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Resumen

Los rotavirus son la principal causa de diarrea en nifios menores de cinco afios, ocasionando
aproximadamente 600,000 muertes al afio. Una alternativa para prevenir la infecciébn por
rotavirus es la vacunacion. Entre los candidatos a vacunas estan las particulas pseudo virales
(PPV). Las PPV son cépsides virales que no contienen el material genético del virus, ya que se
producen por la expresion simultanea de la o las proteinas estructurales virales. La produccion de
particulas pseudo rotavirales (PPR) implica la expresion simultanea de 4 proteinas estructurales,
o varias combinaciones de ellas. En este trabajo expresamos las proteinas estructurales
EGFPVP2 (proteina de fusibn EGFP-VP2), VP6 y VP7 para producir la PPR de triple capa
(tIPPR) en el sistema de células de insecto baculovirus. El objetivo fue desarrollar metodologias
gue permitan diferenciar y cuantificar PPR de doble y triple capa con el fin de determinar
parametros cinéticos de produccion. La diferenciacion de las PPR de doble y triple capa e
intermediarios en muestras de cultivo (proteinas no ensambladas e intermediarias de tIPPR) es
necesaria para proponer estrategias de produccion. Es importante determinar la concentracion de
los diferentes intermediarios en el cultivo asi como de PPR de interés para determinar las

condiciones de cultivo que resultaran en los mayores rendimientos de la PPR de interés.

Se implementé la cromatografia de permeacion en gel para purificar las tIPPR, lo que nos
proporciond material de trabajo con una pureza por arriba del 95% con base en macroestructuras
ensambladas. Las muestras purificadas de PPR fueron utilizadas para implementar la
electroforesis capilar zonal. Se utilizé6 para diferenciar entre dIPPR y tIPPR. Utilizando los
criterios definidos por la International Conference on Harmonization of Technical Requirements
for Registration of Pharmaceutical for Human Use, se demostré que esta metodologia permite
determinar de una manera reproducible, exacta y precisa la relacion entre dIPPR y tIPPR en
muestras purificadas, lo que permitira caracterizar las preparaciones de PPR y realizar una mejor
evaluacion de su capacidad como inmunogenos. El coeficiente de variacion de las movilidades
electroforéticas fue de 1.3 y 1.4% para la dIPPR y tIPPR respectivamente, y en cuanto a la
cuantificaciéon de la concentracion de dIPPR y tIPPR fue de 1.4 y 2.6%, respectivamente.
También, se determinaron los limites de deteccion (1.41 pg/mL para tIPPR y 1.80 pg/mL para
dIPPR) y cuantificacion (4.10 pg/mL para tiPPR y 2.11 pg/mL para dIPPR).
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Se analizaron cinéticas de produccién de PPR coinfectando con 2 baculovirus (bacEGFPVP2 y
bacVP6) y coinfectando con 3 baculovirus (bacEGFPVP2, bacVP6 y bacVP7) cultivos de
células de insecto. Se observd que en los cultivos coinfectados con dos baculovirus la proteina
EGFPVP2 se degrada 22.6 veces mas que en la coinfeccion con 3 baculovirus, aunque la
produccién de EGFPVP2 fue solamente 5 veces mayor en la coinfeccidén con 2 baculovirus. Esto
indica que la presencia de VP7 podria incrementar la eficiencia de ensamblaje de las proteinas en
PPR. La eficiencia de ensamblaje repercute directamente en la degradacion de EGFPVP2 (10%
de ensamblaje de EGFPVP2 en PPR y 25% de ensamblaje de EGFPVP2 en PPR). También se
observé que la mayor cantidad de PPR en el cultivo infectado con 3 baculovirus es transportado
al sobrenadante (60%), mientras que las PPR en el cultivo infectado con 2 baculovirus
permanecen en el interior de la célula (80%). Esto indica que las tIPPR se acumulan
preferentemente en el sobrenadante del cultivo.

En este trabajo fue posible implementar la ECZ con la que por primera vez se logré diferenciar
entre la dIPPR y tIPPR en muestras purificadas y conocer la composicion exacta de estas
muestras. Ademas, por primera vez se evalla la eficiencia de ensamblaje de las PPR producidas
en cultivos coinfectados con 3 baculovirus (produccion de tIPPR), asi como la concentracion de
PPR (dIPPR y tIPPR) presente en el cultivo.
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Capitulo 1

Introduccion

Las particulas pseudo virales (PPV) estan conformadas por proteinas virales que al ser
expresadas en un sistema heterdlogo, se ensamblan en una cépside idéntica al virus
nativo. Entre algunas de sus aplicaciones se encuentran la produccién de biosensores,
nanotecnologia, terapia génica, estudios de ciencia béasica y principalmente la produccion
de vacunas. Nuestro grupo de investigacion ha centrado sus esfuerzos en estudiar el
proceso de produccion de las PPV, en un caso mas especifico, las particulas pseudo
rotavirales (PPR). Los rotavirus son la principal causa de diarrea en nifios menores de 5
afos, y provocan aproximadamente 611,000 muertes al afio (Parashar et al., 2006). Los
rotavirus son virus icosaedricos conformados por las proteinas VP2, VP6 y VP7, que
conforman una capside de 3 capas conceéntricas, y VP4 que forma espiculas que
sobresalen del virus (Estes y Cohen, 1989). Estudios realizados por O’Neil y
colaboradores (1997) demostraron que las PPR tienen una alta capacidad inmunogénica
al encontrar que las dIPPR producen una proteccion de 92% cuando son utilizadas para
inmunizar ratones retados con virus nativo, mientras las tIPPR inducen una proteccion
alrededor del 100%. Sin embargo, existen otros reportes también en ratones y otros
modelos animales en los que no se obtiene una proteccion igual de eficiente (Ciarlet et
al., 1998; Yuan et al., 2000; losef et al., 2002; Bertolloti-Ciarlet et al., 2003).

La PPR de doble capa (dIPPR) estd compuesta por las proteinas VP2 y VP6 y la de triple
capa (tIPPR) por VP2, VP6 y VP7 (Crawford et al, 1994; Jiang et al., 1998). Nuestro
grupo ha trabajado ya por varios afios en la produccion de dIPPR y determinado los
factores que afectan su ensamblaje y produccion (Palomares et al., 2002; Mena, 2004;
Mena et al., 2005; Mena et al., 2006; Mena et al., 2007; Mena, 2007). La produccion de
PPR es compleja y poco eficiente, por lo tanto es importante contar con estrategias
racionales de produccion de tIPPR que permitan incrementar la productividad. La
produccién de PPR implica la expresién simultanea de 4 proteinas estructurales (VP2,
VP6, VP7 y VP4), las que deben estar en un ambiente adecuado para que se lleve a cabo
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el ensamblaje (Crawford et al., 1994). Es necesario conocer el comportamiento cinético
durante la produccion de las diferentes proteinas de la PPR para desarrollar estrategias
eficaces de producién. La diferenciacion y cuantificacion es otro punto importante, ya
gue no se cuenta con un método adecuado que permita diferenciar entre las tIPPR y

posibles intermediarios en linea.

En este proyecto se desarroll6 un método para diferenciar y cuantificar tiPPR y dIPPR,
con el propésito de estudiar las cinéticas de produccidon y ensamblaje de las proteinas
VP2, VP6 y VP7 de rotavirus en la coinfeccion con 2 y 3 baculovirus con el fin de sentar

las bases para desarrollar estrategias racionales de produccion de estas estructuras.
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Capitulo 2

Antecedentes

2.1. LOS ROTAVIRUS

Los rotavirus pertenecen a la famiReoviridae y son la causa mas importante de muerte

por diarrea en nifios menores de 5 afios. Estudios publicados entre 1986 y 1999 arrojaron
que los rotavirus fueron la causa del 22% de hospitalizaciones por diarrea. Esta
proporcion se incrementd a 34% del 2000 al 2004, cuando se produjeron 611,000 muertes
por afio (Parashar et al., 2006). Los rotavirus son virus cuyo genoma esta formado por 11
segmentos de ARN de doble cadena, con un total de 18.5 Kpb los cuales codifican 6
proteinas estructurales y 6 proteinas no estructurales. Las cépsides rotavirales tienen un
diametro de 75 nm aproximadamente, con una geometria icosaédrica y simetria T= 13
(nimero de triangulacion). EI ARN y 2 proteinas estructurales (VP1 y VP3) estan
confinados en el interior de la capside de tres capas concéntricas formadas por las
proteinas VP2, VP6, VP7 y VP4 (Estes y Cohen, 1989) (Tabla 2.1). La formacion de la
nucleocapside (50 nm de diametro) se da por la interaccion de 120 unidades de VP2 (60
dimeros de VP2), siendo esta indispensable para el ensamblaje de la capside completa
(Estes y Cohen, 1989; Zeng et al., 1998; Blut et al., 1999). Las proteinas VP1 y VP3 se
encuentran dentro de la nucleocapside, y su funcién principal no es estructural sino la de
ARN polimerasa y guanilil transferasa, respectivamente. Se ha comprobado que la
ausencia de las proteinas VP1 y VP3 no afecta la estabilidad de la nucleocépside (Lawton
et al., 1996). La proteina VP6 conforma la segunda capa de proteina de la capside y es
ademas, la proteina mas abundante en la misma. Se encuentra formando 260 trimeros
(780 moléculas), dando lugar a una estructura de 70 nm de diametro (Gilbert et al., 2001,
Mathieu et al., 2001).

La tercera capa esta conformada por la proteina glicosilada VP7 (260 trimeros), que es
dependiente de calcio para su ensamblaje y estabilidad del rotavirus (Estes y Cohen,

1989; Ruiz et al., 1996). La proteina mas externa es VP4, esta proteina se ensambla en
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trimeros que conforman las espiculas que sobresalen aproximadamente 12 nm de la
capside viral (Prasad et al., 1990; Yeager et al., 1994; Dormitzer et al.,, 2004). Se ha
demostrado que la capa externa de la capside conformada por las proteinas VP7 y VP4
permite la interaccion con la célula huésped al estar vinculadas con el reconocimiento y

penetracion del virus (Ruiz et al., 1994; Lopez y Arias, 2007) (Fig. 2.1.).

Tabla 2.1. Proteinas estructurales mayoritarias de la cipside de rotavirus SA11l (Estes y Cohen, 1989)

Protein: PM # Moléculas/viru % Proteina total en la capside (|
(kDa)
VP2 102 120 (60 dimeros) 13
VP6 46 780 (260 trimeros) 39
VP7 37 780 (260 trimeros) 31
VP4 86 180 (60 trimeros) 17

dsRNA VP1/VP3

Figura 2.1. Esquema estructural de rotavirus. (Tomado de Patton y Spencer 2000)

Los rotavirus se clasifican principalmente en grupos y subgrupos, esto basado en la
inmunoreactividad de VP6 (grupos A-E). El grupo A es el de mayor importancia, ya que
es el principal responsable de las infecciones por rotavirus en humanos. Dentro de estos
grupos existen diferentes genotipos de acuerdo a la secuencia nucleotidica de las
proteinas VP4 (genotipo P) y VP7 (genotipo G). Hasta la fecha, se han caracterizado 27
genotipos P y 15 genotipos G (Khamrin et al., 200@% genotipos que se incluyen en
particulas pseudo rotavirales son importantes, ya que se ha encontrado que la proteccion
cruzada entre serotipos es limitada (Perez-Vargas et al., 2006; Kapikian y Hoshino,
2007).
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2.2. PROTEINAS ESTRUCTURALES DE ROTAVIRUS

2.2.1. VP2

Es la proteina que conforma la cépside interna del virus. VP2 estd compuesta por 880
aminoacidos, poseé dos zippers de leucina entre los aminoacidos 536 y 686 que estan
implicados en la dimerizacién de VP2 y la union a acidos nucleicos (Estes y Cohen,
1989; Labbé et al., 1991). Esta proteina presenta la propiedad de autoensamblarse en
estructuras similares a la nucleocapside viral cuando es expresada en sistemas
hererologos, lo que sugiere que VP2 no depende de otros componentes virales (ARN,
otras proteinas estructurales y no estructurales) para formar la capa interna de la capside
(Labbé et al., 1991).

Con la finalidad de entender el comportamiento en la produccion de VP2 y asi poder
explicar diversos mecanismos de replicacion y ensamblaje, Charpilienne y colaboradores
(2002) construyeron un baculovirus que codifica para la proteina VP2 fusionada con la
proteina verde fluorescente (EGFP). Al expresar esta proteina en células de insecto se
observé y demostré que tenia las mismas caracteristicas de autoensamblaje que VP2
nativa. Ademas, con la ayuda de esta proteina de fusion se ha logrado analizar cinéticas
de produccion de dIPPR, ya que la proteina EGFP ensamblada en la capside tiene el
mismo coeficiente de extincion molar que la proteina no ensamblada (Charpilienne et al.,
2001; Mena, 2004; Mena et al., 2005).

2.2.2.VP6

Esta proteina es la mas abundante de la capside de rotavirus. Esta compuesta por 397
aminoacidos y juega un papel importante en la estructura del virus, ya que interacciona
con la proteina VP2 hacia el interior de la cépside y hacia el exterior con las proteinas
VP7 y VP4 en la capa externa del virus (Estes y Cohen, 1989; Yeager et al., 1994). VP6
forma trimeros espontdneamente, estos trimeros son altamente estables a concentraciones
de calcio menores de 10 mM y zinc mayores de 6 mM (Lepault et al., 2001; Mathieu et

al., 2001; Erk et al.,, 2002). VP6 tiene la capacidad de ensamblarse en diferentes
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estructuras dependiendo de la fuerza ionica y el pH del buffer como son tubulos de
diversos diametros y longitudes y esferas, cuando no esta presente VP2 (Sabara et al.,
1991; Lepault et al., 2001; Mena et al., 2006). Cuando VP2 esta presente, éstas (VP2 y
VP6) se ensamblan formando la dIPPR (Crawford et al., 1994).

2.2.3. VP7

VP7 es una N-glicoproteina de 326 aminoacidos que contiene oligosacaridos del tipo de
alta manosa (Kabcenell et al., 1988; Estes y Cohen, 1989), lo que indica que VP7 no es
procesada en el reticulo endoplasmico al aparato de Golgi, donde los N-Glicanos de alta
manosa son modificados para convertirlos en oligosacéridos com@iéjosno se ha

logrado determinar con precision la funcién especifica de VP7 en la capside. Se ha
observado que VP7 tiene dominios de union a la célula huésped, aunque no se conoce el
mecanismo de accion, y también se ha observado que la ausencia de VP7 en la capside
provoca perdida en la infectividad (Dyall-Smith et al., 1986; Estes y Cohen, 1989;
Crawford et al., 1994). El ensamblaje de VP2, VP6 y VP7 da lugar a la formacién de la
capside viral de tres capas concéntricas. El ensamblaje es altamente dependiente de calcio
para su conformacién y estabilidad (Ready et al., 1988; Ruiz et al., 1996). VP7 tiene la
capacidad de formar trimeros y este fendmeno requiere catmM). Ademas, se ha
observado que la formacién de trimeros es indispensable para el ensamblaje de la tIPPR
(Trask y Dormitzer, 2006). Ademas del trabajo de Trask y Dormitzer (2006) en el que
analizan diferentes parametros que afectan el ensamblaje de las cdpsides de rotavirus, no
existen reportes acerca del efecto de diferentes concentraciones de calcio sobre el
ensamblaje de VP7 en tIPPR, aunque algunos han determinado las concentraciones de
calcio necesarias para mantener estables las tIPPR observandose que son dependientes de
cada cepa y van desde 20 nM hasta 600 nM (Ruiz et al., 1996).

2.2.4. VP4

Es la proteina mas externa de la capside viral que conforma las espiculas caracteristicas

de rotavirus con las cuales el virus se une e inicia su ciclo infectivo en las células
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huésped. VP4 contiene 776 aminoacidos, y al ser tratada con tripsina sufre un corte que
resulta en dos fragmentos denominados VP8, de 231 aminoécidos, y VP5, de 529
aminoacidos. Se ha observado que este corte produce un incremento en la capacidad
infectiva del virus (Ruiz et al., 1994; Estes, 2001). Los mecanismos de reconocimiento y
penetracion del virus aln no se han elucidado por completo, aunque se han propuesto
modelos que proponen tanto la penetracion del virus a la célula por endocitosis mediada
por receptores y por penetracion directa (Méndez et al., 1999; Lopez y Arias, 2007, Isa et
al., 2008). Estas 60 espiculas que sobresalen de la capside viral aproximadamente 12 nm,
tienen un arreglo trimérico (Dormitzer et al., 2004; Yoder y Dormitzer, 2006). La
proteina VP4 de algunas cepas tiene la capacidad de aglutinar eritrocitos al interactuar
con acidos sialicos presentes en superficie de la célula huésped (Estes y Cohen, 1989).
Aln no se conoce con exactitud cudl es el primer paso en el ensamblaje de la tercera capa
de los rotavirus, aunque un ensaywitro demostré que se incrementa la produccion de
capsides virales infectivas cuando se adiciona primero al medio de reaccion VP4 que
VP7, sugiriendo que este seria el orden de ensanibbiégj (Trask y Dormitzer, 2006).

VP4 tiene sitio de interaccion con ambas con VP6 y VP7 (Pesavento et al., 2006).

2.3. PARTICULAS PSEUDO VIRALES (PPV)

Las PPV se producen al expresar las proteinas estructurales del virus de interés en un
sistema heterdlogo, dichas proteinas se ensamblan en estructuras idénticas a los virus
nativos pero sin el material genético, por lo que no son infecciosas. Una de las
caracteristicas mas importantes de estas estructuras es que desencadenan una fuerte
respuesta inmune humoral y una poderosa respuesta celular, esto ya que se ha observado
gue estas particulas estimulan una potente respuesta mediada por células B, una
activacion de la induccion por CD8y una eficiente activacion de las células
presentadoras de antigenos (Ruedl et al., 2002; Lenz et al., 2003; Noad y Roy, 2003; Ye
et al., 2006). La capacidad de las PPV de generar una respuesta inmune sin tener las
propiedades infecciosas y replicativas de los virus representa una ventaja para el disefio
eficiente de vacunas mas seguras (Boisgerault et al., 2002; Blutt et al., 2005). Existen una

gran cantidad de estudios en los que se demuestra la capacidad inmunogénica de estas
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particulas (O"Neal et al., 1997; Madore et al., 1999; Boisgerault et al., 2002; Blutt et al.,
2005). O'Neil y colaboradores (1997) observaron que la inoculacién en ratones con
dIPPR y tIPPR resulta en una proteccion de 92% con dIPPR y de ~100% con tIPPR al
retar con rotavirus silvestres. Otras posibles aplicaciones de las PPV son el transporte de
materiales en nanotecnologia y en ciencia basica (Douglas y Young, 1998; Goicochea et
al., 2007). Los diversos analisis que se han realizado de la capacidad inmunogénica de las
PPV han utilizado particulas parcialmente purificadas por gradientes de CsCl. Estas
preparaciones contienen una gran cantidad de intermediarios y proteinas virales sin
ensamblar (Mena et al., 2005; Reimerink et al., 2007). Esto impide determinar con
exactitud la respuesta inmune que generan las PPV compéetas, ademas que es

dificil obtener lotes reproducibles. Estos lotes al no estar 100% purificados (100%
capsides) ocasionan que los resultados no se deban atribuir necesariamente a las PPR
ensambladas, si no a una mezcla de capsides ensambladas y proteinas sin ensamblar con
lo que no se evalla directamente la eficiencia de las capsides como inmunogenos.

El ensamblaje de las PPR no requiere de proteinas no estructurales o acidos nucleicos
para mantener la estabilidad de las capsides (Crawford et al., 1994; Trask y Dormitzer,
2006). La capacidad de ensamblaje de las proteinas virales demuestra que bajo ciertas
condiciones cada una de las proteinas expresadas tiene la capacidad de ensamblarse en
estructuras mas complejas. Las capsides se ensamblan en condiciones que propician la
interaccion 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 disulfuro. Todas estas interacciones son dependientes de la fuerza
iGnica, el pH, el potencial redox y la concentracion de ciertos metales (Phelps et al.,
2000; Ceres y Zlotnick, 2002; Zlotnick, 2003).

2.4. SISTEMA DE CELULAS DE INSECTO BACULOVIRUS (CI-BV)
El CI-BV es una herramienta util para la produccion de proteinas heterdlogas debido a su
gran versatilidad. Permite la insercion de varios genes y asi, expresar varias proteinas al

mismo tiempo, con una alta productividad de proteina heterdloga (20-250 veces mas que

en células de mamifero) y con la capacidad de llevar a cabo modificaciones
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postraduccionales complejas (Roy et al., 1997; Berger et al., 2004; Palomares et al.,
2006). Por esto es el sistema mas empleado en la produccion de particulas pseudo virales
gue requieren la expresion simultanea de varias proteinas virales. La produccion de PPV
en este sistema consiste en la infecciébn de un cultivo de células de insecto con uno o
varios baculovirus recombinantes (vectores) que contengan los genes de la o las proteinas

virales de interés (Pattenden et al., 2005).

En este sistema se pueden alcanzar concentraciones de proteina heteréloga por arriba de
1g/L. Ademas, se puede trabajar a altas concentraciones celulares en cultivo por lote (10
x 10° cel/mL) y lote alimentado (50 x iGel/mL). Mas de 500 proteinas han sido
producidas en este sistema, ademas de un nimero importante de PPV (Tabla 2.2.) (Noad
y Roy, 2003; Palomares et al., 2006).

Tabla 2.2. Algunas particulas pseudo virales producidas en CI-BV

Particula pseudo viral  # proteinas en la capside
Hepatitis B
Hepatitis C

HIV
Norwalk
Rotavirus
Papilomavirus
Parvovirus canino
Parvovirus B19
Poliovirus

Fiebre aftosa
(Noad y Roy, 2003)

A AR R REPDMRPERPRPR

En cuanto a las modificaciones postraduccionales que en este sistema se pueden llevar a
cabo estan la N y O-Glicosilacion, fosforilacion, alquilacién de acidos grasos, amidacion,
entre otras (Kost et al., 2005; Palomares et al., 2006). Por esto el sistema de CI-BV es uno
de los mas utilizados tanto en la produccidn de proteinas terapéuticas, como de particulas
virales que estan compuestas de mas de una proteina y ademas, requieren modificaciones

postraduccionales (Pattenden et al., 2005; Palomares et al., 2006).
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2.4.1. BACULOVIRUS

El baculovirus pertenece a la famiBaculoviridae y es un virus de doble cadena de

ADN circular rodeado por una capside proteica, la cual tiene un diametro de 40-50 nm y
una longitud de 200-400 nm. Es un virus litico el cual se divide en dos géneros: los
granulovirus y los poliedrovirus. Ambos se caracterizan por estar protegidos por una
matriz que en el caso de los granulovirus esta compuesta por granulina, mientras que en
los poliedrovirus la matriz esta formada por otra proteina llamada poliedrina (29kDa). El
baculovirus solamente infecta artropodos, por lo que no representa un riesgo para los
mamiferos (Palomares et al., 2006).

Durante las pasadas décadas, los baculovirus han sido utilizados como una herramienta
importante en la produccion de proteinas heterdlogas en células de insecto. El
Nucleopoliedrovirus (NPV) dautographa californica (AcCMNPV) es el baculovirus mas
empleado ya que su rango de huéspedes es mas amplio que el de otros baculovirus. Para
la construccion de baculovirus recombinantes se reemplaza el gen de la polpatina (

o el depl0 por el gen de interés. Se han escogido estos promotores porgue la produccion
de ambas proteinas representa entre el 30 y 50% de la proteina celular total en células

infectadas (Palomares et al., 2006).

2.4.2. CICLO DE INFECCION DEL BACULOVIRUS

El ciclo de infeccion del baculovirus esté dividido en 4 étapas: fase temprana inmediata
(o), fase temprangp), fase tardiay) y fase muy tardiadj. El reconocimiento y entrada

del baculovirus requiere de la glicoproteina gp64 la cual es responsable de la interaccion
con los receptores y de la fusion con la membrana del endosoma (Jarvis y Garcia., 1994,
Markovic et al., 1998). En la fasese lleva a cabo la migracion de los viriones al nicleo

de la célula e inicio de la transcripcion. En la fase temprana (4-7 horas post infeccion,
h.p.i.), el baculovirus empieza a controlar los procesos de replicacion celular,
dirigiéndolos hacia los procesos de transcripcion, traduccion y replicacion del virus. En la
fase tardia (7-20 h.p.i), se lleva a cabo la replicacion viral y también se producen los virus

no ocluidos (sin capa de poliédrina) que son liberados para infectar otras células
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(infeccion secundaria). Finalmente la fase muy tardia (20-24 h.p.i) es la de mayor interés
del sistema CI-BV, ya que en esta fase se expresan los geltey p10), ya que estas
proteinas no son esenciales para la replicacinitro del baculovirus y ademas
representan un gran porcentaje de las proteinas virales producidas (Fig. 2.2.) (Smith et al.,
1983; O'Reilly et al., 1994; Miller et al., 1996; Palomares et al., 2006).

Un inconveniente al utilizar estos promotores es que al darse la expresion de la proteina
heteréloga de forma muy tardia puede haber proteasas que degradan la proteina de interés
(Palomares et al., 2006).

Solubilizacion

entracto
. Liberacion porlisis dlgestwo
celular
,./"_‘_- [ - d
fase 5 20 - 24 hpi Poliedrina
‘ fase a 0 -4 hpi
virus no ocluidos
fase y 7 - 20 hpi virug ocluidos
x . e ===,
g e I .E/’ L- ‘.
= -..L _
Infeccién
= secundaria

Infeccion
primaria

Fig.2.2. Ciclo de replicacion de baculovirus en la larva de lepidéptero. Tomada de Delgado.

2.5. PRODUCCION DE PARTICULAS PSEUDO ROTAVIRALES (PPR)

En el CI-BV es posible obtener PPR de mono, doble o triple capa, dependiendo si se
expresa solo una proteina con un solo baculovirus heter6logo o la expresion de varias
proteinas, al coinfectar con mas de uno, o con un solo baculovirus policistronico que
contenga los genes de varias proteinas estructurales (Palomares et al., 2002; Vieira et al.,
2005). De esta forma, la expresion de VP2 resulta en la produccion de PPR de una sola

capa (sIPPR), la expresion simultanea de VP2 y VP6 en la de doble capa (dIPPR), la de
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VP2, VP6 y VP7 en la de triple capa (tIPPR) y la de las 4 proteinas en la cPPR. En la
produccién de cada capside pueden existir intermediarios como la sIPPR, dIPPR, tIPPR,
cPPR y proteinas sin ensamblar (Labbé et al., 1991; Crawford et al., 1994) (Fig 2.3.). La
mayoria de las PPR producidas son estables con excepcion de aquella conformada por las
proteinas VP6 y VP7, que se ha observado se desensamblan rapidamente. Se han
evaluado las caracteristicas inmunogénicas de las diferentes PPR en diferentes modelos
animales y se ha observado que la mayor proteccién es causada por |§SaiRP&R et

al., 1991; Crawford et al., 1994; Gilbert y Greenberg, 1997; Gilbert et al., 2001; Blutt et
al., 2004).

Figura 2.3. Microscopia electronica de particulas pseudo rotavirales: a) la PPR compuesta por las proteinas
VP2 y VP6 (70 nm), b) la compuesta por VP2, VP6 y VP4 (70 nm), c) la compuesta por VP2, VP6 y VP7
(75 nm) d) la particula pseudo viral completa compuesta por VP2, VP6, VP7 y VP4 (75 nm) (Tomado de
Crawford et al., 1994).

La produccién de la PPR es una tarea complicada, ya que implica la expresion simultanea
de las 4 proteinas estructurales y su ensamblaje para la formacion de la cPPR. Es
necesario ademas, expresar las diferentes proteinas virales en una relacién adecuada, ya
gue se ha determinado que los rendimientos de ensamblaje de la dIPPR son bajos, debido
a que se requiere la sobre-expresién de ambas proteinas (VP2 y VP6), no necesariamente

en la relacion estequiométrica presente en la PPR (Mena, 2007). Ademas, al producir la
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tIPPR se tendran intermediarios como la dIPPR y proteinas sin ensamblar, las que

podieran interferir en la cuantificacion de estas estructuras (Fig. 2.4).

— O

sIPPR (50 nm)

—— =
Baculoviru 1 !gﬁ § %
!.f j.ﬁ - 5 VP2 VPG - >
/ dl‘"
'ﬁ;f Vp7 dIPPR (70 nm)
Cultivo Células insect ‘
tIPPR (75 nm)

Figura 2.4. Produccién de PPR en el sistema de células de insecto baculovirus. Todos los elementos a la

izquierda del matraz pueden acumularse en una coinfeccién.

El ensamblaje las cPPR es aun incierto, aunque existen reportes sobre el ensamblaje de
dIPPR in vivo (Mena, 2007) y cPPRn vitro (Trask y Dormitzer, 2006). Trask y
Dormitzer (2006) realizaron el ensamblaje de capsides completas utilizando como
templado virus nativo de doble capa e incorporando VP4 y VP7 producida
heterélogamente, y comentan que la formacion de los trimeros de VP7 es un prerrequisito
para su unién a la dIPPR, ademas, que factores como el pH y la temperatura afectan el
ensamblaje considerablemente. La formacion de los trimeros de VP7 es dependiente de
calcio (Maass y Atkinson, 1990; Dormitzer et al., 2000; Trask et al., 2006) y una nula
concentracion de calcio en el buffer induce el desensamblaje de la cPPR o tIPPR en
dIPPR, lo que provoca una disminucion en la capacidad infecciosa del virus (Ruiz et al.,
2000).
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2.6. DIFERENCIACION Y CUANTIFICACION DE PPR

Es indispensable para el desarrollo de procesos de produccion eficientes de PPR, la
diferenciacion de los distintos intermediarios y su cuantificacion. Es necesario separar la

PPR de interés de los posibles intermediarios y otras macroestructuras, como seria el
mismo baculovirus. El tener una relacion real de las particulas presentes en una muestra y
el conocer la concentracion presente de las mismas, nos permitira evaluar mejor vacunas
potenciales, asi como productos ya aprobados. Ademas, esto nos permitira analizar de
manera confiable y directa la produccién de estas estructuras con la finalidad de seguir

cinéticas de produccion y optimizar el proceso de produccion de PPR.

La diferenciacion de las PPR ha sido un tema abordado solamente por unos cuantos
grupos. Mena y colaboradores (2005) desarrollaron una metodologia utilizando
cromatografia de alta presion (HPLC) y columnas de exclusion molecular Ultrahydrogel
2000 y 500 (Waters, USA) instaladas en serie (tamafio de poro de 200 nm y 50 nm,
respectivamente) para diferenciar las dIPPR de intermediarios y cuantificarlas mediante
un detector de fluorescencia (analizando la proteina de fusibn EGFPVP2). Mediante esta
metodologia fue posible diferenciar baculovirus de dIPPR, y de proteinas sin ensamblar
(Fig. 2.5). Asi, fue posible analizar cinéticas de produccion de dIPPR y con base en ello
se lograron determinar las mejores condiciones para su produccién y ensamblaje (Mena
et al., 2005; Mena, 2007).

50

dl |

Fluorescence (RFL)
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Figura 2.5. Cromatograma de HPLC-GP de dIPPR. 0) Baculovirus, 1) dIPPR, 2) EGFP. (Tomada de Mena
et al., 2005).
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La implementacion de esta metodologia para la diferenciacion y cuantificacion de tIPPR,
encierra el reto adicional de separarla del principal intermediario, que en este caso es la
dIPPR, ya que la diferencia de tamafios entre estas estructuras es de 5 nm. Una de las
alternativas para lograr diferenciar estas estructuras es considerar las diferencias de
estabilidad de las mismas ante calcio. La dIPPR es estable en un ambiente sin calcio y se
ha observado que una concentracién de calcio por arriba de 10 mM (Ready et al., 1988;
Estes y Cohen, 1989; Mena, 2007) desestabiliza la particula desensamblandola en cores y
VP6. En lo que respecta a la tIPPR, esta es estable en una solucion con calcio (por arriba
de 10-20 nM para SA1l y en otras cepas como OSU hasta 600 nM) (Dormitzer et al.,
2000; Ruiz et al., 1996) por lo que se convierte en una alternativa para diferenciar entre la
dIPPR y tIPPR.

Se han propuesto otras metodologias y procedimientos para cuantificar las tIPPR, basados
principalmente en inmunoensayos. Estos pueden detectar la presencia de un epitope
especifico presente en la capside, algunos de ellos conformacionales. Sin embargo, no
diferencian entre proteina no ensamblada, PPV e intermediarios, lo que los hace
inexactos y poco confiables para nuestros propositos. En esta linea, Vieira y
colaboradores (2005) propusieron una metodologia para llevar a cabo la cuantificacion de
tIPPR en la que se utiliza un anticuerpo anti-VP7 el cual es especifico para un epitope
conformacional de la proteina VP7 cuando ésta se encuentra presente en la capside,
obteniéndose valores de tIPPR de 60 pg/mL. Por otra parte, Mena (2007) optimizé la
produccion de dIPPR obteniendo valores de dIPPR de 3.12 pg/mL. Con las
concentraciones obtenidas por Mena (2007) y considerando una produccion igual de
eficiente hacia la formacién de tIPPR, el valor no ascenderia a mas de 5 pug/mL, el cual
comparado al valor obtenido por Vieria y colaboradores (2005) esta 12 veces por debajo.
Esto puede deberse probablemente a que su anticuerpo no solamente reconoce epitopes
contra VP7 ensamblado en PPR sino también mondmeros o trimeros de VP7 presentes en
el caldo de cultivo. Jiang y colaboradores (1998) por su parte, cuantificaron tIPPR de
muestras concentradas por colchén de sacarosa mediante SDS-PAGE. Como en el caso
anterior, se estaria sobrevalorando la concentracion maxima de tIPPR ya que las muestras

analizadas podrian contener una gran cantidad de proteinas virales sin ensamblar, ya que
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no es un proceso de purificacion adecuado con el cual determinar la concentracion exacta

de las capsides.

2.6.1. ELECTROFORESIS CAPILAR

En este trabajo proponemos a la electroforesis capilar (EC) como una posible solucién al
problema de diferenciacion de la dIPPR y la tIPPR. Esta metodologia permite separar
moléculas mediante las diferencias en su migracion bajo la influencia de un campo
eléctrico (relacion carga/masa, punto isoeléctrico, entre otras). En la EC se pueden
realizar separaciones de diversas estructuras (proteinas, compuestos organicos e
inorganicos y virus) mediante la aplicacion de altos voltajes en capilares de um (20-500)
de didmetro (que permiten una mejor disipacion de calor), que permite, con base en
diferencias en las movilidades de las particulas, separar desde ADN, ARN, compuestos
quirales, péptidos, proteinas, virus, entre otros compuestos (Camilleri, 1998; Kremser et
al., 2004; Goodridge et al., 2004). En los ultimos afios se ha utilizado esta metodologia
para diferenciar capsides virales (Ver tabla 2.3.). Se han implementado tanto la
electroforesis capilar zonal (ECZ) (separacion mediante las diferencias en la relacion
carga/masa de los compuestos), como el isoelectroenfoque (ECI) (separacion mediante
diferencia en puntos isoeléctricos) (Kremser et al., 2007). Schnabel y colaboradores
(1996), implementaron la ECI para determinar el punto isoeléctrico (pl) del rinovirus
humano (HRV) y Goodridge y colaboradores (2004) determinaron el punto isoeléctrico
de PPV de Norovirus, con lo que se demostré la viabilidad del sistema al analizar
macroestructuras como las capsides virales y pseudos particulas virales.

La ECZ ha permitido realizar andlisis de sueros de plasma de pacientes que padecen
alguna enfermedad y determinar la presencia de diferentes analitos de interés, asi como la
separacion de microorganismos en una muestra, la caracterizacion de virus, estudios de
unién a ligandos, etc. (Meera y Armstrong, 2003; Breadmore et al., 2004; Kremser et al.,
2004). Esta metodologia se ha implementado para el analisis de diversos virus entre los
gue se encuentran los rinovirus, el virus del mosaico del tabaco, interacciones del virus
del herpes simple con enzimas, hepatitis C, entre otros (Hjerten et al., 1987; Okun et al.,
1999; Attallah et al., 2004, Igbal et al., 2007).
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Tabla. 2.3. Algunos virus analizados por EC.

Virus Movilidad Solucién electrolitica de separac
(10°m?Vvsh (BGE)
Mosaico del tabaco 52-55 2 mM Borato pH 8.35
Adenovirus recombinante tipo 5 18 25 mM Fosfato pH
HRV14 9.6 0.1 M Borato pH 8.3, 10mM SDS
HRV16 20.6 0.1 M Borato pH 8.3, 10mM SDS
HRV2 22.7 0.1 M Borato pH 8.3, 10mM SDS
HRV49 11 0.1 M Borato pH 8.3, 10mM SDS
HRV2 10.¢ 0.1M Borato pH 8.3, 0.5% DOC, 0.05
SDS, 0.5% Triton X-100

HRV14 7 0.1 M Borato pH 8.3, 10 mM D-PEG
HRV2 8.5 0.1 M Borato pH 8.3, 10 mM D-PEG

(Adaptada de Kremser et al., 2007)

Uno de los problemas principales a los que se enfrentan al analizar muestras virales, es la
identificacion de los picos correspondientes a las capsides virales, ya que el principal
método de purificacion es por gradiente de CsCl que como se menciond en la seccién
2.3., presentan una gran cantidad proteinas sin ensamblar. Para solventar este problema se
han analizado las muestras bajo diferentes condiciones que permiten diferenciar las
capsides virales, como lo son el desensamblaje y la degradacion del material genético del
virus (Okun et al., 1999). Esto podria solucionarse si se analizan muestras con una pureza
mayor. En esta metodologia existen diversos puntos importantes a considerar ademas del
problema de la identificacion de los picos que corresponde a la capside viral, ya que
puede existir interaccién de la pared del capilar con las estructuras virales. Para resolver
este problema se recomienda utilizar soluciones con concentraciones mayores de 30 mM
(fosfatos, borato, tris, etc.), ademas adicionar aditivos al buffer como SDS, PEG,
deoxicolato, triton X-100 entre otros, en concentraciones que no desestabilicen las
capsides virales (Okun et al., 1999; Kremser et al., 2005). La EC es una metodologia
compleja, pero trae consigo las grandes ventajas como sus tiempos cortos de analisis
(algunos minutos), volumen pequefio de muestra y que es un procedimiento analitico de

alta sensibilidad que podria permitir diferenciar y cuantificar las PPR.
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Capitulo 3

Justificacion y objetivos
3.1. JUSTIFICACION

La diferenciacién de dIPPR y tIPPR es necesaria, ya que en la produccion de tIPPR se
producen ademéas dIPPR, que sirven de templado para la formacion de la tIPPR.
Diferenciarlas y cuantificarlas nos permitira conocer la concentracion de ambas en los
cultivos infectados, lo que nos ayudard a determinar los parametros cinéticos en su

produccién que nos permitan analizar las producciones de ambas PPR.

3.2. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una metodologia que permita diferenciar y cuantificar particulas pseudo
rotavirales de triple y doble capa y, determinar los parametros cinéticos caracteristicos de
ambas producciones.

3.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desarrollar un método eficaz de diferenciacion y cuantificacion de tIPPR.

2. Caracterizar las tIPPR obtenidas a partir de la coexpresion simultdnea de las tres

proteinas virales y evaluar cinéticas de produccion de tIPPR y dIPPR.

3. Determinar los parametros cinéticos de produccién de tIPPR y dIPPR a una
multiplicidad de infeccién de 1 ufp/cel para cada baculovirus (velocidades de
produccion (g) de las capsides virales, asi como la productividad y rendimientos

de ensamblaje de proteinas).
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Capitulo 4

Materiales y métodos

4.1. LINEAS CELULARES Y TECNICAS DE CULTIVO

Se trabajé con las lineas celulares de los insedioshoplusia ni (High Five®) y
Spodoptera frugiperda (Sf9). Se utiliz6 un medio libre de suero SF900-II (Invitrogen).
Las células se cultivaron en matraces agitados de 250 mL (volumen de trabajo de 60 mL)
para la amplificacion de baculovirus y las cinéticas de produccion de PPR. Los cultivos
se mantuvieron con agitacién constante a 115 RPM y 27 °C. La concentracion y tamafio
celular se determinaron utilizando un contador de particulas Coulter Multisizer Il
(Coulter Electronics) con un tubo de apertura de 100 um. La viabilidad celular se

determind utilizando azul de tripano al 0.5% en PBS pH 7.4 en hematocitdmetro.
4.2. BACULOVIRUS RECOMBINANTES

Se utilizaron baculovirus recombinantes Alg¢ographa californica NPV en los que se
insertd el gen de interés bajo el promotor de poliedmpoth), El baculovirus que
codifica para la proteina de fusion EGFPVP2 (Charpilienne et al., 2001, bacEGFPVP2)
fue proporcionado por el Dr. Jean Cohen (INRA-CRJ; Francia) y los baculovirus que
codifican para las proteinas VP6 (bacVP6) y VP7 (bacVP7) fueron proporcionados por
la Dra. Susana Lopez (IBT-UNAM). Los baculovirus codifican para las proteinas de las
cepas de rotavirus RF (EGFPVP2) y SAl11 (VP6 y VP7).

La amplificacion de los stocks virales se realizé en matraces agitados de 250 mL
(volumen de trabajo 60 mL) infectando células a una concentracién de (®Sed/iflL

con los baculovirus a una MDI de 0.01 ufp/cel y cosechando el cultivo a las 96 horas. El
cultivo se centrifugd a 9,000 x g y se adicion6 0.5% de suero fetal bovino (SFB) al

sobrenadante. El titulo viral se determiné como se describe en la secciéon 4.3.
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4.3. DETERMINACION DEL TIiTULO VIRAL

El titulo viral se cuantificé con la metodologia implementada por Mena y colaboradores
(2003), la cual se basa en la determinacion de la viabilidad celular después de agregar
diluciones seriadas de virus a través de la reaccion del MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil bromuro de tetrazolio) con la dehidrogenasa mitocondrial de células viables.
Esta reaccion produce una sal insoluble de formazan color azul que se cuantifica
espectrofotométricamente. Se realiza una gréfica de dilucion contra absorbancia a 570
nm. Esto resulta en una curva tipo sigmoidal (Ver seccion 4.12.1.), cuyo ajuste nos
proporciona la dilucién a la cual el 50% de las células fueron infectadas £J)Ctdh lo

que se puede calcular el titulo viral como se describe en la seccién 4.12.1. (O'Reilly et
al., 1994; LaBarre y Lowy, 2001). Se utilizaron placas de 96 pozos en las cuales se
colocaron 5 x 1dcélulas por pozo en 50 pL de medio SF900-II. Posteriormente se
prepararon diluciones del virus desdé h@asta 13° con las que se infectaron los pozos.

6 dias después de la infeccion se afadieron 10 puL de una solucion de MTT (5 g/L) a cada
pozo y se agitd la placa durante 2 horas. Pasadas las 2 horas se centrifugaron las placas a
4,000 x g 10 minutos y se extrajo el sobrenadante. Las sales insolubles de formazan se
disolvieron en 50 uL de dimetilsulfoxido (DMSO) y se midié absorbancia a 570 nm en
un lector de microplacas. Con base en la T§lLDcon las ecuaciones que se describen

en la seccién 4.12.1. se determina el titulo viral.
4.4. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE PROTEINAS VIRALES

Las proteinas virales de muestras de cultivos y purificadas se analizaron mediante geles
de poliacrilamida al 10 o 12% y su tincion por azul de Comassie o plata. Se realizaron
Western blot de las muestras de cultivo transfiriendo las proteinas a membranas de
nitrocelulosa (Millipore, cat. HAHY304FO0), las cuales se incubaron con los anticuerpos
anti-rotavirus cepa YM, anti-TLP (proporcionado por la Dra. Susana Lopez) y cabra anti-
todos los serotipos de rotavirus (Abd serotec) a una dilucion de 1:1000, 1:1500 y 1:500,
respectivamente. Los anticuerpos secundarios estan acoplados a peroxidasa y se

utilizaron a una dilucién de 1:2000 (todas las diluciones se realizaron en el buffer TBS:
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0.1% Tween-20). Se revelaron los Western blot mediante la reaccion quimica entre la
peroxidasa y carbazol. Los geles tefiidos por Comassie y plata fueron analizados por

densitometria con el software NIH Image.
4.5. PRODUCCION DE PPR

Para la produccién de las PPR se realizaron coinfecciones con los baculovirus
bacEGFPVP2, bacVP6 y bacVP7. Se utilizo una MDI de 5 ufp/cel para cada baculovirus
durante los primeros experimentos, y posteriormente se utilizé6 a una MDI de 1 ufp/cel
para cada uno de los baculovirus (el cambio en la MDI se debié a que se encontraron
mejores condiciones para la produccién de dIPPR por Mena (2007)). Las infecciones se
realizaron a una densidad celular de 0.5 %cEIYmL y una viabilidad celular por arriba

del 90%, ya sea para dIPPR o tIPPR. Para seguir las cinéticas de produccion de PPR se
tomaron muestras de 1 mL cada 24 horas desde el tiempo 0 hasta que la viabilidad celular
decay0 por debajo del 30%. Las muestras se centrifugaron a 9,000 x g para separar el
sobrenadante y el pellet celular. El sobrenadante se almacen6 a 4°C para su posterior
purificacion. El pellet celular se resuspendié en 300puL de una solucion TNC (10 mM
Tris pH 7.4, 140 mM NaCl, 10 mM Caflen el caso de la produccion de tIPPR, o, para

la recuperacion de dIPPR en buffer 10 mM Tris pH 8, 1 mM EDTA. La lisis del pellet
celular se realiz6 mediante 3 etapas de congelado-descongelado y su posterior

centrifugacion a 9,000 x g para separar el sobrenadante.
4.6. PURIFICACION DE LOS ESTANDARES DE PPR

La obtencion de estandares es importante para caracterizar la dIPPR y tIPPR. La dIPPR y
tIPPR se caracterizd6 por HPLC, SDS-PAGE, Western blot y electroforesis capilar. Los
primeros estandares obtenidos se purificaron por gradientes de CsCl, y estas muestras
fueron utilizadas en algunos de los experimentos. Posteriormente, se implementé una
metodologia de purificacion de tIPPR utilizando una columna empacada con una resina
de exclusibn molecular (HW65F, Tosoh) y un equipo de FPLC (AKHi#AMe,

Amersham Pharmacia Biotech), con la finalidad de obtener una muestra mas pura.
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4.6.1. PURIFICACION DE tIPPR

4.6.1.1. GRADIENTES CsCl

La primera etapa de la purificacion de los estandares se llevd a cabo mediante la
concentracion inicial de las muestras por un colchén de sacarosa al 35% a 82,000 x g
durante 2 horas a 4 °C con un rotor SW28 en la ultracentrifuga Optima L-90K (Beckman
Coulter). El concentrado se resuspendio en una solucion buffer TNC y se adiciond al tubo
1.89 g de CsCl para formar el gradiente en 4.5 mL de muestra. El tubo se centrifugd a
116,000 x g durante 18 horas a 4 °C con un rotor SW55. Las bandas generadas en el
gradiente de CsCl se colectaron y se analizaron por medio de geles desnaturalizantes de
poliacrilamida y Western blot para asegurarnos de la presencia de las proteinas virales, y

por HPLC para determinar la pureza de las muestras.

4.6.1.2. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR

Esta metodologia fue implementada por Peixoto y colaboradores (2006). Consiste
principalmente en la concentracion de las muestras del cultivo para finalmente realizar
una cromatografia de permeacion en gel y una ultracentrifugacion. Se adecud la

metodologia a los equipos existentes en el laboratorio.

La muestra proveniente de cultivo se centrifugd a 9,000 x g durante 10 minutos y el pellet
se resuspendi6 en 1 mL de buffer TNC y se someti6 a tres etapas de
congelado/descongelado para lisar las células. Se centrifugé a 9,000 x g durante 10
minutos. Los sobrenadantes obtenidos se concentraron en el equipo de ultrafiltracion
AMICON (Millipore, USA) utilizando una membrana de celulosa de 30kDa (Millipore,
USA). Cada uno de los buffer utilizados en la separacién fueron filtrados por membrana
de 0.2um y desgasificados (las muestras solamente fueron filtradas por membrana de
0.2um). El concentrado se inyectd en el equipo de FPLC (ARfiAe, Amersham
Pharmacia Biotech) con una columna empacada con la resina HW65F (Tosoh, USA). La

inyeccion de muestra al equipo FPLC (Akta Prime) no debe ser superior al 10% del
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volumen de columna (volumen de columna, 384 mL), por lo que se decidié inyectar
solamente 25 mL para cada stock de purificacion que provenia de sobrenadante de
cultivo. Esta resina tiene un tamafo de poro de 100 nm. Se mantuvo un flujo de 2
mL/min durante toda la purificacion utilizando una solucion amortiguadora TNC. Las
PPR eluyeron alrededor de los 170 mL después de haber realizado la inyeccion al equipo.
Las PPR purificadas fueron recolectadas para posteriormente concentrarlas. Se utilizaron
dos metodologias para concentrar las muestras, una fue por ultracentrifugacion a 125,000
x g durante 90 minutos con un rotor 45 Ti en la ultracentrifuga Optima L-90K (Beckman
Coulter, USA). El pellet obtenido de la ultracentrifugacién se resuspendié en 500uL de
buffer TNC. La otra alternativa que se consider0 para evitar la etapa de
ultracentrifugacion fue concentrar el purificado por medio del equipo de ultrafiltracion
AMICON (Millipore, USA) con una membrana de 30kDa (Millipore, USA).

4.6.2. PURIFICACION DE dIPPR

La purificacion de dIPPR ya habia sido montada en el laboratorio. Esta consiste en
obtener un cultivo infectado con los baculovirus bacEGFPVP2 y bacVP6 a una MOI de 1
ufp/cel de cada baculovirus y su cosecha a las 96 horas. El cultivo se centrifug6 a 9,000 x
g durante 10 minutos. El pellet celular se lis6 durante 3 etapas de congelado-
descongelado y se resuspendié en un volumen adecuado de buffer. La primera etapa de la
purificacion fue la separacion por dos fases acuosas (Benavides, et al., 2006). La fase
recuperada rica en PEG se diafiltré en 10 mM tris pH 8, 1 mM EDTA utilizando un
cartucho de fibras huecas en el equipo de ultrafiltracion MINIM SYSTEM (PALL, USA).
Las dIPPR diafiltradas (25 mL) se inyectaron en el equipo FPLC (ARTike,
Amersham Pharmacia Biotech) con una columna empacada con la resima HWG65F
(Tosoh), se mantuvo un flujo constante de 3 ml/min utilizando un buffer 10 mM Tris pH

8, 1 mM EDTA. La dIPPR eluyé aproximadamente a los 170 mL después de la
inyeccion. La concentracion final de las dIPPR purificadas se realizd mediante
ultrafiltracion en el equipo AMICON (Millipore) utilizando membranas de 30 kDa
(Millipore).
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4.7. CARACTERIZACION Y CUANTIFICACION DE EGFPVP2 POR HPLC Y
ESPECTROFLUORIMETRO

La proteina EGFPVP2 se cuantificd a través de un espectrofluorimetro (Perkin Elmer
LS55) a las longitudes maximas de absorcion (484 nm) y emisién (510 nm) para la
EGFP, analizando la intensidad de fluorescencia, y en el HPLC utilizando un detector de
fluorescencia marca Waters (2475), analizando el area bajo la curva de fluorescencia. En
cada uno de los equipos se realiz6 una curva estandar de EGFP con un stock comercial
(Clontech). Se determiné la concentracién de proteina total en las muestras mediante el

analisis por Bradford (Bio-rad).

Se implementd la cromatografia liquida de alta presion utilizando el equipo HPLC Delta
Prep 4000 marca WatéPs5(Massachussets, USA) con los siguientes componentes:

e Controlador Prep LC Waters

» Detector de fluorescencia Waters 24%& 484 nm yAen, 510 nm)

» Detector de absorbancia Waters 248260 y 280 nm)

» Software Empower

Se utilizé un flujo de 0.9 mL/min a 37°C con un buffer TNC sin la adicién de calcio.
Ademas, se utilizaron las columnas de permeacion en gel Ultrahydrogel 500 y
Ultrahydrogel 2000 (7.8 mm diametro interno y 30 cm de largo) (Waters, USA). Estas
columnas tienen un tamafio de poro de 50 nm y 200 nm respectivamente. Las muestras
provenientes de sobrenadante de infecciones se filtraron con membranasude 0.2
(PALL) y las muestras de pellet (180 se trataton con 20L de DNAsa (1000 U/mL) y

10uL RNasa (5000 U/mL) durante 4 horas a 37°C. Después de la digestion, el pellet se
centrifugd a 9,000 x g durante 10 minutos y el sobrenadante se filtr6 con membrana de
0.2um (PALL). Al equipo cromatografico se inyectaron 100 pL de las muestras por
analizar. El pellet resultante de la lisis celular se analiz6 en el espectrofluorimetro para
determinar la concentracion de EGFPVP2 retenida por la célula. El pellet se resuspendi6

en buffer para que la concentracion final fuera de 05x&0mL y el volumen de
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muestra analizado fue de 200uL. Se utilizé una apertura del monocromador de la lampara

de 2.5 nm y la apertura del fotomultiplicador de 20 nm.

Se conoce que por cada mol de EGFP se tiene un mol de EGFPVP2 (Charpilienne et al.,
2001), ademas se conoce la relacién estequiométrica de EGFP en la capside con la que se
calculo el factor masico para determinar la concentracion de dIPPR y tIPPR. Los factores
masicos son 4.4, 14.4 y 24.42 para las particulas pseudo rotavirales de una capa (sIPPR),
dIPPR y tIPPR respectivamente.

Para la curva de calibracién de EGFP en HPLC se utilizé un detector de fluorescencia a
dex de 484 nm yherd10 nm. En el andlisis por HPLC se inyectaron los pellets y
sobrenadante de cultivos infectados, mientras que para el célculo de la EGFP que no se
liberd en el lisado celular (retenido) se utilizo el espectrofluorimetro. En la Figura 4.1. y
4.2. se observan las curvas de calibracion de EGFP tanto en HPLC como en

espectrofluorimetro que se utilizaron para la cuantificacion de PPR.

2.0 - y = 0.0019x - 0.0219
R?=0.9993

Area (URF*min
P P
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Figura 4.1. Curva estandar de EGFP en HPLC. Se graficaron las unidades relativas de fluorescencia (URF)

por minuto (area) contra la concentracion en ng/mL de EGFP. Para facilitar su representacion, las areas

(URF*min) se dividieron por 1x0
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Figura 4.2. Curva estandar de EGFP en espectrofluorimetro. Se graficé la intensidad de fluorescencia (IF)

contra la concentracién en ng/mL de EGFP.

De estas curvas de calibracion se obtuvieron las ecuaciones correspondientes para
obtener la concentracion de muestras problemas (Ecuacion 4.7.1. y 4.7.2.), con las que se
determiné la concentracion de EGFPVP2 y de PPR en el cultivo utilizando los factores

masicos sefalados anteriormente.

HPLC
ng EGFP/mL= (Area(URF*min)+2 x 1187503 Ecuacion 4.7.1.

Espectrofluorimetro
ng EGFP/mL= (IF-23.47)/1.725 Ecuacion 4.7.2.

4.8. MICROSCOPIA ELECTRONICA

Las muestras de tIPPR se colocaron en rejillas (200 mesh FCF200-Cu) cubiertas con
Formvar/carbono (Electron Microscopy Sciences, EUA). Se depositaron 10 pL de
muestra sobre la rejilla y se dejo reposar durante 3 minutos, posteriormente se secO con
un papel filtro y se adicioné una solucion de acetato de uranilo al 2% durante 2 o0 3
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minutos y se lavo la rejilla con agua MQ, se secd y se almacend. Las muestras se
prepararon 24 horas antes del andlisis al microscopio. La observacion se realizé en el
microscopio electrénico de transmision Zeiss EM 900 (Zeiss, Alemania) a
magnificaciones desde 3,500 hasta 250,000 X.

4.9. DESENSAMBLAJE DE dIPPR Y tIPPR

Las muestras purificadas de tIPPR se pueden desensamblar y producir dIPPR al tratarlas
con una solucién de EDTA, quelando el calcio presente en la solucion. Para lograr esto,
las muestras se trataron con una solucién de EDTA 0.5 M, pH de 8, la que se utilizo para
llevar las muestras a una concentracion final de 10 mM EDTA. La muestra se incubd
durante 1 hora a 37 °C (Patton et al., 2000) en un equipo Termostat (Eppendorf, USA).
La muestra se analizé por HPLC antes y después del experimento. Por otra parte, las
dIPPR se desensamblan cuando la concentracion de calcio en el buffer es mayor a 10mM
(Mena, 2007). Este desensamblaje se llevd a cabo a 37°C durante 4 horas incubando en el
equipo Termostat (Eppendorf, USA). La muestra de dIPPR desensamblada también se

analizd en el HPLC.

4.10. ELECTROFORESIS CAPILAR

Se utilizé el equipo P/ACE MDQ Capillary Electrophoresis System (Beckman, Coulter)
con un detector de arreglo de diodos (PDA). Este equipo permite realizar corridas desde
1,000 hasta 30,000 volts. La temperatura del capilar y del reservorio de muestras se
mantuvo constante a 20°C mediante un sistema de enfriamiento liquido FIUbM@rt

77 (3M, Bélgica).

4.10.1. ELECTROFORESIS CAPILAR POR ISOELECTROENFOQUE
Para trabajar con la técnica de isoelectroenfoque se utilizORrckébmalab clEF 3-10

(Beckman Coulter). Se utilizé un capilar neutro recubierto con poliacrilamida de 50um

de diametro interno. El kit cuenta con las soluciones de un anfolito pH 3-10, gel, acido
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fosférico 1M, hidroxido de sodio 1M y los estandares de proteinas (ribonucleasa A,
anhidrasa carbonica, B-lactoglobulina y péptido CCK). La muestra se preparo utilizando
una mezcla de gel (100uL), anfolito (4uL) y entre 5y 10uL de la muestra de tIPPR
purificada como se describe en la seccion 4.6.1.2. (el volumen de muestra no debe
sobrepasar el 10% del volumen final) y se inyecté por presion al capilar durante 1.5
minutos a 30 psig. Se realiz6 la separacion de proteinas mediante la aplicacién de 15kV
durante 6 minutos (esto para lograr la separacion de las proteinas mediante sus puntos
isoeléctricos dentro del capilar, enfoque). Posteriormente, se aplicd presion (5 psig) y
voltaje (21 kV) para lograr que las proteinas migren hacia el detector. La deteccion de las
proteinas se realiz6 a 280 nm. Se realizd una curva estandar de punto isoeléctrico (pl)
contra tiempo de migracion utilizando los estandares proteicos descritos anteriormente.
Se inyectaron muestras de tIPPR a diferentes concentraciones para determinar su punto

isoeléctrico mediante la curva de calibracion generada.

4.10.2. ELECTROFORESIS CAPILAR ZONAL

En esta metodologia se utilizaron un capilar de silica fundida y uno neutro (recubierto de
polivinilalcohol) de 75 pm de diametro interno. Las corridas se realizaron desde 10 hasta
30 kV utilizando una solucion de 10 mM de fosfatos con o sin la adicion de surfactantes
(10 mM SDS y 10 mM deoxicolato de sodio en el buffer de separacién), esto con la
finalidad de evitar la interaccion entre las macroestructuras (cipsides virales) y la
superficie del capilar que pudiera resultar en la retencién de las capsides por el capilar y
en la pérdida de resolucion al separar dIPPR y tIPPR. Con base en los resultados se
pueden calcular las diferentes movilidades electroforéticas de las particulas, ademas de la
resolucion y nimero de platos tedéricos. Cuando se utilizé un capilar de silica fundida se
observé un efecto en la movilidad ocasionado por la interaccion de los silanoles cargados
con el electrolito base, que ocasiona un flujo que contribuye en la movilidad final de los
analitos (flujo electrosmdético, FEO). Para determinar el valor del FEO y conocer la
movilidad de los analitos, es necesario incorporar un marcador. EI FEO puede ser
observado incorporando en las separaciones analitos sin carga como es el 6xido de

mesitilo, el cual mantiene su carga neta en cero a diversos valores de pH. En ocasiones
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debe incorporarse una concentracion conocida de estandar interno (algin compuesto que
migre diferente y no influya en la separacion) para lograr minimizar los efectos que
puedan ocasionar deficiencias en la inyeccion que repercutan en las areas bajo la curva.
La deteccidn se realiz6 mediante un detector de arreglo de diodos a las longitudes de
onda de 205, 260 y 280 nm. La longitud del capilar utilizado fue de 101.7 cm de longitud
total y de 91.2 cm de longitud efectiva del capilar. Se mantuvo la temperatura constante a

20 °C para todas las separaciones.

4.11. EVALUACION DE METODOLOGIAS

La validacion de la cuantificacion de la tIPPR por electroforesis capilar zonal se realizd
utilizando el protocolo desarrollado por la INTERNATIONAL CONFERENCE ON
HARMONIZATION OF TECHNICAL REQUIREMENTS FOR REGISTRATION OF
PHARMACEUTICALS FOR HUMAN USE: Validation of Analytical Procedures: Text
and Methodology Q2(R1).

4.11.1. ESPECIFICIDAD

Se determind la presencia e identidad de las PPR en las muestras analizadas por medio de

SDS-PAGE, Western blot, microscopia electrénica y HPLC.

4.11.2. GENERACION DE CURVA ESTANDAR Y LINEARIDAD DEL SISTEMA

Se realiz6 una curva estandar para cada tipo de muestra utilizando el intervalo de
concentraciones de tIPPR y dIPPR. Para determinar la linearidad del sistema se hicieron 5
diluciones de estandar con el buffer de almacenaje de cada muestra y se evaluara la
linealidad del método. Para que el método sea lineal, la pendiente de la recta generada
entre el valor conocido y el determinado debe ser cercana a uno y los coeficientes de

regresion r yTdeben ser cercanos o mayores a 0.98.
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4.11.3. PARALELISMO

Se analizaron muestras de cultivo infectado para verificar los resultados. Ademas, se
analizaron muestras purificadas de pellet de cultivo infectado y muestras de cultivo a

diferentes tiempos de infeccion.

4.11.4. PRECISION Y EXACTITUD

Se realizaron por lo menos 3 mediciones de estdndares a 3 concentraciones distintas. Se
determin6 en cada caso la concentracion experimental promedio, la desviacion estandar,
el coeficiente de variacion, y el intervalo de confianza. Estos valores dictaron si el
método es preciso. Solo se considerd el método preciso si el intervalo de confianza es
menor al 5% de la concentracion experimental promedio para cada caso. La exactitud se
determiné haciendo la prueba de t de Student de las mediciones anteriores. Ademas, se
realizaron mezclas de diferentes concentraciones del estandar con distintos volimenes de
la muestra representativa. Se determind la concentracion de ADN en cada una de las
mezclas, y se comparara con aquella esperada. El valor experimental debe estar entre el
97 y 103 % del esperado.

4.11.5. REPRODUCIBILIDAD

La concentracion de tIPPR y dIPPR en las muestras se analizé en diferentes dias. Se
determiné la F experimental y se comparo con tablas para determinar la reproducibilidad.
Se considerd que el método es reproducible si la certeza es mayor al 98 %.

4.11.6. LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION

Se determind a través de mediciones con el estandar en buffer relevante hasta las
concentraciones mas bajas posibles donde haya deteccién (sefal de absorbancia mayor al

ruido del equipo) y donde la curva estandar sea lineal. Se compararan los resultados con

las siguientes formulas:
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Limite de deteccion LD = e
Limite de cuantificacion LC = 1‘%

Donde s = desviacion estandar de la respuesta obtenida de la determinacion de la

exactitud y S es igual a la pendiente de la curva de calibracion.

4.12. CONSIDERACIONES MATEMATICAS

4.12.1. CALCULO DEL TIiTULO VIRAL

Mediante el andlisis de la curva de absorbancia contra dilucion del stock viral es posible
determinar la dilucion viral a la cual el 50% de las células han sido infectadasdJ.CLD

La curva sigue un comportamiento sigmoidal y su ajuste (Ecuacion 4.12.1.) nos

proporciona el valor de TCLdg(Ecuacion 4.12.2.).

Y=Y,+ a

[D Jb
o D
v (Ecuacion 4.12.1))

Donde Y es la absorbancia,; ¥es la minima absorbancia detectada (la minima
concentracion de células detectadas), a es la absorbancia maxima detectada, D es la
dilucion, Dy es la dilucion a la cual el 50% de la respuesta de absorbancia (1) @D

es la pendiente del factor. Ya determinada la dilucion a la que el 50% de células ha sido

infectadas se determind el TC{JE¥Ecuacion 4.12.2.).

1
D,V

TCLD.,/mL =

(Ecuacion 4.12.2.)

Donde V es el volumen de la dilucién del stock viral.
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El titulo viral se calculé mediante las ecuaciones 4.12.3y 4.12.4 (O'Relilly et al., 1994).
logTCIDs¢/mL= 0.912 (logTCLRyYmML) + 1.674 (Ecuacion 4 12.3.)
pfu/mL= TCIDs¢/mL x 0.69 (Ecuacion 4.12.4.)

En el desarrollo de esta metodologia para calcular el titulo viral, Mena y colaboradores
(2003) realizaron la comparacion con otros métodos y no se observaron diferencias
significativas. Con fines practicos y comparativos se utilizara la nomenclatura de ufp/ml

para el titulo viral.

4.12.2. CALCULO DE LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE PRODUCCION DE
PROTEINA

El calculo de la velocidad especifica de produccion de proteina se realizé segun el
modelo cinético de Luedeking-Piret (Ecuacion 4.12.5.). En este modelo se contempla que

la cinética de produccion puede estar asociada, no asociada a crecimiento o ambos:
dP/dt= ¢* u+p)X (Ecuacion 4.12.5.)
Dondeo es el rendimiento de producto por biomasa (gdlpyp la velocidad especifica

de produccién de producto (gftel*h), u la velocidad especifica de crecimiento y X la
concentracion celular.

Ya que las células infectadas dejan de crecer, y soélo estas son las células que producen
proteina heterdloga, la produccion de proteina heteréloga no esta asociada a crecimiento

(Ecuacion 4.12.6.) y la ecuacién 4.12.5. toma la forma:

dP/dtX (Ecuacion 4.12.6)
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Integrando la ecuacion 4.12.6. y considerando g@et¥0 es 0, la ecuacion queda como

se muestra (Ecuacion 4.12.7.):

p=R /J;Xth (Ecuacion 4.12.7.)

Donde Xv es la concentracion de células viables.

4.12.3. CALCULO DE LA MOVILIDAD ELECTROFORETICA, EFICIENCIA Y
VOLUMEN DE INYECCION

La movilidad electroforética, al igual que el coeficiente de particion en HPLC, es un
parametro constante bajo ciertas condiciones de operacion y separacion, que permite
caracterizar la separacion de analitos. Esta se calculé mediante la siguiente expresion
(Ecuacion 4.12.8.):

Hef= MapgUFEO (Ecuacion 4.12.8.)

En dondeuer es la movilidad totaliapp €s la movilidad de la muestra en el capilaiEso

es la movilidad que aporta el FEO. Las¢i se calcula introduciendo un marcador al
sistema u observando un pico negativo de absorbancia en la corrida electroforética (ese
punto negativo de absorbancia es caracteristico del FEQ)yJse calcula mediante la

siguiente expresion (Ecuacion 4.12.9.):
Happ=V/E= Ld*Lt/Vt (Ecuacion 4.12.9.)
Donde v es la velocidad de migracion del analito y E el campo eléctrico aplicado. Ld es

la longitud del capilar al detector y Lt es la longitud total del capilar. V, es el promedio de

voltaje aplicado durante la corrida y t, el tiempo.
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La eficiencia de las separaciones en electroforesis capilar se determina por medio del
namero de platos tedricos, el cual puede ser calculado mediante la siguiente expresion
(Ecuacion 4.12.10.) (Foley y Dorsey, 1983):

N=[41.7*(t/Wo.1)/[(a0.4/bo.1)+1.25]] (Ecuacion 4.12.10)
Donde N es el nimero de platos tedricgelttiempo de migraciéon del analito de interés,
Wo.1 es el ancho de pico al 10% de la altura del pigpesa el ancho de la primera mitad
del pico al 10% de la altura del pico yikes el ancho de la segunda mitad del pico al

10% de la altura del pico.

El volumen de inyeccién se calcula como se describe en la siguiente ecuacion
4.12.11.(Olechno y Nolan, 1996):

Viny= APrd't/128HI (Ecuacion 4.12.11.)

Donde AP es la presion aplicada al sistema, d el diametro del capilar, t el tiempo de

inyeccion,n la viscosidad del fluido y L la longitude del capilar.
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Capitulo 5

Resultados

5.1. PRODUCCION DEL ESTANDAR DE tIPPR

Para la produccion y purificacion de tIPPR por gradiente de CsCl y FPLC, se realizaron
infecciones con los baculovirus bacEGFPVP2, bacVP6 y bacVP7, como se describe en
Materiales y Métodos (secciones 4.5 y 4.6). Estas infecciones se realizaron a una MDI de 5
ufp/cel para cada baculovirus y se tomaron muestras de la infeccién cada 24 horas para
determinar viabilidad y concentracién celular (Fig. 5.1.). Los cultivos se cosecharon a las 72
horas, cuando la viabilidad celular fue menor de 30%.

- 100
-+ 90
-+ 80
-+ 70
-+ 60
-+ 50
-+ 40
-+ 30
-+ 20
-+ 10

O I I I I I I I O
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo (horas)

Viabilidad (%)

Concentracion celular (x 10 ° cel/mL)

Figura 5.1. Cinética de infeccién de células High Five® con 3 baculovirus (bacEGFPVP2, bacVP6 y bacVP7). Se
muestra la viabilidad celular () en las diferentes horas post-infeccion (h.p.i.), la concentracion celular total (B) y la
concentracién celular viable (a).

En la Figura 5.1. se observa que hubo un pequefio incremento en la concentracion celular

después de la infeccidon. Este pequefio incremento se debe a que no todas las células son
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simultaneamente infectadas al tiempo 0, ya que la infeccion del baculovirus consiste en una serie
de pasos limitados por el encuentro del virus-célula y algunos dependientes del ciclo celular
(Palomares et al., 2006). Ademas en la figura 5.1. se observa que la viabilidad celular empez6 a
decaer desde las 24 horas, encontrandose a las 48 horas alrededor de 40% de viabilidad y a las 72
horas por debajo del 20%.

Las dIPPR se encuentran principalmente en el pellet celular (Mena, 2007). En el caso de la
produccion de tIPPR, se desconoce su ubicacion, por lo fue necesario llevar a cabo la

purificacion del sobrenadante y pellet por separado.

5.1.1. PURIFICACION POR GRADIENTE DE CsCl

Los gradientes de CsCl son una herramienta ampliamente utilizada en virologia para purificar
capsides virales. En principio, al no contar con una metodologia alternativa a los gradientes de
CsClI para la purificacion de tIPPR en el grupo, se decidi6 utilizarla para la purificacion de los
estandares. Una de sus principales desventajas es que es un proceso dificil de escalar y ademas el
producto obtenido contiene una gran cantidad de intermediarios (Gao et al., 2000; Auricchio et
al., 2001; Mena et al., 2005, Gallo-Ramirez, 2007). EIl cultivo cosechado a las 72 horas se
concentré mediante un colchon de sacarosa y se purificd utilizando un gradiente de CsCl, como
se describe en la seccion 4.6.1.1 (Crawford et al., 1994; Patton et al., 2000). En los gradientes de
CsCl tanto de pellet como de sobrenadante, se observaron y recolectaron 4 bandas, las cuales se
diafiltraron en una solucién TNC y analizaron por Western blot (Fig 5.2). En las bandas 1 y 2 del
gradiente de sobrenadante (carriles 2 y 3 del gel en la Figura 5.2.A) se observaron bandas que
corresponden al peso molecular de las proteinas virales EGFPVP2 y VP6. No fue posible
determinar la presencia de VP7 en estos anélisis. La concentracion de proteina total de las bandas
1y 2 del gradiente fue de 50 pg/mL y 60 pg/mL respectivamente.
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Figura 5.2. Western blot de muestras de gradientes de CsClI. Produccion a MDI de 5 ufp/cel para cada baculovirus
(MDI total de 15ufp/cel). MP) Marcador de peso molecular BenchMark™ 1) Muestra de VVP6 purificada, 2) Muestra
purificada de (dIPPR), 3) Sobrenadante banda 1, 4) Sobrenadante banda 2, 5) Sobrenadante banda 3, 6) Pellet banda
1, 7) Pellet banda 2, 8) Pellet banda 3, 9) Pellet banda 4. En cada carril se colocaron 1 pg/mL de proteina. Se utilizé
como anticuerpo primario el anticuerpo anti-YM (1:2000).

Las bandas 1y 2 del gradiente (Figura 5.2.A.) fueron analizadas en el HPLC. En la Figura 5.3 se
observa el cromatograma de la muestra de la banda 1 recolectada del gradiente de CsCl de
sobrenadante de cultivo. Se observa un pico en absorbancia (280 nm) y fluorescencia alrededor
de los 14.7 minutos, el cual corresponde a las PPR como se describié en Mena y colaboradores
(2005). Se analiz6 el area bajo la curva del pico correspondiente a PPR, asi como de los otros
picos que se observan en el cromatograma y se definio el % de pureza de la muestra (la pureza se
define como la relacion del area bajo la curva de PPR entre el area bajo la curva total del
cromatograma), asi como la concentracion final de PPR. La pureza de la muestra fue del 5%y la
concentracion de 10 ng/mL (en cada uno de los analisis se determind la relacion 260/280 nm,
para conocer la relacién de acido nucleico/proteina en las mismas). El valor de la relacion
260/280 del pico de PPR fue de 1.3 que corresponde a 90% de proteina y 10% de acido nucleicos
(segln tablas, Mach et al., 1995). La relacién 260/280 de los otros picos del cromatograma
estuvo entre 1.3 y 1.4, lo que corresponde a 85-90% de proteina en esos picos, Yy el resto acidos
nucleicos. Ademaés, se corrobord la concentracion de PPR en la muestra mediante la

cuantificacion de EGFPVP2 como se describe en Materiales y Métodos en la seccion 4.7.

Como se comentd anteriormente, no fue posible determinar la presencia de VP7 en las muestras

de cultivo, aungue los resultados de HPLC confirmaron la presencia de PPR en las mismas. Con

49



esto no es posible determinar la presencia de tIPPR. Se ha reportado que las dIPPR son inestables
a concentraciones de calcio mayores a 10 mM y estables en soluciones sin calcio (Mena 2007).
Por lo tanto, se utilizé un buffer con una concentracion de calcio de 10 mM lo que nos sugiere
que no habria dIPPR en la muestra (debido a un desensamblaje de la misma) y las PPR que
observamos en el HPLC deberian ser tIPPR (Mena, 2007). Por este motivo, se decidié analizar el
efecto del calcio en la purificacion sobre las dIPPR, considerando que la purificacion de tIPPR se
realizd en TNC, cuya concentracion de calcio es de 10 mM, se esperaba que la dIPPR en la
muestra se desensamblara. Al realizar la purificacion de tIPPR utilizando 30 mM de calcio no se
observé una diferencia en el patron de las bandas producidas en un gradiente de CsCl. Por esto,
se realizé un experimento en ausencia de calcio en el que se utiliz6 una solucién de 10 mM Tris
pH 7.4 y 140 mM NaCl (TN) en la purificacion de tIPPR, las cuales son condiciones de

desensamblaje de las tIPPR y asi determinar la presencia de estas estructuras en las muestras.
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Figura 5.3. Cromatograma de la banda 1 del gradiente de CsCl. En linea punteada se observa la absorbancia (280
nm) y en la linea continua la fluorescencia (Aex=484 Nnm y A.n=510 nm de EGFP). UA, unidades de absorbancia y
UF, unidades de fluorescencia.

Un cultivo infectado con 3 baculovirus a una MDI de 1ufp/cel se coseché a las 96 horas y se
tratd con el protocolo de purificacion descrito en la seccién 4.6.1.1. utilizando TNC como

50



solucion. Las modificaciones en el procedimiento se realizaron después del colchdn de sacarosa,
resuspendiendo el pellet formado en TNC (tubo A) o en TN (tubo B). Como se puede observar
en la Figura 5.4.A. se observaron las mismas bandas obtenidas en el gradiente mostrado en la
Figura 5.2., mientras que en la Figura 5.4.B. se observé una banda solamente. Se recolectaron las
bandas y se analizaron en un refractometro. Las bandas 1 y 2 tuvieron una densidad de 1.359
g/cm®, la banda 3 de 1.360 g/cm®, banda 4 de 1.362 g/cm® y finalmente la banda que se recolecté
de la muestra sin calcio (banda 5) tuvo una densidad de 1.365 g/cm®. Las densidades obtenidas
fueron muy similares a las reportadas por Crawford y colaboradores (1994) para PPR, siendo
estas de 1.360 g/cm® para la tIPPR y 1.380 g/cm?® para la dIPPR. Como se puede observar casi
todas las bandas tuvieron una densidad similar a la reportada para la tIPPR, y analizando todas
las bandas recolectadas en el HPLC, se observé la presencia de PPR en todas las bandas, aunque
en la banda 1 es donde mayor concentracion de PPR existe. Las muestras del gradiente se
analizaron mediante tinciébn con plata de geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes y Western blot (Fig 5.5. y 5.6., respectivamente). La obtencion de una sola
banda en el gradiente de la muestra que fue purificada sin calcio fue el esperado (Fig. 5.4.B.), ya
que esta reportado el desensamblaje de las tIPPR cuando no existe calcio en el medio (Ruiz et al.,
1996). Es importante sefialar que al analizar por HPLC todas las bandas recolectadas, muestran

la presencia de PPR.

Figura 5.4. Gradientes de CsCl. A) Muestra en TNC B) Muestra en TN.
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En la Figura 5.5. se muestra un gel de las muestras obtenidas de las bandas en los gradientes. En
las muestras de las bandas 1 y 2 con calcio se observa una proteina de peso molecular de 45 kDa
(\VP6), otra de 38 kDa (VP7) y otra entre 100 y 120 kDa que corresponde a EGFPVP2. Ademas,
observando los carriles 9 y 10, que corresponden a las muestras de pellet y sobrenadante de
cultivo respectivamente, se puede observar la presencia de varias bandas adicionales a las
proteinas virales de rotavirus, indicando que la purificacion por gradientes de CsCl es solo
parcial.

160 kDa —»
120 kDa —»

60 kDa—»
50 kDa—»

40 kDa—>
30 kDa—>

25 kDa—»
20kDa—»

Figura 5.5. Tincién con plata de muestras purificadas por gradiente de CsCIl. 1) Marcador de peso molecular
BenchMark™, 2) Sobrenadante banda 1 (calcio), 3) Sobrenadante banda 2 (calcio), 4) Sobrenadante banda 3
(calcio), 5) Sobrenadante banda 4 (calcio), 6) Pellet banda 1 (calcio), 7) Pellet banda 2 (calcio), 8) Pellet banda 3
(calcio), 9) Pellet banda 5 (sin calcio) y 10) Sobrenadante banda 5 (sin calcio).

Para confirmar la presencia de las proteinas virales se realizé un Western blot (Fig. 5.6.). En los
carriles 2 y 3 se observan las bandas correspondientes a las proteinas virales EGFPVP2, VP6 y
VP7. Estos carriles corresponden a las bandas 1 y 2 de las muestras purificadas con calcio, y en
los carriles 9 y 10 (muestras purificadas sin calcio) no se observaron las bandas correspondientes
a las proteinas virales. Esto pudo deberse a la concentracion de proteina cargada en el gel de las

muestras en los carriles 9 y 10 (0.5 png).
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Figura 5.6. Western blot de las muestras purificadas por gradientes de CsCl. 1) Marcador de peso molecular See
blue, 2) Sobrenadante banda 1 (calcio), 3) Sobrenadante banda 2 (calcio), 4) Sobrenadante banda 3 (calcio), 5)
Sobrenadante banda 4 (calcio), 6) Pellet banda 1 (calcio), 7) Pellet banda 2 (calcio), 8) Pellet banda 3 (calcio), 9)
Pellet banda 5 (sin calcio) y 10) Sobrenadante banda 5 (sin calcio). Anticuerpo anti-Y M (1:2000).

La muestra de la banda 1 del gradiente se analizd6 por microscopia electronica. En las
micrografias (Fig. 5.7.) se observan estructuras de aproximadamente 75 nm que corresponden al

tamario reportado de las capsides de rotavirus (Crawford et al., 1994).

Figura 5.7. Microgafias electrénicas de transmisién de muestras de CsCl. En ambas se observan estructuras de
aproximadamente 70-80 nm de diametro. A) Amplificacién a 85,000X, y B) 50,000X.

Con base en los analisis que se realizaron a las muestras purificadas por gradientes de CsCl, se
confirmé la presencia de tIPPR en la muestra, con una pureza del 5% (analisis por HPLC).
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5.1.2. PURIFICACION POR CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR

Con la finalidad de incrementar la pureza de la muestra de tIPPR, se decidié implementar el
protocolo de purificacién descrito por Peixoto y colaboradores (2007) el cual fue descrito en la
seccion 4.6.1.2. Para implementar esta metodologia se infectaron células High Five® a una
densidad celular de 0.5x10° cel/mL y una MDI de 1 ufp/cel para cada baculovirus. Esta MDI se
definid con base en los resultados de Mena (2007), quien determiné la MDI con la que se obtiene
la mayor concentracion (0.1 o 1 ufp/cel de cada baculovirus). El cultivo se cosechd a las 96 horas

y se procesd como se describié en Materiales y Métodos.

En la Figura 5.8 se observa el cromatograma de la purificacion de tIPPR. Se recolectaron
muestras cada 10 mL. Las muestras se concentraron mediante ultrafiltracion utilizando cartuchos
Centricon (Millipore, EUA) con un corte de 10 kDa. Las muestras concentradas de las diferentes
fracciones recolectadas se analizaron con geles de poliacrilamida al 10% y su tincién con azul de

Comassie (Fig. 5.9.).

Figura 5.8. Cromatograma de la purificacion de tIPPR por FPLC. La recoleccion de fracciones se inicié 50 mL antes
de la elusién del primer pico y termind hasta el final de la separacion.

Al analizar los geles de las fracciones recolectadas en el FPLC, se observaron bandas alrededor
de los 37 kDa en la mayoria de las fracciones, pero solamente en las fracciones 7 a 12 se observo
una proteina con peso molecular alrededor de 120 kDa (correspondiente a EGFPVP2). Se logro
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observar en todas las fracciones una proteina de alrededor de 37 kDa, que corresponde al peso
molecular de VVP7. Las fracciones que se muestran en los carriles 7 a 12 corresponden al pico 1
del cromatograma del FPLC, y ya que se observo la presencia de EGFPVP2 en esas fracciones
asi como VP7, se decidio recolectar ese pico en las posteriores purificaciones. Para confirmar la
presencia de la tIPPR en las posteriores purificaciones se analizaron las muestras por Western
blot, SDS-PAGE y microscopia electrénica, como se muestra en la Figura 5.10.

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

120kDa—»

S50kDa —»

Figura 5.9. SDS-PAGE (10%) de fracciones recolectadas del FPLC. PM) Marcador de peso molecular
Benchmark™, 1) Fraccién 1, 2) Fraccién 2, 3) Fraccion 3, 4) Fraccion 4, 5) Fraccion 5, 6) Fraccion 6, 7) Fraccion 7,
8) Fraccién 8, 9) Fraccién 9, 10) Fraccion 10, 11) Fraccién 11, 12) Fraccion 12.

1 2 1 2
A B C
120 kDa 4‘EGFP\}F92 kD
50 kDa—p 50 kDa—p
40 kDa—p> <VP6 < V/P6
37 kDa—»
<VP7 < VP7

Figura 5.10. Anélisis de la muestra purificada por FPLC. A) Microscopia electronica, B) Gel de poliacrilamida
tefiido con plata (12%). 1) Marcador de peso molecular (BenchMark™), 2) tIPPR, C) Western blot. 1) Marcador de
peso molecular (Dual Color), 2) tIPPR. Anticuerpo anti-YM (1:2000).

En los carriles 1 al 5 del gel de la Figura 5.9., que corresponden a las fracciones 1 a 5 de la
purificacion, también se observo una proteina de aproximadamente 37 kDa. Esas muestras no

fueron analizadas mas extensamente por la ausencia de EGVPVP2.
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La Figura 5.10.A. muestra la micrografia electrénica de la muestra purificada por FPLC en la
que se observaron particulas de didmetro aproximado de 70 nm, similar al reportado para las
PPR. En la Figura 5.10.B. se observa el gel tefiido con plata de la misma muestra, en la que se
observan 3 bandas correspondientes a las proteinas virales EGFPVP2 (120 kDa), VP6 (46 kDa) y
VP7 (37 kDa). Y por ultimo, en la Figura 5.10.C. se observa el Western blot de esta muestra, con
lo que se corrobord la presencia de las proteinas virales. No fue posible detectar la proteina
EGFPVP2 utilizando el anticuerpo anti-VLP ni el anti-rotavirus YM. Sin embargo, se confirmo
la presencia de EGFPVP2 en la PPR por la presencia de fluorescencia al analizar la muestra por
HPLC (Fig. 5.11.). En el cromatograma se observo un pico que eluy6 a los 15 minutos, que
corresponde a PPR (como fue descrito en la seccion 5.1.1). Se analiz6 el area bajo la curva de
absorbancia de ese pico, asi como su contenido de acidos nucleicos, y fluorescencia para
determinar la presencia de EGFPVP2 en las PPR. En el pico que corresponde a PPR, la relacién
260/280 fue de 1.0, que corresponde a un 96% de proteina total y un 4% de acidos nucleicos. En
relacion al resto del cromatograma (los otros picos que eluyen después de la PPR), la relacion
260/280 fue de 2, lo que corresponde a un 100% de &acidos nucleicos. La pureza final de la

muestra con base en proteina fue del 100%.
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Figura 5.11. Cromatograma de HPLC de la muestra purificada por FPLC. En linea punteada se muestra la
absorbancia (280 nm) y en la linea continua fluorescencia (Aex=484 Nnm y A, =510 nm de EGFP).

Mediante los analisis realizados a la muestra purificada por FPLC, se logré comprobar que la
cromatografia nos proporciona un mejor material de trabajo (con base en la pureza) que los
gradientes de CsCl.
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5.2. PRODUCCION Y PURIFICACION DE dIPPR

La produccion y purificacion de dIPPR se realizé como se describe en las secciones 4.5. y 4.6.2.,
respectivamente. El cultivo infectado se cosech6 a las 96 h.p.i. El sobrenadante y pellet celular se
pre-purificaron en la etapa de dos fases acuosas para remover el baculovirus. Estas muestras
después de ser diafiltradas en buffer 10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8, se concentraron y se
inyectaron en el FPLC. En la Figura 5.12 se observa el cromatograma de la purificacion de
dIPPR.

dIPPR
P

Figura 5.12. Cromatograma de la purificacion de dIPPR por FPLC. El pico 1 corresponde a las dIPPR. Se midi6
absorbancia a 280 nm.

La purificacion de dIPPR fue reportada por Mena (2007), el cual observé una elucién de las
dIPPR entre los 170 mL y 220 mL (primer pico). Debido a esto, se recolecto el primer pico en
todas las purificaciones. Se analizaron las muestras por HPLC, SDS-PAGE y Western blot.

En la Figura 5.13. se observa el cromatograma de HPLC. El pico de dIPPR eluy6 alrededor de
los 15 minutos, ademas, se observaron dos picos eluyendo a los 24 y a los 30 minutos,
respectivamente. Analizando las areas bajo la curva de los 3 picos y su relacién 260/280, se
determind que existe un 95% de proteina en el pico 1 y que no existe proteina en los picos
posteriores (relacion 260/280 nm de 2, que corresponde a un 100% de acidos nucleicos). En la
Figura 5.14.A. (Western blot) y 5.14.B. (SDS-PAGE) se pueden observar las bandas que
corresponden a las proteinas VP6 (46 kDa) y EGFPVP2 (120 kDa), lo que corrobora la identidad

y pureza de la muestra. Esta muestra fue utilizada en los diversos experimentos de diferenciacién
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y de desensamblaje, asi como también fueron utilizadas algunas muestras purificadas

anteriormente por Mena.
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Figura 5.13. Cromatograma de HPLC de la muestra de dIPPR purificada por FPLC. En linea punteada se observa la
absorbancia (280 nm) y en la linea continua la fluorescencia (Aex=484 nm y A;,=510 nm de EGFP)
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Figura.5.14. Andlisis de dIPPR por western blot y SDS-PAGE. A) Western blot de dIPPR. 1) Marcador de peso
molecular (Dual color), 2) dIPPR, B) SDS-PAGE. 1) dIPPR.
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5.3. DIFERENCIACION DE dIPPR Y tIPPR

El principal problema que encontramos al purificar y cuantificar tIPPR, es la presencia de dIPPR.
No es una tarea sencilla purificar y diferenciar la dIPPR y tIPPR ya que la diferencia de tamafios
entre ambas estructuras es de 5 nm. Se realizaron diversos experimentos para lograr
diferenciarlas. Primero se analizaron muestras purificadas de PPR por HPLC, utilizando las
columnas de exclusién molecular Ultrahydrogel 2000 y 500 instaladas en serie con la finalidad
de separarlas por su diferencia de tamafio. La segunda metodologia que se implementé fue
desensamblar la dIPPR utilizando soluciones con alto contenido de calcio (50 mM) e incubar a
37°C hasta por 5 horas con la fin de cerciorarse que s6lo hay tIPPR en la muestra. La tercera
metodologia fue implementar la electroforesis capilar en sus modalidades de isoelectroenfoque y
zonal, con la finalidad de diferenciarlas y cuantificarlas utilizando sus diferentes relaciones de
punto isoeléctrico (pl) y carga/masa, respectivamente (no se ha determinado adn el pl vy la
relacion carga/masa de las PPR).

5.3.1. HPLC

Las muestras de PPR para estos experimentos fueron purificados como se describe en la seccién
4.6.1.1. en el caso de las tIPPR, y las dIPPR fueron proporcionadas por el Dr. Jimmy Mena. Las
condiciones de separacion en el HPLC fueron idénticas a las utilizadas en los anteriores analisis.
En la Figura 5.15.A. se observa el cromatograma de las tIPPR purificadas, en 5.15.B las dIPRP
purificadas, en 5.15.C. el cromatograma superpuesto de las dos PPR con la finalidad de observar
si existia una diferencia de elucion entre estas dos estructuras, y en D el cromatograma de una
mezcla de dIPPR y tIPPR (30 pg/mL de tIPPR y 30 pg/mL de dIPPR). Los cromatogramas
5.15.C. y 5.15.D. muestran que no existe separacion entre las dIPPR y tIPPR. Como se observa
en los cromatogramas, la diferencia en la elucion de ambas estructuras fue de 0.1 minutos. Una
diferencia de elucidn tal no es significativa y puede deberse a la concentracion de sales en las
muestras (Mena et al., 2005). Al inyectar una mezcla de ambas PPR no se observd separacion,
confirmando con la falta de resolucion. Esto indica que utilizando la cromatografia liquida de
alta presion y columnas de exclusion en gel de tamafio de poro de 200 nm y 50 nm instaladas en
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serie, no es posible diferenciar entre las dIPPR y tIPPR, por lo que es necesario implementar otra

metodologia.

Figura 5.15. Diferenciacion de PPR por HPLC. A) Muestra de tIPPR. B) dIPPR. C) Cromatograma sobrepuestos de
dIPPR y tIPPR analizadas por separado. D) Mezcla de dIPPR y tIPPR. Las lineas punteadas en los cromatogramas A,
By D esquematiza absorbancia a 280 nmy las lineas continuas fluorescencia a A de 484 nmy Ay de 510 nm. En el
cromatograma C la linea punteada esquematiza tIPPR y la linea continua dIPPR.

5.3.2. DESENSAMBLAJE DE LA dIPPR

En nuestro grupo de investigacion se ha determinado que a concentraciones por arriba de 10 mM
de calcio se desestabiliza la dIPPR, desensamblandose en las estructuras proteicas que la
conforman (sIPPR y VP6) (Mena, 2007). Al incrementar la concentracion de calcio, las
velocidades de desensamblaje también se incrementan. Ruiz y colaboradores (1996),
determinaron las concentraciones de calcio en que las tIPPR son estables, las que son diferentes
para cada cepa y estan en el rango de 20 nM a 600 nM. Esto permite utilizar concentraciones de
calcio por arriba de 10 mM para tener estructuras de triple capa estables, y disminuir la presencia
de las dIPPR en la muestra. En la Figura 5.16. se muestra el analisis por HPLC de una muestra de
dIPPR incubada con 50 mM de CaCl, durante 10 horas a 37°C.
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Figura 5.16. Desensamblaje de dIPPR analizado por HPLC. En linea punteada se observa la dIPPR y en linea
continua la muestra de dIPPR incubada con 50 mM de calcio. A) Fluorescencia Aex=484 nm y A,»,=510 nm. B)
Absorbancia a 280 nm.

En la Figura 5.16. no se observo diferencia entre el cromatograma de las dIPPR incubadas con
calcio y las que no fueron incubadas. El estudio de desensamblaje de las dIPPR realizado por
Mena (2007) se hizo utilizando un equipo de dispersion de luz estatica (ya que las particulas de
mayor tamafio dispersan mas luz es posible seguir cinéticas de ensamblaje y desensamblaje), en
el cual se monitorea en linea el desensamblaje de las dIPPR, con lo que se concluy6 que si existe
desensamblaje bajo estas condiciones. Una posible explicacion para este comportamiento
observado en los cromatogramas, es que las proteinas de la capside interna (EGFPVP2) tienen la
capacidad de aglomerarse, lo que ya ha sido reportado por Labbé y colaboradores (1991), y que
podria explicar el porqué no se observd por HPLC una diferencia cuando se realizd el
desensamblaje de las dIPPR. Para solventar este problema se realiz6 el desensamblaje de las
dIPPR adicionando a la mezcla de reaccion Triton X-100 al 0.5%, lo que evitaria la
aglomeracion de nucleocapsides (Zeng et al., 1998). El resultado fue similar al mostrado en la
Figura 5.16, aunque no se descarta la agregacion de nucleocapsides, solamente que bajo estas
condiciones no fue posible desagregarlas o que el radio hidrodinamico de la nucleocépside es
similar al de las tIPPR y por ende tiene un tiempo de elucion similar.

5.3.3. ELECTROFORESIS CAPILAR

Se empled la electroforesis capilar con la finalidad de diferenciar entre la dIPPR y tIPPR con
base en su diferencia en la relacion carga/masa (electroforesis capilar zonal, ECZ), asi como
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también la diferencia en sus puntos isoeléctricos (pl) (electroforesis capilar por
isoelectroenfoque, ECI). Los pl de las proteinas virales de rotavirus aun no han sido
determinados experimentalmente, por lo que se obtuvieron los pl tedricos analizando la
secuencia de aminodcidos mediante el software Protein Calculator v3.3, siendo de 6.16 para VP6
y de 4.8 de VP7. Se consideraron tanto la proteina VP6 y VP7 ya que son las que se encuentran
en el exterior de las capsides tanto de dIPPR (VP6) y tIPPR (VP7), respectivamente.

La eleccion del capilar utilizado se hizo considerando que las particulas pueden interaccionar con
el mismo, por lo que en principio se utilizaron capilares recubiertos de diversos materiales como
PVA (polivinil alcohol) y poliacrilamida (Chiari et al., 1996), asi como sin recubrir (silica
fundida). La eleccion de la solucion de separacion es fundamental, ya que el pH determina la
movilidad de las particulas (Kremser et al., 2007). Se decidié utilizar buffer de fosfatos a
diferentes pH adicionando surfactantes (deoxicolato de sodio y SDS) para evitar la interaccién de
las particulas con el capilar (Kremser et al., 2007). Las muestras que se utilizaron para estos
experimentos fueron purificadas como se describe en la seccion 4.6.1.2. y 4.6.2. La pureza de las
muestras puede corroborarse en la seccion 5.1.2. y 5.2,

5.3.3.1. ELECTROFORESIS CAPILAR POR ISOELECTROENFOQUE

Esta metodologia permite separar proteinas mediante la diferencia en sus pl. La muestra se
inyecta al capilar y éste se coloca entre dos electrodos. Las soluciones que generan el gradiente
de pH son una de 50 mM H3PO, y otra de 10 mM NaOH. Posterior a la inyeccion, se realiza una
separacién de las proteinas por voltaje para que estas se agrupen en zonas discretas del capilar
que coincide con su pl. Después de que se ha realizado la separacion por pl, se procede a eluir
las proteinas mediante presion a un voltaje constante, con la finalidad de evitar su dispersion en
el capilar, y a su vez, lograr que las proteinas migren hacia el detector. Para determinar el pl de
una muestra de interés, es necesario realizar una curva de calibracion con estandares de pl
conocidos (Fig. 5.17.). Estos estandares fueron ribonucleasa A (pl 9.45), anhidrasa carbonica (pl
5.9), lactoglobulina (pl 5.1) y el péptido CCK (pl 2.75) (Beckman Coulter, USA).
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Figura 5.17. Curva de calibracion de pl. ribonucleasa A (RA, pl 9.45), anhidrasa carbénica (CA, pl 5.9),
lactoglobulina (LA, 5.1) y el péptido CCK (pl 2.75).

La curva de calibracion (Fig. 5.18.) se obtuvo graficando el tiempo de migracion de los
estandares contra su pl. Las muestras de tIPPR se inyectaron posteriormente a diferentes
concentraciones, desde 0.3 pg/mL hasta 1.5 pg/mL. Cuando se inyect6 la muestra a 0.3 pg/mL
no se observd nada en el electroferograma, probablemente porque la concentracion de la muestra
fue baja (Fig.5.19.A.). A la concentracion de 0.5 pg/mL o mayores, se observaron muchos picos
en el electroferograma y la linea base subi6 (Fig. 5.19.B.). En la Figura 5.20.B. se observa el
electroferograma de la corriente a lo largo del analisis de la muestra a 0.5 pg/mL el cual es
diferente a un electroferograma de corriente de una corrida tipica, lo que indica un problema en
la corrida (5.20.A.). Esto puede deberse a varios problemas, la posible presencia de burbujas en
la muestra que se inyectd (la cual siempre se filtraba y se centrifugaba a 7,000 x g durante 3
minutos para evitar burbujas), y otro, a una precipitacion de las proteinas debido a que estas se
agrupan en zonas discretas del capilar, haciendo que la concentracion de proteina se incremente
mas de 200 veces en esa zona, lo que puede producir la precipitacion de la misma (Righetti et al.,
1996). El otro posible problema, es que el diametro del capilar no fuera lo suficiente grande para
resolver estructuras del tamafio de las PPR, ya que si estas llegasen a aglomerarse y/o
interaccionar con las paredes del capilar, pueden precipitar y tapar el capilar.
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Figura 5.18. Curva estandar para el calculo de punto isoeléctrico.

A

Figura 5.19. Andlisis de tIPPR por ECI. A) Electroferograma de tIPPR a 0.3 pg/mL. B) Electrogerograma de tIPPR a
0.5 pg/mL.
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Figura 5.20. Corriente durante corrida por isoelectroenfoque. A) Electroferograma de tIPPR a 0.3 pg/mL. B)
Electrogerograma de tIPPR a 0.5 pg/mL.

5.3.3.2. ELECTROFORESIS CAPILAR ZONAL

Esta metodologia, como se comentd anteriormente, permite separar estructuras con base en
diferencias de su relacion carga/masa. Para realizar las separaciones se utilizaron capilares de
silica fundida, o recubiertos con polivinilalcohol (PVA) o poliacrilamida de diferentes longitudes
(capilar neutro). Una de las caracteristicas importantes en la separacion por ECZ es determinar el
flujo electrosmotico (FEO), el cual se origina cuando un electrolito entra en contacto con una
superficie solida cargada. Esto produce que los iones presentes sean desplazados hacia el catodo
y arrastren solvente con ellos (Camilleri, 1998). El utilizar un capilar neutro que impide el flujo
electrosmotico al no estar en contacto los grupos silanol con el electrolito. En cambio, en un

capilar de silica fundida en ocasiones es necesario un marcador para observar el FEO.
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5.3.3.2.1. CAPILAR RECUBIERTO (NEUTRO)

En la separacion que se realizd de las dIPPR y tIPPR con el capilar neutro, se analizaron
diferentes pH (ya que la carga de las proteinas depende del pH). A los diferentes pH analizados
(de 5.5 a 8) no se logrd observar una diferencia significativa entre los tiempos de migracion de
las PPR analizadas por separado. Cuando se realizaron inyecciones de mezclas de dIPPR y tIPPR
estas comigraron, por lo que no se logré resolver entre ambas PPR. Se ha reportado que las PPR
tienden a aglomerarse, lo que podria explicar la comigracion de los analisis por CZE (Peterson et
al., 2006). En la Figura 5.21. se muestran los electroferogramas de las muestras de dIPPR y de
tIPPR inyectadas por separado utilizando el buffer de separacion a pH 8. Utilizando un capilar
neutro no es necesario la adicion de oxido de mesitilo para determinar el FEO (ya que estos
capilares lo evitan al tener recubiertos los grupos silanol). Todas las muestras a excepcion de
algunas mezclas de dIPPR vy tIPPR se prepararon agregando de &acido ftalico como estandar
interno (EI) a una concentracién entre 5 y 30 ug/mL dependiendo de la concentracién de la
muestra de PPR a analizar. Se puede observar en la Figura 5.21. que aunque hubo una pequefia
diferencia entre los tiempos de migracion de las PPR (Figuras 5.21.A. y B.), al inyectar una
mezcla de dIPPR y tIPPR estas comigraron en el primer pico del electroferograma. Para
determinar si este capilar podia ser til en otras condiciones, se probaron otros pH. La separacion
realizada a pH 7 tuvo el mismo comportamiento que a pH 8 (Fig. 5.22.). En contraste con los pH
mayores, a pH 6.5 no se observo algun pico definido (Fig. 5.23.). A pH 5.5. si se observaron
picos correspondientes a PPR, pero una vez méas fue imposible diferenciar entre ambas
estructuras. EI comportamiento observado a pH 6.5 podria ser resultado de una inestabilidad de
las PPR en esas condiciones, aunque ain son necesarios mas experimentos para explicar este

hecho.
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Figura 5.21. Electroferogramas de dIPPR y tIPPR, pH 8.0. Separacién a 30kV en capilar neutro. A)
Electroferograma de la muestra de dIPPR, B) Electroferograma de la muestra de tIPPR, C) Electroferograma de la
mezcla de tIPPR y dIPPR en una relacion 1:1.
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Figura 5.22. Electroferogramas de dIPPR y tIPPR, pH 7.0. Separacién a 30kV en capilar neutro. A)
Electroferograma de la muestra de dIPPR, B) Electroferograma de la muestra de tIPPR, C) Electroferograma de la
mezcla de tIPPR y dIPPR en una relacion 1:1.
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Figura 5.23. Muestras de PPR analizadas utilizando una solucién de fosfatos pH 6.5 a 10 kV en capilar neutro. A)
Electroferograma de la muestra de tIPPR. B) Electroferograma de la muestra de dIPPR. C) Electroferograma de la
mezcla de dIPPR y tIPPR en relacién 1:3. No se agregd El para evitar posibles interacciones con las muestras.
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Figura 5.24. Muestras de PPR analizadas utilizando una solucién de fosfatos pH 5.5 a 25 kV en capilar neutro. A)
Electroferograma de la muestra de dIPPR. B) Electroferograma de la muestra de tIPPR. C) Electroferograma de la
mezcla de dIPPR y tIPPR en relacion 1:3.
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5.3.3.2.2. CAPILAR DE SILICA FUNDIDA

Las separaciones utilizando el capilar de silica fundida se realizaron a pH 8.0 y 25 kV en todas
las corridas. La inyeccion de la muestra fue por presion, utilizando 0.7 psi durante 10 segundos,
lo que corresponde con un volumen de inyeccién de 29.42 nL de muestra. En la Figura 5.25. se
muestra el electroferograma de dIPPR, en el cual se puede observar el FEO (el pico de
absorbancia negativa que se observa antes del pico de dIPPR es caracteristico del FEO). Se

determind la s, la cual fue de 0.930 Ti. Todas las muestras se analizaron por triplicado.

FEO

Figura 5.25. Migracion de la dIPPR en el capilar de silica fundida a 25 kV.

En la Figura 5.26. se muestra el electroferograma de la tIPPR, en el que se observan dos picos
después del FEO. Las s de estas dos estructuras fueron de 1.235 + 0.037 Tiy 2.946 £ 0.0275 Ti
para el primero y el segundo pico, respectivamente. La e del primer pico fue similar a la
calculada para la muestra que contiene sélo dIPPR. La abundancia relativa de ambos picos fue de
30% y 70% para el pico 1y 2, respectivamente. En la muestra de tIPPR se esperaba solamente
observar un pico que correspondiera a tIPPR, la presencia de otro pico podria indicar la
contaminacion de la muestra probablemente por dIPPR.

Para identificar y diferenciar los picos correspondientes a dIPPR y tIPPR en la muestra de tIPPR,
se inyectaron mezclas de dIPPR y tIPPR a diferentes concentraciones. Las mezclas que se
realizaron fueron al 1:2'y 1:1 (dIPPR:tIPPR) (Ver Figuras 5.27. y 5.28.).
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FEO

Figura 5.26. Migracion de la tIPPR en el capilar de silica fundida a 25 kV.

FEO

Figura 5.27. Andlisis electroforético de mezclas de dIPPR y tIPPR en relacién 1:2 en capilar de silica fundida.

En la Figura 5.27. se observa el electroferograma de la separacion de la primera mezcla
analizada. La mezcla fue de 1:2 y se observo un incremento en contenido relativo del primer pico
y un decremento del segundo. EI cambio fue de 30% hasta 61.8%, y el decremento en el segundo
pico fue de 70% hasta 38.2%. Considerando este resultado se puede definir la estructura que
corresponde a cada uno de los picos. La dIPPR migra primero muy cerca del FEO (primer pico)
y la tIPPR migra después de la dIPPR (segundo pico). Para corroborar esta informacion calculd

la relacion porcentual esperada de cada una de particulas en la mezcla, la cual fue de 61% dIPPR
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y 39% tIPPR. Estos valores son muy cercanos al 61.8% de dIPPR y 38.2% de tIPPR obtenidos al

determinar las areas bajo la curva en el electroferograma.

Se realiz6 otra mezcla para corroborar esta informacion y asegurar la identidad de las estructuras
en el anélisis electroforético. En la Figura 5.28. se observa el andlisis de la muestra cuya relacion
dIPPR:tIPPR fue de 1:1. Los porcentajes calculados de dIPPR y tIPPR en la muestra final fueron

de 50% para cada estructura.

FEO

Figura 5.28. Andlisis electroforético de mezclas de dIPPR y tIPPR en relacion 1:1 en capilar de silica fundida.

Los porcentajes obtenidos al hacer el analisis electroforético fueron de 49.8% del pico 1 (dIPPR)
y 50.2% del pico 2 (tIPPR). Este segundo experimento es concluyente en vista de la
reproducibilidad de las corridas electroforéticas y las movilidades electroforéticas de cada una de

las PPR analizadas.

Los resultados obtenidos de estos andlisis nos permiten diferenciar entre la dIPPR y la tIPPR.
Dentro de la separacion por electroforesis capilar existe un parametro importante que nos indica
la eficiencia en la separacion de las diferentes muestras, el cual es el nimero de platos tedricos
(Ver ecuacion 10.5.6.). EI numero de platos tedricos calculado para la separacion de tIPPR fue
de 51,840 y para la dIPPR fue de 64,990. En el sistema de electroforesis capilar se pueden
obtener niimeros de platos tedricos con valores entre 10°y 10° y esto depende de la difusién de la
muestra en el capilar, y principalmente aquellas interacciones de los analitos con el capilar. Estos
valores de platos tedricos son superiores a los obtenidos en HPLC (Potier et al., 2001).
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El reto posterior fue determinar si es posible cuantificar estructuras de dIPPR y tIPPR en
muestras provenientes de cultivos. Se inyectaron al capilar muestras de cinéticas que fueron pre-
purificadas en el HPLC (1 ml de muestra dividida en 10 inyecciones de 100uL) y concentradas
hasta un volumen final de 30 pL.

En la Figura 5.29. se observa el electroferograma de la muestra de cultivo infectado a las 96
h.p.i, en el cual no se observ6 ningln pico después del FEO, probablemente debido a una baja

concentracion de PPR en la muestra.

Figura 5.29. Electroferograma de una muestra de cultivo a las 96 h.p.i. purificada por HPLC.

También se analizd una muestra de cultivo concentrada (96 horas), sin pasarla antes por HPLC
(Ver Figura 5.30.). La muestra del electroferograma mostrado en la Figura 5.30. tenia una
concentracion de proteina total de 1.5 mg/mL. Es posible observar en el electroferograma
algunos picos que migran aproximadamente al tiempo de dIPPR y tIPPR. Para determinar si se
trataba de PPR se realizd una mezcla de esta muestra con dIPPR y tIPPR purificadas (Fig. 5.31.).
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Figura 5.30. Electroferograma de una muestra concentrada de cultivo de las 96 h.p.i.

En la Figura 5.31.A. se observa la muestra a la cual se le adicion6 dIPPR (mezcla 1:1). La
diferencia del area bajo la curva en relacion con el electroferograma de la muestra de cultivo, no
es proporcional a la cantidad de PPR agregada, de acuerdo a los resultados anteriores. Esto
indica que las proteinas que estan presentes en el sobrenadante (posiblemente las proteinas
virales, y baculovirus u otros componentes de cultivo) migran a tiempos muy similares a la
dIPPR y tIPPR. En el electroferograma que se muestra en la Figura 5.31.B. se adiciono tIPPR
observandose el mismo comportamiento que en la muestra con dIPPR (mezcla 1:1). Utilizando
las metodologias propuestas en este trabajo fue imposible resolver los picos y cuantificar las PPR
en muestras no puras.

Con el fin de evaluar otras alternativas se propuso un pretratamiento a la muestra, concentrando
y prepurificando el sobrenadante de un cultivo infectado (10 mL concentrado 10 veces mediante
el equipo de ultrafiltracion AMICON utilizando una membrana de 30 kDa a través de una
columna de 10 mL empacada con la resina HWG65F. Se recolectaron las fracciones mostradas en
la Figura 5.32. y se concentraron hasta un volumen final de 50 pL (se cambid el buffer de
elucion a 10 mM Tris pH 7.4, 10 mM NaCl, 1 mM CaCl,). Las fracciones fueron analizadas por
ECZ (Fig. 5.33.). En las primeras dos fracciones esperdbamos la presencia de la PPR. Sin

embargo, no observamos pico alguno.
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Figura 5.31. Electroferograma de muestras de cinética a las 96 h.p.i. concentrada afiadiendo PPR a la muestra. A)
dIPPR, B) tIPPR.

En la tercera fraccion (Figura 5.33.C) se observan varios picos, indicando que habia presentes
una gran cantidad de proteinas. Algunas de las proteinas podrian ser las que interfieren con la
identificacion de las PPR en la muestra. Esto puede estar agravado por una baja concentracién de
PPR en la muestra.
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Figura 5.32. Cromatograma de la pre-purificacion de tIPPR por FPLC. Con nimeros se indican las fracciones que se
recolectaron. Se puede observar que la sefial se saturo por lo que no se observan los picos de la recoleccion.
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Figura 5.33. Electroferograma de muestras pre-purificadas de tIPPR por FPLC. A) Primera parte elucién de FPLC,
B) segundo pico de elucion y C) tercer pico elucion.



Otra posible estrategia para cuantificar dIPPR y tIPPR en muestras de cultivo es concentrar
mayor volumen de muestra (20-30 mL) y purificando en el HPLC con columnas de exclusion

molecular las macroestructuras para su posterior analisis en EC.

5.4. EVALUACION DEL METODO DESARROLLADO PARA LA CUANTIFICACION DE
tIPPR Y dIPPR

La evaluacion de la metodologia desarrollada para la cuantificacion de dIPPR y tIPPR se realiz
con base en la guia de la ICH (Internacional Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use) Validation of analytical
procedures: Text and methodology Q2(R1). Los parametros que se evaluaron son los siguientes:

Especificidad

Generacion de una curva estandar y linearidad del sistema
Paralelismo

Precision y exactitud

Reproducibilidad

SR L A

Limite de deteccion y cuantificacion

5.4.1. ESPECIFICIDAD

Para demostrar especificidad se debe demostrar que lo que se estd analizando es realmente el
andlito de interés. Esto quedd determinado utilizando varios andlisis: microscopia electrénica,
HPLC de exclusién en gel, geles de poliacrilamida y Western blot, en donde se demuestra la
presencia de las PPR asi como su identidad (Ver Figuras 5.10 , 5.11, 5.13, 5.14, 5.22, 5.23 y
5.24).

5.4.2. GENERACION DE UNA CURVA ESTANDAR Y LINEARIDAD DEL SISTEMA

Se realizaron las curvas estandar para la cuantificacion de la dIPPR y tIPPR. Para que la curva
generada pueda considerarse linear el coeficiente R? debe ser cercano a 1. Para la curva estandar
de la tIPPR, se realizaron inyecciones por triplicado de muestras con diferentes concentraciones,
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como se muestra en la tabla 5.1. Las diluciones para la muestra de tIPPR se realizaron

adicionando una solucién TNC.

Tabla 5.1. Area bajo la curva del pico correspondiente a tIPPR a diferentes concentraciones

tIRLP (ug/mL)  Area (UA*min) D.E.

88 65523 1879
44.0 31705 1769
325 23694 1457
220 15879 1688
13.0 9705 507

6.5 5470 296

(D.E., desviacion estandar)

Con base en los resultados reportados en la tabla 5.1 se realizo la curva estandar que se observa

en la figura 5.34.
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Figura 5.34. Curva estandar de tIPPR en CZE.

Con base en la grafica que se muestra en la figura 5.34. y la regresion lineal de los puntos

obtenidos graficando la concentracion de tIPPR (ug/mL) vs area (UA*min), se obtuvo la

ecuacién correspondiente para determinar la concentracion de tIPPR en muestras problema.

[ng/mL]uprr= (AbS280nm + 67.605)/739.71
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Se realiz6 también este andlisis para la dIPPR. Los resultados se pueden observar en la tabla 5.2.

y la curva estandar en la figura 5.35. Las diluciones para la muestra de dIPPR se realizaron

adicionando una solucién 10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8.

Tabla 5.2. Area bajo la curva del pico correspondiente a dIPPR a diferentes concentraciones.

dIRLP pg/mL

Area [UA*min]

D.E.

100
40
20
19
10

9.5
5.7
2.85

89655
32493
16580
13396
7980

7305
4338
2870

1381
1115
290
301
713

422
176
42

(D.E., desviacion estandar)
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Figura 5.35. Curva estandar de dIPPR en CZE.

Con base en la gréfica que se muestra en la Figura 5.35. y la regresion lineal de los puntos
obtenidos graficando la concentracion de dIPPR (ug/mL) vs area (UA*min), se obtuvo la

ecuacién correspondiente para determinar la concentracion de dIPPR de muestras problemas.

[ng/mL]aier= (AbS2g0nm + 1481.4)/900.6
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Se obtuvieron los coeficientes de correlacién R y R? para cada una de las dos curvas estandar.
Para la tIPPR estos fueron de 0.9997 y 0.993 respectivamente y la ordenada al origen de 67.605.
En lo que corresponde a la dIPPR, los coeficientes de correlacién R y R? fueron de 0.9988 y
0.9976 respectivamente, y la ordenada al origen de 1481. Como se puede observar en ambos
casos se cumplen el criterio para considerar que la curva estandar generada en este sistema es

lineal.

5.4.3. PARALELISMO

La prueba de paralelismo consiste en determinar que es posible analizar muestras problemas para
demostrar que no existe interferencia con la determinacién de los analitos de interés. También,
en este andlisis lo que se busca es determinar que bajo las mismas condiciones de separacién se
pueden analizar varias muestras de PPR en las cuales determinar la relacion dIPPR y tIPPR. Para
determinar el paralelismo se analizaron muestras en las que la relacion dIPPR/tIPPR no era
conocida. En la Figura 5.36. se puede observar el electroferograma de la muestra que se rotuld
como tIPPR pellet.

En esta muestra la relacion porcentual entre dIPPR/tIPPR fue de 26/74 %. El tm de la tIPPR fue
de 15.090 + 0.046 min, lo que corresponde a una per de 2.75 £ 0.02 Ti y se determin6 una
absorbancia de 27,843 + 1184 UA. Para la dIPPR que estaba presenta en el cultivo, el tm fue de
14.420 £ 0.037 min, lo que corresponde a una per de 1.20 +0.02 Ti y se determind una
absorbancia de 13,456 + 2674 UA.

Las per obtenidas fueron similares a las ya calculadas para la tIPPR y dIPPR, ademas se analiz
la presencia de las PPR mediante HPLC, Western blot y SDS-PAGE, para confirmar el
resultado. Es posible diferenciar las PPR las cuales han sido purificadas previamente pero como
se observo en las Figuras 5.26., 5.27. y 5.28. no es posible hacerlo de muestras que no han sido
previamente tratadas, por lo que el punto de paralelismo no se cumple para muestras no

purificadas.
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FEO

Figura 5.36. Andlisis de tIPPR pellet por ECZ.

5.4.4. PRECISION Y EXACTITUD

Para que la metodologia sea precisa y exacta se deben realizar diferentes inyecciones de muestras
al equipo en un dia de trabajo y en diferentes dias y determinar la precision y exactitud mediante
andlisis estadistico. Para determinar la precision del sistema se realizaron diversas inyecciones de
las muestras de tIPPR (88 pug/mL) y de dIPPR (100 ug/mL). La separacion se realizd bajo las
mismas condiciones anteriormente mencionadas. Para determinar las diferencias en los tiempos
de migracion y areas bajo la curva de absorbancia de los dos picos caracteristicos de la muestra
de tIPPR vy el pico caracteristico de la muestra de dIPPR, se realizaron varias inyecciones al
equipo (n=7). Con estos datos, se realizd también el analisis de precision del método entre
diferentes dias de analisis. En la Tabla 5.3. se pueden observar los tiempos de migracion, las
areas bajo la curva (unidades de absorbancia*min) y la per, de las muestras analizadas en un
mismo dia.

Como se observa en la tabla 5.3., el tm de la dIPPR en la muestra fue de 14.6 = 0.042 min, una
absorbancia de 24646 + 1692 UA y una per de 1.256 + 0.017 Ti. En lo que corresponde a la
tIPPR el tm fue de 15.2 £ 0.042 min, una absorbancia de 65523 + 1879 y una per de 2.969 +
0.022 Ti. El coeficiente de variacién en la cuantificacion de tIPPR fue de 2.2% y en la dIPPR de
1.8%
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Tabla 5.3. Andlisis de la precision de la metodologia al analizar la muestra de tIPPR. n=7

Dial
Inyeccion tm (min) Area (UA*min) pef (Ti)
diPPR 1 14563 24825 127
2 14.646 22872 1.26
3 14.608 26242 1.24
tPPR 1 15.204 66628 2.98
2 15.288 66587 2.98
3 15.246 63353 2.94

El anélisis de la muestra en diferentes dias, se muestra en la Tabla 5.4.

Tabla 5.4. Andlisis de la precision de la metodologia en diferentes dias de analisis para la muestra de tIPPR. n=7

Dia 1l D.E.Dia1l Dia 2 D.E. Dia2 Dia 3 D.E. Dia3

diPPR tm (min) 14.61 0.042 13.77 0.065 14.20 0.059
Area (UA*min) 24646 1692 21831 520 26153 655

et (Ti) 1.256 0.017 1.277 0.023 1.283 0.054

tPPR tm (min) 15.25 0.042 14.33 0.071 14.81 0.074
Area (UA*min) 65523 1879 63127 832 63218 40

wef (Ti) 2.969 0.022 2.770 0.038 2.904 0.016

Con los datos reportados en la Tabla 5.4. se determind la variacion que existe al analizar las
muestras en diferentes dias. Se observd que existe una mayor variacion en los tm, siendo la
desviacion estdndar (D.E.) de los tm de 0.419 min para la dIPPR y de 0.461 para la tIPPR. En
cuanto la absorbancia, la D.E. fue de 2144 UA para la dIPPR y de 1358 UA para la tIPPR. La
variacion en la per fue de 0.014 Ti para dIPPR y 0.046 Ti para la tIPPR. La variacién en los
tiempos de migracion en los capilares de silica fundida ya ha sido reportada en diversos reportes,
en los cuales se hace mencion a que el problema puede solucionarse mediante la adicion de
estandares, principalmente un marcador de FEO (Jumppanen y Riekkola, 1995). Cabe recalcar
que bajo las condiciones de separacién, las soluciones utilizadas y las caracteristicas de las
muestras analizadas de esta tesis, se logré determinar el FEO en cada una de las corridas
electroforéticas, lo que minimiza per se la variacion obtenida en los tm debido a que se puede

calcular la per.
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Con los datos obtenidos en el analisis, se determinaron los diferentes pardmetros para determinar
la precision del sistema en la cuantificacion de la tIPPR, tomando en cuenta un numero de

inyecciones de 7:

Concentracion experimental promedio: 86.85ug/mL
Desviacion estandar: 2.29

Coeficiente de variacion: 2.63%

Concentracion méxima: 90.2 pg/mL

Concentracion minima: 84.6 ng/mL

Intervalo de confianza + 1.07 ng/mL

N o~ w P

t student: 1.32, con este valor de t student y su comparacion en tablas se concluye que el
método es exacto
8. EIl método es preciso con una certeza del 97%

En lo que corresponde a la dIPPR, en la tabla 5.5. se muestran los resultados obtenidos para el

andlisis de la muestra en un dia.

Tabla 5.5. Andlisis de la precision de la metodologia al analizar la muestra de dIPPR.

Dia 1l
Inyeccion tm (min) Area (UA*min) pef (Ti)
dIPPR 1 14.575 90932 1.25
2 14.379 89845 1.27
3 145 88189 1.23

Se determinaron los tm para la muestra de dIPPR, los cuales fueron de 14.48 £ .098 min, una
absorbancia de 89655 + 1375 UA y una perde 1.25 + 0.02 Ti. Se realiz6 también el analisis entre
los diferentes dias, los cuales se muestran en la tabla 5.6. El coeficiente de variacion fue de 1.2%.

Tabla 5.6. Andlisis de la precision de la metodologia en diferentes dias de analisis para la muestra de dIPPR.

Dial D.E. Dial Dia?2 D.E.Dia2 Dia3 D.E.Dia3
dIPPR tm (min) 145 0.099 14.3 0.024 13.8 0.034
Area (UA*min) 89655 1381 88271 1564 88762 1452
uef (Ti) 1.25 0.020 1.27 0.030 1.27 0.021
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Con los datos reportados en la tabla 5.6., se determiné la variacién que existe al analizar las
muestras en diferentes dias. Se observo que al igual que en el analisis de la tIPPR en diferentes
dias, existe una mayor variacion en los tm de la muestra inyectada de dIPPR, siendo la D.E. de
0.354 min. La D.E. del area bajo la curva del pico de dIPPR fue de 701 UA y la pes, de 0.032 Ti.
Los coeficientes de variacion de los tm fueron de 0.27% y 0.28% en las muestras de dIPPR y
tIPPR, respectivamente, y de las perde 1.3% y 1.4%, respectivamente.

Con los datos obtenidos en el analisis se determinaron los diferentes parametros para determinar

la precision del sistema en la cuantificacion de dIPPR, tomando un nimero de inyecciones de 7:

Concentracion experimental promedio: 100.2 pg/mL
Desviacion estandar: 1.41

Coeficiente de variacion: 1.41%

Concentracion maxima: 102.6 pg/mL
Concentracion minima: 98.6 ng/mL

Intervalo de confianza + 0.19 pg/mL

N oo g s~ w D oE

t student: 0.37, con este valor de t student y su comparacion en tablas se concluye que el
método es exacto
8. El método es preciso en un 99.8%

Con base en los resultados obtenidos, se puede concluir el método es preciso y exacto para la
cuantificacion de dIPPR y tIPPR.

5.4.5. REPRODUCIBILIDAD

Determinar la reproducibilidad mediante el calculo del factor F consiste en determinar que las
desviaciones estandares obtenidas en los diferentes anélisis electroféreticos de la muestra
inyectada sean iguales, lo que permite determinar si un conjunto de datos obtenido es diferente
entre si 0 no. Se analizaron diferentes muestras de los estandares y se calculd la F experimental,

la cual se obtiene de la siguiente expresion:

F=[(N (Yprom-po)d)/(>(Yprom-Yi)*)]/(N-1)
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Donde N es el numero total de determinaciones, Yprom es la media de los resultados obtenidos.
po es la media tedrica, Yi son los valores individuales de los resultados obtenidos para cada uno
de los andlisis.

El valor experimental de F para el andisis de la muestra de tIPPR fue de 0.048 y parala dIPPR
de 0.005. Analizando estos valores en tablas, se determind que el método es reproducible con un
98 % de certeza en ambos casos ya que sus desviaciones estdndares no son significativamente

diferentes.

5.4.6. LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION

Existen formulas para determinar el limite de cuantificacion y de deteccion de un método. Estas
consideran que el limite de deteccion es 3 veces la desviacion estandar del valor del blanco y el
limite de cuantificacion es 10 veces el mismo valor. De esta forma se determinaron los limites de
deteccién y cuantificacion, y ademas, se analizaron diferentes diluciones para determinar la
validez de este calculo.

Los limites de deteccion y cuantificacion para la tIPPR calculados fueron de 1.41 y 4.10 ug/mL,
respectivamente. En lo que respecta a la dIPPR, estos fueron de 1.80 y 2.11 pg/mL,
respectivamente. Para corroborar esta informacion se analizaron diluciones de la muestra de
tIPPR en las que las concentraciones de tIPPR fueron de 6.50 ug/mL, 4.4 pg/mL y 2.6 pg/mL, y
de dIPPR de 2.94 ng/mL, 1.9 pg/mL y 1.14 pg/mL. En la Figura 5.37. se observan los
electroferogramas de dichas muestras. En la muestra que se observa en la Figura 5.37., la
concentracion de tIPPR fue de 6.50 pg/mL y 2.94 pg/mL de dIPPR. Las areas bajo la curva
pudieron integrarse de una manera adecuada, siendo estas de 5740 = 295 UA.(7.85 £0.49 ug/mL)
de tIPPR y 2870 + 41 UA. (4.73 £ 1.69 ug/mL). En la Figura 5.37.B. se puede observar la
muestra cuya concentracion de tIPPR fue de 4.4 pg/mL y 1.9 pg/mL de dIPPR. Se puede
observar que los picos de ambas estructuras son detectables y se logré determinar el area de
ambas, las cuales fueron de 2257 + 427 UA. (3.14 £ 0.668 pg/mL) para la tIPPR y 1285 + 4.5
UA. (3.07 £ 1.64 ug/mL) para la dIPPR. Por ultimo en la Figura 5.37.C. se observa el
electroferograma de la muestra cuya concentracion de tIPPR fue de 2.6 pg/mL y 1.14 ug/mL de
dIPPR. En este caso las areas bajo la curva si lograron determinarse, pero la D.E. fue mayor al

valor promedio de la absorbancia.
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Con base en el area (UA*min) de cada uno de los picos, se pueden determinar estos limites
experimentalmente. El limite de deteccidon experimental de tIPPR fue cercano a 2.6 ug/mL, ya
que como se observa en la Figura 5.37.C. es aun viable determinar la presencia de la tIPPR y
ademas, es cercano al dato obtenido de 1.41 ug/mL aplicando la férmula del limite de deteccion.
En cuanto al limite de cuantificacion, esta por arriba de 4.0 pg/mL (considerando la D.E. de los
valores de areas bajo la curva obtenidos en el electroferograma de la figura 5.37.), el cual es
similar al obtenido con la formula del limite de cuantificacion, 4.10 pg/mL. En lo que
corresponde a la dIPPR, los limites de deteccién y cuantificacion pueden fijarse conforme a los
resultados experimentales. El limite de deteccion seria de 1.14 ug/mL para el limite de deteccion
y de 2 pg/mL el limite de cuantificacion (esto considerando la D.E. de las inyecciones
analizadas). Estos datos estan cercanos también a los calculados con las férmulas del limite de

deteccidn y cuantificacién calculados.

Con la metodologia desarrollada en esta tesis fuimos capaces de separar la dIPPR y tIPPR,
ademas de realizar curvas estandar para determinar la concentracién de muestras problemas, lo
que hasta este momento no se habia logrado. Como se habia comentado, anteriormente la
concentracion de PPR se calculaba utilizando inmunodeteccion, lo que probablemente
sobrevaluaban la concentracion de las PPR (Vieira et al., 2005; Roldao et al., 2007). Dentro de la
evaluacion del método desarrollado, se cumplieron con los diferentes parametros requeridos a
excepcion del paralelismo, pero por el momento es el primer método dentro de nuestro
conocimiento que utiliza EC para cuantificar PPR con base en la proteina total de capside. Existe
reportado un trabajo por Shambaugh y colaboradores (2004), en el que determinan la
concentracion de rotavirus nativo analizando la concentracion de RNA en las muestras, 1o que no
es posible aplicar para el calculo de PPR ya que estas no contienen material genético. Ademas se
han reportado diferentes trabajos en la literatura en los que se analizan cépsides virales, esto de
una manera cualitativa y siempre con la finalidad de discernir entre intermediarios, particulas no
ensambladas y otros contaminantes (Kremser et al., 2006; Kremser et al., 2007; Schnabel et al.,
1996; Okun et al., 1999; Okun et al., 2000). Gracias a este trabajo sera posible en un futuro
conocer la composicién de preparaciones de PPR.
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Figura 5.37. Electroferogramas de diluciones de muestras de tIPPR y dIPPR. A) 6.50 ug/mL tIPPR y 2.94 pg/mL
dIPPR, B) 4.4 ng/mL tIPPR y 1.9 pg/mL dIPPR, C) 2.6 ug/mL tIPPR y 1.14 pg/mL dIPPR.

5.5. CINETICAS DE PRODUCCION DE tIPPR Y dIPPR

5.5.1. CINETICA DE CRECIMIENTO DE CELULAS HIGH FIVE®

Se realizaron cinéticas de crecimiento de la linea celular High Five® con la finalidad de tener
controles negativos. Ademas, conocer el comportamiento de la linea celular permitié determinar

el momento y densidad celular adecuados para realizar la infeccion. Los pardmetros que se
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analizaron durante el cultivo fueron la concentracion celular total (Xt) y la viabilidad celular. En
la Figura 5.38. se muestra una cinética tipica de crecimiento de células High Five®.
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Figura 5.38. Cinética de crecimiento de células High Five® sin infectar. Viabilidad celular (¢), concentracion celular

total (Xt) (m) y concentracion de células viables (Xv) (A).

Se inoculd el matraz a una densidad celular de 0.5 x 10° cél/mL. La maxima concentracion
celular alcanzada fue de 4.6 x 10° cél/mL. La viabilidad fue mayor al 95% hasta las 120 horas.
Después de las 120 horas, el cultivo entrd en fase de muerte y la viabilidad celular bajo hasta el
20% a las 144 horas. La velocidad especifica de crecimiento () fue de 0.034 h%, que es similar a
la reportada de 0.037 h™* (Mena, 2004).

5.5.2. CINETICAS DE PRODUCCION EN COINFECCIONES CON 3 BACULOVIRUS
(bacEGFPVP2, bacVP6 Y bac VP7)

Se infectaron células H5 a una MDI de 1 ufp/cel para cada baculovirus (bacEGFPVP2, bacVP6 y
bacVP7). Las infecciones se realizaron a una densidad celular de 0.5y 1 x 10° cel/mL, cuando
los cultivos se encontraban en su fase de crecimiento exponencial. Se tomaron muestras cada 24
horas analizando viabilidad y Xt (Ver Figura 5.39.). Las muestras provenientes de sobrenadante,
pellet lisado (sobrenadante obtenido después de la lisis celular) y pellet retenido (los fragmentos
celulares insolubles después de la lisis celular) se analizaron para conocer la concentraciéon de

EGFPVP2 producida a los diferentes tiempos de cultivo y asi extrapolarlo a concentracién de
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PPR. Debe tomarse en cuenta que la coinfeccién con 3 baculovirus resulta en la produccion de
sIPPR, dIPPR y tIPPR. Como se explico anteriormente no fue posible diferenciar entre dIPPR y
tIPPR de muestras de cultivo. Por claridad en este trabajo se referira como PPR a la suma de
dIPPR y tIPPR.
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Figura 5.39. Cinética de crecimiento de un cultivo coinfectado con 3 baculovirus, bacEGFPVP2, bacVP6 y bacVP7.
Viabilidad celular (¢), Xt (m) y Xv (A).

El experimento se detuvo a las 96 horas, cuando la viabilidad celular decay6 por debajo del 20%.
Las muestras de pellet y sobrenadante se analizaron por Western blot (Fig. 5.40.), con la
finalidad de determinar la expresion de las proteinas virales en el cultivo y determinar la relacion
de su produccidon por densitometria. De esta forma, seria posible estimar la relacién entre dIPPR
y tIPPR en la muestra. La proteina VVP7 fue la que se produjo mayoritariamente. El analisis por
densitometria (Image, NIH) arrojé una relacion VP7/VVP6 en el sobrenadante de 29 a las 72 y 96
horas post-infeccion, mientras que en pellet esta relacién fue menor (10). La relacion mésica
entre VP7/VVP6 en la cépside viral es de 0.89. Por lo tanto, dentro y fuera de la célula hay un
exceso de VP7 para la formacion de tIPPR. Estudios realizados por Vieira y colaboradores
(2005) proponen que la produccion de tIPPR en el cultivo depende de contar con altas
concentraciones de VP7.
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Figura 5.40. Western blot de sobrenadante y pellet lisado de infecciones. 1) Marcador de peso molecular Dual color,
2) 0 horas sobrenadante, 3) 24 horas sobrenadante, 4) 48 horas sobrenadante, 5) 72 horas sobrenadante, 6) 96 horas
sobrenadante, 7) 0 horas pellet, 8) 24 horas pellet, 9) 48 horas pellet, 10) 72 horas pellet y 11) 96 horas pelle. Se
utilizé el anticuerpo anti-rotavirus YM (1:2000).

Con la finalidad de determinar las concentraciones de EGFPVP2 que se encuentran en las
diferentes fases de cultivo, las muestras se analizaron por HPLC y espectrofluorimetro como se
describe en Materiales y Métodos. En la Figura 5.41. se muestran los cromatogramas de HPLC
de exclusion en gel obtenidos del analisis de los sobrenadantes de cultivo a los diferentes h.p.i.
En la Figura 5.41.A. se muestra el cromatograma de los sobrenadantes del cultivo infectado,
donde aparece el pico que corresponde a las PPR alrededor de los 15 minutos. También se
observa un pico alrededor de los 22 minutos, que es el tiempo caracteristico de elusién de EGFP,
lo que indica que existe degradacién de EGFPVP2. Se puede observar otro pico (pico 3) que
eluye alrededor de los 24 minutos, el cual se debe a fluorescencia intrinseca del medio de cultivo,
ya gue este también se observa en el tiempo 0 y no cambia a los diferentes tiempos de cultivo. En
la Figura 5.41.B. se muestra el analisis de los pellet lisados, y en los que también se observa la
degradacion de EGFPVP2. Se analizaron las areas bajo la curva de la intensidad de fluorescencia
para determinar la concentracion de EGFPVP2, asi como de PPR en el cultivo (utilizando los
factores masicos listados en Materiales y Métodos). A partir del contenido de EGFPVP2 en las
PPR, es posible estimar la concentracion de multimeros, pero no diferenciar entre dIPPR y
tIPPR. Para diferenciar entre ambas PPR, se recolect el pico correspondiente a las PPR, y se
concentrd para su analisis por Western blot. Sin embargo, no fue posible detectar las proteinas de
rotavirus, posiblemente por su baja concentracion o alto contenido de sales (datos no mostrados).
La Figura 5.42. muestra la cinética de produccién de EGFPVP2. Se observa la maxima

concentracion a las 48 h.p.i., y una posterior disminucién de fluorecencia acompafiada por un
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aumento en la EGFPVP2 degradada. La degradacion de EGFPVP2 en EGFP ya habia sido
reportada por Mena y colaboradores (2005) y Mena (2007), y propusieron que solamente existe
protedlisis en la EGFPVP2 que no ha sido ensamblada en nucleocapsides o en PPR, ya que los
poros presentes en la capside no dejarian pasar las proteasas presentes en el cultivo. La
concentracion maxima de EGFPVP2 producida a lo largo del cultivo fue de 13.03 nmol/mL
(1.56 pg/mL) de los cuales 8.91 nmol/mL (1.06 pg/mL) se encuentra en el pellet retenido, 1.43
nmol/mL (0.17 pg/mL) fue degrada a EGFP y VP2 y solamente 2.69 nmol/mL (0.32 pug/mL) se
ensambla en PPR (Fig. 5.43.).

Figura 5.41. Anélisis por HPLC de muestras de cultivo en la produccién de tIPPR. A) Sobrenadante, B) Pellet
lisado.
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Figura 5.42. EGFPVP2 en diferentes fracciones de cultivo en la coinfeccién con 3 baculovirus. EGFPVP2 total (A),
EGFPVP2 en pellet retenido (¢) y EGFPVP2 degradada (m).
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Figura 5.43. EGFPVP2 en sobrenadante y pellet lisado en la coinfeccién con 3 baculovirus. Sobrenadante (¢) y

pellet lisado (m).

Se determiné la concentracion de PPR en el cultivo mediante la relacion de EGFPVP2 presente

(tomando en cuenta la relacion PPR/EGFPVP2). Se calcul6 la concentracion molar de PPR

considerando un ensamblaje 100% eficiente de EGFPVP2 en sobrenadante y pellet lisado (Fig.

5.44). La fraccion de PPR en pellet fue del 40% mientras que la del sobrenadante fue del 60%.
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Se conoce que la dIPPR se encuentra principalmente en el pellet (Mena, 2007), lo que podria
indicar que la diferencia entre los cultivos se deba a la presencia de tIPPR. Al final del cultivo se
obtuvieron 1.2 ug/mL de PPR en sobrenadante y 0.8 ng/mL de PPR en pellet, esto a las 96 h.p.i.

Se calcularon las diferentes velocidades especificas de produccion tanto de EGFPVP2 y de PPR.
La velocidad de produccién de EGFPVP2 total (gecreve2) en el cultivo fue de 0.5 pmol/10°cel*h.
La velocidad de degradacién de EGFPVP2y (Qecreveza) fue de 0.054 pmol/10°cel*h vy la
concentracion final del degradado de 1.43 nmol/mL. La Qecrpvr2d fue un orden de magnitud
menor que la gecrpvr2. Una gran cantidad de EGFPVP2 producida no fue utilizada para la
formacion de PPR, ya que se quedd adherida en las células probablemente como nucleocapsides.
La gecrpvrzr fue de 0.378 pmol/10°cel*h y se alcanzé una concentracién de 8.91 nmol/mL de
EGFPVP2. De la concentracion total de EGFPVP2 en el cultivo (13.03 nmol/mL) s6lo 2.69
nmol/mL se ensamblaron en PPR (25% de la EGFPVP2).

Ya que no fue posible determinar la concentracion de tIPPR en la muestra, se realizd una
coinfeccion para producir dIPPR (células coinfectadas con dos baculovirus, bacEGFPVP2 y
bacVP6), con la finalidad de que las diferencias que existen entre ambas producciones nos

permitirian determinar o predecir la relacion entre estas particulas.
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Figura 5.44. Produccidn de PPR en coinfecciones con 3 baculovirus. Sobrenadante (), pellet lisado (m) y total (A).
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5.5.3. CINETICA DE PRODUCCION DE dIPPR

Se infectaron células de insecto a una MDI de 1 ufp/cel para cada baculovirus. Se tomaron
muestras cada 24 horas analizando viabilidad y Xt (Ver Figura 5.45.). También se analizaron las
diferentes fracciones del cultivo como en la coinfeccién con 3 baculovirus (pellet lisado,
sobrenadante, pellet retenido y la degradacion de EGFPVP2).
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Figura 5.45. Cinética de crecimiento de un cultivo coinfectado con 2 baculovirus, bacEGFPVP2 y bacVP6.
Viabilidad celular (¢), Xt (m) y Xv (A).

Como se muestra en la Figura 5.45. el comportamiento de la cinética fue similar que en la
coinfeccion con 3 baculovirus (Ver Fig. 5.39.). Las muestras de sobrenadante y pellet se
analizaron en el HPLC y espectrofluorimetro para cuantificar la EGFPVP2 producida.

En el cromatograma que se muestra en la Figura 5.46., se observa la presencia de la dIPPR
eluyendo alrededor de los 15 minutos. También se observa la degradacion de EGFPVP2 en
EGFP, la cual fue mayor que la observada en el cultivo coinfectando con 3 baculovirus. Se
analizé la concentracion de EGFPVP2 en las diferentes fracciones del cultivo, y se cuantificé la
concentracion de dIPPR. Como se muestra en la Figura 5.46., a diferencia de la coinfeccion con

3 baculovirus, hubo una mayor degradacion de EGFPVP2. Esta degradacion fue 22.6 veces
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mayor que en la produccién de tIPPR, alcanzdndose una concentracion de EGFPVP2 degradada
de 51.04 nmol/mL (6.12 pug/mL). La mayor degradacién observada durante la expresion de sélo
VP2 y VP6 podria indicar que la presencia de VP7 aumenta la eficiencia de ensamblaje. La
concentracion total de EGFPVP2 producida fue de 65.23 nmol/mL (7.83 pug/mL), lo que es 5
veces mayor a la EGFPVP2 producida en la coinfeccidon con 3 baculovirus. Esto indica que no
existe limitacion de EGFPVP2 para la produccion de dIPPR, aungue se conoce que el ensamblaje
en dIPPR es también dependiente de la disponibilidad de VP6 (Mena, 2007). Solamente 6
nmol/mL (0.72 pg/mL) se ensamblan en dIPPR (Ver Figuras 5.47.y 5.48.).

La concentracion final de dIPPR en el cultivo fue de 2.47 ug/mL (49.4 pM) (Ver Fig. 5.49.) valor
similar al reportado por Mena (2007), quien alcanz6 en sus cultivos 3.1 pg/mL de dIPPR (62
pM).

Se calculé el % de ensamblaje de EGFPVP2 en dIPPR, que fue de 9.2%, 2.7 veces menor que en
la produccion de PPR coinfectando con 3 baculovirus. Aunque fue mayor la concentracion final
de EGFPVP2 en la produccion de dIPPR, el ensamblaje de EGFPVP2 en dIPPR fue menos
eficiente que en las coinfecciones con 3 baculovirus.

En la Figura 5.49. se muestra la cinética de produccién de dIPPR. La mayor concentracion de
dIPPR se encontrd en el pellet lisado y no en el sobrenadante, como en la coinfeccion con 3
baculovirus. Se determinaron las concentraciones molares de PPR en ambas coinfecciones y se
observd, que aunque existe una mayor degradacién de EGFPVP2, se produce el doble de PPR
(moles base cores) en la coinfeccion con 2 baculovirus (50 pmol/mL contra 23 pmol/mL en las
coinfecciones con 3 baculovirus). Cabe sefialar que la particula tIPPR tiene un peso molecular
mayor que la dIPPR, por lo que si se comparan las concentraciones en ug/mL son similares ( 2.4
ug/mL en las coinfecciones con 2 baculovirus y 2 ug/mL en las coinfecciones con 3).
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Figura 5.46. Andlisis por HPLC de muestras de cultivo en la produccion de dIPPR. A) Sobrenadante, B) Pellet.
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Figura 5.47. EGFPVP?2 en diferentes fracciones de cultivo en la coinfeccion con 2 baculovirus. EGFPVP2 total (),
EGFPVP2 en pellet retenido (m) y EGFPVP2 degradada (A).
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Figura 5.48. EGFPVP2 en sobrenadante y pellet lisado en la coinfeccién con 2 baculovirus. Sobrenadante (¢) y
pellet lisado (m).
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Figura 5.49. Produccién de dIPPR en cultivo coinfectado con bacEGFPVP2 y bacVVP6. Se puede observar el pellet
(#), sobrenadante (m) y total (A).

En la Tabla 5.7 se muestran los diferentes parametros cinéticos y estequiométricos calculados en
este trabajo. El % de ensamblaje se calculd con base en la EGFPVP2 ensamblada en PPR en
ambas producciones y la EGFPVP2 total producida en ambos cultivos, considerando tanto
sobrenadante, pellet lisado, pellet retenido y EGFPVP2 degradada.

Como anteriormente se describi0, en este trabajo no fue posible determinar la relacién de dIPPR
y tIPPR en muestras de cultivo. La comparacion de ambos procesos de produccién y sobretodo,
el calculo de la eficiencia de ensamblaje y la degradacion de EGFPVP2, nos hace pensar en que
VP7 tiene un efecto favorable en el ensamblaje de la PPR. La disminucion en la velocidad
especifica de produccion de EGPFPVP2 en la coinfeccion con 3 baculovirus puede deberse a que
la célula esta produciendo una proteina adicional (VP7), la que no se produce en la coinfeccion
con dos baculovirus y que ademas, podria ser responsable de la salida de las PPR producidas al

sobrenadante.
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Tabla 5.7. Pardmetros cinéticos y estequiométricos calculados en la coinfeccion con 3 baculovirus (tIPPR) y 2

baculovirus (dIPPR).

Parametro Coinfeccion con Coinfeccion con
bacEGFPVP2y bacEGFPVP2,
bacVP6 bacVP6 y bacVP7
Qearpvr2 (PMol/10°cel h) 1.015 0.500
Qearpvrad (PMol/10%cel h) 0.794 0.054
Qecrpvear (PMoOI/10°cel h) 0.372 0.378
Qepr (PMol/10°cel h) 0.008 0.004
[EGFPVP2] (hmol/mL) 65.230 13.030
[EGFPVP2d] (nmol/mL) 51.050 2.260
[EGFPVP2r] (nmol/mL) 12.575 9.890
[PPR] (hmol/mL) 0.543 0.108
Eficiencia de ensamblajeggrpyp2 9.2 25.0
% PPR en sobrenadante 20.0 53.0

Qecrpvrz, Velocidad especifica de produccion de EGFPVP2 total. gegrpyp2g, Velocidad especifica de degradacion de
EGFPVP2. gecrrvrar, Velocidad especifica de produccion de EGFPVP2 insoluble. gppr, velocidad de produccién de

PPR.
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Capitulo 6

Conclusiones

» La cromatografia de exclusion molecular (HPLC-GP) no permitio diferenciar
entre PPR de doble y triple capa, pero si permitié cuantificar la concentracion
de PPR (dIPPR y tIPPR) en el cultivo.

» Se intenté cuantificar y diferenciar dIPPR y tIPPR quitando la VP6 de la
dIPPR. Este acercamiento no tuvo éxito probablemente por la agregacion de
las nucleocépside que se generan por el desensamblaje de la dIPPR, que

también podrian interferir con la cuantificacion por HPLC.

» Se desarroll6 una nueva metodologia para diferenciar entre dIPPR y tIPPR y
cuantificarlas utilizando electroforesis capilar zonal con un capilar de silica
fundida. Se evalu6 la metodologia y se observé que esta no cumple con el
paralelismo ya que no fue posible diferenciar dIPPR y tIPPR de muestras de
cultivo. Aunque es importante seflalar que se lograron analizar diferentes

muestras purificadas en las cuales se logro diferenciar entre ambas PPR.

» La produccién de dIPPR fue menos eficiente que la produccién de tIPPR, ya
gue la proporcién de EGFPVP2 ensamblada en infecciones con 3 baculovirus
fue 2.7 veces mayor que en infecciones con 2 baculovirus (9% para la dIPPR
y 25% para la tIPPR). La mayor degradaciéon de EGFPVP2 podria ser
consecuencia de su baja eficiencia de ensamblaje durante la produccion de la

dIPPR y a su velocidad de produccion.
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Capitulo 7

Perspectivas

Analizar si la metodologia implementada (ECZ) en este trabajo puede
diferenciar dIPPR y tIPPR de otras cepas de rotavirus. Ademas, hace falta
analizar si es factible la separacion de la PPR completa y diferenciarla de la
dIPPR y tIPPR.

Desarrollar un protocolo de purificacion de muestras de cultivo coinfectado
gue permita analizar las muestras por ECZ para determinar la relacién de
dIPPR y tIPPR.

Optimizar la separacion de dIPPR y tIPPR con la finalidad de que estas

migren con una separacion mayor al flujo electrosmético.

Ya contando con una metodologia que permita determinar la concentracion de
dIPPR y tIPPR en las muestras de cultivo coinfectado con 3 baculovirus sera
posible realizar infecciones a diferentes multiplicidades de infeccién que
permita encontrar la mejor estrategia de infeccion para maximizar la

producciéon de PPR.
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