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RESUMEN

El sistema de expresion células de insecto-baculovirus (CI-BV) es el mas utilizado
en la produccion de Pseudo-Particulas Virales (PPV's). Las PPV's son estructuras
recombinantes similares a los virus nativos pero sin material genético. En el
sistema CI-BV se han expresado gran variedad de PPV’s con el objetivo de
estudiar su potencial inmunolédgico para ser utilizadas como vacunas. Rotavirus es
causante de la diarrea infantil aguda y por lo tanto es de interés obtener una
vacuna contra este virus a partir de PPV’s. La capside viral de rotavirus consta de
4 proteinas estructurales (VP2, VP6, VP7 y VP4). Esta capside esta formada por
tres capas proteicas: la capa interna por VP2, la capa intermedia por VP6 y la
capa externa por VP7. La proteina VP4 forma espiculas alrededor de la capside.
Diferentes estudios de laboratorio han reportado que las PPV's formadas por las
proteinas estructurales (todas o algunas de las proteinas), producen una
respuesta inmunologica igual o mayor a la generada por el virus nativos. Sin
embargo, la produccién de PPV's de rotavirus es compleja y dista de ser eficiente.
Con el objetivo de desarrollar estrategias racionales y eficientes de produccion,
este estudio se enfocé en la produccidén de las PPV's de rotavirus conformadas
por las proteinas VP2 y VP6 en el sistema CI-BV. El primer enfoque fue a nivel
celular, donde se determind el patrén de localizacién de las proteinas estructurales
cuando se expresaron independientemente. La proteina VP6 se polimerizé en
forma de tubulos que no colocalizaron con tubulina y la proteina GFPVP2 se
localizé en forma de granulos asociados a estructuras membranales. Este patréon
de localizacién cambié cuando se coexpresaron ambas proteinas y VP6 pasé de
un patrén fibrilar a la formacion de granulos dispersos por el citoplasma y ademas
estos granulos colocalizaron con la proteina GFPVP2. Este resultado indicaria que
las proteinas si interactuan para la conformacion de las PPV's en el interior de la
célula y que probablemente es necesario que ambas proteinas se expresen en
cada célula para el ensamblaje de las PPV’s. El segundo enfoque fue el analisis
de la influencia de la multiplicidad de infeccion (MDI) de los baculovirus bac



GFPVP2 y bac VP6 sobre la concentracion y velocidad de produccion de las
proteinas estructurales (GFPVP2 y VP6). Se observo que MDI entre 1y 10
ufp/célula no tienen un efecto significativo sobre la concentracién maxima de
GFPVP2 (1190 = 44 ng/mL), pero si se observd una relacion entre la MDI y la
velocidad de produccion obteniéndose la velocidad maxima de producciéon (50
ng/10%cel*h) a 20 ufp/célula. En contraste, en la produccién de VP8, existié una
relacion inversamente proporcional entre la MDI y la concentracion maxima. En lo
que respecta a la velocidad especifica de producciéon se observo una velocidad
maxima (25 UA/10°el*h) a MDI 5 ufp/célula. Esta relacién entre MDI y la
velocidad de produccion permitira modular la expresién de las proteinas
estructurales para optimizar el ensamblaje de la 2/6 PPV's (formada por las
proteinas GFPVP2 y VP6). Por ultimo con el fin de desarrollar técnicas
cuantitativas con respecto a las generalmente utilizadas, se obtuvo un método de
titulacion de baculovirus, que resulté Gtil, rapido y objetivo, mas aun cuando no se
tiene un baculovirus con un gen reportero. Esta metodologia fue reportada en una
revista arbitrada con difusién internacional. La otra metodologia desarrollada fue
la implementacion de la cromatografia liquida de permeacién en gel (HPLC-GP)
para el analisis y cuantificacion de PPV's. Gracias a esta metodologia ahora sera
posible monitorear cuantitativamente la produccion de PPV’s en cinéticas de
produccidén y de esta forma sera posible estimar la eficiencia del ensamblaje
mediante la manipulacién de la MDI. Y este es el primer trabajo que implementa
una técnica cromatografica para la cuantificacion de PPV's de rotavirus.



Introduccion

1. INTRODUCION

Una de las formas de prevencion de diferentes enfermedades infecciosas es la
vacunacion. El enfoque tradicional de obtencién de vacunas a partir de virus
atenuados o inactivados tiene la desventaja de una posible infecciéon por una
atenuacién o inactivacion deficientes. Por lo tanto nuevos caminos se estan
siguiendo: Uno de ellos es la preparacion de forma recombinante de estructuras
similares a las capsides de los virus. Estas estructuras (conocidas como PPV’s)
estan conformadas por las proteinas que forman la estructura del virus nativo,
pero no contienen genoma, lo que evita el peligro de infeccion. La expresion
recombinante abre la posibilidad de expresar las capsides de diferentes virus, asi
como ensayar el potencial inmunolégico de diferentes estructuras. Las capsides
virales pueden estar conformadas por mas de una capa proteica y algunas dan
respuestas inmunes mayores que otras. Las PPV’s han demostrado a nivel de
laboratorio que pueden ser excelentes vacunas. Por ejemplo, la vacuna contra
Hepatitis B es una PPV (Thomas et al., 2000).

A nivel de laboratorio la produccion de estas estructuras se hace en diferentes
sistemas de expresion (bacterias, levaduras, células de mamifero y células de
insecto) cada cual con sus pro y contras. El mas difundido y versatil es el sistema
de ceélulas de insecto-baculovirus (CI-BV). Este sistema consiste en utilizar un
baculovirus recombinante (vector), que codifica para una o mas de las proteinas
estructurales, e infectar células de insecto (huésped). Es en la célula de insecto
donde se expresan las proteinas estructurales. Este sistema lleva consigo una
serie de factores que pueden ser optimizados para obtener el mayor rendimiento
posible. Ademas de los parametros intrinsecos del sistema de CI-BV, la
producciéon de PPV's conlleva la complejidad del proceso de ensamblaje de
estructuras virales, por lo tanto su entendimiento se traducira en el desarrollo de
estrategias eficientes de produccion de pseudo-particulas virales.

El siguiente trabajo aporta informacién sobre el proceso de produccion vy
ensamblaje de PPV’s en el sistema CI-BV. Este estudio se enfocé en la
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produccién de PPV’'s desde tres perspectivas diferentes: i) El estudio de la
distribucién intracelular de las proteinas estructurales. ii) EI comportamiento
cinético y la influencia de la multiplicidad de infeccién en la produccion de las
subunidades formadoras de la estructura viral. iii) El estudio, desarrollo y
utilizacién de técnicas analiticas de separacidén y cuantificacion de PPV's, con

vistas a un proceso eficiente de produccion.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Pseudo-Particulas Virales (PPV’s)

Los virus en la naturaleza protegen su material genético con una capa proteica
llamada capside. Esta capa se encarga de preservar la integridad del ADN o ARN
viral en las condiciones medio ambientales y es removida parcial o totalmente en
el momento en que el virus penetra en su huésped y empiezan los procesos de
traduccion, transcripcion y replicaciéon del virus. Aproximadamente el 50% de las
capsides de los virus hasta ahora descubiertos, son estructuras con geometria
icosaédrica (Zlotnick et al., 2000). Estas estructuras icosaédricas pueden variar en
diametro desde 20 nm hasta 150 nm. Las capsides virales pueden estar
conformadas por multiples copias de una misma proteina o por mas de una
proteina. Ademas, pueden consistir de una sola capa proteica o multiples capas
proteicas. Las proteinas estructurales se ensamblan o polimerizan de una forma
estructurada, dando lugar a arquitecturas definidas. Algunas de estas proteinas,
dadas las condiciones necesarias (cantidad minima de proteina, pH, fuerza ionica,
etc.) sorprendentemente pueden auto-ensamblarse para dar lugar a estructuras
similares a la capside viral nativa, pero con la diferencia de que no poseen
material genético. Estas capsides virales son llamadas pseudo-particulas virales
(PPV's) (Tsao et al.,, 1996; Newcomb et al., 1994; Newcomb et al., 1996; Hu y
Bentley, 2001; Palomares et al., 2002; Zlotnick y Stray, 2003) (Figura 2.1).

2.1.1. Utilidad de las Pseudo-Particulas Virales como vacunas.

Debido su composicién proteica y similaridad estructural con los virus nativos, se
ha planteado la utilidad de las PPV’s como vacunas potenciales, gracias a que
pueden desencadenar una respuesta inmune en el huésped sin el riesgo del virus

nativo, ya que al no contener material genético no es posible la replicacién del
virus (O’Neal et al., 1997).
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Figura 2.1. Pseudo-particula viral de virus de simio SV40. (Tomado del Protein Data
Bank, www.rcsb.ora/pdb).

La utilidad de las PPV’s como vacunas ya ha sido demostrada. La actual vacuna
contra hepatitis B es una PPV de 22 nm de diametro formada por la proteina
HBsAg (antigeno de superficie de hepatitis B) (Thomas et al., 2000).

Existen varios reportes sobre la respuesta inmunoldgica (en diferentes modelos
biolégicos) desencadenada por PPV's de diferentes virus. Jiang et al. (2002)
reportaron que mediante la administracién de PPV’s del virus Norwalk (causante
de gastroenteritis aguda) a humanos se producian altos niveles de anticuerpos en
proporcion similar a los obtenidos por la infeccion del virus nativo. Este nivel de
respuesta inmunolégica también se observo en otros modelos animales (cerdos y
conejos). Esto se explica porque la estructura de las PPV’s es idéntica a la del
virus nativo.

Goldman et al. (1999) estudiaron la respuesta inmune y la posible utilizacion de
PPV’s de un poliomavirus de humano para estudios terapéuticos, de diagnéstico y
como posible vehiculo para terapia génica. Sus estudios revelaron que el
ensamblaje de la proteina estructural VP1 resultaba en una estructura esférica de
55 a 60 nm de diametro, exhibiendo la morfologia tipica del poliomavirus. También

la aplicacién intramuscular (en ratones) de las PPV’s purificadas resulté en una
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produccién de IgG altamente reactivas y especificas hacia las PPV's. A su vez, se
observé la capacidad de adherencia de las PPV's a diferentes lineas celulares.
Los resultados demostraron igual o mayor capacidad de adherencia a diferentes
lineas celulares en comparacion con el virus nativo. La adherencia a células y la
posibilidad de desensamblar y re-ensamblar las PPV’s para que contengan
material genético foraneo, las han colocado como posibles vectores en terapia
genica.

En lo que respecta a rotavirus, las PPV's han sido utilizadas para evaluar la
respuesta inmunoldgica en ratones y conejos. Ciarlet et al. (1998) observaron que
la administracion oral de PPV’s de rotavirus a conejos indujo niveles mayores de
anticuerpos (lgG, IgA e IgM) especificos para rotavirus, en comparacién con la
inoculacién con cepas inactivadas del virus. Ademas esta respuesta inmune
protegié (87-100%) a los conejos que posteriormente fueron retados con cepas
activas de rotavirus. A su vez, Fromantin et al. (2001) evaluaron la respuesta
inmune de las PPV’s de rotavirus mediante administracion nasal en ratones. Los
resultados obtenidos muestran niveles de IgG e IgA similares a los obtenidos por
administracion oral.

Estos estudios inmunolégicos también se han llevado a cabo con PPV’'s de
Hepatitis B, parvovirus y enfermedad infecciosa bursal. Estas investigaciones
apoyan la potencial utilidad y eficacia de las PPV's como vacunas (Rueda et al.,
2001; Takehara et al., 1988; Lee et al., 2003).

2.1.2. Mecanismo de ensamblaje de Pseudo-Particulas Virales.

Existen varios reportes sobre la capacidad de auto-ensamblaje de las PPV's.
Desde el punto de vista ingenieril este aspecto es relevante ya que lo que se
desea es obtener la mayor cantidad de PPV's bien estructuradas, porque su
capacidad inmunolégica depende de su estructura (Tleugabulova et al., 1999). El
ensamblaje de las PPV’s es un proceso regulado por diferentes factores y que
tiene también diferentes estadios.
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La capsides virales se ensamblan bajo ciertas condiciones que propician la
interacciéon entre las proteinas y mantienen estas interacciones estables. Estas
interacciones son las fuerzas de Van der Waals, los puentes de hidrégeno,
interacciones hidrofébicas y puentes de disulfuro. Estas interacciones son
dependientes del pH, fuerza idnica, potencial redox, concentracion de ciertos iones
quelantes. McCarthy et al. (1998) reportaron que para el ensamblaje in vitro de la
capside de papilomavirus (tipo 11, proteina estructural L1), era necesario una
fuerza i6nica y potencial redox 6ptimos (500 mOsM) para favorecer el ensamblaje,
pero la disminucion de la fuerza i6nica y la adicién de agente desnaturalizante
(150 mOsM, 10 mM DTT) favorecia el desensamblaje de las particulas. Ishizu et
al. (2001) reportaron que las proteinas estructurales de virus de simio SV40
manipuladas genéticamente para no quelar calcio, no eran capaces de
ensamblarse.

Existen pocas teorias sobre el ensamblaje de capsides virales, pero entre las
existentes comparan este proceso con la reaccion de polimerizacién y extrapolan
esta aplicacion a las proteinas (Endres y Zlotnick, 2002). La consideracion mas
importante es que el ensamblaje esta controlado por la difusion molecular de los
monoémeros (proteinas). Ademas, que es un proceso en estado de equilibrio donde
las especies predominantes son los mondmeros o las capsides. La concentracion
de los intermediarios es demasiado pequefia en comparacion con los dos estados
de equilibrio (Zlotnick 1994, Endres y Zlotnick, 2002). Estas consideraciones se
han corroborado con capsides virales de hepatitis B, bromovirus, papilomavirus y
virus de la enfermedad bursal (Zlotnick et al., 2000; Hu y Bentley, 2000). Zlotnick y
Stray (2003) reportaron que en el ensamblaje de |la capside de hepatitis B, el paso
limitante en la conformacién de la estructura es la formacién del dimero, por lo que
el proceso en la fase inicial es lento hasta alcanzar una concentracién critica de
dimeros, que posteriormente forman la capside. Estos resultados se obtuvieron
por medio de analisis de dispersion de luz y cromatografia de exclusiéon molecular.
Estas consideraciones son importantes para saber qué condiciones se deben
mantener en la produccioén y purificacion de las PPV’s virales.
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2.1.3. Rotavirus. Estructura y morfologia.

El rotavirus pertenece a la familia Reoviridae. Es un virus cuyo genoma esta
formada por 11 segmentos de RNA de doble cadena, para un total de 18.5 kpb. El
RNA y 2 proteinas estructurales (VP1 y VP3), estan confinados en el interior de
una capside de tres capas formada por las proteinas VP2, VP6,VP7 y VP4 (Estes y
Cohen, 1989; Kipikian y Chanock, 1996; Mathieu et al., 2001). Tabla 2.1. y
Figura 2.2.

Tabla 2.1. Proteinas estructurales de rotavirus®

Proteina PM (kDa) # de moléculas / virion % Proteina total

VP2 1025 120 (60 dimeros) 15
VP6 41 780 (260 trimeros) 51
VP7 34 780 (260 trimeros) 30
VP4 88 120 (60 dimeros) 1.5

a Adaptada de Kipikian y Chanock (1996).

La ndcleocapside esta conformada por la proteina VP2. Estructuraimente la
proteina VP2 consta de 880 aminoacidos (aa). Tiene dos dominios de Zipper de
Leucina entre los aa 536-557 y 665-686. La region amino terminal (aa 1-132), es la
zona de unidén de VP2, en la cual interactua con la proteinas VP1, VP3 y el RNA
viral. La formacion de la nucleocapside se da por la interaccion de 120 unidades
de VP2. Esta nucleocapside tiene un diametro de 50 nm y si se expresa VP2 de
forma recombinante en células de insecto, tiene la capacidad de auto-
ensamblarse. La formacion de esta estructura es necesaria para la continuacion
del ensamblaje de la PPV’'s completa (Labbé et al., 1991; Prasad et al., 1988;
Estes y Cohen, 1989; Zeng et al., 1998).

La siguiente capa esta conformada por 260 subunidades de VP6. Estas
subunidades son trimeros de VP6 para un total de 780 moléculas. Mathieu et al.
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(2001) obtuvieron la estructura cristalina de VP6 mediante difraccion de rayos X y
determinaron que VP6 tiene dos dominios (H y B). El dominio H esta formado casi
exclusivamente por estructuras 3 plegadas y es el responsable de la formacion de
los trimeros mientras que el dominio B esta conformado por o hélices y es la parte
de VP6 que interactua con la capside de VP2. Para el correcto ensamblaje de VP6
es necesario que la capa interna de VP2 ya esté conformada, debido a que VP6
presenta polimorfismo estructural dependiendo del pH y fuerza iénica. Este
polimorfismo consiste en que VP6 se puede autoensamblar en diferentes
estructuras (trimeros, esferas, tubulos y pequenos agregados). La estructura
formada por las proteinas VP2 y VP6 tiene un diametro de 70 nm (Mathieu et al.,
2001; Charpilienne et al., 2001; Gilbert et al., 2001).

La tercera capa del rotavirus esta conformada por la proteina glicosilada VP7. El
ensamblaje de VP7 es altamente dependiente de Ca™ (mayor de 600 nM). La
proteina mas externa es VP4 que conforma las 60 espiculas caracteristicas del
rotavirus (Ruiz et al., 1996; Chen et al., 2001a) (Figura 2.2).

La expresidon recombinante de estas proteinas puede originar una variedad de
estructuras: la capside formada por la proteina VP2 (2 PPV), la formada por VP2 y
VP6 (2/6 PPV), por VP2, VP6 y VP7 (2/6/7 PPV), por VP6 y VP7 (6/7 PPV) y la
estructura completa formada por las 4 proteinas (2/6/7/4 PPV) (Sabara et al.,
1991; Palomares et al., 2002).

El rotavirus es patdégeno para diversos animales (hombre, aves, cerdos, etc).
Infecta las células epiteliales del intestino delgado. La infeccién por rotavirus causa
gastroenteritis aguda, dafo en la mucosa intestinal y deshidratacion. El 10% de la
diarrea infantil y el 30% de las muertes asociadas en nifios menores de 5 anos es
por infeccion de rotavirus y aproximadamente 800,000 menores mueren
anualmente a nivel mundial (O'Neal et al., 1997; Conner et al., 1997).

El ciclo de replicacion de rotavirus en las células animales empieza con la
interaccion de VP7 y VP4 con varios receptores en la membrana celular.
Posteriormente, al entrar el virus a la célula, se pierde la capa formada por VP7 y
VP4, debido a la baja concentracion de calcio al interior de la célula (con respecto

al ambiente extracelular). El proceso de trascripcion y replicacion sucede en el
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citoplasma. Una vez que la capside 2/6 esta al interior de la célula, se liberan los

transcritos que codifican para las proteinas estructurales y no estructurales.

Figura 2.2. A) Diagrama de la estructura de rotavirus (Tomada de Patton et al., 2000).
B) y C) Micrografias electrénicas de la 2 PPV’s (nucleocapside) y la 2/6 PPV's (tomadas
de Charpilliene et al., 2001).

La sintesis de VP1, VP2, VP3, VP6 y otras proteinas no estructurales se hace por
ribosomas libres en el citoplasma y estas proteinas se encuentran concentradas
en viroplasmas donde se ensamblan las proteinas VP2, VP6 y se empaqueta el
material genético. La sintesis de la proteina VP7, se hace en ribosomas asociados
al reticulo endoplasmatico (RE). El ensamblaje de VP7 y VP4 a la capside no esta

del todo esclarecido. Algunos autores indican que primero se asocia la particula
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2/6 con la proteina VP4 y que posteriormente en el RE madura el virus con la
inclusion de VP7 (Estes, 1996; Patton et al., 2000).

En lo referente a la utilidad de las PPV's como posibles candidatos a vacunas, la
administracion oral de las PPV's 2/6, 2/6/7 y 2/6/7/4 en conejos generd una
respuesta inmune que se considero aceptable para su estudio como vacuna. Esta
respuesta fue mas elevada en las PPV's conformadas por 2/6/7 y 2/6/7/4,
sobresaliendo que con la PPV 2/6/7/4 se obtuvo una proteccién del 100% en
algunos casos (Ciarlet et al., 1998). O'Neal et al. (1997) reportaron un estudio
inmunolégico comparativo entre las PPV's 2/6 y 2/6/7 aplicadas via oral e
intranasal en ratones. Los resultados de este estudio fueron que la mayor
proteccidon se obtuvo con la PPV 2/6/7 (100% ) mientras que la proteccién con la
PPV 2/6 fue del 92% (intranasal). Por lo anterior es factible desde el punto de vista

inmunoldgico y tecnolégico que la PPV 2/6 sea utilizada como vacuna para la
infeccion de rotavirus.

2.1.4. Expresion de PPV’s en sistemas recombinantes

Las proteinas estructurales de diferentes PPV’s se han expresado en bacterias,
levaduras, células de mamifero y células de insecto. Sin embargo, el sistema de
celulas de insecto es el mas utilizado para la obtencion de PPV's (Tabla 2.2.).

La preferencia por utilizar el sistema CI-BV se debe a la versatilidad en la
expresion de las capside virales conformadas por mas de una proteina estructural,
ademas de que el ambiente eucariético proporciona las condiciones éptimas para
el ensamblaje (Seccion 2.2.1 y Seccion 2.2.2).

En sistemas de bacterias no hay evidencia de ensamblaje en los cultivos de las
particulas en comparacion con el sistema de CI-BV. Diferentes autores han
obtenido altos niveles de expresién de la proteina recombinante L1 de
papilomavirus en E. coli. Sin embargo, para obtener las PPV's es necesario
desnaturalizar los cuerpos de inclusién y realizar el ensamblaje de la proteina in
vitro, siendo este proceso menos eficiente que el ensamblaje in vivo (Zhang et al.,
1998; Li et al.,, 1997; Chen et al., 2001). En contraste, Rose et al. (1993)
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expresaron la misma proteina en células Sf9 y detectaron PPV's correctamente
ensambladas en el nucleo de la célula.

Tabla 2.2. Pseudo-particulas virales expresadas en diferentes sistemas.

Pseudo-Particula Viral Sistema de expresion®
Hepatitis B - CI-BV, levadura
Hepatitis C Cl-BV, células COS
Hepatitis E Cl-BV

Herpes simplex Cl-BV
Papilomavirus CI-BV, E. coli

Parvovirus B19 Cl-BV

Poliomavirus CI-BV, levadura

Rotavirus Cl-BV

VIH Cl-BV

Virus Norwalk Cl-BV

Virus de enfermedad infecciosa bursal Cl-BV

Virus de fiebre aftosa CI-BV

?. Referencias: Takehara et al., 1988; Rose et al, 1993; Tsao et al., 1996; Li et al., 1997; Roy et al., 1997;

Zhang et al., 1998; Tlegabulova et al, 1998; Palkova et al, 2000; Chen et al., 2001; Hu y Bentley, 2001,
Palomares et al., 2002.

También se han expresado PPV's en levaduras, especificamente de poliomavirus
y hepatitis B. Palkova et al. (2000) reportaron que las PPV's (poliomavirus)
expresadas en Saccharomyces cerevisiae se ensamblaron en estructuras
similares a las obtenidas en células de insecto, ademas que en la levadura estas
PPV's se encontraban preferentemente en el nacleo. La ventaja de utilizar células
de insecto con respecto a levadura (y bacteria), es la versatilidad ingenieril de
producir PPV'’s con estructuras mas complejas formadas por mas de una clase de
proteina. En el sistema de CI-BV se puede expresar 4 6 5 proteinas estructurales
de una capside y ademas es posible manipular el nivel de expresion (Seccion
2.2.1). En cambio aunque en levadura se puede realizar la construccion molecular
para expresar 2 o 4 proteinas estructurales, no es muy versatil la manipulacion de
la expresién (Takehara et al., 1988; Tlegabulova et al., 1998).
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2.2. Sistema Células de Insecto-Baculovirus (CI-BV).

Inicialmente el baculovirus fue utilizado como agente de control biologico, debido a
que es patégeno natural de larvas de gran variedad de insectos. Pero es hasta
1983 que Smith et al. (1983) infectaron cultivos de células de insecto con
baculovirus genéticamente modificados. Este estudio abrié las posibilidades para
poder expresar una serie de productos de interés biotecnolégico.

El sistema células de insecto-baculovirus, debido a su versatilidad, alta
productividad (comparada con células animales) y capacidad de llevar a cabo
modificaciones postraduccionales complejas (comparada con bacterias y
levaduras) en la actualidad es ampliamente utilizado para la expresion de
proteinas recombinantes, tanto a nivel laboratorio como a nivel industrial
(Palomares et al., en prensa).

El sistema CI-BV consiste en un vector (baculovirus) que infecta células de insecto
(huésped), donde se expresan las proteinas recombinantes. La expresién de los
genes recombinantes se hace bajo los promotores polh o p710. Se utiliza
especialmente el promotor polh debido a que en la infeccidén de células de insecto
por baculovirus nativo, la proteina expresada bajo este promotor (poliedrina) es
aproximadamente del 30-50% del contenido total de proteina celular. Por lo tanto
los baculovirus recombinantes en vez de tener el gen de la poliedrina, llevan el
gen de la proteina que se desea expresar (Palomares et al., en prensa).

2.2.1. Baculovirus

La familia de virus Baculoviridae es la mas conocida entre los virus de insecto.
Son virus de cadena doble circular de ADN embebidos en una capside proteica. El
nombre de Baculoviridae es debido a que estos virus tienen forma de baculo
(bastén). Recientemente esta familia se subdivididé en dos subfamilias,
baculovirinae y nudibaculovirinae, para distinguir la presencia o ausencia de
formas ocluidas (uno o mas viriones embebidos en capsides proteicas). La

subfamilia baculovirinae se subdivide en, nucleopoliedrovirus (NPV) y
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granulovirus (GNV). La diferencia consiste en que los NPV tienen varios viriones
por cuerpo ocluido, mientras que los GNV sélo es un virién por cuerpo ocluido.
(Gruenwald y Heitz, 1993; Miller, 1996; Palomares et al., en prensa) (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Micrografia electrénica de célula de insecto infectada por baculovirus (48
horas post-infeccion). A. 3000X. B. 20000X.

El baculovirus consiste en una estructura de 40-50 nm de diametro y 200-400 nm
de largo. Su genoma es aproximadamente de 80-230 kpb. La matriz poliédrica
donde estan embebidos los viriones esta formada por la proteina poliedrina (29
kDa). Mediante manipulaciéon genética se han modificado varios baculovirus para
la expresion de proteina recombinante. Entre los baculovirus modificados el de
mayor desarrollo ha sido el virus de multinuclearpoliedrosis de Autographa
californica (AcMNPV).

El ciclo de infeccion del baculovirus esta dividido en 4 etapas: fase temprana
inmediata (o), fase temprana (), fase tardia (y) y fase muy tardia (3). En la fase
a se lleva a cabo la migracién de los viriones al nucleo de la célula. En la fase
temprana (4-7 h.p.i.), el baculovirus empieza a controlar los procesos de
replicacion celular, dirigiéndolos hacia los procesos de transcripcion, traduccién y
replicacion del virus. En la fase tardia (7-20 h.p.i.), se lleva a cabo la replicacion
viral y también se producen los virus no ocluidos (sin capa de poliedrina) que son
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liberados para infectar otras células (infeccion secundaria). Y finalmente la fase
muy tardia (20-24 h.p.i.), que es la de mayor interés del sistema CI-BV, ya que en
esta fase se expresan los genes (polh y p10) también conocidos como genes
hiperexpresados. Estos genes no son esenciales para la produccién in vitro de
baculovirus. El ciclo del baculovirus nativo es igual en el sistema CI-BV con la
diferencia que no se producen cuerpos ocluidos (Smith et al.,1983; O'Reilly et al.,
1994; Miller, 1996, Palomares et al., en prensa ) (Figura 2.4).

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

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

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

genes en un sélo baculovirus bajo el mismo promotor (Gruenwald y Heitz,
1993).

Poliedrina

virus no ocluidos
fase y 7 - 20 hpi

Infeccién primaria

Figura 2.4. Ciclo viral del baculovirus en la célula de insecto. Disefio Adrian Delgado
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2.2.2. Células de insecto

En la actualidad existen diversas lineas celulares que se pueden cultivar in vitro,
pero las mas usadas son las lineas celulares Sf9, Sf21 (Spodoptera frugiperda),
Tn 5B1-4 disponible comercialmente con el nombre High Five™, Tn-4h

(Trichoplusia ni)(Palomares et al.,, en prensa). La expresion de proteinas
recombinantes en células de insecto tiene varias ventajas como:

Un ambiente eucariotico para la produccion de proteinas recombinantes, lo
que ayuda a su plegamiento y evita la formacién de cuerpos de inclusion,
induce la correcta formacién de enlaces disulfuro, procesamiento
postraduccional como N-glicosilacion, fosforilacion, acilacién, amidacion y
carboximetilacion, en algunos casos idénticas o similares a al
procesamiento hecho en células de mamiferos (O'Reilly et al., 1994).

Altos niveles de expresion de proteina recombinante en comparacién con
los sistemas de células de mamiferos (Palomares et al., en prensa).

Expresidn de proteinas sensibles a la temperatura. Esto se debe a que la
temperatura 6ptima de cultivo de las células de insecto es 27 °C, lo que
evita la desnaturalizacion térmica de algunas proteinas sensibles a 37 °C
(O'Reilly et al., 1994).

Simplicidad tecnologica desde el punto de vista que, en la mayoria de los
casos, soOlo se necesita desarrollar el baculovirus recombinante sin
necesidad de obtener nuevas lineas celulares para expresar la proteina
(O'Reilly et al., 1994; Palomares et al., en prensa).
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2.2.3. Parametros del sistema CI-BV. Multiplicidad de infecciéon, Tiempo de
infeccion.

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

La multiplicidad de infeccién (MDI) es el nimero de particulas infeciosas que se
adiciona por célula en el cultivo. Una MDI de 1 ufp/célula significa que por cada
célula de insecto en el cultivo se ha adicionado una particula infeciosa del
baculovirus. En cambio una MDI de 10 ufp/célula significa que se han adicionado
10 particulas infectivas por cada célula de insecto en el cultivo. La adicion de 10
ufp/célula no indica que cada ceélula esté infectada por 10 baculovirus. La
distribucion del numero de células infectadas es probabilistico y puede ser descrito
mediante la distribucién de Poisson (Figura 2.5 y Ecuacion 2.1).

p= i’ @ MPy/r! (Ecuacién 2.1)

Donde P es la probabilidad que una célula este infectada por r particulas
infecciosas.Mediante la MDI es posible manipular la velocidad especifica de
produccion de proteina y también |la concentraciéon maxima de proteina. Esto se
debe a que al incrementar la MDI, se aumenta la probabilidad de que una célula
sea infectada por mas de un baculovirus, y por ende aumenta el numero de copias
del gen de interés que sera expresado en la célula. Esta manipulaciéon depende de
la etapa del cultivo y la linea celular. En cultivos en inicio de la fase exponencial,
incrementar la MDI no significa un aumento en la concentracién de proteina. En
contraste, si la infeccion se hace a la mitad de la fase exponencial de crecimiento,
un aumento en la MDI se refleja en un incremento de la concentracion de proteina
(Licari y Bailey, 1991; Tsao ef al., 1996; Wong et al., 1996; Palomares, 1999).

En lo referente a la velocidad de produccién, Palomares et al. (2002) reporté que

un incremento de 1 a 10 ufp/célula en la MDI repercute en un aumento en la
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velocidad especifica de produccién de VP2 de 0.2 a 0.8 UA/mL*h. Estos
experimentos fueron hechos con células Sf9.

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

para obtener los niveles de expresion deseados.
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Figura 2.5. Probabilidad de que las células sean infectadas por un baculovirus o mas

dependiendo de la MDI, segun la distribucion de Poisson.

Diferentes autores han determinado experimental y matematicamente el tiempo de
infeccion éptimo. Power et al. (1994) determinaron el tiempo de infeccién 6ptimo
para la produccion de B—-galactosidasa en células Sf9. Este tiempo de infeccion fue

funcion de la MDI utilizada (para cada MDI existe un TDI optimo). En el caso de 10
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ufp/célula el TDI éptimo fue 2.1*10° células/mL y observaron que al aumentar o
disminuir el tiempo de infeccion (1*10° células/mL y 2.8*10° células/mL)
disminuy6 la concentracion de B-galactosidasa en 50 y 30% respectivamente. En
este caso el TDI optimo fue cuando las células se encontraban en fase
exponencial. En la consideracion del TDI 6ptimo también es necesario tener en
cuenta el efecto de la linea celular. Las células High Five™ tienen una
productividad mayor que la células Sf9. Este aumento en la productividad conlleva
un aumento en el consumo de nutrientes especialmente oxigeno. El consumo
especifico de oxigeno (qO2) de las células High Five™ es aproximadamente 2
veces mayor que en células Sf9 (Rhiel et al., 1997). Ademas esta velocidad de
consumo aumenta en instantes posteriores a la infeccion. Por lo anterior
estrategias de elevados TDI para la linea celular Sf9 no son extrapolables en el
caso de la linea High Five™ (Palomares y Ramirez,1996; Agathos,1996).

2.2.4. Expresion de PPV'’s en el sistema CI-BV

Ademas de las ventajas enunciadas anteriormente (Seccién 2.2.1 y Seccién
2.2.2), otra ventaja es la posibilidad de manipular la expresion de las proteinas
estructurales. Esta manipulacion puede ser utilizada para optimizar el ensamblaje
de las PPV's estequiométricamente definidas (mas de una clase de proteina
estructural) o manipular las proporciones de proteinas en capsides virales que
presentan polimorfismo. (Tsao et al., 1996; Hu y Bentley, 2001; Palomares et al.,
2002).

Existen dos estrategias en la produccion de PPV’s multiproteicas. Una es la
infeccidn con un baculovirus multiple que codifica simultdneamente para varias
proteinas recombinantes o la coinfeccidén con varios baculovirus donde c/u codifica
para una proteina recombinante.

La primera estrategia fue utilizada por Roy et al. (1997) para la produccion de
PPV's del virus de la lengua azul (BTV). Este virus pertenece a la familia
Reoviridae y tiene similitud estructural con la capside de rotavirus. Su capside esta
conformada por 4 proteinas estructurales. Utilizando un baculovirus doble (VP3 y
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VP7) obtuvieron capsides virales con una relacién entre proteinas 2:15, relacion
similar a la capside nativa. Sin embargo, se desconoce la concentracion de
proteina que quedo sin ensamblarse.

La segunda estrategia consiste en usar n numero de baculovirus por n nimero de
proteinas a expresar. Esta estrategia permite manipular la expresion de las
proteinas estructurales segun la MDI utilizada para cada baculovirus. Tsao et al.
(1996) implementaron la estrategia de coinfeccion con dos baculovirus (VP1 y
VP2) para la produccién de PPV’s de parvovirus B19. Sus resultados demostraron
que mediante la manipulacion de la MDI (cada baculovirus) y la relacion de MDI
(MDI VP1/MDI VP2) fue posible optimizar y manipular la produccion y
composicién de la PPV's.

Hu y Bentley (2001), mediante modelamiento matematico y comprobacion
experimental, determinaron el efecto de la manipulacion de la MDI y la relacién
entre MDI en el rendimiento de PPV’'s. Sus conclusiones fueron que la
manipulacion de la relacion de MDI permite optimizar el ensamblaje y tambiéen
dirigirlo a PPV’s que no tienen una estequiometria definida.

En el caso de rotavirus, sus PPV's tienen una arquitectura y estequiometria
definida. Desde este punto de vista, la estrategia de coinfecciones es acertada ya
que un exceso o sobreexpresion de las diferentes proteinas estructurales sin
mantener la relacidon estequiométrica, no conllevaria a una optimizacion en la
produccion de PPV's, pero si a un gasto energético innecesario. Esto fue
observado por Palomares et al. (2002) en la producciéon de 2/6 PPV’s en células
Sf9. Cuando se realizé la infeccion a MDI de 1 ufp/célula de cada baculovirus, la
concentracion de VP6 fue 13 veces mayor que VP2, mientras que la relacion
estequiométrica entre VP2 y VP6 en la PPV (en concentracion) es de 2.84. Pero
con relaciones de MDI (MDI bac VP2/MDI bac VP6) entre 1.5 y 5 se obtuvo una
relacion cercana a la estequiométrica, aunque no determinaron si estas MDI
optimizaron el ensamblaje.

Otro aspecto relevante pero no evidente es la influencia de la localizacién de la
proteina en la eficiencia del ensamblaje. Aunque en las células de mamifero se ha

determinado la localizacion de las proteinas de rotavirus, en el sistema de CI|-BV
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este aspecto no ha sido estudiado, y las inferencias que se tienen es por su
presencia o ausencia en el pellet celular y/o en el sobrenadante del cultivo (Labbé
et al., 1991; Sabara et al., 1991., Palomares, 1999). La relevancia de la
localizacion celular de la proteinas estructurales es que aunque se alcancen las
concentraciones 6ptimas (desde el punto de vista estequiométrico), esto no
implica que las proteinas estén en contacto para ensamblarse. Jiang et al. (1998)
estudié la produccion de las PPV 2/6 y 2/6/7 de rotavirus en células Sf9 mediante
la coinfeccion con tres baculovirus. Las 2/6/7 PPV’s se encontraron en el
sobrenadante del cultivo mientras que las 2/6 PPV's en el citoplasma celular.
Realizando un analisis estequiomeétrico se observd que la concentracion de VP7
era mas que suficiente para ensamblarse a las 2/6 PPV’s y obtener mayor
rendimiento en la produccion de la capside 2/6/7. Este resultado se atribuy6 a que
probablemente la proteina VP7 (glicosilada) era liberada al medio antes de poder
ensamblarse con la 2/6 PPV que se encontraba en la célula.

Analizando la utilidad de las PPV's como vacunas (2/6 PPV'’s de rotavirus), las
ventajas del sistema de CI-BV para expresar capsides virales, la complejidad del
proceso en conjuncion con la influencia de diferentes factores en el éptimo
ensamblaje y rendimiento en la produccién de PPV's, hacen necesario el estudio
del ensamblaje y produccion de PPV's en el sistema de CI-BV, con el objetivo de
desarrollar estrategias racionales de produccion de PPV’'s. Este estudio se
realizara inicialmente con la 2/6 PPV, y estos resultados serviran para

extrapolarlos a la produccion de otras capsides virales.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Estudiar la produccion de la pseudo-particula viral 2/6 de rotavirus desde una

perspectiva celular y cinética para desarrollar estrategias racionales de produccion
de PPV'’s de rotavirus.

3.2. Objetivos especificos

Desarrollar un método objetivo y cuantitativo para la determinacion del titulo viral
de baculovirus recombinantes.

Estudiar la localizacidén celular de las proteinas estructurales de rotavirus en las
celulas de insecto.

Determinar el efecto de la MDI en la concentracion maxima y en la velocidad

especifica de produccion de las proteinas estructurales de rotavirus.
Desarrollar un método de cuantificacién in vivo de la proteina estructural GFPVP2.

Implementar la cromatografia liquida (HPLC) para la cuantificacion y purificacién
de las PPV's de rotavirus.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Linea Celular

Se utilizé la linea celular BTI-Tn-5B1-4 (Invitrogen, USA) conocida comercialmente
como High Five ™. Esta linea proviene del ovario del lepidéptero Trichoplusia ni.
Todos los cultivos se realizaron con células del mismo lote celular mantenido en
nitrogeno liquido. En los experimentos de cinéticas de produccion, localizaciéon
celular y cromatografia liquida se trabaj6 con celulas entre los pases 45 y 60, para
evitar el efecto del pase en los resultados. Para el titulo del stock viral se utilizo la

linea celular Sf9 (ATCC CRL-1711) de ovario de pupa de Spodoptera frugiperda.

4.2. Medio de Cultivo

Se utilizé el medio de cultivo libre de suero SF-9001l (GIBCO-Invitrogen, USA), el
cual viene en estado liquido y estéril. Este medio esta formulado para cultivar
células de insecto (Sf9, Sf21, High Five ™), y su composicion es confidencial. Sin
embargo, algunos de sus componentes han sido determinados en diferentes
estudios (Schlaeger et al., 1996; Radford et al., 1997; Hu y Bentley, 1999;
Doverskog et al., 2000) Tabhla 4.1.

Tabla 4.1. Principales componentes del medio SF-900II

Componente Unidad Concentracion
Glucosa g/L 10
Maltosa a/L 12

Sacarosa g/L 2.05
Glutamina mM 10-14
Aminoacidos 2 mM 113
Pluronic F-68 presencia
Extracto de Levadura presencia

® Asp, Glu, Asn, Ser, His, Arg, Thr, Pro, Tyr, Val, Met, Ile, Leu, Phe, Trp, Lys, Cys y Ala.
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El Pluronic F-68 es un tensoactivo que se adiciona al medio de cultivo para
proteger las células de los esfuerzos de corte por agitacién. Los aztcares maltosa

y sacarosa son agregados para regular la osmolaridad del medio de cultivo.

4.3. Baculovirus Recombinantes

En la Tabla 4.2 se encuentran los diferentes baculovirus utilizados tanto en las

cinéticas de expresion como en los ensayos de inmunofluorescencia.

Tabla 4.2. Baculovirus recombinantes utilizados

Baculovirus Proteina Cepa Promotor Referencia
bac GFPVP2 GFPVP2 RF Poliedrina Charpillienne et al., 2001
(120 KDa)
bac VP2 VP2 RF Poliedrina Crawford et al., 1994
(102 KDa)
bac VP8 VP6 SA-11 Poliedrina Crawford et al., 1994
(44 KDa) -

* El baculovirus bac GFPVP2 codifica para la proteina de fusion GFP-VP2, que es una quimera compuesta

por la proteina VP2 y la proteina EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein), se referenciara la proteina
EGFP como GFP.

Los baculovirus bac VP2 y bac VP6 fueron donados por la Dra. Susana Lépez
(IBT-UNAM). El bac GFPVP2 fue donado por el Dr. Cohen (INRA-Francia). La
amplificacion de los lotes de virus se llevo a cabo en cultivos suspendidos (frascos
agitados) de 150 ml a multiplicidad de infeccién de 0.1 ufp/célula en células Sf9
(Spodoptera frugiperda).

El titulo viral fue calculado segun el método desarrollado en este trabajo y descrito
en la Seccién 5.1. (Mena et al., 2003).

4.4. Cultivos de Células en Suspension

Los cultivos se realizaron en matraces de 250 ml con 60 ml de medio de cultivo,
agitados a 110 rpm y mantenidos a 27 °C. Células High Five ™ con viabilidad
superior a 95% y en fase exponencial se sembraron a una densidad de 0.5*10°

células/mL y fueron infectadas en este mismo instante. Todos los ensayos fueron
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por duplicado, incluyendo los matraces control (sin infectar). Se tomaron muestras
cada 24 h post-infeccion para medir concentracion celular, viabilidad y expresion
de proteina.

4.5. Métodos Analiticos
4.5.1. Determinacién de concentracion, tamafo y viabilidad celular

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

determin6 con la técnica de exclusion de azul de tripano en un hematocitometro.

4.5.2. Cuantificacion de VP6 y GFPVP2

Las proteinas VP6 y GFPVP2 en pellet celular y sobrenadante se cuantificaron a
través de inmunodeteccion en geles desnaturalizantes de poliacrilamida, con un
gel concentrador al 4% y un gel separador al 8 o 12%. Las muestras se trataron
como sigue: se centrifugaron 500 uL de muestra a 10,000 rpm por 10 min. Las
células se resuspendieron en 20 pL de agua. Se tomaron 5 pL, se agregaron 10
uL de agua y 5 pL de solucion amortiguadora de lisis (200 mM Tris-HCI pH 6.8,
8% SDS, 0.4% azul de bromofenol, 40% glicerol, 1% B-mercaptoetanol). 15 pL de
sobrenadante se trataron con 5 pL de solucion amortiguadora de lisis. Las
muestras fueron hervidas 7 minutos y colocadas en el gel. Se corrieron a 15 mA a
corriente constante. Posteriormente, se transfirieron las proteinas a membranas
de nitrocelulosa (Millipore, USA) durante 1.5 h a 400 mVolts corriente constante, a
través de un sistema semiseco (Owl Scientific, USA) utilizando un sistema
discontinuo de soluciones amortiguadoras. Después de la transferencia, las
membranas se bloquearon 2 h con una solucién al 5% de leche descremada
(Carnation Nestle, USA) en una solucién amortiguadora de fosfatos (PBS). Las

proteinas recombinantes se identificaron a partir de una imunodeteccion en
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membrana de nitrocelulosa ("Western blot"). La membrana se incub6 2 h con un
suero de conejo antirotavirus YM (proporcionado por la Dra. Susana Lépez, IBT-
UNAM) a una dilucién de 1:3000 en PBS-0.1% leche. Después de 3 lavados con
PBS-leche 0.1% (1 de 15 min y 2 de 5 min), la membrana se incubé 1h con un
anticuerpo anti 1IgG de conejo conjugado con peroxidasa (Jackson
Immunochemicals, USA). Después de lavar, la membrana se reveld utilizando los
reactivos quimioluminiscentes ECL (Amersham, USA) y detectando |la sefal con
pelicula Kodak X-OMAT.

La cantidad relativa de las proteinas recombinantes se determiné a través de
densitometria de las peliculas del Western blot. Las peliculas se escanearon y las
bandas se midieron utilizando el paquete NIH Image 1.61/Fat. La intensidad y el
area resultantes de la medicion se multiplicaron para obtener lo que llamaremos
unidades arbitrarias densitométricas (UA). Para estandarizar entre geles, una
muestra de cada gel se corrié en un solo gel que se utilizé como estandar (gel

maestro).

La cuantificaciéon de proteina total se realizd6 mediante el microensayo de Bradford
(Bio-Rad, USA).

4.5.3. Cuantificacion in vivo de GFPVP2

Para cuantificar in vivo la proteina GFPVP2 fue necesario desarrollar una
estrategia experimental (los fundamentos de esta estrategia se discuten en la
Seccion 5.2). Se utilizé un espectrofluorimetro LS-55 y el software FL-Winlab
(Perkin-Elmer, U.K.).

La metodologia desarrollada es: Cuantificar por Coulter la concentracién celular de
la muestra a analizar y de un control (células sin infectar). Tomar el volumen
necesario para obtener 500,000 celulas, tanto de la muestra como del control.
Centrifugar la muestra y el control a 14,000 rpm durante 10 min. Remover el
sobrenadante. Adicionar 1.5 ml de buffer Tris-EDTA y agitar hasta homogenizar.
Centrifugar la muestra y el control a 14,000 rpm durante 10 min. Remover el
sobrenadante. Adicionar 0.5 ml de buffer Tris-EDTA y agitar hasta homogenizar.

Tomar 75 uL de la muestra y mezclarlos en la celda con 75 uL de buffer Tris-
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EDTA. Leer la fluorescencia en URF (unidades relativas de fluorescencia) a 510
nm excitando a 484 nm. La apertura del monocromador de la lampara debe ser
2.5 nmy la apertura del fotomultiplicador 20 nm.

4.5.4. Purificacion e identificacion de pseudo-particulas virales

La purificacién de pseudo-particulas virales en cinéticas con células infectadas con
bac GFPVP2 y/o bac VP6 se llevo segun la siguiente metodologia:

El pellet celular se disolvié en buffer lisis (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 2 %
deoxicolato de sodio) y se sonicé durante 3 min con intervalos de 10 segundos.
Posteriormente se centrifugé a 10,000 rpm por 10 min. Se separé el sobrenadante.
En tubos de ultracentrifuga (Beckman, U.K.) se adicion6 1.89 g de CsCl (0.42
g/mL) con el sobrenadante hasta el volumen de 4.5 ml. Se centrifugd durante 18h
a 35,000 rpm en un rotor SW 50.1 (Beckman, U.K.). Se recolectaron las bandas
que constituyen las PPV. La pureza e identidad de las PPV se confirmaron por
inmunodeteccion en membranas de nitrocelulosa (ver Seccion 4.5.3).

Los sobrenadantes de medio de cultivo se ultracentrifugaron (2h, 25,000 rpm, rotor
SW 28) a través de un colchdn de sacarosa ultrapura (GIBCO, USA) al 35% p/v en
solucién TNC (1.58 g/L Tris.HCI, 8.18 g/L NaCl, pH 7.5). Se purificaron las PPV'’s
del pellet obtenido utilizando gradientes de cloruro de cesio en buffer TNC.

4.5.5. Caracterizacion y cuantificacién de PPV’s por HPLC

Para la implementacién de la cromatografia liquida se utiliz6 un HPLC marca
Waters™ (Massachussets, USA) con los siguientes componentes:

. Sistema de bombas Waters 626

° Controlador Waters 600S

. Detector de fluorescencia Waters 2475 (Aexc 484 nmy Aem 510 nm)

s Detector de arreglo de diodos Waters 929 (A= 280 nm)

. Software Millenium 32™

El flujo utilizado fue 0.9 mL/min a 37 °C de buffer Tris-EDTA (10 mM-0.1 mM).
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Se utilizaron las columnas de permeacion en gel Waters Ultrahydrogel 500 y
Waters Ultrahydrogel 2000.

4.6. Inmunofluorescencia

En placas de 12 pozos sobre discos de vidrio (24 mm) se sembraron 96,000
células infectadas a MDI de 5 ufp/célula en un volumen de 1 ml. A las 48 h post-
infeccion se retiré el sobrenadante y se lavé dos veces el disco (con las células)
con PBS. Se adicioné 1 ml de solucién fijadora (PBS-2% formaldehido) y se dejo
en reposo por 15 minutos. Para permeabilizar y bloquear se adicion6 1 ml de
solucién PBS (50 mM NH4Cl, 0.3% Tritron X-100, 2% BSA) y se dejo en reposo
por 15 min. Seguido se lavé tres veces con PBS (50mM NH4CI). Posteriormente
se adicionaron 100 uL del anticuerpo primario y se dejoé reposar por 1 h. Los
anticuerpos se diluyeron 1/100 en PBS (50 mM NH4CI, 0.1% BSA) (Tabla 4.3). Se
lavo tres veces con PBS-50 mM NH4CIl. Se adicionaron 100 pL del anticuerpo
secundario (acoplado a un fluoroforo). Se lavé tres veces con PBS (50 mM
NH4Cl). Se separé el disco y se colocod sobre un portaobjetos con una gota de
Cytofluor (Molecular Probes, USA). Se dejé en la oscuridad y a =70 °C hasta
analizar las muestras en microscopio confocal (MRC-300, Bio-Rad) o de
epifluorescencia (Eclipse TE300, Nikon).

Tabla 4.3. Anticuerpos utilizados

Anticuerpo Clase Origen Antigeno
255/6 Monoclonal Raton o VP6
8A2 Monoclonal Raton VP2
GFP Monoclonal Raton GFP
YM Policlonal Conejo proteinas Rotavirus
Alexa Fluor 488 * Policlonal Cabra IgG ratén
Alexa Fluor 568 * Policlonal Cabra IgG ratén
Alexa Fluor 488 ® Policlonal Cabra IgG conejo
Alexa Fluor 568 * Policlonal Cabra IgG conejo
Tubulina Monoclonal Raton Tubulina

® Alexa —Fluor es marca registrada de Molecular-Probes (USA). Alexa-fluor 488 en verde. Alexa-
Fluor 568 en rojo.
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4.7. Microscopia electronica

Las PPV’s purificadas por gradiente de CsCl y HPLC fueron sometidas a analisis
por microscopia electréonica con tincién negativa. 10 uL de PPV'’s se fijaron en
rejilla de 200 mesh (con Formvar y carbon) durante 1 min. Posteriormente se lavo
con agua la rejilla y se coloco en contacto con 10 uL de solucion de acetato de
uranilo (2% acuoso) durante 1 min. Se lavé la rejilla con agua y se dej6 secar bajo
luz de lampara. La observacion se realizé en microscopio electréonico Zeiss EM
900 (Zeiss, Alemania) en aumentos desde 3,500 hasta 140,000. La preparacion de
las muestras y la micrografias fueron realizadas por Rebeca Najera y Dra. Rosana
Sanchez, en la unidad de microscopia electronica del |IBt-UNAM.

4.8. Consideraciones matematicas
4.8.1. Calculo de la velocidad especifica de produccion de proteina

El calculo de la velocidad especifica se realizé segun el modelo cinético de
Luedenking-Piret (Ecuacion 4.8.1). Este modelo contempla que la cinética de
produccion puede ser asociada al crecimiento (dependiente de ) y/o asociada a la

concentracion celular (dependiente de X):
dP/dt = (oxu+p) X (Ecuacion 4.8.1)

donde ay P son parametros cinéticos, i la velocidad de crecimiento y X la
concentracion celular. En el cultivo de células de insecto la infeccién viral (MDI,
TDI) afectan la velocidad de crecimiento; las células infectadas cesan de crecer y
el crecimiento celular esta dado por las células no infectadas. La produccion de
proteina depende de las células infectadas y viables, por lo tanto la produccion de
proteina no esta asociada al crecimiento y el término significativo en la cinética de
produccion en la Ecuacion 4.8.1 es .
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La ecuacion de Luedenking-Piret es una ecuacion diferencial de primer orden que

después de resolverla por el método de variables separables, se reduce a la
expresion:

P=Po+p ,[Xv dt ; 0—t (Ecuacion 4.8.2)

Donde P y Pq es la concentracién de proteina al tiempo 0 y t (respectivamente), y
Xy la concentracion celular viable.

En t = 0 no existe produccién de proteina por lo que Py = 0. Entonces despejando
B de la Ecuacién 4.8.2.

B= P/ij dt ; 0t (Ecuacion 4.8.3)

siendo B la velocidad especifica de produccién de proteina (g/célula*h).

El termino _[X\, dt, es el indice de viabilidad (células*h/L), y se puede estimar por el

area bajo la curva de la grafica de células viables con respecto al tiempo (Luan et
al., 1987; Ramirez y Mutharasan, 1990).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo el estudio del ensamblaje de PPV’s de rotavirus se dividié en
cuatro secciones. En la primera se desarroll6 un método de titulacion viral objetivo
y cuantitativo. En la segunda seccién se estudio el proceso de ensamblaje a nivel
celular, analizando la localizacion de las proteinas estructurales cuando se
expresaron independientemente o en coinfecciéon. En la tercera parte se analizo la
produccién de las proteinas estructurales desde el punto de vista cinético y el
efecto de la MDI en la velocidad de produccion y en la proteina maxima
alcanzada. Por ultimo con el fin de desarrollar estrategias cuantitativas y objetivas
de analisis de PPV's se estudié la implementaciéon de la cromatografia liquida
como herramienta para el analisis de PPV'’s.

5.1. Nuevo método de titulacion de baculovirus recombinantes.

Para utilizar la MDI como herramienta para manipular las velocidades de
produccién y concentraciones de proteinas estructurales, es necesario poder
determinar objetiva y exactamente el titulo viral de los lotes de baculovirus a
utilizar. Los métodos tradicionalmente utilizados para la determinacién del titulo
viral son largos, costosos y subjetivos, por lo tanto fue necesario desarrollar un
método para la cuantificaciéon del titulo viral. El método que a continuacion se
describe esta basado en la relacion entre la viabilidad celular y el titulo viral, ya
que el baculovirus es un virus litico. Se trata de un ensayo de viabilidad con MTT
(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio, Sigma-Aldrich, USA) que
se cuantifica por absorbancia, lo que elimina la subjetividad en la determinacion
del titulo viral, tradicionalmente evaluado por los efectos citopatolégicos causados
por el baculovirus. Por medio de este método se determinaron titulos virales en el
rango 1x10° ufp/mL hasta 1x10'® ufp/mL con una reproducibilidad + 0.15 Log
comparado con el valor tipico + 0.5 Log de los métodos tradicionales. Ademas se
logré disminuir el tiempo de ensayo de 10 a 6 dias. Este método puede ser
extrapolable para la titulacion de otros virus liticos.
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Titration of Non-Occluded
Baculovirus Using a Cell
Viability Assay
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The insect cell-baculovirus system is
a transient expression system in which
the gene of the protein of interest is de-
livered to the insect cell by a recombi-
nant baculovirus. It has been shown that
the final concentration and the rate of
expression of the recombinant protein
are determined by the multiplicity of in-
fection (MOI) employed (10,12). Accu-
rate MOI can only be obtained when the
baculovirus stock is titrated with a pre-
cise and reproducible method. Unfortu-
nately, commonly utilized methods,
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such as the endpoint dilution assay,
have a very high variability. This vari-
ability is inherent to biological entities,
but it is also a result of the qualitative
evaluation methods usexd for identifying
infected cells, especially when a re-
porter protein, such as P-galactosidase,
is not available. Such qualitative evalu-
ation methods are based on the subjec-
tive differentiation of imfected from un-
infected cells, whichi can only be
accurately performed bry highly trained
personnel on a labor-ingensive task. The
variability of virus titering assays has
been recognized by regulating agencies,

which accept variations of viral titers of

£0.5 log; o (4). Reducinig the subjectivi-
ty and variability of virus titering assays
would increase the reproducibility be-
tween runs infected with diftferent viral
stocks. Accurate virus fitration is espe-
cially relevant in Preduction strategies
where two or more recombinant bac-
uloviruses (each encodting for a differ-
ent protein) are simuktaneously used,
such as in virus-like particle production.
In particular, it has beem shown that the
stoichiometry between the recombinant
proteins depends on the ratio between
MOIs of each baculovirws (10.12).
Several fast and less subjective
methods for baculovirus titration have
been proposed. Most resly on a reporter
protein, such as GFP or 8-galactosidase.
for identiying infected wells in endpoint
dilution assays (1,13). However, a re-
porter protein is not always available or
desirable. Others rely omn the use of anti-
bodies against baculoviral proteins and
require expensive immunoreagents not
widely available (5). In this work, virus
titration was performed utilizing a via-
bility assay based on the cleavage of the
tetrazolium ring of 3-(4_5-dimethylthia-
zol-2-yl1)-2,5-diphenyl tetrazolium bro-
mide (MTT; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) by a mitochendrial dehydro-
genase in viable cells (&). The resulting
product, a magenta water insoluble for-
mazan salt, allows the objective quan-
tification of viable cells: through the use
of a spectrophotometer. Because the
baculovirus is a lytic virus, it can be ex-
pected that infection will reduce cell
growth. Such a reduction should be
dose-dependent and can be estimated
by measuring the viable: cell concentra-
tion using MTT and cam be correlated to
the viral titer. MTT wiability assays

have been previously used for the titra-
tion of virus, [e.g.. rotavirus (3)] or for
titering antiviral compounds (6,11).

The first step for the setup of the as-
say was to obtain a curve of viable cell
concentration against the absorbance of
the formazan salt produced. Exponen-
tially growing Sf9 insect cells (ATCC
CRLI1711) with a viability higher than
95% were used in all assays. From | x
103 to 2 x 106 viable cells per well were
seeded in flat-bottomed 96-well plates
in 50 uL SOOI medium (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). MTT stock solu-
tion (10 uL; 5 g/L) was added to each
well. Plates were incubated in agitation
for 2 I, centrifuged at 2000x g for 10
min in an Eppendorf® 5810R centrifuge
(Hamburg, Germany), and the super-
natants were discarded. The magenta
salt crystals were solubilized with 50
pL. DMSO or acidified isopropanol (0.1
M HCI). As crystals were solubilized
faster in DMSO and isopropanol was
volatile, DMSO was used in all subse-
quent assays. Absorbance was mea-
sured at 570 nm in a microplate reader
(model 530; Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA). The assay proved
to be linear (abs = 8 x 10-0x + 0.0147 R?2
=0.9952, where x is viable cell concen-
tration) at cell concentrations below
50000 cells/well. From this result, it
was decided to seed 5 x 103 cells/well
for titration assays. Such low initial cell
concentration allowed that the response
remained linear even it cell growth oc-
curred during the incubation time,

Viral stocks of three different recom-
binant baculoviruses (Amographa cali-
Jornica nucleopolyhedrovirus) were
titrated using the proposed method.
They contain the genes for human pla-
cental secreted alkaline phosphatase
(SeAP, kindly donated by Dr. Alan
Wood, BTL. Cornell University, Ithaca,
NY, USA). VP6 of rotavirus SAlI
(kindly donated by Dr. S. Lépez, IBT-
UNAM, Mexico), and the fused gene of
GFP and VP2 of rotavirus (kindly do-
nated by Prof. J. Cohen, INRA, France)
(2). All recombinant genes were under
control of the polh promoter. Two
plates were used for the titration of each
viral stock. Ten microliters of serial di-
lutions of the viral stock (from I to 1 x
10-19) were added to the plates, using
16 wells/dilution and 16 wells as unin-
fected controls. Six days after infection,
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plates were treated as described for the
viable cell concentration curve. Figure
I shows mean values and standard de-
viations of data obtained from three in-
dependent assays of the SeAP viral
stock. It can be observed that the results
obtained in the three assays were very
similar. To determine the TCLDs, data
were adjusted using Sigmaplot 5.0
(SPSS, Chicago. IL, USA) to the fol-
lowing equation of a sigmoid curve:

a
L+ 2}
(D“- (Eq. 1]

where }"is absorbance, Y is the mini-
mum absorbance (minimum viable cell
concentration detected, 100% of the re-
sponse). a is the maximum absorbance
(0% of the response), D is dilution, D
is the dilution at which the response
was 30% (1/TCLDsg), and b is a slope
factor. The line in Figure 1 depicts the
curve obtained from the model, which
represented the data with a confidence
level higher than 99%, according to an
analysis of variance. To obtain the val-
ue of TCLDsg/mL, the following equa-
tion can be used:

Y=Yy+

1
TCLDsy/mL =
DV (Eq.2]

where V is the volume of viral dilution
added per well. Determination of the

o4d T

o

w
1
3

Absorbance
[=]
(5]
L

0O T T T T T T

4110 9 8 7 6 -5 4 -3 21 0
log of the dilution factor

Figure 1. Proposed MTT colorimetric method
for baculovirus titration. Each point represents
the mean value of three independent determina-
tions. Error bars represent the standard deviation
between the experiments. In some cases, the error
bars are smaller than the symbols shown. The con-
tinuous line represents the best fit 1o Equation 1, as
determined from the least squares method. The val-
ues of parameters in Equation | for the data shown
area. 0.33; b, 0.8; Dy, 2.8 % 108 and 1, 0.03.
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TCLDsg/mL for each independent set
of data resulted in an average value of
3.6 x 107, with a standard deviation of
5.2 x 10°. That is, the standard devia-
tion obtained was of £14%. Results ob-
tained with the other viral stocks were
similar to those shown in Figure 1., with
standard deviations ranging from 10%
to 30%, much less than what is typical
in other titration assays (4.7).

Endpoint dilution and MTT assays
were performed in parallel to compare
the results obtained from the proposed
method with those from traditional
methods. For the endpoint dilution as-
say, 37500 cells in 50 puL were added
per well along with 10 uL serial dilu-
tions of the GFP-VP2 wiral stock.
Twenty-four wells were used for each
dilution. After four days of incubation,
infected wells were identified by the
fluorescence of GFP in an Eclipse
TE3000 inverted microscope (Nikon,
Tokyo, Japan) with a Nikon B-2A filter.
The tissue culture infectious dose
(TCID) for 50% of the wells to become
infected was determined by the Reed
and Muench method (9). Figure 2
shows results obtained using the end-
point dilution and the MTT assays. A
linear relation with a high correlation
coefficient was consistently obtained
between TCLDsy and TCIDs, al-
though the former was lower than the
latter. Identical TCLDs, and TCIDsg
values were obtained when the incuba-
tion time of the MTT assay was in-
creased to 14 days. Nonetheless, with a

six-day incubation period. reliable
9
y=0912x + 1.674 2= 1000
B4
o5
=
(=]
a 71
5]
-
g
6
5 T T T
4 5 8 7 B
log TCLDg, mL!

Figure 2. Correlation between TCLDg, values
obtained from the proposed MTT assay and
TCIDgy values obtained from endpoint dilu-
tion assays. The equation represents the linear
regression between both data.

results were obtained with the conve-
nience of a shorter assay time (see cor-
relation in Figure 2). For the calcula-
tion of virus titers in plaque-forming
units (pfu). TCLDgy/mL values were
converted to TCIDsy/mL and then to
pfu/mL by the following equations:

log TCID:,/mL = 0.912(log TCLDsy/mL)
+1.674 (Eq. 3]

[Eq. 4)

Equation 3 was obtained from the lin-
ear regression shown in Figure 2. The
factor of 0.69 has been derived previ-
ously for converting TCIDsy/mL into
pfu/mL (9).

The proposed MTT method has
been used extensively in our laboratory.
The proposed MTT assay gave repro-
ducible results with all the recombinant
baculoviruses tested. Morcover, the
proposed assay was less labor imtensive
than traditional methods, and the result
relied on objective absorbance read-
ings. In addition, the availability of
continuous (different values in the
range of 0% to 100%) rather than only
discrete data (positive or negative) al-
lowed the use of all the information for
the statistically significant determina-
tion of viral titers. The proposed MTT
method allowed the accurate titration
of viral stocks in which no reporter pro-
tein is present. To our knowledge, this
is the first report in which a method of
this type is proposed for titration of
baculovirus. With this method, we have
been able to manipulate accurately the
concentration of recombinant proteins
that constitute the rotavirus-like parti-
cles by manipulating the MOL

pfu/mL = TCIDgg/mLx 0.69
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Extended Stability of Tag
DNA Polymerase and T4
DNA Ligase at Various
Temperatures

BioTechniques 34:264-268 (February 2003)

In biological research over the last
generation, the importance of enzymes
that copy, cut, or alter DNA in some
way cannot be overestimated. Despite
the extensive use of these enzymes in
numerous technological applications.
surprisingly little effort has been ex-
pended on how to best store and wrans-
port them. In 2000, Clark et al. (2) pub-
lished evidence of long-term (12
months) stability of three different re-
striction enzymes at ambient tempera-
tures and seven-day stability at room
temperature for 23 different restriction
enzymes. Their results contrast the
commonly held belief that restriction
enzymes are unstable and rapidly lose
activity if not carefully maintained in a
chilled environment. It is presumed that
DNA-modifying enzymes need 1o be
stored, shipped, and chilled or risk
heavy losses of enzymatic activity. Af-
ter reading of the extended activity of
certain restriction enzymes at ambient
temperatures, a question that comes 10
mind is whether or not other enzymes
commonly used in a molecular biology
laboratory are also stable at elevated
temperatures. Here [ tested the activity
of T4 DNA ligase and 7ag DNA poly-
merase, following storage of up to six
months at -20°C, 4°C. room tempera-
ture (approximately 22°C), and 37°C.

The enzymes examined were Tag
DNA polymerase in storage bufter A (3
U/uL: Promega, Madison. WI, USA)
and T4 DNA ligase (I U/ulL; USB.
Cleveland OH, USA).

T4 DNA ligase was stored at -20°C,
4°C, room temperature. and 37°C.
Aliquots were removed and tested for
activity at seven predesignated time
points: one day, three days. seven days,
14 days, 28 days, three months, and six
months. Before initiating the experi-
mental trials, seven idenmtical tubes of
DNA ligase master mixture were creat-
ed (one for each time point) and stored
until use at -20°C. The DNA ligase
master mixture contained A DNA di-

gested to completion with the restric-
tion enzyme HindIIl and T4 DNA lig-
ase buffer (USB). At each of the time
points, nine microcentrifuge tubes
(200 pL) were set up and labeled. Each
tube received 19 uL of the master mix-
ture (contains 1x ligase bufferand | pg
A DNA) and either 1 uL distilled water
(negative control) or | ulL (1 U) T4
DNA ligase. The T4 DNA ligase from
each storage temperature was dis-
pensed into 1wo tubes. One tube from
each set was incubated at 16°C for 2 h;
the other was incubated at 16°C for 18
h. Each ligation reaction (20 pL total)
included 1 U T4 DNA ligase and 1 g
restriction enzyme-digested A DNA.

Following the 16°C incubation. the
samples were stopped by the addition
of gel electrophoresis loading dye and
stored at -20°C until analysis by gel
electrophoresis. Twelve microliters of
each sample were analyzed by standard
0.8% agarose gel electrophoresis. Gels
were stained with ethidium bromide (1
meg/mL) for 30 min and destained in
distilled water for 60 min.

Tag DNA polymerase was stored at
-20°C, 4°C, room temperature, and
37°C. Aliquots were removed and test-
ed for activity at seven predesignated
time points: one day. three days. seven
days, 14 days, 28 days, three months.
and six months. Before initiating the
experimental trials, seven identical
tubes of PCR master mixture and seven
identical tubes of human DNA were
created (one set for each time point)
and stored until use at -20°C. The hu-
man DNA was a crude preparation gen-
erated by a cheek cell wash and a
Chelex® extraction as described by
Bloom et al. (1). The PCR master mix-
ture contained PCR buffer (Promega),
MgCl,, dATP, dCTP, dGTP, dTTP, and
three sets of PCR primers. The primers
(HUMTHOI, TPOX, and CSFIPO) are
all well-studied primers in use in the
human forensic DNA community (see
http://www.cstl.nist.gov/div83 1/strbase/
str_fact.htm for primer sequences and
details). Each reaction consisted of the
following: 2.5 uL 10x PCR buffer, 2.5
puL 25 mM MgCls, 4 uL dNTP mixture
(1.25 mM each dATP, dCTP, dGTP, and
dTTP), 0.5 pL each of the six primers
(allat S0 uM), 3 uL DNA. 0.2 puL (1 U)
Tag DNA polymerase, and 9.8 uL dis-
tilled water.
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5.2. Localizacion celular de proteinas estructurales de rotavirus en CI-BV

Existe poca informacion sobre la localizacién de las proteinas de rotavirus en las
células de insecto, y la informacion que se tiene no es por una observacién directa
sino por inferencia indirecta de resultados experimentales. El interés en la
localizacion celular de las proteinas estructurales y las PPV'’s en el sistema CI-BV
es identificar si las proteinas de rotavirus (VP2 y VP6) interactian dentro de la
célula para ensamblarse. Y si el ensamblaje sucede in vivo, determinar en qué
lugar se lleva a cabo. Estas preguntas son relevantes para el disefio de
estrategias de produccion y mas aun para el proceso de purificacion. Algunos
estudios han reportado la localizacién celular de las PPV’s de diferentes virus.
Rose et al. (1993) reportaron que, a las 72 h.p.i., las PPV's de papilomavirus
humano se encontraban preferentemente ensambladas en el nucleo de células
Sf9. A su vez, Kanesashi et al. (2003) reportaron que las PPV's del Simian Virus
40 (proteina VP1) también se localizan en el nucleo de las células Sf9.

5.2.1. Localizacién de VP6

Células High Five ™ infectadas con bac VP6 a MDI 5 (ufp/célula) a 24 y 72 h.p.i.
fueron analizadas mediante inmunofluorescencia.

En la Figura 5.1. se observa el patron de localizacién de VP6. En las primeras 24
h.p.i. la proteina VP6 se difunde en el citoplasma y después de las 48 h.p.i. se
estructura en forma fibrilar. En ese ensayo se utilizé un anticuerpo policlonal. Para

confirmar el patrén fibrilar se realizé el mismo ensayo pero con un anticuerpo
monoclonal anti-VP6.
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Figura 5.1. Inmunofluorescencia de células High Five™ infectadas con bac VP6.

Control

Anticuerpo primario YM, anticuerpo secundario Alexa Fluor 568. A) 24 h.p.i. (60 X + 1
Zoom digital). B) 24 h.p.i. (60 X + 1.5 Zoom digital). C) 48 h.p.i. (40 X + 3 Zoom digital). D)
48 h.p.i. (60 X + 2.5 Zoom digital). E) Control sin infectar. Fotografias tomadas en

microscopio de epifluorescencia.

En la Figura 5.2. se observé que evidentemente VP6 forma un patrén fibrilar
dentro las células. El 100 % de las células infectadas con bac VP6 tenian este
patron a las 48 h.p.i. De esta localizacién de VP6 se podria inferir que
posiblemente |la proteina se asocia a alguna de las estructuras del citoesqueleto.
Para corroborar o debatir esta posibilidad se hicieron ensayos donde se identificd

la localizacién de VP6 y de tubulina.
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Figura 5.2. Inmunofluorescencia contra VP6 en ceélulas infectadas con bac VP6 a MDI de

5 (ufp/célula). Anticuerpo primario VP6, anticuerpo secundario Alexa Fluor 488.

Fotografias a 48 h.p.i. (40 X) tomadas en microscopio de epifluorescencia.

En la Figura 5.3. se observa que las fibras de VP6 no colocalizan con los
microtibulos de las células High Five ™ . Tanto en el control sin infectar como en
las células infectadas se observé un patrén difuso en la tubulina. Este patron
difuso ya habia sido reportado en células Sf9 por Kuriyama et al. (1994) y Dagget
et al. (1998).

También se ha reportado que la infeccién por baculovirus reorganiza el
citoesqueleto de las células. Estos arreglos pueden inducir una condensacién de
la actina y/o un patrén difuso en la tubulina (Roncaratti et al., 1997; Sharp et al.,
1997; Dreschers et al., 2001). Pero a su vez la sobrexpresion en el sistema de CI-
BV de proteinas que polimerizan y/o se asocian a microtubulos puede generar
patrones fibrilares similares a los observados con VP6 en la Figura 5.3.A
(Kuriyama et al., 1994; Sharp et al., 1997; Frappier et al 1999; Dagget et al., 1998).
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Figura 5.3. Localizacion de VP6 y Tubulina. VP6: anticuerpo primario YM, anticuerpo
secundario Alexa Fluor 568. Tubulina: anticuerpo primario Tubulina, anticuerpo
secundario Alexa Fluor 488. A) y D) VP6 a 48 h.p.i.. B) y E) Tubulina a 48 h.p.i.. C) y F)
Superposicion de imagenes. Fotografias tomadas en microscopio de epifluorescencia (40
X 1 zoom digital).

VP6 es una proteina que presenta polimorfismo estructural dependiendo del pH y
de la fuerza i6nica (Figura 5.4.B). Inicialmente VP6 se ensambla en forma de
trimeros, debido a una fuerte interaccion hidrofébica de su dominio H (parte
superior). Posteriormente dependiendo del pH y la fuerza idnica del ambiente
puede ensamblarse en esferas, tubulos (Figura 5.4.A) o pequefios agregados.
VP6 se asocia en forma de tubulos a pH entre 6 y 8, y fuerza iénica entre 0-0.45
M. Las celulas de insecto tienen un sistema amortiguador de pH eficiente, que
puede equilibrar diferencias de 1 unidad con respecto al pH extracelular. El pH
fisiologico de las células de insecto sin infectar es 7.0 y en la infeccién puede
llegar a ser alrededor de 7.1 (Medina et al., 1995). El pH fisiolégico y la alta

capacidad de regulacion del mismo por las células de insecto dan las condiciones
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para que VP86 polimerice y forme posiblemente una estructura tubular (Mathieu et
al., 2001; Lepault et al., 2001)

Figura 5.4. Formacién de microtibulos y polimorfismo de VP6. A) Tubulos de VP6 en el
interior de célula High Five ™ (Superposiciéon de fotografia de contraste de fases e
inmunofluorescencia. 60 X 1.5 zoom digital). B) Diagrama de fases de VP8 dependiente
de pH y fuerza iénica (Molar) (Tomada de Lepault et al., 2001).

5.2.2. Localizacién de GFPVP2 y VP2 (RF)

La formacion de la nucleocapside (2 PPV) a partir de la proteina VP2
presumiblemente es el paso inicial en la formacion de 2/6 PPV. Se ha reportado
que la VP2 cuando se expresa en células de insecto se encuentra en la fraccion
insoluble del pellet celular (Labeé et al., 1991, Palomares et al., 2002). La funcién
de VP2 ademas de formar el nucleo, es empaquetar y organizar el material
genético, con dos proteinas mas (VP1, VP3) al interior del nucleo (Estes y Cohen,
1989).

En inmunodetecciones hechas inicialmente (Seccion 5.3.2) se observaba alta

M sobre las proteinas VP2 y

actividad proteolitica de las células High Five T
GFPVP2. Estructuralmente la proteina VP2 consta de 880 aa. Los enlaces en el
aa 92 y 132 son lugares sensibles a la accion de proteasas (Labeé et al., 1991).
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La region amino terminal es donde interacciona con VP1, VP3 y el RNA.
Aprovechando que la region amino terminal no intervenia en el ensamblaje de la 2
PPV, Charpiliene et al. (2001) eliminaron los primeros 92 aa (punto accesible a
proteasas) e insertaron en su lugar la proteina GFP de 238 aa. La insercion de la
GFP no afecté el ensamblaje, sin embargo, dada la susceptibilidad a protedlisis de
la proteina GFPVP2, fue necesario determinar si la sefial obtenida a través de la
fluorescencia de GFP corresponde a la proteina de fusion GFPVP2. Para
determinar esto se realizé una inmunofluorescencia de VP2 y se comparé con la
fluorescencia intrinseca de la GFP.

En la Figura 5.5. se observa la localizacién de la GFPVP2. En verde la
fluorescencia emitida por la GFP y en rojo la fluorescencia emitida por el
anticuerpo (Alexa Fluor 568) acoplado al policlonal contra las proteinas de
rotavirus. En las Figura 5.5.C y Figura 5.5.F se observa al superponer las
fotografias, que si colocalizan GFP y VP2. Esto indica que la observacion de la

GFP es representativa de la localizacién de GFPVP2.
.

Figura 5.5. Localizacion celular de GFPVP2. Anticuerpo primario YM, anticuerpo

secundario Alexa Fluor 568. A ) y D) Inmunofluorescencia de VP2. B) y E)
Fluorescencia intrinseca del segmento GFP de la GFPVP2. C) y F) Superposicion de

las imagenes. Fotografias tomadas en microscopio confocal (60 X).
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Era atn necesario comprobar que la proteina de fusién tiene una localizacion igual
de la proteina VP2 nativa. Se hicieron ensayos infectando con bac VP2 a MDI 5
(ufp/célula). La localizacién de VP2 se determind con anticuerpos monoclonales y

policlonales.

En la Figura 5.6. se observa que el patron que forma VP2 (Figura 5.6.A) es
similar al de la proteina GFPVP2 (Figura 5.6.B). Es un patrén granular
probablemente distribuido en la membrana celular. Este resultado se observa
tanto para el anticuerpo policlonal y monoclonal. Se analizaron cortes 6pticos de
células infectadas mediante microscopia confocal para discernir si GFPVP2 y VP2
estan en la membrana celular. En la Figura 5.7. se observa el corte sagital (mitad
de la célula), para células infectadas individualmente con GFPVP2 y VP2. En esas
micrografias se observa que las proteinas (GFPVP2 y VP2) se encuentran
formando un aro alrededor de la célula y no estan presentes en el citosol. Este
resultado indicaria que probablemente las proteinas se encuentren asociadas a la

membrana celular.

Figura 5.6. Células High Five ™ infectadas con bac VP2 o bac GFPVP2 a MDI 5
ufp/célula. A) Inmunofluorescencia de VP2. B) Fluorescencia de GFPVP2. Fotografias

tomadas en microscopio de epifluorescencia (60 X y 1.5 zoom digital).
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A
Figura 5.7. Cortes sagitales de celulas High Five™ expresando VP2 o GFPVP2. A) VP2.

B) GFPVP2. Fotografias tomadas en microscopio confocal (60 X).

Se ha reportado que VP2 tiene la capacidad para adherir de manera no especifica
acidos nucleicos. VP2 tiene dos “motifs” (Zipper de leucina) caracteristicos de las
proteinas que se adhieren a acidos nucleicos por interaccion hidrofébica.
Probablemente esta interaccion hidrofébica sea por la que VP2 se adhiere a la

membrana celular (Labbé et al., 1991).

5.2.3. Localizacién celular de VP6 y GFPVP2 en coinfecciones

Con el interés de observar si las proteinas VP2 y VP6 interactuaban cuando se
coexpresan en una misma ceélula, se realizaron coinfecciones con bac VP6 y bac
VP2 a MDI 5 ufp/célula cada uno, para identificar algin cambio en el patrén de
localizacién comparado cuando se expresaron las proteinas VP6 y VP2
individualmente.

En la Figura 5.8. se observa que el patron fibrilar que VP6 presentaba al 100%
(Figura 5.2)cuando se expresaba independiente, cambié a un patron granular. En
esta imagen se contrasta con células que todavia tienen el patrén fibrilar para
hacer mas evidente el cambio de patrén a granular. Para comprobar si estos
granulos se encontraban en la membrana celular o en el citoplasma se hicieron

cortes sagitales en confocal.
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Se observa en la Figura 5.9. los granulos de VP6 estan dispersos por la célula.
Esto probablemente indicaria acumulaciones de proteina VP6 disponibles para
ensamblarse y/o tal vez 2/6 PPV's ensambladas.

Figura 5.8. Localizacion de VP6 en células High Five ™ coinfectadas con bac VP6 y bac
VP2 a MDI 5 (ufp/célula). Anticuerpo primario VP6, anticuerpo secundario Alexa Fluor
488. Fotografias tomadas en microscopio de epifluorescencia (40 X y 1.5 zoom digital).

Figura 5.9. Cortes sagitales de células High Five ™ coinfectadas con bac VP6 y bac VP2
a MDI 5 (ufp/célula). Anticuerpo primario VP6, anticuerpo secundario Alexa Fluor 488.

Fotografias tomadas en microscopio confocal (60 X).

Para corroborar si la proteina VP6 al cambiar de patrén, colocaliza con la proteina
VP2, se hizo el ensayo de inmunofluorescencia coinfectando con bac VP6 y bac
GFPVP2. Mediante este ensayo en color verde se observé la fluorescencia de

GFPVP2 y en color rojo la proteina VP6.
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En la Figura 5.10 se observan células infectadas expresando una o ambas
proteinas (GFPVP2 color verde y VP6 color rojo). En la Figura 5.10.A y Figura
5.10.D se observan las células que expresaron la proteina VP6. En la Figura
5.10.B y Figura 5.10.E estan las células que expresaron la proteina GFPVP2. Al
superponer la imagenes (Figura 5.10.C y Figura 5.10.F) se observa que existe
colocalizacion (de GFPVP2 y VP6) en las células que expresaron ambas proteinas
(puntos amarillos). También se observa que el patron granular de VP6 solo se
presenté cuando se coexpreso con la proteina GFPVP2, porque en las células que
no expresaron GFPVP2 la proteina VP6 conserva su patrén granular.

.
Figura 5.10. Células High Five ™ coinfectadas con bac VP8 y bac GFPVP2 a MDI 5

(ufp/célula) de cada virus. Anticuerpo primario VP6, anticuerpo secundario Alexa Fluor

568. A) y D) Inmunofluorescenceia de VP6 B) y E) Fluorescencia intrinseca de GFPVP2.
C) y F) Superposicion de las imagenes. Fotografias tomadas en microscopio confocal (60
X).
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La distribucion de GFPVP2 en las células coinfectadas sigue siendo estrictamente
granular, pero existen granulos en el citoplasma y no solamente en las
membranas como sucede cuando se expresa solamente GFPVP2.

Aunque estos resultados no son determinantes para inferir que el ensamblaje
ocurre in vivo, se puede concluir que la coexpresion de GFPVP2 y VP6, alteran el
patron fibrilar de VP6 a un patrén granular distribuido en el citoplasma y la
membrana celular. Como ya se enunci6 anteriormente, este nuevo patron podria
indicar una reorganizacion de las distribucién de las proteinas estructurales en la
célula, para facilitar el abastecimiento de subunidades en la formacién de PPV's,
siendo este un primer indicio del ensamblaje in vivo de las PPV's de rotavirus. Una
de las perspectivas en trabajos futuros sera la implementacién de microscopia
electrénica para concluir esta hipotesis.

5.3. Cinéticas de produccion proteinas estructurales de rotavirus

La pseudo-particula viral 2/6 (2/6 PPV) esta conformada por 120 moléculas de la
proteina VP2 y 780 moléculas de VP6. Las moléculas de VP2 forman una
nucleocapside con geometria icosaédrica (T=1) de 50 nm (2 PPV). Las 780
unidades de VP6 inicialmente se estructuran en trimeros, obteniéndose 260
subunidades. Estas subunidades se acoplan encima de la nucleocapside (2 PPV)
y la estructura final es 2/6 PPV (con simetria icosaédrica T=13) de 70 nm de
diametro (Estes y Cohen, 1989; Mathieu et al., 2001). La produccién de esta
estructura estequiometricamente definida (2/6 PPV) puede ser optimizada en el
sistema de CI-BV, como se enuncié en la Seccion 2.2.4. Pero inicialmente es
necesario conocer el comportamiento cinético de la produccion de las proteinas
estructurales, el efecto de la MDI en la concentracion de proteina y velocidad de

produccion, el tiempo de produccién maxima de cada proteina, y si la proteina
VP6 se difunde al sobrenadante.
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5.3.1. Cuantificacion in vivo de GFPVP2

La utilidad de la proteina GFPVP2 es que puede ser monitoreada in vivo, debido a
la fluorescencia dada por la insercion de GFP. La proteina GFP esta conformada
por 238 a.a. (27 KDa). El croméforo esta constituido por los a.a. comprendidos
entre Phe 64 y GIn 69 y su interaccion con el Trp 57. La proteina debe estar
correctamente plegada para que estas interacciones moleculares se lleven a cabo
y fluorezca (Yang et al., 1996).

En la Figura 5.11. se observa el espectro obtenido de excitacion y emisiéon de la
EGFP (Molecular Probes, USA), que fue utilizada como estandar. La longitud

maxima de excitacion (Aexc) fue 484 nm y la de emision (Aeym) 510 nm.
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Figura 5.11. Espectro de excitacion y emision de EGFP.
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La curva de estandar para determinar concentracion se realizd en el rango de 1
ng/mL a 1000 ng/mL (37 pM-37 nM). El buffer utilizado para diluir la proteina fue
Tris-EDTA pH 8.0. Para poder cuantificar al nivel picomolar fue necesario una
apertura del fotomultiplicador de 20 nm (Figura 5.12).

En diferentes trabajos se ha logrado cuantificar GFP in vivo. Albano et al. (1998)
cuantificaron en tiempo real la produccion de GFP expresada en E. coli mediante
espectrofluorometria. En células de plantas, mediante el uso de analisis de
imagenes, se cuantificd la expresion de GFP bajo el efecto de diferentes
promotores (Furtado y Henry,2002). También fue posible monitorear la produccion
de GFP en cultivos de alta densidad de E. coli mediante la utilizacién de un

sensor optico de fluorescencia instalado en linea (Randers-Eichhorn et al., 1997,
DelLisa et al., 1999).
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Figura 5.12. Curva de calibracién de EGFP.

No existen al momento reportes de cuantificacion in vivo de GFP en células

animales para determinar la concentracién de proteina (GFP o proteinas de
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fusién). En la cuantificacion (in vivo) de GFP en células animales existe el
problema la dispersion de la luz por el tamario celular. E. coli tiene un diametro de
particula aproximadamente de 1 um a 2 um, mientras que las células High Five ™
miden entre 15 um y 25 um (sin infectar e infectadas, respectivamente). La
solucién fue medir la proteina en una muestra diluida de células infectadas
(500,000 células/mL) y restar el efecto de dispersion analizando a la misma
concentracion celular una muestra de células sin infectar. En la Figura 5.13. se
observa el espectro de emision de células infectadas con respecto a celulas sin
infectar y el buffer. Este resultado demuestra una diferencia apreciable entre
células infectadas y sin infectar. Ademas, la fluorescencia especifica de GFPVP2
es dada por la GFP y esto se demuestra al comparar los coeficientes de extincién
molecular a 488 nm de las proteinas GFPVP2 (53000-55000 cm'M™') y GFP
(50600-55250 cm™'M™") (Charpilliene et al., 2001; BD Living Colors User Manual,

2001). Por lo tanto fue posible cuantificar in vivo la produccién de GFPVP2 en
células de insecto.

3454 _ Ao =484 Nm
=00
H' »
Células Infectadas
-.._,__:_-‘_ 'M_\ﬁﬂ_
L& ¥ e . --A—"x..__v
D b '-‘.“"- -‘:-T‘\\-___
k. S -
100 = —::_-T“M—--_
Células no Infectadas -
sa | /
o | = N e e
Buffer Tris-EDTA
=50 |
-‘2’7 T T T T T T
479 BOO S05 510 515 525 e2a2

nm

Figura 5.13. Espectro de emision para la cuantificacion in vivo de GFPVP2
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Después de cuantificar la fluorescencia segun Materiales y Métodos, se
correlaciona la lectura con la Ecuacion 5.3.1 (correlacion en Figura 5.12):

ng GFP/mL= fluorescencia /0.991 (Ecuacion 5.3.1)

Para obtener la concentracion de GFPVP2 se multiplico la concentraciéon obtenida
por el factor masico 4.7. Este factor se obtiene de correlacionar la concentracion
de EGFP con la proteina GFPVP2 que tienen una relacion molar 1:1 y los pesos
moleculares correspondientes.

5.3.2. Cinéticas de produccion de GFPVP2

Antes de analizar las cinéticas de crecimiento y produccion de GFPVP2 y VPG,
se caracterizé el crecimiento de las células High Five™ en cultivos sin infectar.
Para la produccién de GFPVP2 y VP6 se siguieron las condiciones de viabilidad,
concentracion celular y volumen de trabajo descritos en la Seccioén 4.4.

En la Figura 5.14 se observa el comportamiento de una cinética tipica de células
High Five™. Entre las 48 h y 96 h es la etapa de crecimiento exponencial con una
velocidad especifica de crecimiento de 0.026 h™'. Posterior a las 96 h es la etapa
estacionaria. Aunque las cinéticas nunca tuvieron una duracién mayor de 120 h, la
etapa estacionaria puede durar hasta las 168 h (Ortega., 2003).

Es de notarse que no existe una fase Lag en estos cultivos. Esto se debe a que
las células son cultivadas 24 h antes de iniciar el cultivo y se resuspenden en
medio fresco cuando se inicia el experimento.
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Figura 5.14. Cinética de crecimiento tipica de células High Five™. Las barras de error
son el resultados de experimentos por duplicado. En algunos casos la barra no se

observa porque el error es mas pequefio que el simbolo.

Caracterizado el crecimiento celular de las células High Five™ se desarrollaron
cinéticas de produccion de GFPVP2 a diferentes multiplicidades de infeccion (1,
5, 10, 20 y 50 ufp/célula), con el objetivo de observar el efecto de la MDI en la
produccion y velocidad de produccion de la proteina.

Dos aspectos relevantes fueron observados en estas cinéticas de produccion.
Como se muestra en la Figura 5.15 a MDI bajas (1 y 5 ufp/célula) las células
alcanzan a expandirse (1.95 y 1.45 veces respectivamente) durante las 24 h.p.i.,
mientras que a MDI altas (20 y 50 ufp/célula) no hay crecimiento celular posterior a
la infeccidon. Ademas que, independientemente de la MDI, a las 76 h.p.i. la
concentracion de células viables habia disminuido drasticamente. El otro aspecto
es referente a la viabilidad celular, que se observa una relaciéon directamente
proporcional entre la viabilidad celular y la MDI, aunque en todos los casos a las
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76 h.p.i. la viabilidad fue 0% (MDI de 1 ufp/célula la viabilidad disminuyé de 90% a
0% en 24 h. Figura 5.15).

Este decremento en la viabilidad y concentracion celular no puede atribuirse a un
agotamiento de glucosa y glutamina, debido a que en condiciones similares de
infeccién y en la misma linea celular el agotamiento de éstos sucede
aproximadamente a las 144 h.p.i. (Ortega, 2003).

Existen diferentes clases de dafios celulares causados por la infeccién de
baculovirus. Entre éstos, el dafio inflingido a la integridad de la membrana
citoplasmatica por la infeccién viral (probablemente mayor a altas MDI) y otro es el
efecto del virus en la célula huésped. Durante su replicaciéon, transcripcion y
traduccién, el baculovirus secuestra la maquinaria de sintesis de la célula,
inhibiendo los fenomenos de replicacion de los genes del huésped. Esto llega a
causar el colapso celular por la falta de reparacion a lo largo del cultivo (Miller,
1996).

En la Figura 5.16 se observa las cinética de produccion de GFPVP2 a diferentes
MDI. A multiplicidades de infeccién de 1 y 5 ufp/célula se alcanza la mayor
concentracion de GFPVP2 (1139 + 73 ng/mL, y 1190 + 44 ng/mL
respectivamente). Entre las MDI 1 a 20 ufp/célula, la velocidad inicial de
produccion de GFPVP2 (pendiente entre 0 y las 26 h.p.i de la Figura 5.16.) fue
directamente proporcional a la MDI, pero a MDI 50 ufp/célula esta velocidad
disminuye. Entre las MDI 1 y 20 ufp/célula, la cantidad maxima de proteina se
alcanzo a las 52 h.p.i., pero a MDI 50 ufp/célula, GFPVP2 solamente se produjo
durante las primeras 26 h.p.i.. Este resultado concuerda con lo reportado por
Labbé et al., (1991) en células Sf9, que marcando radiactivamente la proteina VP2
con [*°S] metionina, encontraron que la velocidad de produccién fue maxima a las
48 h.p.i. y disminuyé drasticamente a las 72 h.p.i.. El cultivo se terminé a las 72
h.p.i. debido a que la viabilidad celular fue de 0 %.
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Figura 5.15. Cinética de crecimiento de células High Five ™ infectadas con bac GFPVP2

a diferentes MDI. Las barras de error son el resultados de experimentos por duplicado. En

algunos casos la barra no se observa porque el error es mas pequefio que el simbolo.
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Figura 5.16. Efecto de la MDI en la produccién de GFPVP2. Las barras de error son el

resultados de experimentos por duplicado. En algunos casos la barra no se observa por

que el error no es significativo y es ocultado por el simbolo
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Posterior a las 48 h.p.i. se observé disminucién en la cantidad de GFPVP2, debido
probablemente a degradacion proteolitica de la proteina. Martensen y Justenesen
(2001) reportaron que, aunque las células High Five™ son altamente productivas
en la expresion de proteina recombinante, también tienen una elevada actividad
proteolitica (comparada con Sf9), esto en conjuncion con la sensibilidad a
protedlisis que reporté Labbé et al. (1991) para la proteina VP2. Esta degradacion
fue observada experimentalmente por inmunodetecciéon. En la Figura 5.17 se
observa la degradacién de la proteina GFPVP2 por las células H5. En todos los

carriles se cargaron 10 ul del pellet celular, por lo que también se observa que la

produccidon maxima se alcanza a las 48 h.p.i..
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Figura 5.17. Degradacién proteolitica de la proteina GFPVP2 en células de insecto.
Anticuerpo GFP, Anticuerpo secundario acoplado peroxidasa y revelado con carbazol.
Linea 1: células H5 a t=0. Linea 2: células H5 a t=24h. Linea 3: células H5 a t=48h. Linea
4: células H5 a t=72h.
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5.3.3. Cinéticas de produccion de VP6

En las cinéticas de crecimiento y produccién de VP6 también se evalud el efecto
de diferentes multiplicidades de infeccion (1, 3, 5, 10, 20 y 50 ufp/célula). Al igual
que en la producciéon de GFPVP2, la infeccién se hizo en células en fase
exponencial de crecimiento a una concentracion de 0.5 * 10° células/mL.

Enla Figura 5.18 se puede observar el efecto de la multiplicidad de infeccion en
el crecimiento y viabilidad celular. En multiplicidades inferiores a 5 ufp/célula (1y 3
ufp/célula) las células se expandieron 1.7 y 1.6 veces respectivamente durante las
primeras 48 h.p.i.. A MDI 5 ufp/célula sélo se expandieron las primeras 24 h.p.i.
(1.3 veces) y a MDI mayores de 5 ufp/célula no hubo expansién celular. Pero a
diferencia de la infeccién con bac GFPVP2, el dafio celular no fue tan acelerado,
ya que la viabilidad celular decayd sélo a 60% en aproximadamente 96 h a las
diferentes multiplicidades.

Esta relacion entre la multiplicidad de infeccion y el crecimiento celular
postinfeccion tanto para la infeccion con bac GFPVP2 y bac VP6 se puede
explicar debido a que a MDI bajas (MDI<5 ufp/célula) sélo una fraccidon de la
poblacion es infectada (infeccidén primaria), mientras que el resto de la poblacion
sigue creciendo en la fase exponencial y posteriormente la produccién de viriones
a partir de la infeccion primaria infectan al resto de la poblacion (infeccion
secundaria, ver Figura 2.5) (Wong et al.,1996). En cambio a MDI>5 (ufp/célula) la
totalidad de la poblacién se infecta inmediatamente, llevandose a cabo una
infeccion sincronizada (Power et al.,1994; Wong et al.,1996). Siguiendo el modelo
probabilistico de Poisson a una MDI 1 (ufp/célula), la probabilidad de que una
célula se infecte por lo menos con un baculovirus es de 63.3%, mientras que a
MDI 5 (ufp/célula) este valor es de 96.6% (Palomares et al., 2002).
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Figura 5.18. Cinética de crecimiento de células High Five infectadas con bac VP6 a
diferentes MDI. Las barras de error son el resultados de experimentos por duplicado. En

algunos casos la barra no se observa porque el error es mas pequefio que el simbolo.
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En la Figura 5.19 se observa que a MDI altas (5, 10, 20 y 50 ufp/célula) se
presenta una velocidad inicial (24 h.p.i.) de produccién de proteina mayor que a
MDI bajas (1 y 3 ufp/célula). Aproximadamente el 33% de la produccion total de
proteina a MDI altas (5, 10, 20 y 50 ufp/célula) se alcanz6 durante las primeras 24
h.. La velocidad inicial de produccion a MDI mayores que 5 ufp/célula disminuyé
después de las 48 h.p.i., en contraste con un aumento para MDI menores que 5
ufp/célula. También se observa que la produccién de VP6 ocurrié durante las
primeras 72 h.p.i., en contraste con GFPVP2 ocurri6 s6lo durante las 48 h.p.i..
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Figura 5.19. Efecto de la MDI en la produccién de VP6 Las barras de error son el
resultados de experimentos por duplicado. En algunos casos la barra no se observa
porque el error es mas pequeno que el simbolo.
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Otro aspecto observado en las cinéticas a diferentes MDI es la alta proporcion de
proteina presente en el sobrenadante. VP6 es una proteina citoplasmatica que no
se une a membrana en comparacion con GFPVP2, por lo tanto en la lisis celular
(infeccién viral) puede ser liberada al medio de cultivo (Seccién 5.2.1). En la
Figura 5.20 se observa que en células infectadas a MDI 5 ufp/célula a las 72 h

aproximadamente el 80% de la proteina se encuentra en el sobrenadante.
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Figura 5.20. Distribucién de proteina VP6 en sobrenadante y pellet celular en células High
Five™ infectadas a MDI 5 ufp/célula. Las barras de error son el resultados de

experimentos por duplicado. En algunos casos la barra no se observa porque el error es
mas pequefio que el simbolo.

Lo anterior es relevante desde el punto del ensamblaje de 2/6 PPV. El primer paso
es la formacion del nucleo (2 PPV) por la proteina VP2. Posteriormente ya
conformados los trimeros de VP6, estos se asocian sobre el nlucleo y se
ensamblan formando la pseudo-particula viral 2/6. Por lo tanto es importante tener
en cuenta que la proteina GFPVP2 se produce durante las primeras 48 h.p.i y que
se encuentra asociada a la membrana celular. Ademas que la produccion de la

proteina VP6 es durante las 72 h.p.i y una proporcion apreciable esta en el
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sobrenadante. En estas cinéticas fue posible hacer una cuantificacién en unidades
masicas de GFPVP2, pero no para la proteina VP6 que se reporta en unidades
relativas (UA), entonces no se pueden comparar las concentraciones entre si.
Pero en el estudio desarrollado por Palomares et al. (2002) se cuantifico VP2 y
VP6 en unidades relativas, por lo que son comparables sus concentraciones. En
ese estudio se observé que la produccion de VP6 a MDI 5 ufp/célula a las 48 h.p.i.
(coinfeccion con bac VP6 y bac VP2 ) es 10.4 veces mayor que la concentracion
de VP2 en ese mismo momento. Es posible que bajo el esquema de coinfeccion a
igual MDI la producciéon de PPV’s no sea eficiente.

5.3.4. Comparacion en la produccion de GFPVP2 y VP6 a diferentes MDI.

El analisis de los resultados anteriores demostraron que existe una diferencia en el
patrén de localizacion y el tiempo de producciéon de las proteinas. Esto hace
necesario el desarrollo de estrategias de coinfeccion (bac GFPVP2 y bac VP6)
para optimizar el ensamblaje de la 2/6 PPV. Una estrategia posible es manipular
la concentracion y velocidad de produccién de las proteinas mediante la
manipulacién de las MDI de cada baculovirus. Por ejemplo coinfectar a altas MDI
con el bac GFPVP2 y a bajas MDI con el bac VP6, pero asegurando que exista
una infeccién sincrénica (todas las células infectadas por lo menos de un
baculovirus por cada proteina). Pero para definir cuales MDI y que relaciones
entre MDI son indicadas es necesario analizar el efecto de esta variable. En la
Figura 5.21 se observa el efecto de la MDI en la produccion de GFPVP2 y VP6.
Para la proteina GFPVP2 la concentracion maxima (1190 ng/mL £ 44 ng/mL) se
obtuvo a MDI 5 ufp/célula, pero no existié una diferencia significativa con respecto
a MDI 1y 10 ufp/célula en la concentracion de proteina (1139 £ 73 ng/mL y 1074
*+ 46 ng/mL). La relacién entre expresiéon y MDI tiene un maximo a § ufp/célula y
después decae progresivamente hasta la MDI de 50 ufp/célula. A MDI 50
ufp/célula la produccién de GFPVP2 fue 36% menor con respecto a MDI 5
ufp/célula. Estos resultados son similares a los obtenidos por Palomares (1999) en
la produccion de VP2 en células Sf9. Palomares (1999) estudié en ese trabajo las
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MDI de 1, 5y 10 ufp/célula y obtuvé la concentracién maxima de proteina a MDI 5
ufp/célula.
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Figura 5.21. Relacién la MDI y concentracion maxima de proteina. Las barras de error

50

son el resultados de experimentos por duplicado. En algunos casos la barra no se
observa porque el error es mas pequefio que el simbolo.

Al producir VP8, a MDI bajas se obtuvo mayor concentracién de proteina en
comparacion con MDI altas. A diferencia del efecto de la MDI en la produccién de

GFPVP2, a MDI 1 ufp/célula se alcanzé una concentracion maxima de VP6 de 1.2
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UA/ug proteina total, mientras que a MDI 5 ufp/célula disminuy6 la concentracion
de VP6 en 20% y a MDI 20 ufp/célula en 55%.

Por medio del analisis de proteina maxima alcanzada (GFPVP2) no se logré
observar un efecto de la MDI en la sintesis de proteina (solo fue significativo a MDI
de 50 ufp/célula). Entonces se hace el analisis con respecto a la velocidad
especifica de sintesis de proteina.

En la Figura 5.22 se observa el comportamiento de la velocidad especifica
maxima de produccién con respecto a la MDI, tanto para GFPVP2 y VP6.

Para la proteina GFPVP2 se observd que existe una relacion directamente
proporcional entre la velocidad especifica y la MDI. Este comportamiento ocurre
hasta MDI de 20 ufp/célula, después de esta MDI la velocidad se mantiene
constante. Aunque no se observd una variacion significativa en la concentraciéon
de proteina maxima (Figura 5.21), en la velocidad especifica de produccién existe
un aumento del 70% a MDI 20 ufp/célula con respecto a MDI 5 ufp/célula.
Matematicamente este resultado es légico puesto que fueron menos células
viables (MDI 20 ufp/celula) las que produjeron la misma cantidad de proteina.
Biolbgicamente este comportamiento es debido a diversos factores: i) La velocidad
de producciéon de una proteina depende de su peso molecular (bajo PM=alta
velocidad y viceversa), este resultado fue observado por Palomares et al. (2002)
en la produccién de las proteinas de rotavirus, donde la velocidad especifica de
produccién de VP6 (44 kDa) fue 10 veces mayor que la de VP2 (102 kDa). ii) La
velocidad de produccion puede aumentar al existir mayor numero del copias de
ADN viral (MDI altas), mientras no se sature la maquinaria celular. La suma de
estos dos factores explican el comportamiento observado en la Figura 5.22 para
GFPVP2. Por tener la GFPVP2 una velocidad de produccién menor (con respecto
a VP6), esta velocidad es sensible a el aumento en el nimero de particulas virales
que infectan una célula, y se observa que a MDI mayores de 20 ufp/célula el

sistema esta saturado, ya que no existié6 un aumento en la velocidad especifica de
sintesis.
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Figura 5.22. Velocidad especifica maxima de produccién de proteina a diferentes MDI.

Las barras de error son el resultados de experimentos por duplicado. En algunos casos la

barra no se observa porque el error es mas pequefio que el simbolo.
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En lo referente a VP6 se observo que la saturacion del sistema se alcanza a MDI 5§
(ufp/célula). La maxima velocidad especifica de produccién es a MDI 5 (ufp/célula),
64% mayor con respecto a MDI 1 (ufp/célula). Probablemente este resultado se
deba a que en el caso de VP6 (por ser su velocidad de produccion mayor con
respecto a VP2) el efecto de la MDI se ve disminuido. Aunque, con excepcion de
MDI 20 (ufp/célula), se observa que la velocidad se mantiene relativamente
constante después de 5 ufp/célula.

Estos resultados indican que existe un comportamiento cinético diferente para
cada proteina, que los tiempos de produccién maximos difieren en 24 h
aproximadamente y que es mas sensible a la manipulacion de la velocidad
especifica la proteina GFPVP2 que VP6, mientras que existe un comportamiento
inverso en lo que respecta a la concentracion maxima de proteina. Este
conocimiento cinético permitira generar estrategias de produccion para optimizar
la produccion de PPV's.

5.4. Caracterizacion, cuantificacion y purificacion de PPV’s por
cromatografia liquida

La cromatografia liquida ha sido anteriormente implementada para el analisis,
separacion y purificacion PPV's. Se han utilizado técnicas como fase reversa,
intercambio i6nico, permeacion en gel y columnas de afinidad para el analisis y
purificacién de PPV’'s de Hepatitis B, papilomavirus, virus de la enfermedad
infecciosa bursal (IBDV) y adenovirus (O'Keefe et al., 1995; Shabram et al., 1997,
Yuan et al., 1998, Tleugabulova et al., 1998; Cheng et al., 2001).

Tleugabulova et al. (1998) reportaron que mediante cromatografia de permeacion
en gel fue posible analizar y separar las particulas ensambladas incorrectamente
de las particulas de alta respuesta inmunolégica (hepatitis B). Cheng et al. (2001)
implementaron la cromatografia de afinidad para purificar las PPV’s de IBDV,
provenientes de un proceso a escala laboratorio (500 ml). Ademas reporta que el

proceso de ultracentrifugacion es ineficiente para la purificacion de grandes
cantidades de PPV's.
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Las ventajas de la purificacion de PPV's por medios cromatograficos con respecto
a la ultracentrifugacién son el bajo consumo de tiempo, energia, la reproducibilidad
y objetividad en el proceso y la cuantificacién. Ademas las muestras pueden ser
eluidas en el buffer mas conveniente para su estabilidad estructural. Bertolotti-
Ciarlet et al. (2002) reportd6 que el colchon de sacarosa, debido a la alta
osmolaridad y viscosidad, puede desestabilizar la estructura de las PPV's, por el
rompimiento de las interacciones electrostaticas de las particulas. En contraparte,

una desventaja de la cromatografia liquida es el elevado consumo de buffer.

5.4.1 Caracterizacion de PPV'’s de rotavirus por cromatografia liquida

Para empezar a implementar la cromatografia liquida de permeacién en gel
(HPLC-GP) en el analisis de PPV's, se utilizaron PPV’s obtenidas de la
coinfeccion con MDI 5 (ufp/célula) de ambos baculovirus. Las PPV’s fueron
purificadas por gradientes de CsCl como se describe en Materiales y Métodos.
En la Figura 5.23 se observa el analisis de las bandas obtenidas a partir del pellet
celular. Las bandas B1 y B2 contienen las proteinas GFPVP2 y VP68, mientras que
en la banda B3 no se logré determinar la presencia de alguna de las proteinas
(concentracion de proteina por debajo del limite de deteccion). No obstante en las
micrografias electrénicas de B1, B2 y B3 se encontraron 2/6 PPV's (Figura 5.24).
Estas 2/6 PPV's son similares en estructura y tamano (69.5 £ 2.5 nm, n=10) a las
reportadas por Charpilienne et al. (2001).

La presencia de PPV's en las micrografias electronicas no fue cuantitativa, ya que
en este método influyen factores determinantes desde el proceso de preparacion

de la muestra, hasta el analisis en el microscopio.
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GFPVP2__3,

(118 KDa)
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(44 KDa)
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(27 KDa)

Figura 5.23. Analisis de bandas obtenidas en gradiente de CsCl. A) Bandas en el
gradiente de cloruro de cesio. B) SDS-PAGE al 12%. Linea 1: B1. Linea 2: B2, Linea 3:
B3 C) Western-blot de SDS-PAGE al 8 %. Linea 1: B1. Linea 2: B2. Anticuerpos primarios
(GFP, YM), anticuerpos secundarios (raton y conejo-peroxidasa).

Figura 5.24. Micrografias electrénicas de 2/6 PPV's. A) Banda 1. B) Banda 2. C) Banda
3. Fotografias tomadas en microscopio electrénico (85,000X).
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En el interés de desarrollar una metodologia cuantitativa y objetiva para la
purificacién y cuantificacién de las PPV’'s producidas, se implement6 la
cromatografia liquida de permeacion en gel (HPLC-GP) para el analisis de las
diferentes bandas obtenidas.
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Figura 5.25. Cromatograma de B1 por HPLC-GP. Columna UltraHydrogel 500,
detectores de fluorescencia y PDA (Foto arreglo de diodos a 280 nm).

En el cromatograma (Figura 5.25) se observa el perfil de fluorescencia y
absorbancia de la muestra. Como la 2/6 PPV'’s tiene en su estructura la GFPVP2
es posible monitorear la fluorescencia a 510 nm, excitando a 484 nm.

Existe un pico a 5.511 min que probablemente corresponde a la 2/6 PPV's. Este
tiempo coincide con el tiempo de exclusion de la columna Ultrahydrogel 500. Esta
es una columna para muestras acuosas con un tamano de poro de 50 nm, por lo
que la 2/6 PPV (70 nm) y probablemente también la 2 PPV (50 nm) sean excluidas
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por su tamafio del resto de las proteinas. El pico a 8.982 min. corresponde al
tiempo de migracién de la proteina GFP (se corrié un control de GFP inicialmente).
Para determinar la composicion de los diferentes picos obtenidos, se colectaron
estos picos y se analizaron por western blot y microscopia electronica. (Figura
5.26).

GFPVP
(118 KDa)

VP8
(44 KDa)

GFP
(27 KDa)

Figura 5.26.. Analisis de picos del cromatograma de B1. A) Western-blot. Anticuerpos
primarios (GFP, YM), anticuerpos secundarios (ratén y conejo-peroxidasa) y revelado con
carbazol. Linea 1: pico 1F. Linea 2: pico 3F. Linea 3: nada. Linea 4: Control positivo
VP6. Linea 5: pico 2P. Linea 6: pico 4P. Linea 7: pico 5P. Linea 8: pico 6P. Linea 9: pico
7P. B) Microscopia electrénica de pico 1F (85,000X).

En la Figura 5.26.A y Figura 5.26.B se evidencia que el pico 1F corresponde a la
2/6 PPV’s debido a que en el western blot se encontraron las dos proteinas y en
el anadlisis por microscopia electrénica se confirma la estructura circular y de
aproximadamente 70 nm de las PPV's de rotavirus. El analisis de los demas picos
indican que no hay presencia de PPV’'s (no se observan en el mismo carril las
bandas correspondientes a GFPVP2 y VP6). Los picos 2P y 3F solamente
contiene la proteina VP6 y GFP, respectivamente. El pico 4P contiene una porcion
de VP6, pero en los picos 5P, 6P y 7P la concentracién de proteina no es
detectable por el western blot. Este resultado confirma que mediante la
permeacion en gel es posible separar las 2/6 PPV's de las proteinas no

ensambladas.
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Debido a la presencia de 2/6 PPV en las tres bandas del gradiente de CsCl y con
el fin de estimar cual de estas contiene la mayor proporcion de PPV's, se
analizaron por HPLC-GP las bandas restantes.
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Figura 5.27. Analisis de B1, B2 y B3 por HPLC-GP.

En la Figura 5.27 se observa el perfil cromatografico de las diferentes bandas. B1
es la que mayor proporcién de 2/6 PPV contiene, mientras que B2 y B3 tienen solo
28% y 2.8 % de 2/6 PPV con respecto a B1, aunque también se presenta una
proporcion de GFP desacoplada en similar proporcion para la 3 bandas.

5.4.2 Cuantificaciéon de PPV'’s de rotavirus por cromatografia liquida
En la seccién anterior se demostrd que es posible separar por HPLC-GP las PPV's

de las proteinas desensambladas y también la utilidad de la deteccion por

fluorescencia. Utilizando estas ventajas es posible cuantificar la concentracion de
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PPV's. En la Figura 5.28 se observa la curva de calibracién en HPLC-GP para la
proteina GFP.
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Figura 5.28 . Curva de calibracién en HPLC-GP de GFP. Las barras de error son el
resultados inyecciones por duplicado. En algunos casos la barra no se observa porque el

error es mas pequefo que el simbolo.

Utilizando la cuantificacion por HPLC-GP se determiné la proporcién de 2/6 PPV'’s
en pellet celular y sobrenadante. Las PPV’s presentes en el sobrenadante fueron
purificadas por gradiente de CsCl, y las bandas sometidas a HPLC-GP. En la
Figura 5.29 se observa el perfil cromatografico de las diferentes bandas obtenidas
del sobrenadante del cultivo.

Este perfil cromatografico es de la purificacion de 25 mL de cultivo de un total de
200 mL. Haciendo el balance de masa, la proporcién de 2/6 PPV's es de 61% en
sobrenadante y 39% en el pellet celular. Este dato es muy importante debido a
que diferentes autores han reportado que la distribucion de la 2/6 PPV's es
mayoritaria en el pellet y la purificacion por CsCl la hacen con el pellet celular
(Sabara et al.,, 1991; Jiang et al., 1998; Charpilliene et al., 2001). La alta
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proporcién de 2/6 PPV's en el sobrenadante es consistente, debido a que la
proteina externa de la capside es VP6 y en los resultados de la secciones
anteriores se observd que el patron de localizacién de VP6 es citoplasmatico,
ademas que en las evaluaciones cinéticas mas del 80% de la proteina se
distribuia en el sobrenadante.

Aunque en otros virus ya se han utilizado la técnicas cromatograficas, este es el
primer trabajo donde se desarrolla una técnica cuantitativa para el analisis de
PPV’s de rotavirus por medio de HPLC-GP.
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Figura 5.29. Analisis de diferentes bandas obtenidas del sobrenadante celular.

Desde una perspectiva analitica es posible mediante la HPLC-GP monitorear las
cinéticas de produccién de PPV’s, gracias a que el volumen requerido para
cuantificar las PPV's sera mucho menor que el necesario para el gradiente de
CsCl (2 a 5 mL). A partir del sobrenadante solo sera necesario hacer una
ultrafiltraciéon (300 KDa) para retirar la mayoria de las proteinas celulares y la

muestra podra pasar directamente a la cromatografia. En el analisis del pellet sera
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necesario hacer ruptura celular, centrifugacion y degradacion de material genético

antes de la ultrafiltraciéon y consecuente paso a la cuantificacion por HPLC.

5.4.3. Purificacion de PPV'’s de rotavirus por cromatografia liquida

Las estructuras 2 PPV y 2/6 PPV son capsides virales concéntricas de 50 nmy 70
nm respectivamente. Su gran tamafo (comparado con las proteinas de la célula),
su estructura definida y la insercién de la GFP, hacen factible la purificaciéon de
PPV’'s omitiendo la purificacién por gradiente de CsCl.

La columna Ultrahydrogel 500 (tamafio de particula de exclusion> 50 nm) excluye
2/6 PPV y probablemente también a la 2 PPV. Con el interés de también poder
diferenciar entre estas dos estructuras se plantea la siguiente estrategia: Utilizar la
columna Ultrahydrogel 500 inicialmente para separar las PPV's del resto de las
proteinas. Posteriormente instalar una columna de tamafo de poro mayor
(Ultrahydrogel 2000, 200 nm) para separar entre la 2 PPV y 2/6 PPV. En la Figura
5.30 se observa el perfil cromatografico de PPV's purificadas (gradiente CsCl) en
la configuracion de dos columnas en serie (Ultrahydrogel 500 y Ultrahydrogel
2000).

Los tiempos de exclusion aumentaron con respecto a la utilizacion de una sola
columna. En las columnas en serie los tiempos fueron 14.35 min y 19.95 min para
2/6 PPV y GFP, mientras que utilizando solo la columna Ultrahydrogel 500 los
tiempos fueron 5.11 min y 8.98 min respectivamente. También aumenté la
diferencia de tiempo entre los picos 5.6 min para las columnas en serie, y 3.87 min
cuando se utilizé solamente Ultrahydrogel 500. Aun falta analizar la 2 PPV, para
verificar si alcanza a entrar en la columna Ultrahydrogel 2000 y poder separarla de
la 2/6 PPV.

Teniendo en cuenta que hasta el momento la utilizaciéon de la HPLC-GP es
analitica (100 ul de muestra) esta metodologia puede ser extrapolable y escalable

a nivel de cromatografia preparativa.
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En conclusion mediante la HPLC-GP es posible analizar, separar y cuantificar las

PPV'’s de forma sencilla, rapida y objetiva.
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Figura 5.30. Perfil cromatografico de 2/6 PPV's purificadas por CsCl. Columnas

Ultrahydrogel 500 y 2000 en serie.
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6. CONCLUSIONES

El método de titulacion viral desarrollado es objetivo, rapido y cuantitativo con
respecto a los métodos tradicionales (efecto citopatico) , ademas de ser muy util
para titular baculovirus que no contienen genes reporteros.

La proteina VP6, cuando se expresa en células de insecto, se localiza inicialmente
difundida en el citoplasma (24 h.p.i.), pero después de las 48 h.p.i. se polimeriza
en tubulos no asociados al citoesqueleto, debido a las condiciones ambientales en

la célula y probablemente también al aumento de la concentracion de proteina.

La proteina GFPVP2 es un excelente quimera que se comporta desde el punto de
vista estructural y de localizacion igual que la proteina nativa VP2. La GFPVP2
expresada en células de insecto se asocia a la membranas preferentemente en un
patrén granular, similar al observado con la proteina nativa VP2 .

La coexpresién de las proteinas GFPVP2 y VP6 altera el patrdn de localizacion de
ambas proteinas (VP6 y GFPVP2), VP6 pasa de una estructura fibrilar a la
formaciéon de granulos disnersos en la célula. Ambas proteinas colocalizaron en
células que las expresan simultaneamente. VP2 ya no sélo se encuentra en la

membrana citoplasmatica, sino también en granulos dispersos en la célula.

La velocidad especifica de produccién de GFPVP2 fue funcién de la MDI,
obteniéndose un maximo a MDI 20 ufp/célula. En cambio, la concentracion

maxima de GFPVP2 (1129 £ 44 ng/mL) no se alter6 por la variacion en la MDI.

La MDI en la produccion de VP6 tiene una relacion inversamente proporcional con
la concentracion maxima alcanzada. En lo referente a la velocidad especifica de

produccion existe un maximo a MDI 5 ufp/célula, posterior a esta MDI la velocidad
especifica se mantiene relativamente constante.

74



Conclusiones

La implementacién de la cromatografia liquida de permeacion en gel (HPLC-GP)
demostro ser una herramienta util, rapida, objetiva y cuantitativa en la separacion y
cuantificacion de PPV's, en comparacion con las técnicas tradicionales (gradiente
de CsCl). Es el primer trabajo que implementa satisfactoriamente la técnica de
HPLC-GP para el analisis y cuantificacion de PPV’s de rotavirus.

Por medio de este estudio se aclararon aspectos relacionados con la localizacién
celular de las proteinas estructurales y se observé que probablemente la 2/6 PPV
se ensambla en el interior de la célula. Este resultado es muy importante desde el
punto de vista del desarrollo de estrategias de produccién, ya que se debera
optimizar el ensamblaje teriendo en cuenta que una célula debera estar infectada
por lo menos con un baculovirus de cada proteina estructural. Ademas, mediante

la manipulacién de la velocidad de sintesis sera posible modular la produccién de
GFPVP2 y VP6.
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7. PERSPECTIVAS

Implementar |la estrategia de coinfecciones a diferentes relaciones de MDI (MDI
bac GFPVP2/MDI bac VP6) para manipular las velocidades de produccion de las
proteinas y optimizar el ensamblaje y produccion de la 2/6 PPV.

Otra perspectiva, pero desde el punto de vista confirmatorio es observar las PPV's
dentro de la célula mediante microscopia electrénica, para poder determinar
exactamente su localizacion.

Desde el punto de vista cinético y termodinamico sera de interés estudiar el
ensamblaje in vitro de la 2/6 PPV’s. Esto es posible mediante técnicas de
anisotropia de fluorescencia, dispersion de luz, etc. De esta forma podremos
discernir cual es el paso limitante en la reaccién de ensamblaje y direccionar
nuestras estrategias a evitar esta limitacién si es que existe.

La cromatografia liquida es una herramienta poderosa en lo que respecta a
técnicas analiticas. En el animo de seguir utilizando las bondades de la
cromatografia liquida es necesario desarrollar ahora técnicas preparativas e
industriales para los posteriores procesos de produccion.
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