNA de doble cadena (RNAdc) que codifican para seis proteinas no estructurales (NSP1, 2,
3,4, 5 y 6) y seis proteinas estructurales (VP1, 2, 3, 4, 6 y 7); 2) las particulas virales
maduras tienen una simetria icosaédrica, miden aproximadamente 100 nm de didmetro y
estan formadas por tres capas concéntricas de proteinas; 3) las particulas virales contienen
una RNA polimerasa dependiente de RNA, responsable de transcribir y replicar el genoma;
4) el genoma segmentado de estos virus es capaz de rearreglarse genéticamente; 5) la

replicacion-del virus ocurre en el citoplasma de las células infectadas; 6) el tratamiento con

enzimas: proteoliticas. facilita el cultivo del virus in vitro; 7) estos virus tienen una ruta

conks'tan”d_) mpltlples serotipos. Cada serogrupo esta conformado por rotavirus que

comparten antigenos detectados por pruebas seroldgicas. Hasta ahora los rotavirus se han




c]a31ﬁcado 1 s1ete grupos (AaG). L gru os A, B y,C'son mas comanmente encontrados

en humano y animales; mientras’que-los ruposD E F y G han sido hallados sélo en

irus'se puede rearreglar entre los miembros de cada grupo; sin

anlmgles Elfgenomajde_,los

embargo,’

' neﬁ‘t,railj{z c‘:,'__pr:ésentan estas dos proteinas de la capa externa. Se han clasificado 14
serotlpos Gy :“13;'s‘e’1"16t7i1’)os P (incluyendo 3 subtipos) con base en la glicoproteina VP7 y en
la i)rofefﬁa VP4, réspectivamente. Al clasificar un rotavirus se debe incluir ambos serotipos,
por ejemplo: la clasificacion de la cepa humana Wa es: Wa (hu) G1/P1A (13, 17, 27, 37).
Caracteristicas de la particula viral

Estudios realizados por microscopia electronica (ver Figura 1) han permitido
observar tres tipos de particulas: las particulas que presentan una sola capa denominada
nucleocdpside o core, las particulas formadas por dos capas proteicas o DLP’s (double-
layered parlric‘lebs)‘ ylaspamculas maduras formadas por las tres capas de proteinas o TLP’s

(lriple:lay‘e‘rjed: pamcles) L,zis} nucleocapisdes estan conformadas por 120 moléculas de la



"’pfoteih'a’ Vf’z";'éiri'e"g'lad como 60 dimeros que envuelven al genoma y a pequeiias cantidades

de las yrpr"r‘dteina'stVPl‘yfVP3 Cada’nucleo apsnde posee una simetria T=1 y no es infecciosa.

: pro})’éctén‘a‘lo,,lar‘gd de una superficie lisa formada por trimeros de la glicoproteina VP7, que
envuelven a las DLP’s. Esta bapa externa puede ser removida por agentes quelantes como el

EDTA o EGTA, perdiendo asi la infectividad (17, 19, 58, 59).

VPS, VP7 : @ !
avar *—-—-w-
Agentes Agentes
quelantes caotropicos
{1OMM EDTA) (1.5Mm ClCIz)
DLP’s © core
Figura 1. Microscopia Electrénica de las particulas virales. La barra representa 100nm.
€n gr (tomada del libro de Virology de Fields er a/ (17). sy

valores de sedimentacion. Las TLP's tienen una densidad de 1.36 g/cm’® en gradientes de
CsCl y un coeficiente de sedimentacion de 520S a 530S en gradientes de sacaros; mientras
que las DLP’s tienen una densidad de 1.38 g/cm® y un coeficiente de sedimentacion de 380S

a 4OOSLa hug]ﬁéggzéyb_s_idés _ijenenruna densidad de 1.44 g/cm’® en CsCl y un coeficiente de

 sedimentacién de 280S en sacarosa (8, 17).




Genoma

El genoma viral esta c‘oyns‘t_ituido por 11 segmentos de RNAdc contenidos dentro de

la nucleocépside. Los tamafios de cada segmento varian desde 660 pb del gen mas pequefio

hasta 3300 pb'para’el'gen mas gi'aﬁde (ver tabla 1 y figura 2). Cada segmento codifica para

una protéina a‘excepcion del'segmento 11 que presenta dos marcos abiertos de lectura que

codifican par’a‘dés proteinas no estructurales (NSP5 y NSP6). De las doce proteinas: seis son
broteinas evstrué"tur‘\:ilng' qﬁe forman a las particulas virales y seis son proteinas no
estructurales;q;ivé“s'e Vsi‘n‘teti‘zan en las células infectadas y que no estan presentes en la
particula madura. ’Es‘tas proteinas no estructurales participan en la replicacion del virus y en

la morfogénesis de la particula viral (3).

Tablal. Asignamiento génico y funcional de Rotavirus

Gen Tamaiio Proteina Peso Localizacién No.De | FUNCION
(bp) Molecular en copias
(kDa) Particulas por
particula
s
1 3,302 VP1 125 NC 12 RNA polimerasa dependi de RNA
2 2,690 VP2 94 NC 120 Union a RNA, formacién de nucleocépside
3 2,591 VP3 88 NC 12 Guanilil-transferasa
4 2,362 VP4 88 TLP 120 Proteina de unién a la célula
5 1581 NSP1 53 NS 0 Unidn a RNA, proteina mds variable del género
6 1356 VP6 41 DLP 780 Conticne determinantes antigénicos de grupo y subgrupo
7 1104 NSP3 34 NS 0 Union a elF-4G, unidn al extremo 3 'de los genes virales
8 1059 NSP2 35 NS 0 Unién RNA, probable actividad de NTPasa
9 1062 VP?7 38 TLP 780 Glicoproteina con determi antigénicos de serotipo
10 751 NSP4 28 NS 0 Enterotoxina, receptor en RE
11 667 NSPS5 26 NS 0 Posible cinasa autocatalitica
NSP6 10 NS 0 Producto del ORF2 del gen |, proteina hiperfosforilada

NC nucleocapside

TLP Particula con tres capns
DLP Particula con dos capas
NS Proteina no estructural

“TESIS 70w
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Figura 2. Asignamiento gendtico y representacion tridimensional de la estructura de las particulas de
rotavirus. In ¢l panel A se muestra un gel de poliacrilamida donde se observan los 11 segmentos de
RNAdc del genoma de SALL y las proteinas codificadas por cada segmento. En ¢l panel B, sec mucstra
la estructura tridimensional de la particula viral en donde se observan las capas: externa (conformada
por VP4 y VP7), intermedia (VPG) ¢ interna (VP2), asi como los tres tipos de canales que se observan
en las DLP’s (1, 11 y ). Tombi¢n se ilustra la estructura de una espicula de VP4, donde se observa la
naturaleza dimérica de la espicula. En ¢l pancl C, arriba s¢ observa la estructura tridimensional de la
nucleocdpside. Abajo se ilustra ¢l complejo enzimatico conformado por VPl y VP3, y ¢l RNAm viral
nacicnte ¢l cual sale a través de un canal de tipo I formado por VP2 y VPG (tomada del libro de

Viroloev de Fields er af (17). | T ES ’ S C 0 N
Proteinas no estructurales FAL'LA DE ORXGEN

El genoma de los rotavirus codlﬁca para 'seis_proteinas no estructurales (NSP1,

NSPZ NSP3 NSP4 NSPS y NSPG) las cuales estan’ mvolucradas en la replicacion (NSP1 a




se une al factor de la iniciacién de la traduccion elF4G e inhibe la sintesis de proteinas

favorece a»tradﬁbc'i("m]de los RNAm virales. NSPS es una

 NSP4esla ﬁnicé"pfoteina no estructural que no se une al RNA

roteina que reside en el RE funcionando como un receptor intracelular

d ectamente con VP6 Al parecer, la i’hte“ra‘cciéhj(cion VP6 media la gemacion de las DLP’s
‘h‘z‘ima ‘el ‘interior de‘lklRﬂ‘_E, do‘nd_e las'!pa'r‘ti’culas adquieren una cubierta lipidica. Se ha
'}Sir»o:p‘u‘es;o ue;NSI ueﬂé“eéta: ’ih‘f/’ohicrada en la remocion de la envoltura de membrana
: durantela ,r‘nqrr,fogcnes'm viral pbf algﬁn mecanismo que aln no se ha descrito. Esta proteina
fambiéﬁ actﬁa‘co'md' virotoxina, ya que incrementa la concentracién de Ca®* intracelular
como parte del mecanismo de muerte celular inducido por la infeccién con rotavirus (3, 64,
65).
Proteinas estructurales
1) Proteinas de la nucleocdpside

La nucleocapside estd formada por las proteinas VP1, VP2 y VP3, estas proteinas
estructurales tienen una alta afinidad por RNA de cadena sencilla, aunque solo se ha
demostrado que VP1 presenta un}sit’io de reconocimiento secuencia especifica al RNA viral
(4n. - |
VP1 es, ademas, la RNA polimerasa viral y funciona como transcriptasa,

sintetizando los RNA’s mensajeros, y como de replicasa, sintetizando las hebras

A




complementanas el RNAm_ La secuenc1a de la protema 'VP1 presenta cuatro motivos

- conservados entre las’RNA" pollmerasas dependlentes de RNA VP1 no funciona por si sola

VP2 este present ‘para lleva :a cabo su actividad de repllcasa (50).

smo,,que requiere qu

de:manera mespecnﬁca. Es la proteina que da

u nte la replicacion debido a que se puede

de guamhl transferasa snendo la responsable de aiiadir el CAP a los RNA’s mensajeros
virales (3, 36).
2) Proteina de la capa intermedia

VP6, de 397 aminoacidos, es la proteina estructural mas abundante de los viriones.
Es una proteina hidrofébica altamente antigénica e inmunogénica; juega ademas un papel
clave en la estructura de los viriones dado que forma la capa intermedia de las particulas
virales, presentando interacciones tanto con las proteinas de la capa externa, VP4 y VP7,
como con la proteina VP2 de la nucleocapside. VP6 forma trimeros espontineamente y es
extremadamente estable en esta conformacién (17, 18).
3) Proteinas de la capa externa

VP4 es una proteina de 776 aminoacidos con un peso molecular de 88 kDa. Esta
proteina se corta con tripsina generando dos polipéptidos: VP8 que abarca de los

" aminodcidos la123l,que bfesenta‘_un peso molecular de 28 kDa; y VPS5 que abarca los

nun bgso molecular de 60 kDa. Estos polipéptidos representan

aminoacidos 2

boxilo terminal respectivamente. El corte con tripsina de VP4

“-aumenta la penetracion del virus a la célula pero no la union a su receptor celular. Los cortes



con trlpsma se dan en ]as argmmas 231 241 y ‘247, Estas argininas se encuentran

conservadas en todas las secuenc:as de VP4 de los rotavxrus hasta ahora reportadas. Se ha

relacionado el corte de la Arg 247 con el in_cremento de la infectividad (6, 22, 38).

corte con tripsina

v P8 vVPS
Sxg SuS§
l l coiled-coil 776
NH2 KL Jcoou
oE MR oA
(a281) (adf?)
600 700
’IIII]llll‘i”lllllllllmlillllﬂlﬁ'llllllm0ll|lIll?ltllllllllllll]llll'l“l[ll

Figura 3. Esquema de las propiedades de la proteina estructural VP4. La regién donde se encuentran
los sitios de corte con tripsina se muestra (}), la cual define el limite entre VP8 y VP5. El dominio de
hemaglutinacién (HA) (aa 93 a 208), los asteriscos marcados por debajo del dominio HA indican los aa
150 y 188 al 190, los cuales son importantes para la unién a acido sialico (AS) de esta proteina. Los
puentes disulfuro entre las Cys 203 y Cys 216, y entre las Cys 318 y Cys 330, se indican como S=S. En
VPS5, se muestra la posicién de las secuencias DGE e IDA, que son motivos de unién, y podrian ser
reconocidos por las integrinas 281 y adf1, respectivamente. Se muestra le regién hidrofébica (HR), la
cual ha sido propuesta como un posible dominio de fusién, y un dominio de “coiled coil”.

Diferentes estudios indican que la proteina VP4 de los rotavirus animales tiene dos

enlaces disulfuro imrac"'é‘dieha' ixh‘o en VP8 y otro en VPS5, mientras que la proteina VP4 de

ner un solo enlace disulfuro presente en la proteina (49). La

ne la capacidad de aglutinar eritrocitos in vitro. A esta

actividad no se encuentra en las proteinas VP4 de origen humano.




ran las secuencias consenso
lO)"y:‘lé‘secuencia Ile/Asp/Ala (IDA) de
ectivamente (26) También en VP35 se encuentra una
oacidos 384 a 401, la cual se ha propuesto

: que yf"‘uncioh como un péptido defusnon ala membrana celular (40).

VP7'e un _protema estructural de 326 aminodcidos, tiene un peso molecular de 37
'kDa y es codlﬁcada por el segmento de RNA 7, 8 0 9 dependiendo de la cepa del rotavirus.
» qu1m1cos han determinado que VP7 es una glicoproteina que contiene sdlo N-
‘di»ig“d‘s'édérldos‘ de alta manosa (5, 30). Durante las reacciones de N-glicosilacion, una

‘ gfuc‘;_qsa; mapb'éageN-aceti]glucosaminaz (GlcsMangGIcNAc:2) es transferida del dolicol-

‘fdéfli‘atq-a ‘ cs_iduo de asparagina dc‘:k\la cadena polipeptidica naciente. Para la VP7

intracelular los residuos de oligosacaridos que se encuentran predominantemente son

‘ 2, m i“nfr:as que el oligosacarido MansGlcNAc; se encuentra
aéﬁ?as (30, 31). Un péptido seiial que se localiza en el
r‘otein; VP7 la dirige al RE, en donde es modificada
""r‘ni'é'mras se va insertando dentro de la membrana del
'pz‘;rato de Golgi, donde en general se adicionan

‘ azlicares mas_complejos (3 1), sin ,'Que_]qs}iretenida en el lumen del RE. En la cepa de

/P7_posee un solo sitio de glicosilacién que se

rotavirus de simio SA] lj,fjlév:pr ei



encuentra en el aminoacido 69, Otras cepas virales contienen tres sitios potenciales de

i glicbsilaéic’m" de los cuales apﬁféhtéméhte sélo dos son usados (17).

vP7 TESIS CON
o FALLA LE ORIGEN
! i a A ? ¢ 326
NH; R@?&“ ﬁm . 14;52“ 2%221 - — COOH
1 1 LDV
GPR
[ T T T T O B I | |100| [ I T T T T I | 12?0 [ T I O O B | |300 ]

Figura 4. Esquema de las propiedades estructurales de VP7. Se muestran los dos dominios
hidrofébicos 1 y II. Las regiones marcadas como A (aa 86-101), B (142-152) y C (208-221) son
epitopes de neutralizaci6n. El sitio de procesamiento en el RE (|). Se muestra la posicién de las
secuencias LDV y GRP, que son motivos de sitios de unién, a las integrinas a4pf1 y axp2,

En base al analisis de secuencias de aminoacidos de la proteina VP7 de distintas

cepas de rotavirus animales y-humanos, se han identificado ciertas caracteristicas con

“la AvlaJSkOfy:lay ;Glyh$51,fperdiéndose asi los dominios HI (aa I a 29) y H2 (aa 30 a 50) de la

10




proteina madura (3, 57). De este modo el residuo que se encuentra en el amino terminal de

s residentes del lumen del RE tienen la secuencia de aminoacidos

KDEL V(Lys/Asp/G]u/Lélhx") enel e'x:trer»no éarboxilo, lo que determina su retencién en el RE.

La proteina :VP: _rnlqcon"tie'n'e la secuencia KDEL y hasta ahora no ha sido muy clara la
_ic}_iieknf{ﬁ'caclo;i‘dé las regiones de la proteina que le permiten la retencion en el lumen del RE.
Sehan V:en';cvomrado dos secuencias altamente conservadas que podrian servir para este fin: la
'bsekcue;‘ncia LPXTGS (donde X puede ser cualquier aminoacido) localizada entre los
amfnéécidos 57 y 63 en el extremo amino terminal (17); y la secuencia MSKRSRS entre los

arriinoécidos 292 a 311 en el éxtre‘mo‘vcarboxilo terminal (12). Se ha propuesto que VP7

presenta una orientacién lu a que la proteina es protegida cuando microsomas

"ihtéct'osso\n‘ihéub 0s’con fipéina"(jo). La maduracion de la proteina VP7 depende de la
vfovrvmacié'n de.pu ntéS'idiSUIFu:oj’in't'ramoleculares. Se requiere de ATP para los puentes se

forme y-para que la proteina se pliegue correctamente (46). La estabilidad de la proteina

-secuencia se ha propuesto que se podria ubicar entre los aminoacidos

_do's residuos de prolina (aminoacidos 75 y 279) que se encuentran

'heiefo]igémerbs, que podrian tener importancia durante la gemacidon de las DLP’s hacia el

lumen del RE, donde posteriormente ocurre la maduracion hacia TLP's (39, 54, 55).

Modeclo de las primeras interacciones de los rotavirus con sus receptores celulares
Los rotavirus requicren interactuar con mas de una molécula de la superficie celular

para entrar a la célula. Durante este proceso usan diferentes dominios de la proteina VP4. La

11




cepa de rotavirus de'simio RRV se une a una molécula celular que contiene 4cido sialico

(AS)"a‘ira\f{éSﬁ "ciie’l"'apminio'IHA"'df VP8.'Alin no se ha determinado cual es la molécula celular




naturales. Estos ultimos contienen en su secuencia un motivo RGD que es el responsable de
la interaccion con la integrina avf3. Experimentos realizados en el laboratorio han

demostrado que una regiéon que se encuentra en VP7 (aa 161-169) es la responsable de esta

union especifica a aV3.

Wa

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Receptor con AS

CRILNTNTRD P

0% “Rafts” lipidicos
en la membrana
celular

Figura 5. Modelo de las primeras interacciones de los virus RRV, nar3 y Wa con sus receptores celulares.

La cepa de origen humano Wa es una cepa que no requiere de AS para unirse a la
célula (11, 42). Se ha propuesto que inicialmente se une a una molécula de la superficie
celular que es usada por RRV y nar3 en un paso subsecuente a la interaccion de estos virus
con la integrina a2f1. Wa no utiliza este receptor celular, sin embargo se sabe que este virus

interacciona con la integrina avff3 y con la proteina Hsc70 en un paso posterior a su unién

inicial (73).

13



sistema de expresion de baculovirus recombinate-células

deinsecto, ya.que. consideramos-que contar con esta proteina recombinante sera una

hel"i'amike'n’ta import ara-poder estudiar a la proteina VP7 de Wa y nos permitira

analizarla. in -vitro, para poder determinar las regiones necesarias para su unién a los

receptores celulares, que hasta la fecha no han sido caracterizados.

El sistema de expresion BAC to BAC

Los baculovirus recombinantes se usan como vectores de expresion de genes

heterélogos en células de insecto. Los genes heterélogos son clonados bajo el control del




promotor de polihedrina, que é;ﬁ‘ﬁ:ﬁr‘ométbr fuerte del virus de la polihedrosis nuclear de
“Autographa californica ;(A'E:N‘Pv\:/) El AqNP'V pertenece a la familia Baculoviridae, y tiene

un' genpmagde’;DNA"‘ci_ﬁcurlar qr.doyble':cidena de 130 kb. Estos virus presentan envoltura

lipidica e infectan lepiddpteros (47

2. La ‘expresion en este sistema permite obtener proteinas con modificaciones

ionales como la glicosilacién, en contraste con los sistemas bacterianos en

\,prop/égado en lineas celulares de la especie Spodoptera

ue:crece muy bien en cultivos en suspension, lo cual permite que la

~ bioreactores.
4. AcNPV tiene un tropismo celular muy amplio lo que le permite propagarse en una

gran variedad de lineas celulares de diferentes insectos.

Interferencia de RNA
Por otro lado, con el objetivo de estudiar el papel de la proteina VP7 de RRV durante la

morfogénesis viral, se empleo 'coﬁidfjhefr"g'm;fi'édta l%x interferencia de RNA (RNAI), la cual

involucra una serie de procesos:celulares que inhiben de manera especifica la expresion de




‘hacxa la dlreccmn 5 del'RNAm blanco (1, 61) En contraste, en plantas se ha encontrado

que el RNA de doble cadena es degradado por Dicer generando siRNAcs primarios que
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sirven como “primers” para la RdRP, tanto hacia el extremo 5' como al extremo 3' del
RNAm blanco generando siRNAs secundarios antisentidos de ambos extremos del RNAm
(68). En el segundo evento posible, et RNAm blanco es cortado por una endonucleasa, la
cual depende de reconocimiento de una secuencia especifica y que forma parte del complejo
RISC, aproximadamente a la mitad de la secuencia reconocida, el proceso de degradacion
completa del RNAm se da por una exonucleasa no especifica celular que no forma parte del

complejo RISC (24).
RNAcs “uaberrante”

e

Rthdc R‘NAdc Transposon Sintesis de RNA
. Qg . 4
exdgeno  viral RNAdc? / por RdRp
! ! ! .
T  RNAdc
l DICER

ﬂﬂ;siRNA duplex

!

“ug,  complejo activo siRNA

EARAERRAREERRARY . oy T RNAm
/ \-‘ P sitio de reconocimiento
R
T AN S SR AR EARRERE TF—WWWF&TTW
CEEP Sintesis de RNA S sitio de corte
l por RdRp l endonucleasa

degradacidn del RNA por exonucleasas

cudarios por DICER

Figura 6. Modqlp qu kul'imi los pasos moleculares en la interferencia del RNA. Modificado de

Ahlquist. (1)

En cél‘ulyyas de ﬁfamifero el RNAdc puede ser procesado a siRNAs, sin embargo la
interferencia de RNA con los RNAdc mayores a 30 nt no ha sido exitosa en muchos tipos
celulares debido a que se pueden activar el sistema de PKR que involucra cinasas
dependientes de RNAdc y la 2°-5’-oligoadenilato sintetasa que normalmente es inducida por

TEEC CON 17
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IFN. La act1v1dad de PKR mhlbe la traduccnon en general por la fosforilacion del factor 2a,

es,‘ mzentras que la 2 5’ ohgoademlato sintetasa causa degradacion

. no especnf’_ cade RN m al actlvar la via d .la Rnasa L (70). Recientemente se ha observado

ntetlcos de 21 nt dentro de células de mamifero

’ irihib'é eﬁmentemente,genes endc')genos‘de manéré especifica, estos siRNAs daplex son tan

: cortos que no dlspa_ an respuestas 1nespec1ficas debldo a RNA’s de doble cadena mayores de

 30mt (29)




OBJETIVOS

: -Expresar la gllcoprotema VP7 de la cepa de rotavirus humano Wa, utilizando el sistema,

baculovnrus-recombmante células de msecto

'-Inhlblr la expresxon de la glxcoprotema VP7 de la cepa de rotavirus de simio RRV,

utlllzando como herramlenta la mterferenma de RNA




MATERIALES Y METODOS

Lineas celulares y virus

Se utilizo la linea celular MA104 derlvada de células epltehales de riiién del mono

Rhesus. Las células se cremeron en medlo minimo esencial ‘de’ Eagle (MEM) (Sigma),

. 'La cepa de. rotav1rusdefhumano W __‘cepardé rotavirus de mono Rhesus RRV

: fueron orlgmalmente donados por HB , Greenberg de la Universidad de Stanford,

Callforma.

Vectores de clonaciéon
En este trabajo se utilizé el plasmido de transferencia pFastBacl (Invitrogen) como
intermediario para clonar genes heterdlogos en baculovirus (ver figura 7) y el plasmido

pGEM-3Z (Promega) para clonar los genes de VP7 de los rotavirus de RRV y Wa (ver

figura 8).

- CON
FALLA U ORIGEN

Origen f1: 2 — 457 pb

Gene de resistencia a ampicilina: 589~1449 pb
Origen pUC: 1594-2267 pb

Tn7R: 2511-2735

Gene de resistencia a Gentamicina: 2802-3335 pb
(hebra complementaria)

Promotor de Polihedrina (Ppy): 3904-4032 pb
Sitios multiples de clonacién; 4037-4142 pb
Seiial de poliadenilacién de SV40: 4160-4400 pb
Tn7L: 4429-4594 pb

Fig. 7. Esquema del vector pFastBacl
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Promotor de la SP6 RNA polimerasa (-17 a +3) 67-86
Sitio multiple de clonacién <. 5-61 -
Codén de inicio lacZ ~ 108
Secuencias del operén de lacZ 2561-2724;94-323
Operador lacZ 128-144
B-lactamasa (Amp") regién codificante 1265-2125

Fig 8. Esquema del vector pPGEM-3Z

Obtenciéon de DNA complementario (DNAc) de VP7 de Wa y de RRV por RT-PCR

Las células MA 104 se crecieron en monocapas a confluencia en cajas de 6 pozos.
Las células se infectaron con rotavirus de la cepa Wa o de RRV, a una multiplicidad de
infeccion de 10 virus/célula; 7 horas post-infeccion las células se lavaron con MEM sin

suero, y se lisaron utilizando .1 ml de trizol (Gibco BRL) por pozo, el RNA se extrajo con

to ol EI,RNA se lavo dos veces con etanol absoluto y

re. e.’RNas‘as. Para realizar la reaccion de transcripcion

rev‘ersé' se.toma el RNA total més 1 pl del oligonucleétido 3* (1 pM/ul) y 1 ul de

H,0, esta mezcla s’ekf,’hcivrv’i() por tres minutos y se le adiciond 15 pl de la mezcla de reaccion
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‘dé‘-‘émbrtiguadvdr‘sx,pérar.frzihscriptasa reversa, 2 ul de

para transcriptasa reversa (4

dNTP’s 5 mM, 2 il de DTT 0.1 M, 6.2 uL H;0, 0.5 pl RNAsin y 0.3 ul Superscript I1), y se

y se precipit6 con etanol

etanol absoluto y se

rasa (PCR) se realizo

‘onucléétiHOS',S’ y 3 (ver
uld la‘mezcla'reacci(")’n (1 ul ANTP’s 5 mM,

03 p »dev:\J’enit polimerasa).

- orosac
30x |30 -55°C
2 .72°C

Ix 3 -72°C.

Tabla 1. Oligonucledtidos para gen 9

YM9-3 CAGACCCGGGCCGCGGTCACATCATACAATTC

YM9-5° CAGACCCGGGTACCTTTAAAAGAGAGAATTTCC

Los oligos YM9-3" y YM9-5" dejan sitios Smal (CCCGGG) en los extremos del gen

Transformacion del pFastBacl-VP7Wa en células DH10Bac

Se descongelaron células competentes DH10Bac en hielo y se pasaron 50 ul de
c¢lulas a tres tubos de polipropileno (Falcon) de 15 mi, se le afiadio a cada tubo 5 ng, 10 ng
o 30 ng de pFaslBac-VP7 Wa, la mezcla se incubd en hielo por 30 minutos, y

posteriormente se les dio un choque térmico a 42 °C por 45 minutos, y finalmente las células

27




se mcubaro 1 en ‘hielo’ por 2 mmutos A cada tubo se le agregd 900 ul de medlo SOC (medio

Lurxa glucosa 20mMy, MgClz) precalentado a 37 °C y se incubd a 37°Cen agitacion por 4

e]ulas a una dlll.IClOﬂ 1:10 y I: 100 en cajas petri preparadas con

medfo Térriﬁc, suplementado con aﬂtlblothOS [kanamlcma (50 p.g/ml), gentamicina (7

p.g/ml), tetrac1clma (lO p.g/ml)] con IPTG O 1 mM:y X-Gal (133 ug/ml)

Preparacion del Bacmido
Las colonias blancas obtenidas en el paso‘ anterior se inocularon en 5 ml de Terrific
con antibidticos, y se incubaron a 37 °C por 12 hrs. El cultivo en suspension se centrifugé a

se decanto el sobrenadante, la pastilla se resuspendié por

14000 rpm por 30 segundqs

,, resuspendlo en 40 ul de TE.
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Transfeccion del Bacmido a células Sf9
Preparaciéon del complejo celfectina:DNA

Se mezclarén 9 ul de celfectina (GIBCO, 1 mg/ml) :_cn‘llS_O ul de medio Sf 900Il, se

incubaron en un tubo de polietileno por 30 mimjt'os“"a TA"én otro tubo, se mezclaron 6 pl

del bacmido en 150 ul de medlo Sf 9OOII Se mezclaron ambos tubos incubando la mezcla a

1'a 27 °C por 1 hr, se le afiadid 4 ml de medio Sf 90011 y se dejaron

en un penodo adlcwnal‘ de 4 dias de incubacion a 27 °C. Finalmente este primer “pase” de

virus se guardo a4 °C
Ensayo de expresion de la glicoproteina VP7 de Wa

Se sembraron 4 x 10° células por pozo en cajas de 24 pozos, las células se dejaron

adherir a 27 °C por 1 hr, se retiré el medio y se ‘infectaron’ 8 pbzos con 100 p! del
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bacurlozvin@sb 6tl;fte:n¥id6%de primer pase, El 5b‘aéulq\/iifus se adsorbi6 por 4 hrs a 27 °C y

se retir6 el lisado y se'agrfegq{t_(:)i;), l de medio SfHOOII.

" posteriormente,

8""72 y 96 hrs post-infeccion. Las

% SDS 0.1 % de azul de:br /] ~=% B-mercaptoetanol), se hirvieron

por 5§ minutos y se analizaron las"prq‘téi‘

Western Blot

A) Electroforesis

Se analizaron 10 ul dé cada:li'sado en un gel de SDS-poliacrilamida al 10 % en

amortiguador Trls-thma Las muestras se corrieron a 100 Volts en el gel concentrador (2

,-M pH 6.8, 330 nl de acrilamida-bis (30-0.8 %), 25 ul de

Ifato de amonio 10 %, 3 ul de Temed) y a 150 Volts en el gel

SDS 10 %, 25 ul de pers
_ separador (’1.9 ml de ’Hzoydestilada, 720 ! de Tris 2M pH 8.8, 1.33 ml de acrilamida-bis
(30-0.8 %), 36.5 ul de SDS 10 %, 25 ul de Persulfato de amonio 10 %, 4 ul de Temed).
B) Electrotransferencia, e inmunotincion
El gel de proteinas (ver arriba) se transfirié a una membrana de nitrocelulosa, a 50
Volts durante 1 hr en amortiguador CAPS (10 mM -ciclohexilamino-1-acido

propanesulfénico- pH 11, 10 % metaqol). Para verificar la transferencia, la membrana de

ojo de Ponceau S (0.1 % Ponceau, en 5 % de acido acético), se

nitrocelulosa se’ti

lavé varias veces ha loqued con leche descremada en polvo al 5 % en
rmente se incubo por 1 hr en agitacién a TA con
el primer anticuerpo a.YM (anticuerpo policlonal de conejo contra el rotavirus porcino de la
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- cepa YM), dlluxdo %de leche en PBS La membrana se 1avé tres veces por 10

”mmutos con PBS-; Tween O.ln % y se incubd con el segundo anticuerpo, anti-IgG de conejo

‘iab"o’r‘atories Inc. KPL) usando una dilucién

1:3100(‘)ffen 1'% de leche en PBS'por 1 hr a 37 °C. Finalmente, la membrana se lavo tres veces
' 'po‘r"IO'fﬁliﬁﬁtds con PBS-Tween 0.1 % y la deteccién de las proteinas se realizé con el

sustrato luminol (Perkin Elmer), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Ensayos de transcripciéon y traduccién in vitro

Para estos ensayos, el gen que codifica para VP7 de RRV, clonado en el vector
pGEM-32Z, se utilizé como templado para la sintesis de RNAm utilizando el MEGAscript
T7 High Yield Transcription Kit (Ambion). El plasmido pGEM-3Z-VP7RRYV se linearizé
con la enZima BamH I.(50U/ul, Biolabs), lo cual permite que sblo se transcriba el gen a

partlr del smo de m1c1o de transcrlpcxon para la T7 RNA polimerasa (ver figura 8). Después

de la dxgestnon el plasmldo se trat' vn 0&25 ug de proteinasa K, 0.0125M de EDTA y SDS

0. 5%, a 37°C poy :30 ‘para: eliminar toda la proteina contaminante. Al término de este

penodp se’ 9 rgy
| ‘ pghdi()‘ en 10ul de H,0 y se calculd la concentracién por gel
un‘fo a concentraciones conocidas del marcador de peso
; Se utilizaron 3ul de este DNA mas la mezcla de (0.5 pul de
0.5:ul de DTT 0. lM 0.5 pl de RNasin, 1 ul de analogo de CAP 10
M, 2 1 _}l‘ ‘de’amomguador IO x de transcripcion). La reaccion de la
o T?l:RNAzpélir'ﬁé incubé-por:l” hra 37°C y'los RNAmMm resultantes se observaron en

geles de agarosa para verificar sutarﬁhno e integridad y ademas fueron traducidos utilizando
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lisados deretlculo itos . :e"c _ﬁéjb"(Gi'bco), en 'v;:)l;ésén'cia de [**S] metionina (Gibco). La
'reaccijc')ﬁ"'criévtvrr'/érla_klk.iyc‘:cibén' s‘e in'ciub'c')' por 1 hr a 30 °C y la proteina resultante se analizé en un
gel de SDS-poliacrilamida al 10 % como se describi6 anteriormente.
Diseiio de los siRNAs de VP7 de RRV
Se disefiaron tres siRNAs siguiendo las recomendaciones de Elbashir ez. al. (16) y de

la compaiiia Dharmacon Research Inc (Lafayette, Co., EUA).

; Los siRNAs se disefian como 21-meros de RNAdc, de 19 nucleétidos (nt) y un
dimgrp de”ti;midina o uridina sobresalientes en el extrgrﬁos 3’ terminal. Los dos nucleétidos

son c‘i;és‘oxii‘:tvinvi"idihas"(de) o desoxiuridinas. (dUs')“"jbs‘_’éuales aumentan la estabilidad a la

‘degradacion por RNasas.

_blahqo .‘dél\'v’gre; oxidé" se disefian los siRNAs debe estar,

 preferencialmente; de 50 a 100 rit rio abajo del codén de inicio.

4, A ééta:sfse’cuencia_snsﬂe»,\lbeys realiza un BLAST contra el GENE BANK y se escogen
aquc‘;lvl:e:i ‘q_ibj_':e":p:res;enztenvloo % de homologia con el gen de interés, eliminando

también las que tengan homologia con otros genes ya sea celulares o virales.

Los siRNAs que se disefiaron fueron los siguientes:
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La secuencxa antisen I smo 720 a phmr del pnmer codén de inicio

snRNA‘"”‘ CCTGTGUCGTUTGCGUTTUU—3 ’ senudo

ESARRRRNARRERENAY

I " _UUTGGUCUCTGCUTUCGCTUU -5 antisentido
La secuencla antxsenudo se encuentra en el sitio 186 a partir del primer codén de inicio

*_Antes de mandar a sintetizar quimicamente los siRNAs, se sintetizaron in vitro. Esto

permite producir pocas cantidades de los siRNA's. para realizar ensayos de interferencia, los

cuales permiten escoger cuales de los siRNAs que se disefiaron inhiben la expresién de la
proteina, para entonces sintetizarlos en masa y utilizarlos en los experimentos que se

realizaron en este trabajo.

Sintesis de siRNA’s por Transcripcion in vitro.
La sintesis se realizé usando el Silencer siRNA Construction Kit (Ambion), para lo cual a
los oligonucleétidos se les incorpord la secuencia 5°-cCTGTCTC-3’ de 8nt en los extremos 3’

terminales: ejemplo para el sSiIRNAY"7 5’.A AGTTTTTCAGCTGTAGCGACCCTGTCTC-3’ sentido y

' ’CC‘CTGTCTC-3’ antisentido, (las U se cambian por A). Estos

9nt (templados para la produccion de siRNA) contienen 21 nt

RN y 8 nt que son complementarios al iniciador del promotor de la
‘dos templados (ver figura 9), por reacciones separadas, hibridan
c‘c'_)lr‘i“'elb-ir}‘ic‘i,ador. del prohiotbr T7 (bligonucleétido que viene con el estuche y que contiene la

secuencia del 4prom,otorvT7 mas el oligonucleétido de 8 nt lider que es complementario a los

7R



de que los extremos 3’ terminales del iniciador y del

‘templado de DNA ha » e“rélrle r{'lbs”exrtrérhos con el fragmento Klenow de la

enzrma DNA pol erasa para crear los templados para la transcripcion de los siRNA’s de

_ doble”cade'n ’Posterrormente estos temp]ados setranscnben por la T7 RNA polimerasa y

7 os) transcritos de RNA resultantes se hlbrrdan para generar RNA’s de doble cadena, éstos

eonrlene e su‘f sescuencia; 8 n’t‘lirder"* en‘ oS’ eiirerrrps 5’ terminales seguido de 19
v de )o"s, 3 terminales. Las secuencias lider
oriebnucleasa que sélo digiere RNA de
rrrrenecen ya que esta RNasa no digiere
mon a filtros de fibra de vidrio y elusién

. pequeifios, proteinas y sales. El producto

n-dimeros sobresalientes de uridina en los

srRNA fue obtemdo como RNA de doble cadena sintetizados por la compafiia Dharmacon

‘ Research (Lafayette, CO).
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8 nt lider - . S 7 : . 8ntlider

[EEEERNE ‘IIVJ_IIIII‘

~* Sentido, oligonucleétido de DNA ~ " Antisentido, oligonucleétido de DNA

* Hibridacion de los oligonucleétidos
L de DNAr i

Iniciador del. promotor T7 - Iniciador del ﬁiom&!or T7

< I TVTTTTY secuencia blanco (sentido) : . . N T g ia blanco ( ido)
S NEEREEN oty
¢ Rellenado con Klenow o ¢
" Promotor T7 Blanco (sentido) o VProrﬁBﬁdr 17 Blanco (antisentido)
Tcrm‘plndo para la transcripcién del siRNA (sentido) Te‘fn“plado ph}n Ia transcripcion del siRNA (antisentido)

¢ Transcripcién con lé T7 RNA polimersa ¢
uu - : uu
G /\/ Hmridncﬁén GCG /\/ﬁ

~

~

RNA sentido RNA antisentido

GGG

GGG RNAdc

siRNA

Figura 9. Construccién de siRNAs utilizando el Silencer siRNA Construction Kit
(Ambion).

Obtencion de siRNA’s mediante digestion con la RNAsa III o Dicer.
Con el objetivo de generar d-siRNAs y esiRNAs por medio de Dicer y de la RNAsa
tipo Il de E. coli, primero se realizo la sintesis de RNAdc, siguiendo el siguiente protocolo.

a) Preparacion de los templades para sintesis de RNA.

El))




Se linearizaron 2ug del pGEM 37 44VP7(est vector presenta el gen de VP7 de

RRV con aproximadamente 5'(‘)0';‘,prb[élih1i dos ‘del extremo 3’:.terminal) por separado con

Qntarpmante, al término de este periodo se extrajo el
l/élorOfOr'rho y se precipitd con AcONa 3M y etanol. Los

plasmldos Imearnzados se ‘resuspendieron en 10ul de H>O y se calculd la concentracién por

gel de agarosa‘al 0 8% (TAE), junto a concentraciones conocidas del marcador de peso

molecular AHind III (Promega).

b) Sintesis in vitro de RNAcs y generacion de RNAdc
La sintesis in vitro de las RNAcs a partir de los dos plasmidos linearizados se realizd
utilizando las RNA polimerasas T7 o SP6 del MEGAscript High Yield Transcription Kit

{Ambion), siguiendo las instrucciones del estuche. La reaccion de transcripcién se incubé
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H,O libre de RNasas, se cuantificé en el espevctrcr)‘ a una absorbancia de 260 (1 OD=40

ug/ml) y se guardé a— 70 °C.

¢) Digestiéon del RNAdc con Dicer

El RNAdc obtenido en el paso anterior, se di iri6 con la enzima Dicer siguiendo las

instrucciones del manual de Dicer,}si‘RNA'Gve'rif I'(it'k('Geﬁé ThvérépylSystems GTS), la

" instrucciones’del. fabricante: Finalmente la’ concentracién de los d-siRNAs purificados se

i 'c‘uén'rti‘ﬁéé enel ésbeétrb ‘ablu‘na' absorbancia de 260 (l OD=40 ug/ml), se observaron en un

gel de agarosa al 3% (TAE ) y se guardaron a —20°C.

Digestion del RNAdc con RNasa tipo Il de E. coli
20 pg de RNAdc se digirieron con la de enzima RNasa tipo 11 (1U/ug de RNAdc,
Ambion), la reaccién se incubé por 15° a 37°C, al término de este periodo la enzima se

inactivé con EDTA 100 mM en hielo: Losy‘s‘iR'NAs asi obtenidos (esiRNAs) se observaron

en un gel de aézii‘b‘sé al 3% (TAE). A la r'rie'zc:l‘;i‘fdev esiRNAs se les agregaron S voliimenes de

solucién | Kit, Quiagen). La mezcla se agreg6 a la
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cuantificé en elespectro ‘a una absorbancia de 260 (1 OD=40 pug/ml), se observaron en un

gel de agarosa al 3% (TAE ) y se guardaron a —20°C.

Lipofeccion de los siRNAs
Las células MA 104 se crecieron en monocapas a confluencia en MEM suplementado
con 10% de suero fetal bovino. Las células fueron transfectadas usando una mezcla que

contiene: 4 ul de hpofectamma (Inv1trogen) por cada 6 ul de siRNAs 20 uM en 50 pl de

MEM, esta mezcla se v'ncubo a'd A por 25 minutos, tiempo requerido para la formacion del
9‘ se le afiadid a la mezcla 150 pul de MEM, y la mezcla se
;la;?'ad.a’s con MEM. Las células se incubaron por 8 hrs a 37
sc.l,‘avaron dos veces con MEM, y se mantuvieron en este
alcual fueron infectadas. Para los ensayos de interferencia
'los ~d'-rsivRNAs, las células fueron infectadas, antes de ser
- transfectadas (como se descrlbe mas abajo), la mezcla de transfeccion se dejé durante 10 hrs

: post-mfeccmn a 37 °C, tiempo al que las células y el sobrenadante fueron cosechados.

Ensayo de titulacion para medir el rendimiento viral.

Monocapas de células MA104 confluentes sembradas en placas de 24 pozos se
infectaron a una multiplicidad de 3 virus/célula, el virus se dejo adsorber por una hora a 37
°C, se retir6 el inoculo viral, se le afiadi6 MEM sin suero y se incubé a 37 °C por 12 hrs,

tiempo al cual_;l_ascélulas; fueron congeladas y descongeladas dos veces. Parte del lisado
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' de'scribib"a'h: riormente. Las células infectadas se incubaron por 14 hrs a 37 °C, se retir el

por‘l hr a 37 °C se lavaron dos

sa (Klerkeergard

yécé” zo del 3-ammo-9 etll- carbazole (Slgma) (substrato para la

péfo dasa:queproduce:un precnpltado de color café que se deposita sobre las células
o'vxral) La determinacion del titulo viral se obtuvo contando las
' celulas temdas en ‘cada’ ‘dIIUCIOn por medio de la unidad Visiolab 1000 station (Biocom)

como se descnbe en Guerrero, et al (23).

Inmunofluorescencia

Monocapas de células MA104, crecidas sobre cubreobjetos de 10 mm de diametro,
se infectaron como se describié anteriormente; 8 hrs post infeccion, las células fueron
fijadas con paraformaldehido (Sigma) al 2 % en PBS por 20 min y permeabilizadas con 0.5
% de Tritc’m X-IOO (Sigma), % de BSA (Sigma) en PBS por 15 min a TA; se lavaron 4

veces por 5 min con 50 mM NH4Cl en PBS y se incubaron por 1 hr a TA con una mezcla de

Ab 60 dlrlgldo contra VP7 y suero de conejo anti-NSP35 (C6), al término
e!ulas se lavaron 4 veces por 5 min con 50 mM NH4Cl en PBS,

cubaron con una mezcla de los anticuerpos anti-conejo IgG acoplado a

Alexa 568 ;";rn‘—’IgG acoplado con Alexa 488 (Molecular Probes) por 1 hr a TA, se

lava’rbqif"4 vec rfr;in con NH4ClI 50 mM en PBS, y se montaron en portaobjetos de 76

“por 26 mm.:Finalmente, las células se observaron en un microscopio de epifluorescencia
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(Ecl'ipse’ E600,N1kon), Ay ];aAs iﬁéééﬁes ée‘ bfdcéééfon utxlxzando el vprogfama ACT-1 versién

2L

Gradientes de CsCl

Se crecieron células MA104 a confluencia en frascos de 75 cm?, las cuales fueron
transfectadas con los siRNAs descritos ameriormente 48 hrs después fueron infectadas con
la cepa de rotavirus RRV a una multlp11c1dad de 3 virus/célula, el virus se dejo absorber por

una hora a 37 °C se retiré el mocu]o‘\v/ al, se levanadlo MEM sin suero y se incubd a 37 °C

electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida al 10 % .
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RESULTADOS y DISCUSION

Con el objetivo de sobreexpresar la glicoproteina VP7 de rotavirus de la cepa de humano
Wa, para estudiar de manera /n vifro las regiones de la proteina que estan involucradas en la
interaccion con receptores celulares, se siguio la siguiente estratégia experimental para
construir un baculovirus recombinante que expresara esta proteina glicosilada en células de
insecto.
Construccion del vector de transferencia pFastBacl-VP7Wa

Para construir el vector pFastBacl-VP7Wa, el cDNA de VP7 de Wa obtenido a
partir del RT-PCR se digirid6 con la enzima de restriccion Sma 1 debido a que los
oligonucleodtidos utilizados, YM9-3" y YM9-5" (ver materiales y métodos), dejan sitios Sma

I en los extremos 5° y 3° del producto amplificado. Por otro lado el pFastBac! se digirio con

Stul.
a) <)
_’_’»’J-C.‘»_“\>Q
Smel - Ta7L  fori
Stu} SV40 pA S"ial ISa:I Snlal
4 .
" Pph VPT-We
Ampicilina d)
. Mlind 1T
-~ Gentamicina i
: uc ori o
N P o. 2313¢ g 4
Th7R  * 9416
b) oy 6557
T 4371
2323
2027
Sacl
l-(:y:::»——(r__._.
SV40 pA» Tn7L - fien 564

Amaic;im Pph

hgum 10. Construccion dul vector de transferencia pFustBJcl VP7Wa, a) Vector pFastBacl. se muestran los sitios de
S 1 (sitio 4071) y Sac [ (sitio 4081).; b) Esquema que representa ¢l pFastBacl después de ser digerido con la enzima de
restriccion St 1, C) Esquema que representa ¢l cDNA de VP7 de Wa con los sitios Sma 1. los cuales fueron digeridos
para su clonacion en pFastBacl- St 1 d) Comparacién de las digestiones. Gel de agarosa 1.2 %5, 1) Min d UL 2)
pFustBacl-Stul; 3) RT-PCR de VP7/Sma 1.
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En la figura 10 se muestran el vector pFastBacl linearizado con Stvl y el fragmento
del PCR digerido con Smal. A partir de este gel se calculo la concentracion de DNA tanto del
vector como del inserto para la reaccion de ligacion.

El plasmido resultante se electropord en células DH5a y se analizo el DNA de 15
édlonias resistentes a ampicilina. De éstas, se seleccionaron dos clonas cuyos plasmidos

. eran de mayor tanjaﬁo con respecto al del plasmido pFastBacl. Los plasmidos se analizaron

n Sac 1 para verificar la orientacion del gen. El producto esperado de la

li gacnonde Fa$$acl con el gen de VP7 tiene dos sitios para Sacl (sitio 4081 en pFastBacl

yi s1t|o]94 para VP?). Como se muestra en la figura 11, la digestion del plasmido (de la

cidﬁa 2‘)‘c‘on esia enzima genero los dos fragmentos esperados (de 868 pb y de 4949 pb), por
- lo que ‘se concluyd que el gen de VP7 esta en la direccion correcta 5°-3° con respecto al
promotor de polihedrina (Pph).

A) B)

A Hind 111

pb 1 2 3 4 5
L 4
23130
868 pb . 9416
. Ampicilina . 6557
1 VP7-Wa
i 2322
2027:3
Sacl ~ Pph 1353
L $x174/ ae 111 1078

872

o

4949 pb

Fig. 11. Iisquema del vector de transferencia pFastBacl-VP7Wa. A) En csté esquema sc muestra los sitios
donde digiere la enzima Sac I que se utilizo para scleccionar ¢l vector de transferencia. 1Xl pFastBacl
presenta cl sitio para Sac I en ¢l nucledtido 4081 y VP7 en ¢l nucleétido 194. También sc muestran
los fragmentos esperados (lincas negras) que son: 868 pb y 4949 pb B) Gel de agarosa 1.2 %. 1),
Mlind 1L 2) clona 1 digerida con Suc 1,; 3) ¢xl74//ae 111, 4) clona 2 digerida con Sacl; 5) DNA de la
clona 2 sin digerir.
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o Elmserto contemdo én este plasmido (ltamado pFastBacl-VP7Wa) se secuencio.

se compar6 con otras dos secuencias obtenidas del Gene Bank (numeros de

adcesb.l{b2 333 Mﬂ21843)“" ara verificar la identidad del gen. El andlisis de las secuencias

‘presentd tres cambios en la

'rebor'tbé;'dé's: dc ac. aspartico a-valina en’la’'posicion 97 (]597V), de glutamico a glutamina en

las secuencias de aminoécidos de'la proteina VP7 de cepas de rotavirus de los 14 serotipos

G diferentes (33).

Obtenciéon del Baculovirus recombinante.

Para construir baculovirus recombinates existen varios sistemas. El que se emple6 en
este trabajo se denomina Bac to Bac (ver figura 12) -desarrollado por la compaiiia
Invitrogen-, el cual se basa en la transposicion sitio especifica de un cassette de expresion
dentro de un bécmido propagado en E. coli. El bacmido (bMON14272) es un plasmido de

copias. del replicén mini-F que contiene un marcador de resistencia a

A qu codifica para el péptido /acZa de pUC. En el amino

del péptido lacZ

IR




El bacmido se propagé en E. coli en la cepa DH10Bac como un gran plasmido que

confiere resistencia a kanamicina. Este bacmido complementa ademas una delecion en lacZ,
. .. .. . +

presente en el cromosoma bacteriano, permitiendo la formacion de colonias azules (Lac™) en

presencia del substrato X-gal y el inductor IPTG (47, 76).

IS CON
phagiac - Sistema BAC to BAC FAL%' ORIGEN

\ VP7
& e ant — JTransposicién
lranslonnaclén ] e sp (
B
pFaiiac’ &E ;é Resistenon a
antibidticos

Plasmido donador 3 X
recombinante Células competentes E. coli (Lac™ contenicndo cl

DH10Bac de E. coli bacmido rccombi(inantc

Extraccion de
DNA
q\\l@xlovirus recombinantes v

Determinacién del titulo viral ‘ ‘ . '
Tr&xsfeccién

i_

)

Infeccion de células Sf9 con 1 /‘ f ,
los Baculovirus 000 0600600 ] del DNA en células
recombinantes de insecto Sf9

- DNA dél bacmido
\,\,‘,\ B TR ‘/ recombinante
e
0000000000

Expresién de genes recombinantes o
amplicficacén viral

Figura 12. Generacion de baculovirus recombinantes y expresion del gen con el sistema de
expresion BAC-TO-BAC.

Los bacmidos recombinantes se construyeron al transformar el plasmido de
transferencia pFastBacl-VP7Wa a las células DH10Bac. Dentro de estas células se da una

transposicion del elemento mini-Tn7 del plasmido pFastBacl-VP7Wa al sitio de union del
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mini-aTn7 de ro el bacmido. Elplasmldo helper (PMON7124), que se encuentra en la

resenta un cassette de expresion que consta de un

), un pforhotor de polihedrina de AcNPV seguido de

ﬁgura4 ‘se

' bécfnbi‘d;x),' el pFastBacl y el plasmido helper. Los bacmidos de estas colonias se usaron para

AHind 111

pb

23130 Bacmido

9416
Helper dimero
Helper

6557 monémero
pFastBacl

4371

Fig. 13. Gel de agarosa al 0.5 %. 1) AHind 111, 2 —5) bicmidos 1-4
respectivamente; 6) bacmido control.
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transfectar células de insecto Sf9, donde se pueden replicar como baculovirus. Con los
VbaCl:IV]O:ViI'US recombinantes, obtenidos de la transfeccidn, se infectaron mas células de
insecto bara exp‘rcsar‘la proteina recombinante y para aumentar el titulo viral.
;Pzilra'detérArh'inark si los baculovirus recombinantes son capaces de dirigir la expresion
: de VP7 .se h1c1er0nensayos de inmunotinciéon con peroxidasa utilizando anticuerpos
esbééiﬁ¢os: (Cll ('):, (;.YM) contra dicha proteina. En estos ensayos, sin embargo, se encontrd
ﬁné ;'ai’téfwriééct‘iv‘icvié‘di’i'nespeciﬁca que impidi6 distinguir entre las células que expresaban o no
VP7 ’En base a estos resultados se decidié trabajar con el baculovirus: que presenté el
mayor titulo viral; es decir, aquel que dio el mayor niimero de células con efecto citopatico.
Para."i’dgn_tiﬁcar el tiempo de mayor expresion de la proteina recombinante se realizo
el sigu‘ieﬁié:’i:e‘;q)zér‘imento: células Sf9 en cajas de 48 pozos se infectaron con el baculovirus y
se Cc'v)g‘ec‘haron;a( distintos tiempos post-infeccion (p.i.): 24, 48, 72, y 96 hrs p.i; se recuperé el
medlo 'dé cultivo y}?é'(vé‘obtuvieron las células lisadas con solucién de lisis.

Para* determinar la presencia de

.la‘;;prr;pte,m P,~7,,"7en ambas . Banda

fracciones: (medio y células) se -

s 37
blot. . Utilizando" un anticuerpo kDa -&"

reoQe <+« °

AecAQno‘ce a VP7. -

Fig. 14. Ensayo de expresion de la proteina VP7
(anticuerpo policlonal, aYM). Gel de SDS-
poliacrilamida 10 %. 1) RRV; 2) 24 hrs p.i.; 3)
48 hrs p.i.; 4), 72 hrs p.i.; 5-6) 96 hrs p.i.; 7)
Lisado celular sin infectar.

obvscty"vé“zi-‘lyés 72 hrsv p: ;_VDe,é‘bih'és
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de esle tlempo la proteina empieza a desaparecer muy probablemente por degradacion. Estas

us tres ‘sitios potenciales de glicosilacion

(10, 35). Tomando en cuenta é'st;)sfaimgceden‘t\es podemos decir que la proteina de la banda 3

472




prob'abrlé'rnéi:néfsééiflé VP7 de Wa'y que al -pare‘éer no ejsté:g’lgndo'glicosilada en la linea

célular S9." "
" Esta linea celular presenta’la caracteristica de glicosilar proteinas con oligosacaridos

del tipd de alta manosa (N-glicosilacion) (47).:La prqtéiha VP7 de Wa como ya se mencioné

el tipo-de alta manosa incrementan en, a lo mucho, 5 kDa el peso

'mQ1ecu]a de la:pertelnalVP7 (35), se descarta la posibilidad de que sea la VP7 glicosilada.

important

soobreexpresarla, purificarla y -entonces poder analizar de manera in vitro cuales son las

regio'nes‘ mportantes: en :la:proteina- que /interaccionan con receptores celulares que le

ar



sistema (Baculoviru

" a'través de su'd

' de,la,‘cie_p,a,q‘.evr’éta\/irli's de simio.RRV.

permlten f nalmente al v1rus s entrar a.la celula ¢ infectar. También el poder expresar la

protema en su forma gllcosﬂada podrla ser 1mportante en la generacién de anticuerpos,

debldo a que es ]a prmcxpal mductora e ‘ntlcuerpos neutralizantes en rotavirus detectada

,demas de la gl osﬂacnon, la expresion de la proteina VP7 en este

pO[' suero hlpermmune.

e células de insecto) permite también la coinfeccion con

j‘h't‘es due expresen las proteinas VP2, VP4, VP6 y VP7 de cepas

otros baculovirus recombi

de otras cepas de rotavirus. Las coinfecciones con estos baculovirus

ninio HA (hemaglutinacién).

Construcci(’)h dél vector pGEM-3Z-VP7RRV
Para construir este vector, el producto del RT-PCR del gen VP7 se digirié con la

enzima Sma I que corta en los extremos 5’ y 3°, Los sitios Sma 1 se insertaron durante el

RT-PCR por los ollgonucleotldos YMO- 5y YM9 32 Se: i;sé”el vector pGEM-3Z que

Vvector para sintetizar RNA de
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cadena sencilla a partir de ambos promotores y asi obtener RNA de doble cadena por la
hibridacion del producto de ambas transcripciones.

El plasmido pGEM-3Z se digirié con Sma [ y se traté con la enzima Fosfatasa
Alcalina Intestinal Bovina (CIP) que cataliza la hidrolisis de los residuos 5 fosfato del DNA

permitiendo que el plasmido no se religue y se circularice de nuevo.

A) © Allind 111

Ndel pb ] 2 3

sP8 iy 23130 — g

N ‘ 9416 P ="
Amp resistencia 6557 <

B)

Mscl
e 2323 ~—Pam
Smat Smat 2027 — -

VP7-RRV

Fig. 15. Cbnslruccién del vector pGEM-3Z VP7RRV. A) Se muestra el pGEM-3Z digerido con la
enzima ' Sma 1, y el sitio Nde I (nucledtido 2508). B) Esquema que representa ¢l cDNA de VP7 de
RRYV: con lossitios Sma 1 en los cxtremos del gen, los cuales fucron digeridos para clonar el
gen cn pGEM-3Z-Sma 1. También se mucstra ¢l sitio Msc 1 (nucledtido 404) C) Comparacion
de’las ‘digestiones. Gel de agarosa 1.2 %. Linca 1), AHind 1I1; 2) RT-PCR dec VP7/Sma 1 3)
nCLM53/ Sma 1.

En la figura 15 se muestra la comparacion de estas dos digestiones a partir de la cual
se calculé la concentracion de DNA del plasmido y del inserto para la reaccion de ligacion.
El producto de la ligacion se electroporé en células JM101 que se platearon en cajas petri
con agar y medio luria en presencia de ampicilina. Se analizaron doce clonas que crecieron
‘en presencia de ampicilina y de éstas se seleccionaron siete en base al patron de la
migracion de sus plasmidos con respecto a la migracion del pGEM-3Z. Estos siete
plasmldos se anallzaron por digestion con las enzimas de restriccion Nde | y Msc 1 para

determmar cual de las clonas presentaba el inserto y la orientacion del mismo. El producto

-,‘csperado ‘de Ia ligacién de pGEM-3Z con el gen de VP7 tiene un sitio Ndel en pGEM-3Z
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(nucleétida 2508) y un sitio Mscl en VP7 (nucleotido 404). Como se muestra en la figura
16, la di»g’esﬁtién de los plasmidos de las clonas 5 y 6 con estas enzimas (lineas 7 y 8
respectivamente) genera los dos fragmentos esperados (660 pb y 3155 pb), por lo que se

concluyd que el gen de VP7 esta en la direccion 5°-3’ (con respecto al promotor T7) en

ambos en plasmidos.

A) 660 pb B)

Mlind 111
pb
N\ 23130.p
VP7-RRV 9416 !
6557 » o
437w
Amp resistencia 2323 B

4 2027 - U7
SP6 -

3155 pb

Fig. 16. Esquema del vector pGEM-3Z VP7RRV. A) En csté esquema se muestra los sitios donde
digiere la enzima Nde 1 (nucledtido 2508 en pGEM-3Z) y cl sitio Msc 1 (nuclcotido 404 cn VP7
RRYV) los cualcs s¢ utilizaron para seleccionar el vector. También sc muestran los fragmentos
esperados (lincas negras) que son: 660 pb y 3155 pb. B) Comparacion de las digestiones de los
plasmidos con las enzimas de restriceion Nde 1y Msc 1. Gel de agarosa al 0.8 %. Linca 1 Mlind HI; 2-5)
digestion de los pldsmidos de las clonas 1 a 4 respectivamente; 6) ¢x174/Hae 111; 7-9) digestion de los
plasmidos de las clonas S a 7, respectivamente, 10) digestion de pGEM-37.; 11) AM/ind 1.

Para corroborar la integridad del gen, se realizo un ensayo de transcripcion-

’ traducci()n in vitro. Para ello, el plasmido (P GEM-3Z-VP7RRYV) se digirié con Bam HI, en

el nucleotldo 26 del sitio multiple de clonacion de pGEM-3Z (ver figura 8). Esta enzima, al

lmearlzar el plasmldo solo se transcribe el gen a partir del promotor de T7 y provoca que la

T7 RNA»pollmerasa ya no tenga substrato para scguir sintetizando mas RNA y se
.desensamble el complejo de transcripcion, transcribiéndose solo el gen de interés. En la

figura 17 panel A se muestran los RNA’s productos de la transcripcion que sirvieron de

| NTO?\T*_ 46
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AHind IIT
pb
23130

9416
6557

Fig. 17. Ensayo de transcripcion- traduccidn in virro. Panel A. Gel de Agarosa al 1.5 %, Linea 1 AHind

III; 2) producto de la transcripcion (u) y pGEM-3Z VP7RRYV digerido con BamH | (=elll)
Fluorografia de un gel de SDS-poliacrilamida al 10 %, linea 1 producto de la traduccién (—), 2)
marcador de peso molecular (PM) C™.

Generacion de RNAdc del gen VP7 de RRV

Como se menciondé en la introduccion, la interferéncia de RNA, resulta en el

silenciamiento de la expresién de un gen especifico. En:células de mamifero este

silenciamiento se puede obtener al introducir moléculas de siRNA con secuencias

complementarias al gen que se desee interferir. En esté trabajo exploramos distintas maneras

de obtenérxl,os SiRN A’s para estudiar el efecto del silenciamiento de la proteina VP7 sobre el

ciclo’viral

" Existen .varias, maneras de- obtener los siRNA’s in vitro entre las que se pueden
mencionar: la’ sintesis quimica de los 21-meros o la sintesis enzimatica de los mismos
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utlllzando, como t 'mp dos ohgonucleétxdos de DNA. Recientemente se describié que es

posxble obtener siRNA’s ar partlr de la dlgesnon del RNAdc utilizando ya sea, la RNAsa tipo

Il] de E co[z ola enzima recombmante de ongen humano Dicer. La RNAsa tipo Il de £.coli

iniérfcrén¢iai(34, 48). En este trabajo probamos varias de estas estrategias para evaluar cual

de qll‘as‘*éré’la‘més efectiva para silenciar el gen de VP7.

La obtenc:on de esnRNAs y d-51RNAs_nece51to en primer lugar, generar RNAdc del

,substrato de las enzimas RNAsa tipo III y Dicer.

gen de VP7 e RRV: ue snrvxera o

su stratos de RNAdc de tamaiios iguales o menores de
ialment s¢’le‘éllmvmarron aproximadamente 500 pb del extremo 3’
nscrtziﬁd en el plasmido pGEM3Z (figura 18 panel A). El pGEM-
Z-VPTRRV: - o con la enzima Hinc I1 que corta en los sitios 38 del pGEM-3Z y
- 994 enVP7 y. con la enzima BsrG I que corta en el sitio 644 del gen VP7. Esta digestion
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permiti6 eliminar del nucleotido 644 al 1068. El producto digerido se religé y se electroporé

en células IM101 (fig. 18 panel B). Se analizaron cinco clonas resistentes a ampicilina.

(B)
VP7-RRV
Amp resistencia
Nind 111 12345678
pb
23130_, .:" . e et
92416 o o
6557 —»

Fig. 18. (A) Esquema del pGEM-3Z VP7RRYV, se muestran los sitios /finc 11 (nucledtido 38 en

pGEM-3Z y nucledtido 994 en VP7) y el sitio Bsr G I (nucledtido 644 del gen VP7), B)

Construccion de pGEM-3Z VP7644. (C) Comparacién de los plasmidos obtenidos por la

eliminacién de ~500pb del extremo 3’ terminal del gen VP7 insertado en ¢l plasmido pGEM-3Z.

Linca 1 Mind 11l, 2) pGEM-3Z-VP7RRV, 3 a 7) plasmidos 1 a 5, respectivamente; 8)pGEM-
- 3Z.

En el panel C se observa que los plasmidos de estas cinco clonas migran mas abajo
que el pGEM-3Z-VP7RRYV, por lo que se concluye que en estos plasmidos se eliminaron
aproximadamente 500 pb (a excepcion del plasmido de la clona 3 que migra un poco mas
arriba que los otros plasmidos).

Se trabajo con uno de los plasmidos -al que se designd pGEM-3ZVP7644- para la
sintesis de RNA de cadena sencilla (RNAcs) a partir de los promotores SP6 y T7 que

flanquean al gen (ver figura 19 panel A).




El RNA de doble cadena se gener6 por la hibridacion de los RNAcs. En la figura 19
panel B se observa que el RNAdc migra de manera similar al fragmento de DNA del
marcador ¢x174/Hae 111, de 603 pb. Este RNAdc presenta un tamaiio aproximado a 600 pb,
que le permite ser usado como substrato para generar los esiRNAs y los d-siRNAs, por
medio de la degradacion con la RNAsa tipo 11l de E. coli y con la enzima Dicer de origen

humano, respectivamente.

A)
pGEM-3Z-VPTRRV
Hind I
7 vr7-644 i SPé6 |
< (B

EcoR1

Transcripeion

T7 RNA pol
[m? i VP7-644 ]
SP6 RNA pol
l— VP7-644 SP6

Hibridacién l

RNAde-644

Figura 19. Generacion de RNAdc. A) Representacion esquematica de la generacién de RNAdc (para
mayor detalle ver materiales y métodos). (B) Generacion de RNAdc (linca 5) por la hibridacion de los
RNAGgs sintetizados a partir de las RNA polimeras T7 (linea 3) y SP6 (linea 4), también se observa el
RNAdc precipitado con LiCl (linea 7) el cual fue usado para las digestiones con las enzimas RNAsa
tipo 111 y Dicer, para obtener de esiRNAs y d-siRNAs respectivamente; linea 1 y 6 marcador de peso
molecular ¢x174/Hae 111.
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Generacion de los esiRNAs por medio de digestiones parciales de RNAdc con la RNAsa

tipo 111 de E. coli.

El RNA de doble cadena fue digerido durante distintos tiempos con la RNAsa tipo
I1I para obtener la mayor cantidad de esiRNAs aproximados a 21 pb. Como se muestra en la

figura 20 (A), a panif de los 15 min de ihcubécién a 3"7; °C con la RNAsa tipo 111, el RNAdc

adenéfde aproximadamente 21pb, tamaiio

encontro’ que

esiRlNAs_(datyos no’'mostrados), por lo que

sl
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Fig. 20. Generacién de esiRNAs y d-siRNAs por digestion del RNAdc de VP7 con la RNAsa tipo Il y
Dicer, respectivamente. (A) Tiempos de digestién del RNAdc con la RNAsa tipo III. El RNAdc fue
incubado con la RNAsa tipo III por el tiempo indicado a 37 °C, y después fue separado por
electroforesis en gel de agarosa al 4%. Linea 1) ¢x174/Hae 111; 2) RNAdc de VP7; 3-6) produccién de
esiRNAs a los periodos de incubacién marcados; 7) siRNA de 21 pb, usado como marcador de tamafio.
(B) esiRNAs purificados que se usaron para los ensayos de interferencia. Gel de agarosa al 3%, 1)
¢x174/Hae 111, 2) esiRNAs purificados, 3) siRNA de 21 pb. (C) Gel de agarosa al 3% donde se observa
que los esiRNAs purificados presentan tamafios mayores a 50 pb, 1) Marcador de DNA lider de 50 pb;
2) esiRNAs; 3) siRNAs. (D) Produccién de d-siRNAs por digestion del RNAdc con la enzima Dicer de
origen humano, por un tiempo de incubacién de 12 hrs a 37 °C. Gel de agarosa al 3%. 1) ¢x174/Hae 111,
2) RNAdc de VP7; 3) d-siRNAs de 21pb; 4) siRNAs de 21 pb.

Como-se muestra en la figura 20 (C), los tamafios de la poblacion de los esiRNAs
utilizados, Vvariah“_desde’menores de 21pb hasta mayores a 50pb. De éstos, los esiRNAs
mayores éi?;O pb muy probablemente estén activando el sistema de PKR, el cual inhibe la

poe o
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25pb bufiﬁcadbs pdr elucion de geles de poliacrilamida (70).
Generacion de d-siRNAs por la digestion del RNAdc por la Dicer de origen humano.

Con el objetivo de generar d-siRNAs de VP7, el RNA de doble cadena fue digerido
con la enzima Dicer como se describe en materiales y métodos. La figura 20 (D) muestra

que los d-siRNAs: gérieraho_é a partir de esta digestion migran a la misma altura que los

500ng, y.1ug), utilizando como control un siRNA

21 e_ﬁ;iéstra que los d-siRNAs fueron capaces de

- concentracion de d-siRNAs. El anilisis densitométrico de las proteinas demostré que la
mayor inhibicion de VP7 se obtuvo cuando se lipofect6 con lpg de d-siRNAs.

X
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Fig. 21. Inhibicién de la expresién de la proteina VP7 por ensayos de interferencia utilizando diferentes
concentraciones de d-siRNAs. Western blot utilizando anticuerpos policlonales contra rotavirus, donde la
sintesis de la proteina VP7 es comparada en relacién a sintesis de la proteina VP6. Linea 1) 200 ng; 2)

500 ng; 3) | pg de d-siRNAs; 4) siRNA®"™ (810 ng)

Esta estrategla resulto efectlva y especifica para silenciar la expresion de VP7. Sin

embargo Ia cantldad de d- 51RNA’S que se obtiene en cada reacciéon es muy pequeiia y por lo

lanto no se ‘puedén’ reallzar experimentos a gran escala. Por esta razdn se decidid explorar la

pOSlbl]ldad de.utilizar snRNA s de 21 pb que son complementarios a diferentes regiones del

eran capaces -de’inhibi es'peCiﬁcamente a la proteina VP7, por medio del siguiente disefio

experlmenlal se llpofectaron células MA104 en cajas de 48 pozos, con cada uno de los tres
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infeccién las células: fueron'lisadas con solucién de lisis y las proteinas analizadas por

western blot_ con anticuerpos policlonales contra rotavirus. En la figura 22 se observa que los

tres RNA intérfeiéntes inhiben la expresion de la proteina VP7 de manera especifica.

-~ El analisis densitométrico de las proteinas demostré que el interferente siRNAVF7?

fue cébaz de inhibir hasta 6 veces la expresion de la proteina VP7. Los siRNAY"* y

siRNAY"" inhibieron una vez la expresion de VP7, en comparacion a la expresion de la

misma en células lipofectadas con el siIRNA®"™!,

oligofectamina
SiRN. Acontml
SIRNA P73
siRNAVF™
SiRNAYPT3
SiRNAYP™
SIRN Acantml

vPé
VP?

P Tpp— Som tues, —— -

relacion VP6/VP7  1.02 1.01 7.15 2.6 177 227 215

Fig. 22. Inhibicién de la expresion de la proteina VP7, utilizando los siRNAs sintetizados in
vitro de VP7 que disefiamos. Western blot utilizando anticuerpos policlonales contra

rotavirus, donde se observa que los tres siRNAs de VP7 sintéticos, inhiben la expresion de la
proteina VP7, siendo el interferente VP7-3 el que mds disminuye la expresion.

- Se eligieron los siRNAW"'3 y siRNAY""* y se mandaron a sintetizar quimicamente.
Estos se u_t‘ili’zar'on para analizar el efecto de la inhibicién de la expresion de la proteina VP7
sobre la replicacion viral. En este caso células MA104 se lipofectaron con los siRNAY,

siRNAYP7S )y siRNA”dn"°l. A las 36 hrs post lipofeccion las células se infectaron con el

55



rotav1rus RRV a una multlpl|CIdad de 3 v1rus/celula, y la progeme v1ral producto de esta»,‘,

infeccion fue cosechada a las 12 hrs post-mfeccxon

100+
75
M % dc infectividad

50 —

25 4 =

SiRNA-VP7-3 siRNA-VP7-5  siRNA-control

Fig. 23. Grifico del rendimiento viral, el cual representa el efecto que tienen los siRNAs
correspondientes a VP7 en la produccion de la progenie viral, respecto a la progenie viral
producida en presencia de un siRNA irrelevante (siRNA®"™),

Para caracterlzar la smtesxs de VP7 en celulas md1v1duales las células MA104 se

sembraron cn cubreobjetos ‘se i) ”ofect on'con

s1RNAs de VP7 y control. Las células

se infecrl_aro’h, con ‘infeccion se realiz6 una inmunotincién con un

TESIS CON
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,mayorla d , la cé zis olo se detectd la proteina NSPS, lo qUe indica que en éstas Células a

pesar de eslar mfectadas la expresion de la proteina VP7 fue inhibida a niveles casi no

detectables.

NSPs vp? merge

SIRNAY'S

SIRN AT

Fig. 2.1 lnhlh_nuun de la expresion de VP7. (A) Inmunodeteceion de VP7 ¥ NSP5, en cclulas lipofectadas
con SIRNAY ™ 6 siRNAS™I!

Para evaluar el efecto de la inhibicion de la expresion de {a proteina VP7 durante la

morfogénesis viral, las células MA 104 se lipofectaron con los siRNAs y se infectaron con

RRV. A las 24 hrs post-inl’ccci()n;el lisado. viral

mediantc bradnemw de CsCl FR 1a.‘>ﬁgﬁfa'25‘>, A ¢ obscrva quc las: pan CUIdS vxrales'

obtenidas a partir dcl g,lddu.mc, de CsCl de Ia mucstra hpofectdda con' el sxRNA""'“’“l

F-m,ﬁ i umu«:v}
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lo que?con'c’

presentan dos bandas. Las proteinas de estas bandas fueron analizadas por geles de

Béhddjl,c'oﬁesponde a las TLP’s (particulas
I'.;P,’sﬂ(‘particulas no infecciosas que no

TLP’s mas intensa que la banda de las DLP’s,

‘de infectividad obtenidos, en donde hay mayor

AT B
(A) “ : ( ) siRNAconlml siRNAVP’I-J
< < Ay [-%
=l - & |
z Z 2= A EBE A
v 7]

. - 4—VPI

—— VP2
——— VP4
w0 e .
PRSI, pu—_ 4
L <+VP7

Fig. 25. (A)Produccién de particulas virales en presencia del siRNA®™® (1) o del siRNAYF™? (2),
purificadas a partir de gradientes de CsCl. (B) Analisis de las proteinas de las particulas virales de las
bandas obtenidas por el gradiente de CsCl. Gel de poliacrilamida al 10 % tefiido con plata. 1)
marcador de proteina(Gibco); 2) TLP’s; 3) DLP's purificadas en presencia del siRNA®"°; 4) TLP’s;
5) DLP’s purificadas en presencia de siRNAY""3,

--En cambio, en el gradlente de CsCl de las muestras lipofectadas con el siRNAYF"?

E enconlramos mayor produccmn de DLP s, mientras que la produccion de TLP’s es casi nula,

rda‘con os datos de infectividad donde la producciéon de las particulas

) nfeccnosas TLP s s redu_)o considerablemente al inhibir la expresion de la proteina VP7.

Esta prolema Junto con VP4 forman la capa externa del virion donde ambas funcionan como

TEEIS CON
3 DE ORIGEN

SR

FALL




ligandos para receptores celulafes, permitiendo la entrada'dél virus a la célula para entonces

fpoder repllcarse Estos datos sugleren que en ausencia. de VP7 no se ensambla la proteina

VP4 que es el olro constltuyeme de la capa extema '\




con RRV y. hpofectadas con los siRNA de VP7 y control para cumpllr con este mismo

Ob_]ellVO.

AN




Conclusiones

* Se construyé un baculovirus recombinante expresa una proteina que probablemente

es la VP7 dé'f\r?V'él},':la cual aparentemente no'se 'g]icds\i]é‘ ¢ﬁ~la linea celular Sf9.

os, so]o se forman DLP’s que no maduran hacia TLP’s.

. obtienen virus i}xife’c':gl

Al



Perspectivas

1. Realizar microscopia electrénica para identificar si las DLP’s estin gemando o no

-estan’gemando hacia el interior del RE,

RNAmporel siRNA para que éste no pueda hibridar con el RNAm y asi se pueda

traducir:
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