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PRESENTACION

Esta nueva publicacion aporta a nuestra vocacion por difundir la produccion de
conocimientos generados por integrantes de nuestra comunidad. En este caso, se trata del
Profesor Adjunto Mg. Fernando Raibenberg, docente ordinario del Area Biologia Celular
y Molecular, actualmente Coordinador-Vicedecano interino de la carrera de Licenciatura
en Biotecnologia de la UNM, la cual inicio sus actividades en el afio 2016, en el ambito del
Departamento de Ciencias Aplicadas y Tecnologia de la Universidad.

Se trata del resultado de la investigacion de tesis para la Maestria en Microbiologia
Molecular de la Universidad Nacional de General San Martin y Administracion Nacional
de Laboratorios e Institutos de Salud (ANLIS) "Carlos G. Malbran”, realizada por el autor
y dirigida por la Dra. Andrea Peralta, la cual fuera defendida exitosamente por el autor
en 2015.

La publicacion, se inscribe en el marco de nuestra pretension de fortalecer la investigacion
aplicada, aun tratandose de la labor propia para acceder a una titulacién de posgrado,
siendo que todas ellas por igual tienen una enorme importancia para el desarrollo
tecnolégico propio, autocentrado en las necesidades nacionales, particularmente, en el
marco de las condiciones internacionales en que éstas se desenvuelven y ante los cambios
en los paradigmas cientifico-tecnoldgicos que transitamos en la actualidad, que amplian
la brecha de los paises emergentes con los centrales.

El trabajo realizado apunta a optimizar y complementar la elaboracién de los componentes
del ensayo diagnostico ELISA para la deteccion de rotavirus humano grupo A en heces,
que fuera previamente desarrollado por el Servicio Vacuna Antirrabica del INPB ANLIS
Malbran, con el objeto de impulsar la produccién local de la proteina estructural interna
de capside VP6 recombinante a partir de rotavirus humano A, para su aplicacion como
antigeno control positivo del mencionado kit de diagnéstico. La investigacion se completa
con un estudio para evaluar la posibilidad de producir particulas similares a virus, VLPs
2/6 de rotavirus. El resultado de este trabajo demuestra que es factible producir localmente
la proteina estructural de capside VP6 de rotavirus humano A, a partir de aislamientos de
Argentina usando el sistema de expresion baculovirus-células de insecto. Concluyendo
en que la proteina VP6 recombinante expresada, puede ser un componente Util para
complementar el ensayo ELISA para la deteccion de rotavirus humano A.



Con esta publicacion deseamos alentar a la comunidad de la naciente carrera de Bio-
tecnologia de nuestra Universidad que conduce el Prof. Raibenberg, con el propésito de
estimularlos a que continden en esta senda de trabajo, con el convencimiento de que ésta
es una de las formas de crecer y desarrollarse en una comunidad universitaria naciente.

Mg. Jorge L. ETCHARRAN
Departamento de Ciencias Aplicadas y Tecnologia
Universidad Nacional de Moreno
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Biotecnologia de baciilovirus recombinantes.

RESUMEN

Los rotavirus grupo A son la causa méas comun de gastroenteritis aguda en nifios meno-
res de 5 afios. Se estima que mas de 450.000 nifios mueren por esta enfermedad cada afio a nivel
mundial sin embargo alrededor del 90 % de estas fatalidades ocurre regiones pobres. Las infec-
ciones por RVs continGian generando costos directos significativos para los sistemas de salud. El
uso de pruebas diagnésticas comerciales de origen importado constituye una carga econémica
considerable para estos sistemas en paises en desarrollo. El ensayo ELISA es la metodologia de
uso principal en el diagndstico de rotavirus humano A debido a su sencillo uso y rapidez en la
obtencion de resultados.

En tal sentido, con el fin de optimizary complementar la elaboracién de los componen-
tes del ensayo diagnostico ELISA para la deteccién de rotavirus humano grupo A en heces, (pre-
viamente desarrollado por el Servicio Vacuna Antirrdbica del INPB ANLIS Malbréan) el objetivo
general de este trabajo consistié en la produccién local de la proteina estructural interna de capside
VP6 recombinante a partir de rotavirus humano A, aislados en Argentina, para su aplicacién como
antigeno control positivo del mencionado kit de diagndstico.

Para expresar la proteina estructural de capside VP6 HA se emple6 el sistema de ex-
presién baculovirus-células de insecto. La secuencia completa (cDNA) del segmento 6 de RV HA
que codifica para la proteina VP6 se aislé por RT-PCR y se subcloné en el vector donante pFast-
Bac™1 del sistema Bac-to-Bac® Este sistema provey6 una manera rapida y sencilla para la gen-
eracion de baculovirus Autographa californica multiple nuclear polyhedrosis virus (AcMNPV)
recombinantes AcCVP6RWA La proteina VP6 recombinante se expresé en altos niveles en células
de insecto en cultivo.

El andlisis por SDS-PAGE confirmé que posee un peso molecular de ~ 44 kD y que
presenta la misma movilidad que la proteina VP6 de rotavirus de simio SA11l de referencia. La
inmunodeteccién por western blot con un anticuerpo policlonal anti rotavirus humano Ay la evalu-
acién mediante el ensayo ELISA, para la deteccién de antigeno de rotavirus en heces, corroboraron
que la VP6 HA recombinante producida en el presente estudio conserva su capacidad antigénica.
El estudio complementario para evaluar la posibilidad de producir particulas similares a virus,
VLPs 2/6 demostré que cuando ambas proteinas estructurales de capside de rotavirus son coex-
presadas a través de la co infeccidon de células Sf9 con los baculovirus recombinantes AcVP2sAU
y AcVP6RWA la proteina VP2 SA1l de simio es capaz de interactuar con la proteina VP6 HA
humana formando VLPs 2/6 quiméricas de doble capa que se autoensamblan intracelularmente
y que pueden ser purificadas a partir de sobrenadantes de cultivos de células Sf9 co infectados .

Este trabajo demuestra que producir localmente la proteina estructural de capside VP6
de rotavirus humano A, a partir de aislamientos de Argentina usando el sistema de expresién bac-
ulovirus-células de insecto es factible. La proteina VP6 recombinante expresada puede ser un
componente Gtil para complementar el ensayo ELISA para la deteccién de rotavirus humano, de-
sarrollado por el Servicio de Vacuna Antirrabica del INPB ANLIS Malbran.
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SUMMARY

Group A Rotaviruses are the most common cause of acute gastroenteritis in children.
It has been estimated that more than 450,000 children below 5 years of age die of rotavirus dis-
ease each year worldwide. About 90% of these fatalities occur in regions of low socioeconomic
status. RV infections continue to generate significant direct costs to the health systems. The use
of imported commercial diagnostic tests constitutes a considerable economic burden health care
in developing countries. The ELISA assay is the methodology of primary use in the diagnosis of
human rotavirus due to its simplicity and rapidity of result.

To optimize and to complement, the manufacture of the components of the diagnostic
ELISA assay for the detection of human rotavirus group A in stools, (previously developed by the
service of rabies vaccine INPB ANLIS Malbran). We set to produce the recombinant structural
inner capsid protein VP6 from human rotavirus A, isolated in Argentina, for its application as
positive control antigen ofthe above mentioned diagnostic kit.

To express the structural inner capsid protein VP6 a baculovirus expression vector sys-
tem was used. The full length cDNA of segment 6 of human RV group A, coding for VP6 was
isolated by RT-PCR and sub cloned into a donor pFastBac™ 1 plasmid of the Bac-To-Bac® Bac-
ulovirus Expression System (Invitrogen, Life Technologies). This system provided a rapid and
efficient method to produce recombinant baculoviruses AcVP6rvha The recombinant VP6 protein
was expressed at high levels in cultured insect cells.

SDS-PAGE analysis confirmed that the protein has a molecular weight of ~44 kD and
it shows the same mobility as simian rotavirus SA11 reference VP6 protein. Western blot immu-
nodetection with arabbit polyclonal antibody against human rotavirus, and evaluation through the
ELISA assay for the detection of rotavirus antigen in feces, corroborated that recombinant VP6
produced in the present study conserves its antigenic properties. The additional study to assess
the possibility of producing virus-like particles VLPs 2/6, demonstrated that when both structural
rotavirus capsid proteins are coexpresed by co-infection of Sf9 cells with recombinant baculovi-
ruses, AcVP2_ . and AcVPGRVHA‘ simian VP2 SA11 is able to interact with human VP6 Aforming
chimeric double layered VLPs 2/6 that self-assemble inside the insect cell and can be purified from
the supernatants of co-infected Sf9 cultures.

This work has shown that the local production of the recombinant structural inner capsid protein
VP6, from human rotavirus A isolated in Argentina using the baculovirus expression vector sys-
tem, is feasible. The expressed recombinant VP6 protein may be a useful component to comple-
ment the ELISA assay for the detection of human RVs developed by the service of rabies vaccine
of INPB ANLIS Malbran,
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INTRODUCCION

1. Rotavirus

Los rotavirus (RVs) son patdgenos importantes, identificados como la causa mas
comun (5 al 10 %) de gastroenteritis severas y diarrea acuosa en nifios menores de 5 afios
(Liu et al., 2012; Malek et al., 2006; Parashar, Gibson, Bresee, & Glass, 2006; Parashar,
Hummelman, Bresee, Miller, & Glass, 2003). Se estima que la infeccion por rotavirus
es responsable de alrededor de ~ 453.000 muertes infantiles anuales en todo el mun-
do (Tate et al., 2012). Asimismo afectan animales jovenes de importancia econémica,
causando importantes pérdidas en el sector productor (Adams & Kraft, 1963; He et al,,
2013; Kindler, Trojnar, Heckel, Otto, & Johne, 2013; Malherbe & Harwin, 1963; Mebus,
Underdahl, Rhodes, & Twiehaus, 1969; Otto et al., 2012; Trojnar, Otto, & Johne, 2009).

Desde su hallazgo en 1973 através de la observacion por microscopia electrénica
de cortes ultrafinos de la mucosa duodenal de nifios con gastroenteritis (Bishop, David-
son, Holmes, & Ruck, 1973), se ha avanzado mucho en el conocimiento de su genoma,
composicion proteica, estructura tridimensional, su ciclo replicativo, patogénesis, carac-
teristicas clinicas y su respuesta inmune.

1.1. Estructura viral, genomay composicion proteica de los rotavirus

Los rotavirus constituyen un género de los 15 existentes de la familia Reoviri-
dae (respiratory enteric orphan viruses), subdividido en dos subfamilias, Sedoreovirinae
con los géneros Cardoreovirus, Mimoreovirus, Orbivirus, Phytoreovirus, Rotavirus, y
Seadornavirus y la subfamilia Spinareovirinae que incluye los géneros Aquareovirus,
Coltivirus, Cypovirus, Dinovernavirus, Fijivirus, ldnoreovirus, Mycoreovirus, Orthoreo-
virus, y Oryzavirus (Figura 1).

Su genoma consiste en 11 segmentos de RN A doble cadena con extremos 5’y 3’
conservados que codifican 6 proteinas estructurales: VP1, VP2, VP3, VP4, VP6, VP7 y
seis no estructurales expresadas solo en la célula infectada (NSP1-NSP6).

13



Fernando C. RAIBENBERG

Con excepcion del segmento 11 todos los segmentos son monocistronicos y po-
seen una pequefia region 5’y 3’ no codificante (M. K. Estes, Greenberg, H.B., 2013;
Prasad et al., 1996). (Figura 2).

Figura: 1.- Clasificacion de lafamilia Reoviridae. Esquema simplificado de arbol filogenético de la familia Reoviridae incluy-
endo dos subfamilias: Sedoreovirinae, que incluye el género Rotavirusy Spinareovirinae.

Figura: 2.- Genoma de Rotavirus. Consiste en 11 segmentos lineares de ARN doble cadena que codifican 12 proteinas. El
tamafio de los segmentos varia de 667 a 3.302 pb, y el tamafio del genoma completo es de 18.550 pb (SIRV-A/SAL1l). Los
mRNAs contienen estructuras Cap metiladas en 5'y carecen de sefial de poliadenilaciéon pero conservan en 3' una secuencia
consenso (UGACC), en todos los genes virales.

14
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Las particulas virales son icosaedricas no envueltas de 65 a 75 nm de diametro en
caracteristica, forma de “rueda”, en latin “rota” de alli el nombre de “rotavirus” (Flewett,
Bryden, & Davies, 1973). La compleja estructura, de la capside estd compuesta de tres
capas de proteinas estructurales concéntricas, que contienen en su interior el genoma
viral junto con las enzimas responsables de la replicacidn.

RNA
Segment

Protein

2*
4

5—>

6—»

ST — NsP4 VP7 VP4

Figura: 3.- Composicién proteica de Rotavirus. Electroferograma en gel de poliacrilamida de los 11 segmentos de
ARN doble cadena. Las proteinas estructurales correspondientes a estos segmentos se indican a la derecha. Imagenes de
las particulas virales con las tres capas (TLPs) de las proteinas estructurales de capside del virion de rotavirus, VP7, VP4,
externas VP6, VP2 y VP1/3 internas. En n°s romanos se indican las posiciones de los tres tipos de canales.

La capa mas interna estd compuesta de 120 subunidades de la proteina VP2 (60
dimeros) que contiene el ARN viral y las proteinas VP1 ARN polimerasa ARN dependi-
ente (RdRp) y VP3 una guaniltransferasa y metiltransferasa, enzima de capping (McClain,
Settembre, Temple, Bellamy, & Harrison, 2010; Trask, Ogden, & Patton, 2012). La capside
interna intermedia, esta formada por VP6 que se asocia en una estructura de icosaedro con-
teniendo 260 trimeros (Mathieu et al., 2001) que ademés contiene tres tipos de canales (Fig-
ura 3). Por los canales de tipo | emergen los mMRNA transcriptos de las particulas subvirales
doble capa o DLPs (double layered particles, Figura 5) (Lawton, Estes, & Prasad, 1997).

15
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La capside externa de las particulas virales maduras TLPs triple capa (Triple layered
particles) estd constituida por 260 trimeros de VP7 y 60 trimeros en forma de espicula
formados por VP4 (por procesamiento proteolitico da VP8* y VP5*) (Jayaram, Estes, &
Prasad, 2004) la cual a su vez interactia con VP7 y VP6 (Settembre, Chen, Dormitzer,
Grigorieff, & Harrison, 2011). (Figura 4)

OUTER CAPSID
iP8  VP5 VP7

INTERMEDIATE INNER INTERMEDIATE INNER CAPSID
CAPSID CAPSID CAPSID

Figura 4.- Organizacion estructural de una particula TLP de RV. Vista en corte mostrando la capa externa formada
por VP7 (verde claro)y VP4 (amarillo VP5* naranja VP8%*), la capa intermedia VP6 (verde) y la capa interna VP2 (verde-
azul). Esquema de la organizacién interna de los segmentos genémicos de RV con las enzimas transcripcionales (RdRp
VP1, VP3) ancladas internamente dentro del nicleo.
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1.2. Tipificacion de rotavirus

La proteina estructural interna intermedia de la capside VP6, es la mas abundante del
virion (51 %), y presenta caracteristicas antigénicas, que permiten la tipificacion de los rotavirus.
De acuerdo a la reactividad frente a \VP6, existen ocho grupos diferentes de rotavirus (A-H), los
grupos: A, B,y C, se encuentran tanto en humanos como en animalesy losD, E, Fy G se hallan
en animales, recientemente se propuso agregar ademas el grupo H (Matthijnssens et al., 2012)

El grupo A es responsable de la mayoria de las infecciones en humanos y el
de mayor importancia epidemioldgica. Del mismo modo, este grupo se clasifica en los
subgrupos I, 1I, 1 + 11, y no-I, no-1l segln su reactividad a los anticuerpos monoclonales
255/60 y 631/9 (Greenberg et al., 1983). La presencia en el virion de dos proteinas ex-
ternas de céapside altamente reactivas frente a anticuerpos neutralizantes VP7 y VP4 dio
lugar a un sistema binario de clasificacion de rotavirus basado en los diferentes serotipos
de las proteinas VP7 y VP4 (Green & Kapikian, 1992; Offit, Clark, Blavat, & Greenberg,
1986).

Hasta 2009 se reportaban 16 serotipos/genotipos especificos de VP7 denomi-
nados G-tipos debido a que VP7 es una glicoproteina. Todos los genotipos G se han
caracterizado como serotipos/genotipos puesto que hay una correlacion evidente entre
genotipo y serotipo. Los serotipos especificos correspondientes a VP4 llamados P-tipos
por proteina sensible a proteasas son 27.

En el caso de VP4 los serotipos conocidos no siempre se corresponden con un
solo genotipo. Por lo tanto se toma como nomenclatura consenso para denominar un de-
terminado rotavirus, indicando el G-tipo (VP7) serotipo/genotipo con un n° de ordeny
el P-tipo (VP4) con un n® de orden para el serotipo y un n° de orden en corchetes para el
genotipo. Por ejemplo para la cepa de rotavirus de simio SA11 CI3 se describe G3 P5B
[2] (M. K. Estes, Greenberg, H.B., 2013).

El analisis y comparacion de la secuencia parcial o completa de los 11 segmentos
gendmicos se esta utilizando en la actualidad para establecer un nuevo sistema de clas-
ificacion (Matthijnssens, Ciarlet, Heiman, et al., 2008; Matthijnssens, Ciarlet, Rahman,
et al., 2008). De acuerdo a esta nueva clasificacion basada en la secuencia nucleotidica

17
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existen por lo menos 27 G tipos de VP7, 37 P tipos de VP4 y 18 | tipos de VP6 conforme
al porcentaje de identidad entre las secuencias (Matthijnssens, Ciarlet, et al., 2011). Me-
diante el andlisis filogenético se pueden identificar cluster/genotipos que han seguido
caminos evolutivos divergentes, eventos de rearreglo, y estudiar relaciones genéticas en-
tre rotavirus de diferentes grupos y origen animal.

Los rotavirus, presentan una alta tasa de mutacion espontanea, al igual que varios
virus con genoma ARN. Un factor que explica este fendmeno esta asociado a la elevada tasa
de error de las ARN polimerasas ARN dependientes virales que carecen de funcion correctora
o reparadora (proof-reading) por la falta de actividad exonucleasa 3'-5'(Blackhall, Fuentes,
& Magnusson, 1996; De Grazia et al., 2014; Martinez-Laso et al., 2009). Por otro lado debido
a la organizacion segmentada que presenta su genoma, los genes que codifican los antigenos
G y P se segregan independientemente, observandose varias combinaciones de G y P que
contribuyen a la gran diversidad de las cepas de este virus(lturriza Gomara, Wong, Blome,
Desselberger, & Gray, 2002). También debido a esta caracteristica, los rotavirus pueden gen-
erar variabilidad genética, mediante recombinacidny rearreglos o reordenamientos genéticos
(reassortments) los cuales se manifiestan en las coinfeciones con dos cepas de rotavirus difer-
entes, en una misma célula (aparicion de cepas de rotavirus animales en la poblacién humana)
(Iturriza-Gomara, Isherwood, Desselberger, & Gray, 2001; Matthijnssens, De Grazia, et al.,
2011; Mullick et al., 2013; Steyer, Poljsak-Prijatelj, Barlic-Maganja, & Marin, 2008).

1.3. Ciclo replicativo de rotavirus

La replicacion viral ocurre en los enterocitos diferenciados de las vellosidades del
intestino delgado (M. K. Estes, Greenberg, H.B., 2013). La replicacién es exclusivamente
citoplasmatica.

Los rotavirus triple capa TLPs interactlian a través de sus espiculas VP8* (VP4) con
los receptores celulares de acido sidlico (AS). Diversas proteinas celulares de la membrana
actian como correceptoras especificas como varias integrinas a2pl, au>p3, a%p2, a4pl, que
reaccionan con dominios ligandos de VP5*(VVP4) y VP7(Coulson, Londrigan, & Lee, 1997;
K. L. Graham et al., 2003; Gutierrez et al., 2010; Zarate, Romero, Espinosa, Arias, & Lopez,
2004), o la proteina Hsc70 (Human heat shock cognate protein 70) (Guerrero et al., 2002;
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Perez-Vargas, Romero, Lopez, & Arias, 2006; Zarate et al., 2003). Estos receptores estan aso-
ciados a lipidos de lamembrana que sirven de plataforma (lipids rafts) para la adsorcion de las
particulas TLPs de RVs (Isa, Realpe, Romero, Lopez, & Arias, 2004). La infeccion comienza
con la entrada de las particulas virales mediante endocitosis (Haselhorst et al., 2009; Lopez
& Arias, 2004).

Los viriones pierden la cubierta de proteinas estructurales externas VP7 y VP4
debido a la baja concentracion de iones Ca2+y por la accion de enzimas endosomales
(Ludert, Michelangeli, Gil, Liprandi, & Esparza, 1987) (Figura 5).

Figura: 5.- Adsorcion, endocitosis y decapsidacion de la particula viral de RVs. Esquema simplificado, los rotavirus
triple capa TLPs se adsorben a la célula huésped mediante la unién de VP4 (VP8*-VP5*)y VP7 a receptores especificos,
y la infecciéon comienza con la entrada de las particulas virales mediante endocitosis. La capa externa de la particula se
pierde por la baja concentracién de Ca2-en el endosoma liberando al citoplasma la DLP activa.
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En el citoplasma de la célula infectada, las particulas doble capa DLPs confor-
madas por VP6y VP2, permanecen intactas y actGan como la unidad transcripcional viral
(Figura 6).

Figura: 6.- Estructura de particulas doble capa o DLPs 2/6. En la primera imagen se observa el sitio donde se ubica
espacialmente el dcARN genémico en un corte que expone las capas de VP6 y VP2. En la segunda imagen se visualiza
una DLP entera como unidad transcripcional viral activa con hebras de mARN surgiendo a través de los canales tipo I.

Estos complejos de transcripcion estan compuestos de VP1, ARN polimerasa
viral ARN dependiente (RdRp) y la enzima de capping VP3 con actividades fosfodies-
terasa, guaniltransferasa y metilasa.

De las hebras ARN (-) de los 11 segmentos gendémicos se transcriben las molécu-
las de mARN simple cadena no poliadeniladas (+) con estructuras Cap que surgen a
través de los canales tipo | del icosaedro DLP compuesto por VP6 (Jayaram, et al., 2004)
21y son traducidas en 6 proteinas estructurales y 6 proteinas no estructurales. Se forman
entonces cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos denominados “viroplasmas” que con-
tienen VP2, VP1, VP3, VP6, NSP2, NSP5, y NSP4 (Figura 7) (Campagna, Eichwald,
Vascotto, & Burrone, 2005; Silvestri, Taraporewala, & Patton, 2004). Los viroplasmas
movilizan lipidos celulares (lipids droplets) como fuente de energiay transporte (Cheung
et al., 2010; Gaunt et al., 2013).
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NSP2 y NSP5 intervienen en la formacion y estabilidad de los viroplasmas
(Contin, Arnoldi, Campagna, & Burrone, 2010; Criglar et al., 2014; Eichwald, Rodri-
guez, & Burrone, 2004). Aqui se van ensamblando las particulas virales junto al ARN vi-
ral simple cadena para formar un nacleo (VP2, VP1, VP3) con los 11 segmentos gendmi-
cos, los cuales replican a ARN doble cadena (Silvestri, et al., 2004).

©ViralZone 2012
SB Swiss Institute of Bioinformatics

Figura: 7.- Sintesis, y traduccion de mARN de RV, y formacion de viroplasmas. Las DLPs comienzan la transcripcién
de los mARN y estos son traducidos a proteinas virales. Con la acumulacién de las mismas el ARN genémico se replicay
es incorporado a nuevas DLPs en las estructuras especializadas denominadas viroplasmas.

Con la incorporacién de VP6 se forman DLPs que luego son liberadas del viroplas-
ma. Estas particulas son captadas por una glicoproteina transmembrana NSP4 que se encuen-
tra asociada a lamembrana del RER (reticulo endoplasmico rugoso) y actiia como receptor de
VP6 formando una envoltura transitoria con el agregado de VP4 y VP7.
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Ademas NSP4 actlia como una viroporina aumentando la liberacion de Ca2+intraceluar para
estabilizar la capa externa de las particulas TLPs,(Hyser, Collinson-Pautz, Utama, & Estes,
2010; Hyser, Utama, Crawford, Broughman, & Estes, 2013; Tian et al., 1994) y es secretada
como componente soluble formando estructuras vesiculares en el citoplasma y viroplasma
(Berkova et al., 2006).

En el citoplasma NSP3 interfiere con la traduccion de mARN celulares al unirse
a las PABP (PolyA binding protein) (Groft & Burley, 2002; Piron, Vende, Cohen, & Pon-
cet, 1998). A su vez laproteina NSP1 cumple la funcion de ser antagonista de la respuesta
inmune innata. Finalmente en el RER se forma el virion triple capa maduro TLP que se
libera por brotacién o lisis celular (M. K. Estes, Greenberg, H.B., 2013). (Figura 8)

Figura: 8.- Esquema del ciclo replicativo de rotavirus. El virus interacciona con sus receptores en la superficie de la
célulay penetra por endocitosis. En el interior de la célula se activa la transcriptasa viral y los ARNm dirigen la sintesis de
proteinas virales. Las proteinas se acumulan en estructuras llamadas viroplasmas donde se auto ensamblan las particulas
de doble capa (DLPs), y el ARN viral se replica. Las nuevas DLPs formadas interactian con NSP4 transmembrana del
RE formando DLPs-NSP4 (NSP4 +VP4 +VP7)y brotan hacia el lumen como particulas virales inmaduras con membrana
lipidica. Finalmente se produce la particula viral madura o TLP. La progenie viral se libera por lisis celular o brotacién
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2. Patologia de la infeccion por rotavirus humano A

La infeccion por rotavirus in vivo se localiza en el epitelio de las vellosidades del
intestino delgado. Se disemina a lo largo del tracto, desde el intestino delgado proximal
hasta el ileon. La replicacion viral en los enterocitos maduros provoca la lisis celular
liberando la progenie viral que conlleva a la necrosis y atrofia de la regidn apical de las
vellosidades intestinales (Mary K. Estes & Atmar, 2003). Estas células tienen funciones
digestivas y absortivas, expresan disacaridasas, peptidasas y otras enzimas que promue-
ven la digestion en la superficie apical. Estas lesiones generan la pérdida de funciones
aumentando la presién osmotica del lumen intestinal acrecentando la pérdida de fluidos
y electrolitos.

La infeccion genera una hiperplasia reactiva de las células secretoras de las crip-
tas, que estimula el incremento de la secrecion liquida contribuyendo a la severidad de
la diarrea (Ulrich Desselberger & Gray, 2013). Se ha planteado que la diarrea es cau-
sada por la proteina no estructural NSP4 que actiia como enterotoxina viral (Ball, Tian,
Zeng, Morris, & Estes, 1996). Dentro de la célula altera la permeabilidad de la membrana
plasmatica (Newton, Meyer, Bellamy, & Taylor, 1997) y desestabiliza las uniones in-
tracelulares (Tian, Ball, Zeng, & Estes, 1996)

NSP4 es secretada tempranamente durante la infeccion como molécula entera
o un fragmento peptidico (Bugarcic & Taylor, 2006; M. Zhang, Zeng, Morris, & Estes,
2000) interactuando con las integrinas alpl y a2pl ubicadas en la membrana basolateral
de células intestinales no infectadas (Seo et al., 2008). Estos receptores activados desen-
cadenan una serie de reacciones que aumentan el Ca2+intracelular induciendo la secre-
cion transepitelial de iones Cl - que desequilibra el balance i6nico de la célula y provoca
la salida de agua (Tian, et al., 1994).

2.1. Respuesta inmune
La infeccién neonatal o primaria por rotavirus genera una respuesta inmune hu-

moral especifica de serotipo, dando proteccién homotipica a través de la produccion de
anticuerpos, contra proteinas virales especificas, producidos por linfocitos B estimulados
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por células T CD4 que reconocen epitopes de RVs en la superficie de moléculas MHC |
de células infectadas y en moléculas MHC 11 de células presentadoras de antigeno APCs
(B. Jiang, Gentsch, & Glass, 2002; Offit, 1994). Se desarrolla una proteccion parcial
contra infecciones posteriores con otros serotipos que aumenta con el nimero de re in-
fecciones (Velazquez et al., 1996). Mientras que las células T especificas de RVs ayudan
a eliminar la infeccién primaria son las células de memoria B las que proveen proteccion
de largo plazo (Franco, Angel, & Greenberg, 2006).

Se producen anticuerpos neutralizantes (Nabs) especificos, IgM, IgG e IgA se-
cretoras, contra las proteinas estructurales de la capside VP4 y VP7 y particularmente
anti VP6, VP2 en altos titulos, también contra NSP4 (Burns, Siadat-Pajouh, Krishnaney,
& Greenberg, 1996; Feng, Franco, & Greenberg, 1997; Svensson et al., 1987). Se ha
demostrado que los anticuerpos IgA dirigidos contra VP6 son captados (transcitosis) por
receptores de la proteina J en la membrana basolateral de células epiteliales intestinales y
forman complejos con las DLPs recién formadas que se liberan de los viroplasmas impi-
diendo la formacion de TLPs maduras (neutralizacion intracelular) (Aiyegbo et al., 2013;
Corthesy et al., 2006). Existe una respuesta celular mediada por células natural killer y
por linfocitos T citotéxicos (CD8) en la proteccién primaria y contra reinfecciones (Fran-
co, et al., 2006; Franco & Greenberg, 1995).

En la mucosa intestinal los rotavirus hacen contacto con las células epiteliales M,
que se encuentran esparcidas por todo el epitelio mucoso, éstas median el transporte del
virus hacia las Placas de Peyer, en donde son captados por los macrdfagos, las células
B y otras células presentadoras de antigeno (APC Plasmacytoid dendritic cells) (Deal,
Lahl, Narvaez, Butcher, & Greenberg, 2013) que a su vez presentan el antigeno a las
células CD4 dando inicio a la respuesta efectora en la lamina propia del intestino. En
este proceso participan células B virus-especificas para la secrecion de IgAs secretorias
fundamentales en la proteccion del tejido epitelial intestinal.

La infeccion primaria por RVs desencadena varios mecanismos que interfieren
con la respuesta inmune innata a nivel celular. NSP1 es capaz de interactuar con proteinas
celulares que intervienen en las vias de activacion de Interferon IFN como los factores
de regulacidon de Interferon IRF 3y NF-kB entre otros (Graff, Ewen, Ettayebi, & Hardy,
2007; Graff, Mitzel, Weisend, Flenniken, & Hardy, 2002; Sen, Pruijssers, Dermody, Gar-
cia-Sastre, & Greenberg, 2011) favoreciendo su degradacion, de esta manera disminuye
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la transcripcion de IFN y de genes estimuladores de IFN (ISG)(Angel, Franco, & Green-
berg, 2012). Por otra parte NSP1 a su vez inhibe la translocacion al nicleo de los factores
de transcripcion STAT1/STAT2 impidiendo el establecimiento de un estado antiviral me-
diado por IFN (Holloway & Coulson, 2013; Holloway, Truong, & Coulson, 2009; Sen,
Rott, Phan, Mukherjee, & Greenberg, 2014).

La infeccidn natural o la vacunacion apropiada pueden proteger contra la enfer-
medad severay subsecuentes infecciones incluso contra serotipos heterélogos (Velazquez,
et al., 1996).

2.2. Aspectos epidemiolégicos de las infecciones causadas por rotavirus

Los rotavirus del grupo A causan el 5-10 % de todos los casos de gastroenteritis
aguda grave y diarreas acuosas severas en nifios menores de 5 afios, (Liu, et al., 2012;
Malek, et al., 2006; Parashar, et al., 2006) y tienen un gran impacto sobre la morbilidad
y mortalidad de la poblacion infantil, siendo responsables de mas de ~ 453.000 muertes
anuales, en el todo el mundo (90 %), predominantemente en regiones de escasos recursos
(Tate, et al., 2012).

Se caracteriza por un periodo de incubacion de 24-72 horas con manifestaciones
clinicas que varian desde formas asintomaticas hasta formas muy severas con diarrea ac-
uosa durante 4-7 dias, rapida deshidratacion, fiebre, vomitos, anorexiay dolor abdominal.

En general la infeccion se auto circunscribe en nifios bien nutridos con una du-
racion aproximada de entre 2-14 dias. También pueden causar infeccién crénica en paci-
entes con inmunodeficiencia congénita o adquirida (Ulrich Desselberger & Gray, 2013).

El Gnico tratamiento paliativo de la diarrea causada por rotavirus se basa en la
aplicacion de una terapia de rehidratacion, oral y/o parenteral, segun el grado de deshi-
dratacion(Guarino et al., 2012). Las soluciones orales conteniendo altas concentraciones
de anticuerpos anti RVs han probado ser Gtiles terapéuticamente asi como también como
medida de prevencion (Ebina, 1996). El uso de granisetron, un antagonista del receptor
de serotonina y péptidos antagonistas vasoctivos a nivel intestinal (Kordasti, Sjovall,
Lundgren, & Svensson, 2004) parecen tener beneficios a la hora de disminuir la seve-
ridad de la diarrea. Otro enfoque investigado es la aplicacion de antivirales como el
nitazoxanide (La Frazia et al., 2013).
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El modo de transmision es principalmente por la via fecal-oral o por consumo de
aguay alimentos contaminados. La dosis infectiva es baja, de 10 ufp (Unidades formado-
ras de placa), que corresponden a 1 DD (50% dosis causante de diarrea) convirtiendo a
este virus en altamente contagioso (D. Y. Graham, Dufour, & Estes, 1987) para cualquier
huésped susceptible, debido a su eficiente dispersidny resistencia (Keswick, Pickering,
DuPont, & Woodward, 1983).

Existe una amplia variedad antigénica y genémica respecto de los rotavirus cir-
culantes, alrededor del 80-90 % son tipo G1-G4 representados por los serotipos G y P
mas frecuentes; G1P1A [8], G2P1B [4], G3P1A [8] y G4P1A [8] y mas recientemente
se ha detectado la circulacién de G9P1A[8] y G12P1A[8] los cuales son responsables
de la mayoria de los casos de diarrea infantil en América del Norte, Europa y Australia,
(Gentsch et al., 2005; Iturriza-Gomara et al., 2011; Santos & Hoshino, 2005) mientras
que en América del Sury Asia constituyen aproximadamente el 68 %, y en Africa el 50
%. Otros genotipos como G5, G6 y G8 son mas prevalentes en estas regiones (Kang et al.,
2013; Luchs & Timenetsky Mdo, 2014; Todd, Page, Duncan Steele, Peenze, & Cunliffe,
2010). Cepas de virus con otras combinaciones G-P, consideradas inusuales, han sido
descritas también y representan el 5% de todos los aislamientos en el mundo. El grupo
B esta asociado con brotes de diarrea severa que afectan a miles de personas de todas las
edades en China (Hung et al., 1984) y algunos casos en Bangladesh e India (Lahon et
al., 2013). El grupo C corresponde a casos esporadicos y raros de diarrea en nifios, infor-
mados en Japon e Inglaterra (Nilsson et al., 2000). En aves se han reportado infecciones
por RVD, RVF y RVG. El octavo genotipo RVH se detectd recientemente en lechones,
(Marthaler et al., 2014; B. L. Molinari, Lorenzetti, Otonel, Alfieri, & Alfieri, 2014) y en
humanos (S. Jiang et al., 2008).

Asi medio millén de los nifios que mueren anualmente por infecciones ocasio-
nadas por rotavirus se encuentran en paises en desarrollo. Se estima que en el periodo
de 2000 a 2004 (Parashar, et al., 2006) hubo un aumento de las muertes infantiles por
rotavirus, que ascendieron a mas de 600 000 a nivel global. En América Latina se estima
que 10 millones de nifios sufren esta enfermedad todos los afios, generando dos millones
de consultas, de ellos, 75 mil son hospitalizados y 15 mil mueren ("Vigilancia epidemi-
oldgica de diarreas causadas por rotavirus: guia practica,” 2007).

En la Argentina, el Programa de Vigilancia del Ministerio de Salud informé que
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el 40 % de las internaciones por diarrea aguda en menores de 5 afios se deben a rotavirus
que generan 80.000 a 100.000 consultas médicas por afio. Las estadisticas del periodo
2009-2011, estiman alrededor de 150.000 mil casos de diarrea 15.000 hospitalizados y 30
muertes anuales en menores de 5 afios a causa de RVs (Degiuseppe, Giovacchini, & Stup-
ka, 2013). En los paises de mas bajos recursos las muertes infantiles por gastroenteritis
agudas y diarrea provocadas por rotavirus es mayor, producto de la desnutriciéon y de las
dificultades para acceder oportunamente a los servicios de salud (acceso limitado a
las terapias de rehidratacion).

En paises en vias de desarrollo, la tasa de infeccion méas alta ocurre entre los 3y
11 meses de viday en los paises desarrollados durante el segundo afio de vida. Los paises
de clima templado tienen infecciones debidas a rotavirus A, predominantemente en in-
vierno, mientras que en los paises tropicales los casos de enfermedad ocurren durante
todo el afio, aunque se puede registrar una incidencia mas alta en invierno.

3. Diagnostico de la infeccion por rotavirus humano A

Debido a que el nimero de particulas virales eliminadas por un nifio diarreico es de
10101022 virus/ml de heces en la fase aguda de la enfermedad, el diagndstico convencional
mas aceptado se realiza mediante la deteccion rapida del antigeno de rotavirus grupo A en
materia fecal por un ensayo E.L.I.S.A (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, Ensayo por
Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas) dirigido contra la proteina VVP6 de la capside intermedia
del virion (Brandt et al., 1981).

Otros métodos utilizados para detectar infeccion por rotavirus se basan en ensayos
de aglutinacién, electroforesis en geles PAGE para revelar el genoma viral, o microscopia
electrénica (Gomara, Green, & Gray, 2000).

Los G tiposy P tipos se pueden determinar por técnicas seroldgicas pero las técnicas
de diagndstico molecular de mayor sensibilidad estan siendo aplicadas con mayor frecuencia
para la deteccion o para la genotipificacion. Primers especificos para regiones conservadas y
variables de VP6, VP4 y VP7 permiten la deteccion por RT-PCR de los diferentes subgrupos
y la determinacidn de los tipos G y P (lturriza-Gomara, Kang, & Gray, 2004).
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Los métodos de diagnostico basados en cultivos celulares y aislamiento viral
contindan siendo complejos y requieren mayor tiempo de realizacion. El rapido diagnos-
tico a través de técnicas inmunoldgicas probadas, simples en su procedimiento como el
ensayo ELISA constituye la metodologia de uso principal en el diagndstico de rotavirus
humanos.

La proteina interna intermedia de la capside VVP6 es el principal antigeno utiliza-
do en los ensayos diagndsticos seroldgicos tipo ELISA debido a que presenta epitopes
muy conservados entre las diversas cepas de rotavirus. Ademas posee una comprobada
capacidad antigénica apropiada para la produccién de anticuerpos policlonales o mono-
clonales con fines diagndsticos o para la construccién de VLPs (Viral Like Particles) jun-
to a otras proteinas estructurales como VP2, VP4 y VP7 para constituir DLPs 2/6 o TLPs
2/6/4/7 con posibles aplicaciones vacunales ya que las mismas imitan la conformacion
de las particulas nativas autenticas pero carecen del genoma viral infectivo (Johansson et
al., 2008; Peralta, Molinari, & Taboga, 2009).

Resulta interesante entonces la produccion de VP6 de rotavirus humano A em-
pleando métodos de expresion de proteinas heterdlogas recombinantes. Para lograr este
objetivo es particularmente Util, en la expresion de genes virales la aplicacion de sistemas
de expresion eucariotas, como por ejemplo el sistema baculovirus-células de insecto.

4. Expresion de proteinas recombinantes mediante el sistema baculovi-
rus-células de insecto

Los sistemas de expresion basados en baculovirus, constituyen una herramien-
ta biotecnoldgica muy versatil, que ha sido utilizada extensamente en la produccion
de una gran variedad de proteinas recombinantes. El sistema permite, modificaciones
pos-traduccionales, transporte y ensamblaje de polipéptidos sintetizados en las células de
insecto que producen proteinas funcionalmente similares a las nativas, conservando asi
sus caracteristicas antigénicas o inmunogénicas (Kost, Condreay, & Jarvis, 2005; Luck-
ow & Summers, 1988).
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Sin embargo, estas células tienen un perfil de glicosilacion diferente en comparacion
con las células de mamifero, debido a que permiten laN -glicosilaciéon con un alto contenido
de manosa o paucimanosa (Altmann, Schwihla, Staudacher, Glossl, & Marz, 1995)Glossl,
&amp; Marz, 1995.

El empleo de dicho sistema de expresion ofrece ventajas significativas que incluyen
el uso de técnicas de clonado simples, la alta propagacion de los baculovirus recombinantes y
la produccién de altos niveles de proteina faciles de escalar, con la posibilidad de utilizar un
sistema de crecimiento celular eucariota que posee contencion biologica. Las lineas celulares
de insecto (Sf9, Sf21, Tn5B1-4) no requieren CO2para su desarrollo y se pueden adaptar a
crecer en cultivos de alta densidad para la expresion de elevada produccion (O'Reilly, Miller,
& Luckow, 1994).

Los baculovirus son virus ADN doble cadena envueltos pertenecientes a la familia
Baculoviridae que replican solamente en artrépodos principalmente en insectos Lepidépteros,
Himenopteros, y Dipteros aunque también infectan crustaceos del orden Decapoda. La famil-
ia se divide en 4 géneros; Alphabaculovirus, Betabaculovirus, Gammabaculovirus, y Delta-
baculovirus. Todos tienen una nucleocapside cilindrica que varia de 30-300 nm en forma de
barra o “baculo”, de alli proviene su denominacién (Figura 9)

Budded virus (BV) Occlusion derived virus

Figura: 9.- Viriones de Baculovirus. Esquema de baculovirus envueltos en sus dos formas: ODV (occlusion derived
virus) viriones ocluidos en una matriz proteica, y BV (budded virus) forma extracelular. EI genoma es de ADN doble
cadena de 80-180 Kb que codifica entre 100y 180 proteinas.
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La infeccion natural en células de insecto esta caracterizada por la produccion de dos
tipos de viriones funcionalmente y estructuralmente distintos, una variante envuelta ocluida en
una matriz proteica de polihedrina ODV (occlusion derived virus) que conforman poliedros o
cuerpos de oclusiény otra forma extracelular BV (budded virus) correspondiente a la progenie
viral. Los virus ocluidos ODV transmiten la infeccion de insecto a insecto a través de la in-
gestion de los cuerpos de oclusién que contaminan el alimento de las larvas. En el intestino los
viriones se desprenden de la matriz proteica e infectan las células epiteliales columnares que una
vez que completan el ciclo replicativo liberan la progenie viral extracelular BV que se disemina
de célula a célula dentro del insecto de manera sistémica. La forma extracelular BV es la que
también infecta células de insecto en cultivo (Jarvis, 1997).

La mayoria de los vectores de expresion basados en baculovirus recombinantes
aprovechan esta caracteristica reemplazando el gen que codifica la polihedrina con la insercion
de un gen heter6logo de interés. El baculovirus recombinante Autographa californica multiple
nuclear polyhedrosis virus (AcMNPV) derivado del virus salvaje (baculovirus de la polihedro-
sis nuclear multiple) que infecta a la oruga medidora de la alfalfa, Autographa californica ha
sido ampliamente empleado como sistema de expresion eucaridtico de proteinas heterdlogas,
generalmente en células de insecto Sf9 de Spodopterafrugiperda, (oruga militar tardia o co-
gollera) desde hace mas de dos décadas (O'Reilly, et al., 1994).

Sin embargo esta biotecnologia ha ido evolucionando desde su inicio creando bacu-
lovirus recombinantes mejorados que facilitan su construcciény produccion.

Dicha evolucion ha generado gran variedad de aplicaciones, diversas estrategias met-
odoldgicas se han planteado modificando genéticamente el virus, permitiendo la expresion
de proteinas heterdlogas en células de mamifero (Gene delivery) (Condreay, Witherspoon,
Clay, & Kost, 1999; Kost & Condreay, 2002). Otro enfoque consiste en la expresion de pép-
tidos o proteinas heter6logas obtenidos sobre la superficie de las particulas virales por fusion
del péptido o la proteina de interés a la glicoproteina gp64 del baculovirus (Baculo Display)
(Boublik, Di Bonito, & Jones, 1995; Oker-Blom, Airenne, & Grabherr, 2003). También con el
objeto de producir gran cantidad de proteina recombinante se ha utilizado el sistema de bacu-
lovirus infectando larvas de insecto, aunque se obtiene una gran concentracion de la proteina
heter6loga a gran escala, el mantenimiento de los cultivos resulta laborioso (P. Molinari, Per-
alta, & Taboga, 2008).
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Consécuentemente en este trabajo se decidi6 aplicar la metodologia del sistema Bac-
to-Bac® Baculovirus Expression System (Invitrogen, Life Technologies) para expresar VP6
de RV HA en células de insecto. Este sistema utiliza un vector bacmido (shuttle) que replica
en la bacteria E.coli como un plasmido y puede infectar lineas celulares de insectos Sf9.
El bacmido contiene todo el genoma de AcMNPV, menos el locus de polihedrina que esta
nockeado por un sitio receptor de transposicion attTn7. Posee ademas un mini F-replicon, y
un gen de resistencia a Kanamicina. El elemento attTn7 es el sitio blanco para el transposén
bacteriano Tn7 contenido en el vector pFastBac™1 del sistema.

El cassette de expresion en el vector pFastBac™1 contiene el gen de interés, contro-
lado por el promotor de polihedrina de ACMNPV. Este fragmento esta flanqueado a la derecha
y a laizquierda por la secuencia del transposon Tn7 incluyendo un gen de resistencia a gen-
tamicina y la sefial de poliadenilacion de SV40 constituyendo un mini transposén Tn7 que
transposiciona al sitio blanco del bacmido en E. coli por accién de una transposasa codificada
por un plasmido helper en trans (Figura 10). Mediante esta transposicion especifica se obtiene
el bAcmido recombinante de interés.

pFastBac™ 1
donor plasmid

Competen! OHIOBac™ E. coli Cells

Figura: 10. - Sistema Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System (Invitrogen, Life Technologies). Esquema general
del sistema de expresion de proteinas recombinantes (Barry, 1988).
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El gen heterdlogo se expresa cuando el bacmido recombinante se transfecta a
células de insecto Sf9. Los baculovirus recombinantes generados pueden ser amplificados
en sucesivos pasajes de infeccion y reinfectar nuevas células de insecto para expresar en
gran cantidad la proteina recombinante de interés (Anderson et al., 1995).

5. Consideraciones generales

Como se indico precedentemente las infecciones causadas por rotavirus gener-
an una alta carga de morbilidad y mortalidad para los sistemas de salud. Los aspectos
econémicos son importantes al considerar los costos directos de la atencion relacionados
con el uso de reactivos diagndsticos comerciales que generalmente son de origen impor-
tado. El desarrollo y utilizacion de sistemas de diagnéstico integrales, de menor costo
de manufactura nacional permitirian mejorar el acceso, a esta tecnologia diagndstica,
a todos los componentes del sistema publico de salud a nivel nacional y a organismos
relacionados al mismo.

En este sentido se propone como objetivo principal la produccion local de la
proteina estructural de cépside VP6 de rotavirus humano A, usando un sistema de ex-
presion baculovirus-células de insecto. Posteriormente extractos de células de insecto
Sf9 infectadas con el baculovirus AcVP6 HA que producen VP6 HA recombinante, seran
empleados como control positivo, del ensayo diagnéstico (ELISA) para la deteccion de
rotavirus grupo A en heces, ya desarrollado por el Servicio Vacuna Antirrabica del INPB
ANLIS Malbran. Intentando reemplazar al rotavirus inactivado.

Como ya se describié los rotavirus son particulas icosahédricas virales comple-
jas compuestos de una capside integrada por tres capas concéntricas. VP2 es la proteina
estructural mas interna. Cuando se expresa en un sistema baculovirus células de insecto,
se auto ensambla como pseudo core like particles (CLPs) o pseudo particulas del nicleo
similares a virus. La capa media del capside VP6 también se auto ensambla cuando se
expresa en un sistema de baculovirus células de insecto, adquiriendo diferentes confor-
maciones dependiendo de las condiciones de pH y concentracion io6nica (M. K. Estes et
al., 1987). Estudios anteriores demostraron que la coexpresion de VP2 y VVP6 en células
de insecto producen VLPs de tipo DLPs 2/6 doble capa estables que pueden ser purifica-
das (Peralta, et al., 2009; Tosser, Labbe, Bremont, & Cohen, 1992).
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En consecuencia con el fin de optimizar y complementar la elaboracion de los
componentes del kit de diagnéstico mencionado se plante6 estudiar la posibilidad de pro-
ducir VLPs 2/6 recombinantes formadas de la proteina interna del nicleo de la capside
de una cepa de rotavirus de simio, VP2 SA11 producida por un estudio anterior, (Peralta,
et al., 2009) y la proteina interna mayor de capside de rotavirus humano A VP6 HA pro-
ducida en este estudio, mediante su co expresion en células de insecto Sf9.

El servicio vacuna antirrabica del INPB ANLIS Malbran pretende en una etapa
que se extiende mas alla del alcance de este trabajo evaluar VP6 HA recombinante junto
a las VLPs 2/6 producidas, como inmundgenos para la obtencidn de sueros policlonales
anti rotavirus humano A. Estos sueros previamente purificados se podran emplear como
captura de antigenos de rotavirus en el ensayo diagnostico ELISAya montado. El empleo
de VP6 HA o las VLPs 2/6 podrian reemplazar al cultivo de rotavirus (fuente de antigeno
tradicional), haciendo que este proceso tenga mayores condiciones de bioseguridad y
factibilidad.

Se daria asi sustento a una produccion consistente, que reemplazaria el ensayo
comercial de origen importado, que actualmente el MSAL adquiere, para abastecer a la
Red Nacional de Laboratorios de gastroenteritis virales. De esta manera se emplearia
una prueba diagnostica de manufactura local producida por un organismo estatal, cuyo
beneficio se vera reflejado en el menor costo del reactivo.

33



Fernando C. RAIBENBERG

OBJETIVOS:

1. Objetivo general

El presente trabajo tiene como objetivo la produccidn local de la proteina estruc-
tural de capside VP6 recombinante a partir de Rotavirus humano A, aislados en Argen-

tina.

1.1. Objetivos particulares

1.1.1. Clonar y expresar la proteina estructural de capside VP6 de Rotavirus Hu-

mano A en el sistema baculovirus-células de insecto.
1.1.2. Analizar la posibilidad de producir particulas similares a virus VLPs 2/6

conformadas de VP2 de Rotavirus de simio SAl1ly de VP6 de rotavirus humano A, pro-

ducida en este estudio.
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MATERIALES Y METODOS

1. Extraccion de ARN de RV y RT-PCR

1.1. Identificacion de muestras positivas para Rotavirus Humano A

Con el fin de obtener la secuencia codificante para la proteina de capside VVP6 de
rotavirus humano, en el laboratorio de Virologia de la Universidad Nacional de Quilmes
(UNQ) se procedié a analizar 34 muestras procedentes de pacientes con diarrea provo-
cada por infeccion por RVs. Dichas muestras fueron identificadas previamente, como
pertenecientes al grupo A, mediante electroferograma en geles SDS-PAGE tefiidos con
Plata (Jurado, R. 2008). A partir de 0.25-0.50 g de material fecal, se realizé la extraccion
de &cidos nucleicos por el método de Vertrel XF (ver protocolo Anexo 1).

Los ARNSs obtenidos de esta manera, fueron analizados a través del método de
tipificacion G por RT-Nested PCR (Gomara, et al., 2000; lturriza-Gomara, et al., 2004)
seguln las condiciones estandarizadas por el laboratorio de Virologia de la Universidad
Nacional de Quilmes (UNQ) que amplifica un fragmento de la secuencia codificante para
la proteina VP7 genotipos G1, G2,y G4 de rotavirus humano A (ver protocolo Anexo 2).

1.2. Disefio de primers genéricos para aislar VP6 de RV HA.

Se analizaron méas de 20 secuencias del gen de la proteina de capside VP6 de
cepas de rotavirus A humano secuenciadas y publicadas en las bases de datos del Nation-
al Center for Biotecnology Information (NCBI) (Nucleotide Database http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/nucleotide). En base a la informacién recopilada se disefié un set de primers
genéricos utilizando el programa Oligo Primer Analysis Software (MBI, Molecular Biol-
ogy Insights, Inc.) (Rychlik & Rhoads, 1989), con el fin de amplificar la secuencia codi-
ficante entera del gen de VP6 HA. Gracias a la alta conservacion en el extremo 5’ de las
secuencias depositadas, se disefié un Gnico oligonucleétido “HVP6 A Fwd”, pero debido
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a la divergencia en el extremo 3’, se disefiaron dos oligonucledtidos reverse: “HVP6 Al
rev”’y “HVP6 A2 rev”. Para lograr la expresion de VP6H en el sistema de expresion de
baculovirus-células de insecto, se incluyd la secuencia ATT en el extremo 5’ del primer
forward para darle el contexto éptimo para este sistema de expresion. A continuacion, se
detallan los oligos utilizados:

HVP6 A Fwd: 5’ATT ATG GAK GTY CTG TAYTCM TTG 3’
HVP6 Al Rev: 5’ TCA CTT AAT YAA CAT GCT 3’
HVP6 A2 Rev: 5’ TTATTT GAC AAG CAT GCT 3’

Codigo de Bases Y (CT), M (AC), K (GT).

2. Clonado y secuenciacion del gen VP6 de RV HA

2.1. Clonado de la secuencia entera de VP6 HA en el vector pGEM-T Easy.

A partir de las muestras de ARN positivos para RV HA, se realizé una RT con ran-
dom primers (ver protocolo Anexo 3). Con este cDNA, se realizaron dos reacciones de PCR:
una con el par de oligonucleétidos HVP6-F y HVP6A1-R y otra con el par HVP6A-F y HV-
P6A2-R. Solo se obtuvo producto de amplificacion con el primer juego de oligos.

Este producto de PCR se analizd en un gel de agarosa 1% y se escindié del gel una
banda de aprox 1200 pb que coincide con el tamafio esperado para la secuencia que codifica
para VP6 HA. Dicho amplicdn se extrajo del bloque de agarosa seccionado utilizando el kit
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) (ver protocolo Anexo 4). El amplicon
purificado se clono en el vector pGEM T Easy (ver protocolo Anexo 5) (Figura 12). Gracias
a la actividad transferasa terminal de la Taq polimerasa, que agrega un nucleétido de adenon-
sina en los extremos 3’ del producto de amplificacion, el mismo se puede clonar directamente
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en el vector pGEM T Easy ya que el vector linearizado tiene extremos cohesivos con dos
timidinas en 3’ en ambas cadenas (Figura 1). En cada reaccion de ligacion se utilizd: 5~ de
buffer de ligacion pGEM T Easy 2 X (Tris-HCI 30mM pH 7.8, MgCI210 mM, DTT 10mMy
ATP 1mM)y 17l de ADN ligasa T4 (3 unidades Weiss/l), 1/l de Vector pGEM T (50 ng)
y distintas relaciones molares inserto-vector (1-1, 3-1) trabajando con 3 I (20 ng, 60 ng de
inserto, respectivamente) de producto de amplificacion purificado, en un volumen final de 10
pl. La reaccion se incubé toda la noche a 4° C pGEM-T ("pGEM®-T and pGEM®-T Easy
Vector Systems, technical manual,”).

Figura: 11.- Sitio mdaltiple de clonado MCS (Multiple Cloning Site) del vector pGEM-T Easy Vector, conteniendo
extremos cohesivos con dos timidinas en 3’en ambas cadenas ("pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems, technical
manual,").

37



Fernando C. RAIBENBERG

Figura: 12.- Mapa del vector pGEM-T easy (Promega)

Con el producto de la ligacién se transformaron bacterias competentes DH5a
por el método de transformacién quimica. Brevemente, las bacterias competentes fueron
descongeladas lentamente manteniéndolas en hielo. Luego se tomaron 50 "I de éstasy se
le agreg6 entre 20 - 40 ng de ADN (proveniente de la reaccion de ligacion). La mezcla se
incubd durante 30 minutos en hielo y luego las bacterias se sometieron a un choque tér-
mico (Heat shock) a 42° C durante 90 segundos con el fin de permeabilizar la membrana
bacterianay favorecer el ingreso del plasmido. Las bacterias se enfriaron durante 2 minu-
tos en hielo y luego fueron trasvasadas a un tubo con 200 ~l de medio LB sin antibidticoy
crecidas durante 1hora a 37° C para permitir la recuperacion celular antes de plaquearlas.
Finalmente, se colocé todo el volumen de este cultivo en una placa de Petri conteniendo
LB agar 100 ~g/ml ampicilina, previamente tratada con 40 ~l de X-gal. Debido a la inac-
tivacion insercional del gen betagalactosidasa del vector pGEM-T se pueden identificar
los clones recombinantes, con el agregado del sustrato cromogeno analogo de la lactosa
(X-gal), generando asi colonias de color blanco pertenecientes a aquellas que posean el
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inserto, distinguibles de las colonias azules sin inserto, facilitando de esta manera el tam-
izaje de colonias de interés a simple vista en la placa de petri. El material se distribuyé
uniformemente sobre la placa utilizando un rastrillo de vidrio estéril. Las placas fueron
incubadas en posicion invertida durante toda la noche a 37° C.

Se seleccionaron las colonias pertenecientes a los clones recombinantes por
screening de color blanco - azul, se picaron 10 colonias blancas y se subcultivaron en
medio de cultivo LB 100 ~g/ml ampicilina durante toda la noche. Con el fin de obtener
ADN plasmidico de los clones cultivados se utilizo el kit Wizard SV miniprep (Prome-
ga), (ver protocolo Anexo 6). Con el objeto de identificar los clones que incorporaron el
inserto VP6 HA, los ADN plasmidicos obtenidos de esta manera fueron digeridos con la
enzima de restriccion EcoRI (ver protocolo Anexo 7) y luego sometidos a electroforesis
en gel de agarosa 1 %. Los clones que liberaron un fragmento del tamafio esperado,
fueron seleccionados para el siguiente paso.

2.2. Secuenciacion del inserto VP6 RV HA

Subsiguientemente se procedié a secuenciar los clones que se seleccionaron por
analisis de restriccion para confirmar la orientacion y secuencias correctas de VP6 HA.

La secuenciacién de los vectores pPGEM-T Easy fue realizada en el servicio de
secuenciacion de la Unidad de Gendmica del Instituto de biotecnologia INTA Castelar
usando un secuenciador automatico capilar ABI 3500 (AppliedBiosystems). En todos los
casos se utilizé la mezcla preparada de dideoxinucleotidos fluorescentes BigDye Termi-
nator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) siguiendo el protocolo del fabri-
cante.

Primers utilizados:

Promotor SP6: 5' ATT TAG GTG ACA CTATAG 3'
Promotor T7: 5* TAATAC GAC TCA CTATAG GG 3'
PUC/M13 Forward: 5' GTT TTC CCAGTCACGAC 3’
PUC/M13 Reverse: 5' CAG GAAACA GCTATGAC 3'
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Los resultados de la secuenciacion se analizaron para evaluar la similaridad entre la
secuencia obtenida de VP6 HA'y las secuencias publicadas en la base de datos Nucleotide
collection (nr/nt) utilizando el algoritmo Megablast (highly similar sequences) en el sitio web,
BLAST Basic Local Alignment Search Tool: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, nucleo-
tide blast (blastn suite) (Morgulis et al., 2008; Z. Zhang, Schwartz, Wagner, & Miller, 2000).
(Ver protocolo Anexo 8). El programa BioEdit v.4.7 (Hall, 1999), se utilizé para la edicion
de las secuencias y los programas bioinformaticos Translator, y Aligner del sitio web Justbio
http://www.justhio.com/ para la traduccidn de las secuencias nucleotidicas de VP6 HAYy los
diferentes anlisis de alineamiento.

2.3 Estrategia de clonado de VP6 HA en pFastBac™1

Con el objeto de subclonar la secuencia de VP6 HA en el vector de transferencia
pFastBacl, se procedié a la digestion de la construccién pGEM-T-VP6 HA seleccionada an-
teriormente, con la enzima de restriccion EcoRI. De igual manera se trat6 al vector receptor
pFastBacl, solo que éste fue tratado ademas, con la enzima C.1.P (Calf Intestinal Alkaline
Phosphatase) con el fin de evitar su recircularizacién (ver protocolo Anexo 9). Ambas di-
gestiones fueron resueltas mediante electroforesis en gel de agarosa 1% Yy se escindieron de
sendos geles las bandas correspondientes al plasmido pFastBacl linearizado (4775 pb) y al
inserto VP6 HA (1200 pb). Los fragmentos de interés se extrajeron de la agarosa mediante el
kit WizardSVGel andPCR Clean-Up System (Promega).

Se procedi6 entonces a la reaccion de ligacién (ver protocolo Anexo 9). Se escogi-
eron tres relaciones molares inserto:vector: 1-1, 3-1y 6-1. Se utiliz6: Buffer de ligacion 10 X
(Tris-HCI 30mM pH 7.8, MgCI210 mM, DTT 10 mM y ATP 1 mM) y 3 unidades de ADN
ligasa T4 en un volumen final de 10 pl. La reaccién se incubo toda la noche a 4°C.

Con estas ligaciones se transformaron bacterias E. coli competentes DH5a por el
método quimico anteriormente descripto. Se picaron 10 colonias y se subcultivaron toda la
noche en medio LB liquido conteniendo 100 ~g/ml Ampicilina.

Para corrobar la insercion de VP6 HA en pFastBacl, se extrajo el ADN plasmidico
de estos clones mediante el kit Wizard SVminiprep (Promega) y se realizaron digestiones con
la enzima de restriccion EcoRl.
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Aquellos cuya digestion mostraban la insercion de VP6 HA se seleccionaron para
verificar la orientacion correcta del inserto. Los mismos se digirieron con una combinacion
de endonucleasas de restriccion que cortan en el inserto y en el vector, Nhel/HindIl1 utilizando
el mismo buffer para cada reaccion (Buffer2 Promega). Para la transformacion de la cepa de
E. coli DH10Bac™ se seleccionaron los clones que verificaran, que el patrén de digestion
coincidiera con la orientacion correcta. En todos los casos las reacciones de digestion con
enzimas de restriccion se realizaron de acuerdo a las recomendaciones de los fabricantes (ver
protocolo Anexo 10). Cada reaccion se incubo a 37 ° C durante 2 horas.

3. Construccion de los baculovirus recombinantes

Con el fin de expresar VP6 HA en el sistema de expresion baculovirus células de
insecto, se utilizo la metodologia, Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System (Invitrogen,
Life Technologies) (Ciccarone, Polayes, & Luckow, 1997). Este sistema tiene dos compo-
nentes; el primero utiliza un bacmido (shuttle vector bMON14272, 136 kb) que replica en
E.coli DH10Bac como un plasmido y contiene todo el genoma del baculovirus, Autographa
californica multiple nuclear polyhedrosis virus (AcMNPV), que fue modificado de manera
tal que el locus polihedrina esta knockeado por una secuencia que codifica para el péptido
lacZa y ademas posee un sitio receptor de transposicion mini-attTn7. Este elemento es el sitio
blanco para el transposén bacteriano Tn7 contenido en el vector pFastBac™1 de transferencia
(Figura 13).

Fttvard Rwrse

Figura: 13.- Esquema de transposicion del cassette de expresion del vector pFastBac™ 1 al sitio receptor mini -attTn7 en
el ADN bacmido ("Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System. Technical manual," April 2004 ).
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El segundo componente pFastBac™1 posee un cassette de expresién que con-
tiene el gen de interés, en este caso VP6 HA, controlado por el promotor de polyhedrina
de (AcMNPV) este cassette esta flanqueado a la derechay a la izquierda por la secuencia
del transposon Tn7 incluyendo un gen de resistencia a gentamicina y la sefial de poliad-
enilacion de SV40 constituyendo un mini transposon Tn7 el cual mediante el evento de
transposicion se inserta en el bacmido (Figura 14) (Luckow, Lee, Barry, & Olins, 1993).

Figura: 14.- Mapa del vector pFastBac™ 1 con el sitio de clonado multiple (MCS) ("Bac-to-Bac® Baculovirus Expression
System. Technical manual,” April 2004 ).

Como se menciono anteriormente la cepa de E.coli DH10Bac contiene el ADN
bacmido que es un vector de alto peso molecular (136 Kb), que tiene al mismo tiempo un
gen de resistencia a kanamicina, un mini F replicon y una secuencia que codifica para el
péptido lacZa. Esta Ultima caracteristica complementa la delecion del gen lacZ presente
en el cromosoma bacteriano. Asimismo, la bacteria DH10Bac contiene un plasmido help-
er (asistente) que codifica para una transposasa (Barry, 1988).
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Cuando se transforman las bacterias DH10Bac con el vector pFastBac™1 la transfer-
encia por transposicion del cassette de expresion interrumpe el marco de lectura del péptido
lacZ, por lo tanto las colonias recombinantes seran blancas (Lac -) en contraste con la colonias
que tengan el bacmido inalterado que seran azules. Se pueden entonces visualizar y seleccio-
nar en la placa las colonias de diferente color agregando un substrato cromégeno como Bluo-
gal o X-gal con el inductor IPTG.

Con el bacmido recombinante (evento de transposicion confirmado), se transfec-
tan las células Sf9 donde es capaz de generar progenie viral recombinante. Los baculovirus
recombinantes generados de esta manera pueden ser amplificados en sucesivos pasajes de
infeccion y re infectar nuevas células de insecto para expresar en gran cantidad la proteina
recombinante de interés ("Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System. Technical manual,"”
April 2004 ). (Figura 15)

Figura: 15.- Esquema del sistema de produccién de baculovirus recombinantes y expresion de genes heterdlogos en
células de insecto ("Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System. Technical manual,” April 2004 )
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3.1. Transformaciéon de la cepa de E. coliDH10Bac™ y transposicion al bacmido

Una vez que se obtuvo la construccion pFastBac™1 con el inserto VP6 HA con
la secuencia y orientacién correcta se procedi6 a la transformacién de la cepa de E. coli
DH10Bac con el ADN plasmidico purificado para que tenga lugar la transposicion del
cassette de expresion (Figura 15). El bacmido recombinante se amplifica solamente en
las colonias de bacterias de E. coli DH10Bac de color blanco que son resistentes a kana-
micina (bacmido), gentamicina (pFastBacl), y tetraciclina (helper) ("Bac-to-Bac® Bac-
ulovirus Expression System. Technical manual,” April 2004 ).

El protocolo de transformacion quimica usado, en esta ocasion fue el siguiente:
las bacterias competentes DH10Bac se descongelaron lentamente manteniéndolas en hie-
lo un vial por cada transformacion. 50 ~l de DH10Bac™ se transfirieron a un tubo eppen-
dorfde 1,5 ml y se le agregaron entre 6 - 7 ng (0,5 ul) de ADN pFastBac™1. La mezcla
se incubd durante 30 minutos en hielo y luego las bacterias se sometieron a un choque
térmico (Heat shock) a 42°C durante 45 segundos. Las bacterias se enfriaron durante 2
minutos en hielo y se les agregaron 900 ~l de medio SOC y crecieron durante 4 horas a
37°C. Finalmente, se colocaron 100 ”l de este cultivo en una placa de Petri conteniendo
LB agary 50 ~g/ml kanamicina, 7 ~g/ml gentamicina, 10 ~g/ml tetraciclina, 100 ~g/ml
Bluo-gal, y 40 ~g/ml IPTG. El material fue distribuido uniformemente y las placas se
incubaron durante 48 hs a 37° C.

3.2. Analisis de los bacmidos recombinantes por PCR

Diez colonias blancas de DH10Bac™ se seleccionaron para extraer el ADN bac-
mido recombinante y ser analizarlas por PCR para evaluar si la transposicion habia teni-
do lugar.

Se picaron las colonias con escarbadientes estériles y se inocularon tubos de en-
sayo con 2 ml de LB y 50 ~g/ml kanamicina, 7 ~g/ml gentamicina, 10 ~g/ml tetraciclina,
dejandolas crecer a 37° C durante 24 hs en un agitador orbital.
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El contenido de cada cultivo se transfirié a un tubo eppendorf de 1,5 ml en dos
pasos centrifugando cada vez a 5000 rpm por un minuto para precipitar las bacterias. Se
descarto el sobrenadante y las bacterias se resupendieron en 300 I de Solucion | (15 mM
Tris-HCI, pH 8.0, 10 mM EDTA, 100 ug/ml RNase A) vortexeando. Luego se adicionaron
300 ul de solucién 11 (0.2 N NaOH, 1% SDS) mezclando cabeza-cola e incubando por 5
minutos a temperatura ambiente. Lentamente se agregaron 300 I de 3 M acetato de pota-
sio pH 5,5 mezclando cabeza-cola 'y colocando el tubo en hielo por 10 minutos. Posterior
a la incubacidn se centrifugaron los tubos a 10000 rpm durante 10 minutos. Se transfiri6 el
sobrenadante a un nuevo tubo de 1,5 mly se le agregaron 800 "l de isopropanol invirtiendo
los tubos varias veces para mezclary luego incubar 10 minutos en hielo. Se centrifugaron
los tubos a 13000 rpm por 20 minutos y se retir6 el sobrenadante cuidando de no desprender
el pellet. Se lavo el pellet con 500 ~I de etanol 70 % y se centrifugd 5 minutos a 13000 rpm
repitiendo este paso una vez. Se descartd el sobrenadante y se sec6 el pellet a 37° C durante
10 minutos. Se resuspendid el pellet de cada tubo en 40 1l de 10 mM Tris-HCI, pH 8. Pos-
teriormente el ADN fue cuantificado mediante espectrofotometria UV, y se guardd a 4° C.

El ADN béacmido recombinante a analizar es mayor de 135 kb lo cual dificulta
el andlisis por restriccion por lo tanto se procedié a verificar la presencia del inserto en el
bacmido a través de la utilizacion de una reaccién de PCR. El bacmido contiene los sitios
M13 Fwd (-40) y M13 Rev a ambos extremos del sitio mini-attTn7 dentro de la region de
complementacion lacZa. (Figura 13). Para corroborar la presencia de VP6 HA en el bac-
mido se utilizé una reaccién de PCR con los primers; M13 Fwd (-40) 5> GTT TTC CCA
GTC ACGAC 3’y M13 Rev5’CAG GAAACA GCT ATG AC 3’.Las amplificaciones
se realizaron mediante el siguiente perfil: 1ciclo de 3 minutos a 94° C seguido de 35 ciclos
de 45 segundos a 94° C, 45 segundos a 55° C y 5 minutos a 72° C més un ciclo de extension
final de 7 minutos a 72° C.

En la PCR se uso la enzima Platinum® Taq polymerase (Invitrogen) altamente
procesiva que puede amplificar fragmentos de alto peso molecular (>4kb) (ver protocolo
Anexo 11). La reaccion de PCR se realiz6 en el termociclador (Biorad). El resultado de la
reaccion de PCR se analizé en gel de agarosa 0.8 %. Si la trasposicion del inserto tuvo lugar
de pFastBac™1 al bacmido el amplicdn de la muestra deberia tener un tamafio de 3,5 kb
(~ 2300 pb bacmido + 1200 pb VP6 HA) ("Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System.
Technical manual," April 2004 ).
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3.3. Transfeccion del bdcmido recombinante a células de insecto y produccion de
baculovirus recombinantes.

Una vez confirmados y seleccionados los bacmidos que contienen VP6 HA se
procedid con la transfeccion del bacmido recombinante VP6 HA a células de insecto Sf9
(Spodopterafrugiperda) en cultivo. Se sembraron las células de insecto a trasnsfectar en
una placa de cultivo de 6 pocillos de 35 mm con una monocapa de ~ 9 x 105células Sf9 por
pocillo con 2 ml de medio de cultivo dejandolas adherirse por una hora a 27°C. Para cada
transfeccion se prepard la mezcla de la siguiente manera: en un tubo eppendorf estéril de
1,5 ml se agregaron 100 ~l de medio Grace’s no suplementado (sin suero fetal bovino)
mas 3 I de bacmido purificado aislado (1-2 ~g) y se incub6 a temperatura ambiente 5-10
minutos. En otro tubo se mezclaron 6 ~l del reactivo Cellfectina® (1:1.5 M/M mezcla de
liposomas de lipidos catiénicos N,NI,NII,NIlI-tetramethyl-N,NI,NII,N1lI-tetrapalmityl
spermina TM-TPS y Dioleoylphosphatidylethanolamine DOPE), y se diluyeron con 100
Al de medio Grace’sy también se incubd 5-10 minutos a temperatura ambiente. Luego se
combinaron ambas mezclas (~ 210 ul) y se incubaron 30-45 minutos a temperatura am-
biente. Se retir6 el medio de cultivo a las células y se reservd. Mientras tanto a la mezcla
bacmido + Cellfectina® se agreg6 a 800 I de medio Grace’sy este volumen de 1 ml se
distribuy6 de forma homogénea sobre la monocapa. Una vez dispuesto el medio con los
complejos ADN liposomas las células se incubaron a 27° C durante 4-5 hs.

Los complejos ADN bacmido +Cellfectina® se adsorben a la membrana celular
y penetran en la célula por endocitosis. EI ADN incluido en las vesiculas es liberado de
los endosomas por la fusion de la membrana liposomal con la del endosoma ("Cellfec-
tin® Reagent Technical manual,”) (Figura 16). Concluida la incubacion se retiré la mez-
clay se repuso el medio de crecimiento original y se contintio con la incubacion a 27° C
por al menos 72 hs en incubador controlando la aparicion de signos de infeccion por bac-
ulovirus. Los sobrenadantes de transfeccidn con infeccidn por baculovirus se selecciona-
ron, (virus PO se filtraron y se clarificaron por centrifugacion a 2000 rpm conservandose
protegidos de la luz a 4° C.
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Figura: 16.- Diagrama general del método de transfeccion con lipidos catiénicos

La progenie viral se libera al medio a partir de las primeras 72 hs después de la trans-
feccion dependiendo de la eficiencia obtenida. Se verificé por observacion al microscopio
de fase invertida a 240-400 x el estado y los signos de infeccion de las células en cultivo
comparandolas con el control de células no infectadas. En la etapa tardia (24-72hs) las células
comienzan a presentar una apariencia granular con desprendimiento de la monocapay dejan
de crecer, en la fase muy tardia (>96hs) se produce la lisis celular (O'Reilly, et al., 1994).

3.4. Preparacion del ler pasaje Pj

A partir del sobrenadante de transfeccion clarificado (P0O), se infectaron 2 x 106células
Sf9 creciendo en monocapa en frascos T25 con el fin amplificar la carga viral. A cada frasco
se le agrego 100 7l de in6culo con baculovirus recombinantes, se dejé adsorber durante 1
hora a temp ambiente, luego se agregaron 4 ml de medio de cultivo de crecimiento TNM-FH
(Sigma) suplementado con 10 % SFB (suero fetal bovino) y una solucion antibi6tica - anti-
micatica (Life tecknologies) sin retirar el inéculo. Se incubaron los frascos durante 5 dias a
27° C controlando la aparicion de signos de infeccion cada 24 horas.
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3.5. Preparacion del pasaje P2de amplificacion del stock viral

Se procedi6 a un segundo pasaje con 100 Al (MOI = 0.05 ver protocolo Anexo
12) de sobrenadante del primer pasaje en frascos T25 siguiendo el mismo protocolo an-
teriormente descripto. Transcurrido el tiempo de incubacion se recolectaron de forma
estéril los sobrenadantes, se centrifugaron a 4° C a 2000 rpm y se almacenaron en frio
protegidos de la luz para su posterior uso.

4. Andlisis de la proteina recombinante VP6 HA

4.1. Analisis de la expresion de la proteina recombinante VP6 HA por electroforesis
en geles de poliacrilamida SDS (SDS-PAGE)

Obtenido el segundo pasaje se realizd un tercer pasaje utilizando botellas T75 a
2 x 106células agregando a cada botella 500 ~I de inéculo de baculovirus recombinantes
del segundo pasaje segun se describi6 anteriormente. Se cosecharon las células infecta-
das del tercer pasaje con el medio de cultivo y se centrifugaron a 2000 rpm durante 10
minutos, el pellet celular se lavé con 500 ~l de PBS pH 6,2 y se resuspendié en 250 I de
una mezcla de agua y de buffer cracking. En este primer ensayo se evalud la expresion
de VP6 HA intracelular. Las muestras se prepararon hirviéndolas durante 10 minutos,
en cracking buffer (50 mM Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS, 0.01% Azul de bromo-fenol, 1%
2-mercaptoetanol, 10% glicerol).

Las proteinas recombinantes fueron analizadas por electroforesis en geles de po-
liacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Sambrook, Fritsch, & Mani-
atis, 1989). Se prepararon los geles con acrilamida 30 % con una relacion acrilamida:bi-
sacrilamida 29:1. La composicién del gel concentrador (Stacking) fue: poliacrilamida 4
%, SDS 0,1 % p/v en Tris HCI 0,12 M pH 6,8. Los geles separadores se prepararon con
poliacrilamida 10 % o 12%, SDS 0,1% en buffer Tris HCI 0,36 M pH 8,8, de acuerdo
al tamafio de la proteina recombinante a observar. La polimerizacion se realiz6 usando
persulfato de amonio 0,1 % p/v como catalizador y N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamina
(TEMED) 0,06 % v/v como iniciador. Se utilizaron minigeles (6 cm x 9 cm x 1,5 mm) del
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sistema Miniprotean Il (Biorad). La electroforesis se realiz6 a 120 volts, usando como
buffer de corrida Tris-HCI 25 mM pH 8,8, glicina 192 mM, SDS 0,1 %. Finalizada la
corrida electroforética, los geles fueron tefiidos con una solucion de azul de Coomassie
0,05 % (Coomasie Brillant Blue R250 0,05 %, metanol 50 %, acido acético 10 %) incu-
bandolos durante 1a 2 hs con agitacion. Luego de la tincion los geles se decoloraron con
solucion de lavado (metanol 50 %, acido acético 10 %) durante 1h, repitiendo el lavado
al menos dos veces. En todos los geles se utilizé como estandar de peso molecular el Page
ruler™ Pre-Stained Protein Ladder (Fermentas).

4.2. Inmunodeteccién de proteinas electrotransferidas a membranas de nitrocelulo-
sa por “Western Blot”

Las proteinas separadas en geles de SDS poliacrilamida 10 %, 12 %, fueron elec-
trotransferidas a membranas de nitrocelulosa 0,2 *m (Whatman Protran), utilizdndose
buffer de transferencia (Tris-HCI 25 mM, Glicina 192 mM, 20 % Metanol, pH 8.3). La
electrotransferencia se realiz6 durante toda la noche a 30 volts y a 4° C en el sistema Mini
Protean Il (Bio-Rad). Concluida la electrotransferencia las membranas fueron tefiidas
con el colorante Rojo Ponceau 10 % (Sigma) para evaluar la eficiencia de la transferen-
cia, luego fueron bloqueadas incubandolas en una solucién de TBS-leche descremada 5
% durante una hora a temperatura ambiente. Las membranas se incubaron inicialmente
con el anticuerpo primario anti rotavirus humano policlonal producido en conejo por el
servicio de vacuna anti rabica del instituto de produccidn de biolégicos (INPB) ANLIS
Malbrén, diluido 1/5000 en TBS-leche descremada 3 %, luego se incubo con un anticu-
erpo secundario anti 1gG de conejo conjugado a la fosfatasa alcalina diluido 1/7500 en
TBS-leche descremada 3 %. Todas las incubaciones fueron de una hora y se realizaron a
temperatura ambiente. Entre las incubaciones se realizaron cuatro lavados de 5 minutos
cada uno con TBS-Tween 20 0,01 %. Las membranas fueron reveladas incubandolas a
temperatura ambiente y en oscuridad, en una solucién de 10 ml de B.R.E.F.A. con 66 ul
de NBT y 33 ul de BCIP (ver protocolo Anexo 13). Previamente se lavé la membrana 5

minutos con B.R.E.F.A. para estabilizar el pH. La reaccidn se detuvo con agua destilada.
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5. Titulacién del stock de baculovirus recombinantes VP2 SAl1l y VP6
RVHA mediante ensayo de formacién de placas

Se prepararon monocapas de células Sf9 a 2,5 x 105células por pocilio en placa
de 6 pocillos por stock viral a titular. Se infectaron las células de cada pocillo, con 330
Al de diluciones seriales (10-10-7) de los stocks de baculovirus respectivos en medio
Grace’s. Las células se incubaron con el virus durante 1 h. transcurrida la adsorcion se
prepar6 la solucion de overlay (revestimiento), que consiste en una mezcla de medio de
cultivo Grace’s mas 10 % de suero fetal bovino (frio) y 0,5% de agarosa Seakem (FMC).
Se agregaron 3 ml de overlay sobre la monocapa cuidando de no despegar las células. Se
dejo solidificar el medio durante 10-20 minutos y se incubaron las placas a 27 °C durante
5 dias. Pasados los 5 dias se prepard una nueva de solucién de overlay con el agregado
del colorante vital rojo neutro (Sigma) a una concentracion de 50 ~g/ml. Se colocaron 2
ml de solucion de overlay con colorante a cada pocillo (O'Reilly, et al., 1994). Una vez
solidificada la agarosa se incubaron las placas a 27° C durante 2 dias. Finalmente, se
procedi6 a contar las placas de lisis con el fin de calcular el titulo viral de cada stock, ex-
presado en unidades formadoras de placa por unidad de volumen de stock viral (ufp/ml).

6. Formacion, purificacion y analisis de VLPs 2/6 de Rotavirus de simio
SA11y Rotavirus humano A

Se evalu6 la capacidad de interactuar de VP6 HA con VP2 SA1l (Peralta et al
2009) para formar VLPs. A tal fin se crecieron células de insecto Sf9 en monocapa en 4
frascos T175 a 3 x 107 células cada una, las cuales se coinfectaron con una MOI (mul-
tiplicity of infection) en una relacién de baculovirus recombinantes AcVP6RHXACVP-
25wt de 0,6 usando un inéculo de AcVP6RHApreviamente titulado, con una MOI de 4
y un in6culo de AcVP2SAwt con una moi de 7. A cada frasco se le retiré el medio y se
colocaron ambos indculos dejando adsorber durante 1 hora. Luego se agregd medio de
cultivo a cada frasco y se dejaron incubar a 27° C durante 5 dias. Los sobrenadantes de
cada botella fueron recolectados, y clarificados por centrifugacion a 2000 rpm durante
20 minutos. El sobrenadante clarificado se someti6 a una ultracentrifugacion en colchén
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de sacarosa 35 % (p/p) en buffer TMNC (10 mM Tris-HCI pH 7, 1mM MgCI2, 150 mM
NaCl, 10 mM CaCl2) a 24.000 rpm durante 90 minutos a 10° C en una ultracentrifuga
BECKMAN rotor 45 Ti.

Cada pellet resultante se resuspendi6 en 300 ~l de buffer TMNC pH 7. Se sepa-
raron 10 7l de la resuspension y se prepararon muestras para ser analizadas por electro-
foresis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE y Western Blot (ver protocolo Anexo 13y
14). El resto del material se sembré en un gradiente de CsCl (densidad - 1,32 g-ml-}) que
se ultracentrifug6 a 39.000 rpm durante 18 hs a 10 °C rotor SW 55, BECKMAN.

Posteriormente se colectaron las fracciones de sedimentacion y se dializaron
contra buffer TMNC y se concentré por una subsiguiente ultracentrifugacion a 24.000
rpm durante 90 minutos a 10° C rotor SW 41 BECKMAN. Los pellets obtenidos se re-
suspendieron en buffer TMNC y se analizaron por electroforesis en geles (SDS-PAGE)
e inmunodeteccion por Western blot para identificar la fraccion reactiva que contenia las
proteinas VP6 HA'y VP2 SA11 que formaron las VLPs 2/6 (Current Protocols in Mo-
lecular Biology, 1994; Peralta, et al., 2009). Las fracciones que resultaron positivas se
procesaron para su observacion por microscopia electrénica.
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RESULTADOS

1. Caracterizacion de RVs HA por RT-PCR

1.1. Amplificacion inicial del gen VP7 de RV HAy tipificacion G

A partir de muestras de pacientes con diarrea, se realizé una extraccion de ARN
(ver seccion 1 Materiales y Métodos) con el fin de identificar muestras positivas para
rotavirus humano del grupo A (RVH) (Gomara, et al., 2000). Luego de la extraccion de
los ARN en primer lugar se realiz6 una retrotranscripcion con primers consenso comunes
para la mayoria de los genotipos de la glicoproteina VP7 conocidos como Beg9 (RA1)
y End9 (RA4). Posteriormente se amplifico VP7 (1062 pb) mediante el primer round de
una PCR con los mismos primers Beg9 (RA1) y End9 (RA4) a continuacion se procedio
a la amplificacién de los genotipos G (G1, G2, G4) mediante un segundo round de PCR
multiplex con primers especificos. Con un primer reverse comin a todos ellos, End9
(RA4) y con los primers forward especificos para cada uno de los genotipos a determinar,
aBT1 G1 (749pb) aCT2 G2 (652 pb), aDT4 G4 (583 pb), del gen VP7 (lturriza-Gomara,
et al., 2004) (ver protocolo Anexo 2) que generaron en las muestras positivas, amplicones
representativos de cada genotipo, como se observa en la fotografia.
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12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

749 bp G1 P~ m

Figura: 17.- Resultados de los productos de reaccion de RT - seminested PCR segundo round para los G tipos de
VP7 en gel de agarosa 1% TAE 1X. Calles 1y 20: Marcador de PM de 100 pb, Calle18: control positivo VP7 (1062 pb).
Calles 3 a 17y 19: muestras de pacientes.

Las muestras de las calles 7'y 19 resultaron positivas para el genotipo G4 583 pb
de RVH mientras que la muestra de la calle 10 fue positiva para el genotipo G1 749 pb.
Con el fin de disponer de material suficiente para la amplificacion de VP6 el laboratorio
de Virologia de la Universidad Nacional de Quilmes (UNQ) cedi6 una muestra mas de
ARN positivo genotipo G2.

1.1. Amplificacién de VP6 de Rotavirus Humano A con los primers disefiados HVP6
A Fwd y HVP6 Al Rev

Identificadas las muestras de RNA positivas de Rotavirus humano A se procedi
a una nueva transcripcién reversa con ramdom primers (oligonucleotidos hexdmeros de
secuencias aleatorias) utilizando la retro transcriptasa RT AMV (Promega). Una vez ob-
tenido el cDNA se realizaron dos reacciones de PCR una con los primers disefiados HVP6
A Fwd y HVP6 Al Rev y otra con los primers HVP6 A Fwd y HVP6 A2 Rev, con el fin de
obtener la secuencia completa que codifica para VP6 HA. Se analizaron los productos de la
reaccion de PCR enun gel de agarosa 1% y se obtuvieron amplicones del tamafio esperado
~ de 1200 pb solamente con el set de primers HVP6 A Fwd y HVP6 Al Rev (Figura 18).
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Figura: 18.- Resultado de la amplificacién por RT-PCR de la secuencia completa de VP6 de rotavirus humano A
en gel de agarosa 0,8 % TAE 1 X. Calle 8: Marcador de peso molecular 1 Kb (Invitrogen). Calles 1y 2: Blanco, control
negativo respectivamente. Calles 4-7: Muestras positivas para RVHA (~1200 pb). Calle 3: Control positivo (clarificado
de rotavirus humano A).

Este producto de PCR se extrajo del bloque de agarosa seccionado y el amplicon
de VP6 HA purificado se clono en el vector pGEM-T Easy.

1.2. Digestion con Eco R1 de las colonias transformadas con pGEM-T Easy + inser-
to VP6 HA

Una vez realizada la transformacion de bacterias DH5a con la ligacion de VP6
HA en pGEM T Easy, se seleccionaron las colonias blancas ref. Se extrajo el ADN
plasmidico y se digirié con la enzima de restriccion EcoR1 con el objeto de corroborar la
insercion de la secuencia VP6HA, liberando el inserto clonado del sitio EcoRI del sitio
multiple de clonado del vector (MCS).
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B

Figura: 19.- Digestion Eco RI de pGEM T Easy en gel de agarosa 0,8 % TAE 1X.
(A) 1: Marcador de peso molecular 1Kb. Calle 2y 3: Digestiones EcCOR| del vector pPGEM T Easy clones 1y 2. (B) Calle
8: Marcador de peso molecular 1 Kb (Invitrogen). Calles 3,y 10: Digestiones Eco R| vector pGEM T Easy clones 3y 4.
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En la figura. A se observan que los clones 1y 2 producen las bandas del tamafio
esperado, una banda de ~ 3000 pb correspondiente al vector pPGEM T Easy linearizado y una
banda ~ 1200 pb perteneciente al inserto VP6 HA. La figura B muestra las digestiones de
los clones 3y 4 que presentaron el mismo patrén de digestion. A continuacién se procedié a
secuenciar los clones positivos.

2. Secuencia nucleotidica de VP6 de Rotavirus Humano A recombinante obtenida

En la figura 20, se muestra la secuencia nucleotidica del gen de VP6 HA, que
se obtuvo luego del andlisis de las secuencias clonadas en el vector pPGEM T Easy. En la
figura se muestra la alineacion con los primers genéricos HVP6 A Fwd y HVP6 Al Rev.

INICIO
SATTATGGAKGTYCTGTAYTCMTTG3’
ATGGATGTTCTGTATTCATTGTCAAAAACTCTTAAAGATGCTAGGGATAAAATCGTTGGAGG-
TACACTATATTCTAATGTTAGCGATCTAATTCAACAATTTAATCAAATGATAGTAACCATGAATG-
GAAATGACTTTCAAACTGGAGGAATTGGCAATTTACCTATTAGAAATTGGACATTTGACTTTG-
GTCTACTAGGTACTACGCTTTTAAATCTTGATGCTAATTATGTTGAGACTGCAAGAACTAC-
GATTGAGTATTTTATTGATTTCATTGATAATGTATGTATGGATGAAATGGCAAGAGAGTCT-
CAAAGAAATGGAGTAGCTCCACAATCTGAGGCGTTGAGGAAGCTAGCTGGTATTAAATTTA-
AAAGAATAAACTTTAATAATTCATCAGAACATATAGAAAATTGGAATTTACAAAATAGAAG-
ACAACGTACTGGATTTGTTTTTCATAAACCTAATATATTTCCATACTCAGCATCATTTACTTTA-
AATAGATCTCAACCAATGCATGACAATTTAATGGGAACCATGTGGCTTAATGCTGGATCAGAAAT-
TCAAGTAGCTGGATTCGACTACTCGTGTGCTCTAAATGCTCCAGCAAATATTCAGCAGTTT-
GAACATATTGTCCAGCTAAGGCGTGCACTAACTACAGCCACTATAACTTTGTTACCTGATG-
CAGAAAGATTTAGTTTTCCAAGAGTTGTTAATTCAGCAGATGGTGCAACTACATGGTTCTTTA-
ATCCAATTATCCTAAGACCAAATAATGTAGAGGTAGAATTTTTACTGAATGGACAAATTATTAATA-
CATACCAAGCTAGATTTGGCACTATTATCGCAAGAAATTTTGATACAATTCGTCTATCATTCCAAT-
TAATGCGTCCACCAAACATGACGCCAGCCGTAAATGCATTATTTCCGCAAGCGCAACCTTTTCAA-
CATCATGCAACAGTTGGACTTACGTTACGTATTGAGTCTGCAGTTTGTGAATCAGTGCTTGCGGAT-
TCAAATGAAACTTTATTGGCGAATGTTACCGCAGTACGTCAAGAGTATGCTATACCAGTTGGAC-
CAGTATTCCCACCAGGCATGAATTGGACTGAGCTAACTACTAACTATTCACCATCCAGGGAAGA-
TAATTTGCAACGTATCTTTACGGTAGCCTCTATCAGAAGCATGTTGATTAAGTGA
3TCGTACAAYTAATTCACTS®
STOP

Figura: 20.- Secuencia entera que codifica para VP6 HA obtenida de rotavirus humano grupo A. Sombreado con celeste
se marca en el extremo 5’ la secuencia necesaria para darle el contexto 6ptimo para el sistema de expresién baculovirus-
células de insecto. En rojo se sefiala el codén de terminacién (en este caso TGA). Enverde el codén de iniciacién. En amarillo
se marcan los nucleétidos involucrados en el disefio de los primers. E value 0.0, identidad 99 % Gene bank accession n
KJ559130.1 VP6 major inner capsid protein segment 6 [Human rotavirus A] P[8] G4, max score 2161.
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La longitud del marco de lectura abierto (ORF) de la secuencia nucleotidica del
gen de VP6 HA es de 1194 pb.

2.1. Secuencia peptidica de VP6 HA recombinante, dominios conservados y estruc-
turas relacionadas

La secuencia nucleotidica de VP6 HA recombinante fue traducida a su secuencia
aminoacidica correspondiente y a partir de ésta se calculd el peso molecular teérico de
la proteina (Figura 21) que coincidio con lo reportado en la bibliografia (Kerin, Kane,
Glass, & Gentsch, 2007).

MDVLYSLSKTLKDARDKIVGGTLYSNVSDLIQQFNOMIVTMNGNDFQTG-
GIGNLPIRNWTFDFGLLGTTLLNLDANYVETARTTIEYFIDFIDNVCMDEMA-
RESQRNGVAPQSEALRKLAGIKFKRINFNNSSEHIENWNLQNRRQRTGFVFH-
KPNIFPYSASFTLNRSQPMHDNLMGTMWLNAGSEIQVAGFDYSCALNAPA-
NIQQFEHIVQLRRALTTATITLLPDAERFSFPRVVNSADGATTWFFNPIILRPNN-
VEVEFLLNGQIINTYQARFGTIARNFDTIRLSFQLMRPPNMTPAVNALFPQAQP-
FQHHATVGLTLRIESAVCESVLADSNETLLANVTAVRQEYAIPVGPVFPPGMNW-
TELTTNYSPSREDNLQRIFTVASIRSMLIK*

Figura: 21.- Secuencia peptidica de la proteina estructural VP6 HA. Traduccion del marco de lectura abierto (ORF)
de la secuencia nucleotidica del gen de VP6 HA generado por el programa bioinformatico Translator del sitio web Justbio
http://www .justbio.com/, en el que se calcularon parametros generales; Peso molecular teérico: 44,83 kD, Cantidad de

aminoécidos: 397.

Con el objeto de analizar y corroborar que la secuencia peptidica recombi-
nante de VP6 HA presentaba similaridades estructurales con familias de proteinas de
VP6 conocidas relacionadas, la secuencia de VP6 HA obtenida se compard en la base de
datos BLAST Non redundant protein sequences (nr) aplicando el algoritmo blastp (Pro-
tein-Protein BLAST) (Marchler-Bauer et al., 2009; Marchler-Bauer et al., 2011).

El andlisis bioinformatico confirmé identidad con los dominios conservados
de la superfamilia de proteina de capside VP6 de Rotavirus en la totalidad de la secuencia
aminoacidica. (Figura 22).

58


http://www.justbio.com/

Biotecnologia de baculoyirus recombinantes.

Figura: 22.- Dominios conservados de VP6 HA. Grafico que muestra identidad de los dominios conservados de la
proteina de capside VP6 de rotavirus, y de la superfamilias VP6 con toda la extension de la secuencia de la busqueda
(Query seq VP6 HA 397 aa). E value 0.0, identidad 98 % Gene bank accession n ABO20872 VP6 major inner capsid
protein [Human rotavirus A] P[8] G4, max score 811.

En la actualidad se conoce la estructura tridimensional de muchas familias
de proteinas. De esta manera es bastante probable que se encuentre una estructura 3 D
homdloga conocida indexada cuando se hace una bisqueda con la secuencia a analizar
incognita, en bases de datos que contienen la informacidn tridimensional de estructuras
acreditadas.

El servicio “Related Structure” (estructuras relacionadas) en la base de datos
Entrez's 3D-structure database, the Molecular Modeling Database (MMDB) en el sitio
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cblast/cblast.cgi compila esta informaciény pre-
senta el analisis del alineamiento de la bdsqueda con una estructura homéloga y permite
visualizarla en 3 D. Esta informacion resulta Gtil para determinar y confirmar supuestas
conformaciones espaciales y funciones bioldgicas de la proteina que se esta analizando.

Investigaciones anteriores ya habian demostrado que la proteina estructural
de capside VP6 SA11de simio tiene una identidad del 97 % con la cepa RF (PDB code:
1QHD) a su vez la estructura conformacional de esta Ultima, esta bien estudiada (Peral-
ta, et al., 2009). En la figura 23 se presenta el alineamiento de VP6 HA con la estructura
cristalina de la proteina de capside VP6 de rotavirus grupo A PDB: 1QHD_A (Mathieu,
et al., 2001) que muestra un porcentaje de identidad del 91 %.
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Figura: 23.- Alineamiento de la secuencia aminoacidica de VP6 HA recombinante con la secuencia VVP6 de rotavirus
del grupo APDB: 1QHD_A indexada en MMDB. En azul se marcan los aminoacidos que varian entre las secuencias

alineadas.

Para visualizar la estructura tridimensional de ambos alineamientos relaciona-

dos, a través de la superposicion geométrica de ambas estructuras, se utilizé el programa

bio informéatico Cn3D macromolecular structure viewer de la National Center for Bio-
tecnology Information (NCBI) (Wang, Geer, Chappey, Kans, & Bryant, 2000) (Figura
24). Se observa que VP6 HA presenta una conformacion estructural espacial altamente

homadloga a la estructura cristalina de la proteina de la capside VVP6 de rotavirus grupo

A indexada.
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Figura: 24.- Estructura tridimensional de la subunidad VP6 HA recombinante superpuesta con VP6 1QHD_A.
El diagrama muestra el dominio H con elementos de estructura secundaria laminas 8 y el dominio B conformado por
a hélices. En celeste se muestran las identidades, en naranja los aa de VP6 HA que defieren respecto de la secuencia de
la estructura cristalina de la proteina de capside VP6 de rotavirus grupo A PDB: 1QHD_A. (imagen generada por el

programa bioinformético Cn3D).



Fernando C. RAIBENBERG
3. Construccién de baculovirus recombinantes AcVP6RFA

3.1. Subclonado de VP6 HA en pFastBacl y analisis de restriccion para verificar
insercion y orientacion.

A partir de los clones pGEM-T-VP6 HA secuenciados, se subcloné la secuencia
codificante para VP6 HA en el vector pFastBacl utilizando para esto la enzima de restric-
cion EcoRI. Con el objetivo de comprobar que el subclonado en pFastBacl fue correcto
se extrajo el ADN plasmidico de las colonias DH5a transformadas con el producto de
ligacion VP6 HA pFastBacl, y se sometieron a una digestién con EcoRI los clones que
verificaron la insercion se seleccionaron para analizar su orientacién correcta con la com-
binacion de enzimas de restriccion Nhel/Hindlll. (Figura 25).

Figura: 25.- Andlisis de restriccion de pFastBacl con Eco RI, y Nhe/HindlIl en gel de agarosa 0,8 % TAE 1 X.
Calle 7: Marcador de peso molecular 1 Kb (Invitrogen). Calles 1 a 3: Digestiones Eco RI, vector pFastBacl. Calles 4 a 6:
Digestiones Nhe/Hind
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En las tres primeras calles del gel de la digestion EcoRI se visualiza la lib-
eracién del inserto clonado en el sitio EcoRl del MCS de pFastBacl. En los tres
clones se ve la banda correspondiente al inserto VP6 HA ~ 1200 pb y la correspon-
diente a el vector pFastBacl linearizado ~ 4775 pb. En las tres calles siguientes se
observan las digestiones combinadas Nhe/Hindlll el clon 1 (calle 4) verifica la ori-
entacion correcta mostrando una banda de ~ 950 pb correspondiente al corte en el
sitio Nhel interno de VP6 HA y al sitio HindIIl en el vector. El otro fragmento de ~
5025 pb corresponde al vector linearizado. Los clones 2y 3 (calles 5y 6) muestran
la orientacion inversa incorrecta.

3.2. Analisis de los bacmidos recombinantes por PCR

Con el clon pFastBac-VP6 HA correcto, se transformaron bacterias DH-
10Bac. Se hizo una primera seleccion de clones al seleccionar las colonias de feno-
tipo blanco (ver fundamentos en la seccion Materiales y Métodos). A partir de estas
colonias se extrajeron los bacmidos y se analizaron por PCR con los primers M13
Fwd (-40) y M13 Rev. El resultado de la reaccion de PCR se observa en el gel de
agarosa 0.8 %. La transposicion del inserto VP6 HA al bacmido tuvo lugar en los
clones 1, 2, 4, 6, 7, 8, donde se visualiza una banda correspondiente a un fragmento
de un tamafio de ~ 3,5 kb (~ 2300 pb bacmido + ~ 1200 pb VP6 HA) ("Bac-to-Bac®
Baculovirus Expression System. Technical manual,” April 2004 ).
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Figura: 26.- Anélisis por PCR de los bAcmidos recombinantes en gel de agarosa 0,8 % TAE 1 X. Calle 11: Marcador
de peso molecular 1 Kb plus (Invitrogen). Calle 9: Control negativo (Colonia DH10Bac azul, 300 pb) .Calle 1 a 8: bac-
midos analizados.

En los clones 3,y 5, se observa un fragmento de 300 pb perteneciente al bacmido
solo, donde no se produjo el evento de transposicion que coincide con el tamafio del clon
9 que corresponde a una colonia azul utilizada como control.

3.3. Transfeccién del bacmido a células de insecto y producciéon de baculovirus re-
combinantes.

Se aislaron los bacmidos recombinantes seleccionados conteniendo la secuencia
codificante de VP6 HA, y se transfectaron células de insecto Sf9 usando el método de
lipidos cationicos con reactivo Cellfectina®, como se describe en la seccion Materiales y
Métodos. Con el fin de amplificar la progenie viral recombinante se hicieron dos pasajes
ciegos a partir del sobrenadante de transfeccion clarificado. Brevemente, se infectaron 2
x 106células Sf9 creciendo en monocapa en frascos T25.
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Figura: 27.- Caracteristicas normales y citopéticas de células Sf9 en cultivo. (A) Monocapa de células de insecto Sf9
(Spodopterafrugiperda) no infectadas crecidas in vitro 5 dias después de la siembra. Se observa la distribucion homogénea
sobre el frasco de cultivo. (B) Células Sf9 5 dias post infeccion con baculovirus recombinantes AcVP6RHA Se visualiza
el caracteristico efecto citopatico causado por los baculovirus donde se observan células con formas irregulares, despren-
dimiento y reducido n° de células debido a la replicacion viral y lisis celular ("Bac-to-Bac® Baculovirus Expression
System. Technical manual,” April 2004 ; O'Reilly, etal., 1994).

A cada frasco se le agrego 100 ~I de indculo con baculovirus recombinantes y se dejo
adsorber durante 1hora a temperatura ambiente, luego se agregaron 4 ml de medio de cultivo
de crecimiento TNM-FH (Sigma) suplementado con 10 % SFB (suero fetal bovino) sin retirar
el in6culo. Se incubaron los frascos durante 5 dias a 27° C o hasta la observacion de efecto ci-
topatico (Figura 27 B). Un frasco se separd como control con células sin infectar (Figura 27 A).
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4. Caracterizacion de la proteina VP6 HA recombinante producida

4.1. Analisis de la expresion intracelular de la proteina recombinante VP6 HA en
geles SDS-PAGE con tincién de azul de coomasie

La expresion de VP6 HA intracelular fue analizada por electroforesis en geles
PAGE-SDS desnaturalizantes (Sambrook, et al., 1989). Finalizada la corrida electro-

forética el gel se tifio con azul de coomassie.

Figura: 28.- Gel 10 % SDS-PAGE de la expresion de VP6 HA en células de insecto Sf9 teiiido con azul de coomassie.
Calle 4: Marcador de peso molecular BenchMark™ Protein Ladder (Invitrogen). Calle 1: Control extractos totales de
células Sf9 infectadas con baculovirus AcVP6saHincubadas a 100 °C. Calle 2: Extractos totales de células Sf9 infectadas
con baculovirus AcVP6r\ incubadas a 100 °C. Calle 3: Extractos de células Sf9 infectadas con baculovirus wild type
incubadas a 100 °C.
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Se observa en las calle 2 una banda de ~ 44 Kd que presenta la misma movilidad
que la proteina estructural VP6 de rotavirus SA11 (Figura 28).

4.2. Inmunodeteccion de la expresidon intracelular de VP6 HA mediante Western
Blot

Para confirmar la identidad de la proteina VP6 HA expresada, se analizaron ex-
tractos de células Sf9 infectadas con el baculovirus recombinante AcVPERHA con un an-
ticuerpo primario anti rotavirus humano policlonal producido en conejo por el servicio de
vacuna anti rabica del instituto de produccion de biolégicos (INPB) ANLIS Malbran, y un
anticuerpo secundario anti IgG de conejo conjugado a la fosfatasa alcalina. Para evaluar la
capacidad de VP6 HA para formar trimeros dos muestras de extractos de células Sf9 infec-
tadas se incubaron a 37° C y se sembraron en condiciones nativas, mientras que otras dos
muestras se incubaron previamente a 100° C para detectar las subunidades monomeéricas,
las muestras se sometieron a electroforesis SDS-PAGE 10 % y Western blot (Figura 29 A).

‘44 ko —
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~44kD

B

Figura: 29.- Western blot de la expresion de VP6 HA en células de insecto Sf9.

(A) Extractos totales de células Sf9 infectadas con baculovirus AcVP6RMHAanalizadas por electroforesis y western blot con
un suero policlonal arotavirus humano A. Calle 1. Control positivo VP6 SA1l de Simio. Calles 2y 3: Extractos totales de
células Sf9 incubadas a 100 °C. Calles 4 y 5: Extractos totales de células Sf9 analizados por western blot en condiciones
nativas (37 °C). Calle 6: Marcador de peso molecular Page ruler™ Pre-Stained Protein Ladder (Fermentas). (B) Calles 1,
2: Extractos totales de células Sf9 infectadas con baculovirus AcVP6rvha diluido en aguay buffer cracking analizadas por
western blot. Calle 3: Marcador de peso molecular Page ruler™ Pre-Stained Protein Ladder (Fermentas)

Se puede constatar que el suero policlonal anti rotavirus humano A reconoce la
proteina estructural VP6 HA recombinante expresada, y que esta conserva una capacidad
antigénica similar a la proteina VP6 SA1Ll En las calles 2'y 3 del gel A se visualizan los
extractos las células Sf9 incubadas a 100° C, se observan mondmeros de VP6 HA de ~
44 kD. Respecto de las muestras 4y 5 incubadas a 37° C y analizadas en condiciones
nativas, los resultados verifican que VP6 HA mantiene la capacidad de formar trimeros,
se pueden observar bandas de ~ 130 Kd.
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4.3. Evaluacion de VP6 HA recombinante como control positivo en el ensayo de
ELISA para la deteccion de Rotavirus Humano A.

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

RV HA Pac VP6rvha VP6nha
1:80 1:2
1:2 1:4
1:4 1:8
1:8 1:16
1:16 1:32
1:32 1:64
1:64 * 1:128
1:428 % 1:256
8
[]
A TMB B OPD

Se evaluo la utilizacion de VP6 HA recombinante como control positivo en el ensayo de ELISA,
para la deteccion de antigeno de rotavirus en heces, desarrollado por el Servicio de Vacuna An-
tirrdbica del INPB ANLIS Malbran (ver protocolo Anexo 13). Para cumplir con dicho objetivo
se prob6 una dilucion de extracto de células de insecto Sf9 infectadas con el baculovirus recom-
binante AcVP6RHAque expresan VP6 HA. Se obtuvo como resultado una lectura de DO ~ 2.8
en una dilucién 1:2 con dos sustratos diferentes TMB (450 nm) y OPD (492 nm), pudiéndose
usar el extracto diluido como control positivo, substituyendo asi el uso de virus inactivado.

Figura 30.- Andlisis de VP6 HA recombinante como control positivo en el Enzima Inmuno Ensayo ELISA (Malbrén
UNQ) para la deteccién de Rotavirus Humano A comparando diferentes sustratos TMB, y OPD. (A) Pocilios 1a 7:
Revelado con sustrato TMB, Pocillos 1y 2: Muestras con antigeno viral de pacientes infectados a partir de la dilucién 1:80
siguiendo con diluciones al medio, Pocillos 3y 4: Control negativo con buffer diluyente, Pocillos 5y 6 control positivo,
extracto total de células Sf9 infectadas con baculovirus AcVP6rvha dil 1:2, Pocillo 7: Blanco. (B) Pocillos 8 a 12: Revelado

con sustrato OPD, Pocillos 8y 9: Muestras con antigeno viral 1:80 siguiendo con diluciones al medio, Pocillos 10: Control
positivo extracto total de células Sf9 infectadas con baculovirus AcVP6rvhadil 1:2, Pocillos11: Blanco, 12: Control neg.
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5. Titulacion de los stocks de baculovirus recombinantes para la for-
macion de VLPs

Se obtuvieron titulos virales de distintas cosechas o lotes que conformaron los
stocks virales de baculovirus recombinantes AcVP6RHAY AcVP2SAlusando la siguiente

formula:
Titulo Viral:  UFP/ml = n°. de placas contadas x 1/dilucién.
ml. de in6culo viral/pocillo

e Stock AcVP6RHAL, 5 x 10 8pfu/ml.
e Stock AcVP2SA1 4,4 x 10 7pfu/ml.

Dilucién viral 10-7 106 106

Figura: 31.- Titulacion del stock de baculovirus recombinantes. Células de insecto Sf9 cultivadas en monocapa en
placa de 6 pocilios tefiidas con sc de overlay con el agregado del colorante vital rojo neutro (Sigma). Se observan placas
de lisis contables en la dilucién mayor, 10'6
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6. Formacion, purificacion y analisis de VLPs 2/6 de Rotavirus de simio
SA11l y Rotavirus A humano

Con el fin de evaluar la capacidad de interactuar de VP6 HA con VP2 SA11 para
formar VVLPs se co infectaron células Sf9 con baculovirus recombinantes AcVP6RHY AcVP-
2941 seguin se describio en materiales y métodos. Se recolect6 el sobrenadante de cultivo de
las células coinfectadas conteniendo una mezcla de baculovirus y VLPs, y se purificaron
mediante una ultracentrifugacion en colchon de sacarosa 35 %y posterior ultracentrifugacion
en gradiente de CsCl. Como se observa en la (Figura 32) se distingue una banda definida en
el tubo del gradiente de CsCl correspondiente a las VLPs 2/6.

Figura: 32.- Purificacion de las VLPs 2/6 en gradiente de CsCl. Se coinfectaron células Sf9 con ambos baculovirus,
AcVP2sally el baculovirus recombinante AcVP6rV* luego de 18 hs de centrifugacion a 39.000 rpm se fotografié el tubo
del gradiente. Se visualiza una banda de la mitad del tubo hacia abajo correspondiente a las VLPs 2/6
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Para examinar la composicion de las VLPs 2/6 recombinantes se colectaron dos
fracciones de sedimentacion del gradiente de CsCl correspondientes a las VLPs 2/6 y se
concentraron con una subsiguiente ultracentrifugacion a 24.000 rpm durante 90 minutos
se resuspendieron los pellets de cada fraccién y se analizaron por electroforesis SDS-
PAGE y Western blot para confirmar la presencia de cada una de la proteinas estructura-
les que se expresaron en las coinfecciones de células de insecto y formaron las VLPs 2/6.

Con el objetivo de comparar el resultado de las fracciones sedimentacion se sem-
braron en un mismo gel de poliacrilamida 10 % un extracto total de células Sf9 infectadas
con baculovirus AcVP6RHAcomo control positivo, un extracto total de células Sf9 coin-
fectadas con baculovirus AcVP6RHY AcVP2SAly un volumen de la resuspension de la
centrifugacion del colchén de sacarosa.

1K

‘44 1D
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Figura: 33.- Andlisis SDS-PAGE y Western blot de la formacién y purificacion de VLPs 2/6

(A) Western blot control (fosfatasa alcalina) Calle 1: Extracto total de células Sf9 infectadas con baculovirus AcVP6RHA
Calle 2: Extracto total de células Sf9 coinfectadas con baculovirus AcVP6rvhay AcVP2 . Calle 3: Extracto centrifugacion
colchdn de sacarosa. Calle 4 Marcador de peso molecular Page ruler™ Pre-Stained Protein Ladder (Fermentas). (B)
Western blot peroxidasa (HRP) de las fracciones VLPs 2/6 del gradiente de CsCl, revelado por electro quimioluminiscencia
(ECL plus GE). Calle 1, 2: Fracciones de sedimentacion VLPs 2/6, 1y 2. Las muestras fueron incubadas a 100 °C y
analizadas por western blot con una mezcla de anticuerpos aVP6 SA1ly aVP2 SA1l La composicion proteica de cada
particula se indica arriba de cada calle de sembrado, la ubicacién de las proteinas estructurales individuales se indican a
la derecha de cada panel.

Una vez realizada la electroforesis y electro transferencia a la membrana de ni-
trocelulosa la misma se incubé con una mezcla de anticuerpos primarios 1/2000 a VP6
SAlly 1/2000 a VP2 SA11, después de los lavados la membrana se cort6 en dos partes,
una parte conteniendo los extractos de células y el extracto del colchon de sacarosa, se
incubdé con una mezcla de anticuerpos secundarios 1/20.000 a ratén y 1/3000 a conejo
conjugados a la fosfatasa alcalina y se revelé con NBT y BCIP (Figura 33 A).
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Se pueden ver las bandas correspondientes a VP6 HA (~44 kD) y VP2 SA1ll
(—102 kD). La otra parte de la membrana con las 2 fracciones del gradiente de CsCl se
incubd con una mezcla de anticuerpos secundarios 1/2000 a ratén 1/3000 a conejo con-
jugados a la peroxidasa (HRP) y se reveld por electro quimioluminiscencia (ECL plus
GE) (ver protocolo Anexo 12), para obtener mayor sensibilidad en la inmunodeteccion.

Se observa en la fraccion de sedimentacion 2 de las VLPs 2/6 las bandas corre-
spondientes a VP2 SA11 (—102 kD) y la banda de VP6 HA (—44 kD) (Figura 29 B).

Las VLPs 2/6 obtenidas por ultra centrifugacion en gradiente de CsCl se mon-
taron en grillas de cobre 200 mesh, con la intencién de poder observarlas por microscopia

electrénica de transmision, objetivo que no se pudo alcanzar por no contar con un equipo
disponible.
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DISCUSION

La infeccidn con rotavirns se ha convertido en una de las principales causas de
gastroenteritis, severas y diarreas en nifios y animales jovenes. Cada afio mueren mas de
450.000 nifios en el mundo (Tate, et al., 2012) y aln no existen tratamientos terapéuticos
lo suficientemente eficientes para combatir los casos de diarrea aguda ocasionada por la
infeccion, en menores de 5 afios,(U. Desselberger, 1999; Guarino, et al., 2012; "Practice
Parameter: The Management of Acute Gastroenteritis in Young Children," 1996)y en an-
imales de importancia econémica como bovinos, cerdos y aves (M. K. Estes, Greenberg,
H.B., 2013; Kindler, et al., 2013; Otto, et al., 2012; Trojnar, et al., 2009).

A partir del afio 2006 dos vacunas a virus atenuado, Rotarix (GlaxoSmithKline,
Research Triangle Park, NC) y Rotateq (Merck and Co., Whitehouse Station, NJ) han
sido incorporadas a los calendarios nacionales de inmunizacion y estan disponibles en
varios paises. Ambas vacunas han demostrado ser eficaces en ayudar a disminuir las con-
sultas médicas y las internaciones debidas a infecciones por RVs, ademas de mostrar una
reduccidn significativa de la mortalidad asociada a la diarrea aguda (Cortese et al., 2013;
Patel & Parashar, 2009; Rha et al., 2014; Tate et al., 2011).

No obstante las elevadas tasas de morbilidad y mortalidad (10 % de las inter-
naciones en la primera infanciay 100 muertes promedio al afio, ("Boletin Epidemiologi-
co Anual 2010," 2011; Degiuseppe, et al., 2013; "Indicadores basicos 2011," 2012) por
diarreas causadas por rotavirus en la poblacion infantil contindan significando un alto
costo para los sistemas de salud publica de nuestro pais, en relacion a la atencién de la
poblacién afectada.

Respecto del diagnostico, el desarrollo de un inmunoensayo enzimético (ELISA),
para la deteccién de rotavirus grupo A en heces, sensible, rapido, sencillo, y econémico
constituye una alternativa valida a tener en cuenta frente a la utilizacion de ensayos de
origen importado. De esta manera se favorece el acceso a esta prueba diagnostica de
menor costo a todos los componentes de los organismos de salud publica.
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Como se mencion6 anteriormente la proteina interna intermedia de capside VP6
resulta ser, por sus caracteristicas antigénicas una buena candidata para ser utilizada en el
desarrollo de pruebas diagndsticas y vacunas (Azevedo, Vlasova, & Saif, 2013; Conner
et al., 1996; Crawford et al., 1994; O'Neal, Crawford, Estes, & Conner, 1997; Peralta, et
al., 2009).

En este trabajo se pudo cumplir con el objetivo principal propuesto para produ-
cir localmente la proteina estructural de capside VP6 de rotavirus humano A, usando el
sistema de expresion baculovirus-células de insecto.

Los primers disefiados especificamente permitieron amplificar por RT-PCR la
secuencia completa que codifica para la proteina estructural de capside VP6 a partir de
rotavirus humanos del grupo A, aislados en Argentina.

Dicho producto se logro clonar en el vector pPGEM T easy vector. Mediante se-
cuenciacion y analisis bioinformatico se confirm¢ identidad con VP6 de rotavirus huma-
no A.

Con el objetivo de expresar la proteina estructural de capside VP6 HA se empled
el sistema de expresidn baculovirus-células de insecto, subclonando la secuencia de
VP6 HA en el vector de transferencia pFastBac™1 del sistema Bac-to-Bac® Baculovirus
Expression System (Invitrogen, Life Technologies). Una vez transformadas las bacterias
DH10Bac con el vector pFastBac™1 y con el evento de transposicion del cassette de
expresion confirmado. La transfeccion del bacmido recombinante VP6 HA a células de
insecto Sf9 (Spodoptera frugiperda) en cultivo, provey6 una manera rapida y sencilla
para la generacion de baculovirus Autographa californica multiple nuclear polyhedrosis
virus (AcMNPV) recombinantes AcVP6RVHA Los baculovirus generados permitieron su
amplificacion a través de sucesivos pasajes de infeccion, re infectando nuevas células Sf9
de insecto logrando expresar VP6 HA en gran cantidad.
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La inmunodeteccion por western blot de la expresion intracelular de VP6 HA
en extractos de células Sf9 infectadas con el baculovirus AcVP6RHA analizados con un
anticuerpo policlonal anti rotavirus humano A confirmaron que VP6 HA recombinante
producida en el presente estudio conserva su capacidad antigénica. Asimismo se pudo
comprobar mediante electroforesis y western blot en condiciones nativas que VP6 HA
es capaz de formar trimeros.

El analisis por SDS-PAGE demuestra que posee un peso molecular de ~ 44 kD
y que presenta la misma movilidad que la proteina estructural \VP6 de rotavirus de simio
SAll.

Habiendo obtenido estos resultados y teniendo la posibilidad de disponer de VP6
HA se procedi6 a evaluar su empleo como control positivo en el ensayo de ELISA, para
la deteccidn de antigeno de rotavirus en heces, desarrollado por el Servicio de Vacuna
Antirrabica del INPB ANLIS Malbran. En dicho ensayo se analizaron muestras de pa-
cientes con infeccion por RV HA'y se reemplazé al virus de cultivo inactivado quimica-
mente, por una dilucion de extracto de células de insecto Sf9 infectadas con el baculovi-
rus recombinante AcVP6RHAque expresan VP6 HA. La dilucién es tal que produce una
sefial de OD idéntica a la obtenida con la dilucién del virus (Jurado, 2008).

El andlisis para evaluar la posibilidad de producir particulas similares a virus,
VLPs 2/6 conformadas de VP2 de Rotavirus de simio SA1l y de VP6 de rotavirus hu-
mano A, producida en este estudio; indicd que es factible su produccidn a través de la
co infeccién de células Sf9 con los baculovirus recombinantes AcVP2SAly AcVPERHA
demostrando que cuando ambas proteinas estructurales de capside de rotavirus son co-
expresadas en el sistema de expresion baculovirus-células de insecto Bac-to-Bac, VP2
SA1l1lde simio es capaz de interactuar con VP6 HA humana formando VLPs 2/6 de doble
capa (DLPs) que se autoensamblan intracelularmente y que pueden ser purificadas a par-
tir del sobrenadante de cultivos de células Sf9. Sin embargo, se requiere un paso posterior
de scaling-up que excede los tiempos de este trabajo de maestria.
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Este sistema prob6 ser muy eficiente para producir altos niveles de expresion de
genes heter6logos, en este caso VP6 HA. La proteina recombinante se pudo obtener a
partir de extractos de células infectadas y de sobrenadantes de cultivo en periodos post in-
feccion tardios en comparacion a otros sistemas donde la sintesis por las células huésped
disminuye a causa de la infeccidn por el vector viral.

Finalmente los baculovirus tienen un rango de huéspedes muy limitado y especif-
ico de especies invertebradas. Por lo tanto son mas bioseguros para trabajar que muchos
virus de mamiferos porque no resultan infecciosos para los vertebrados.

En consecuencia con el fin de optimizar y complementar la elaboracion de los
componentes del ensayo diagnostico ELISA anteriormente mencionado y ya montado,
sera Gtil tener disponible la proteina VP6 HA recombinante producida, para evaluar su
utilizacién como inmundégeno para la obtencién de sueros policlonales anti rotavirus hu-
mano A.

Estos sueros previamente purificados se podran emplear como captura de
antigenos de rotavirus. El empleo de VP6 HA reemplazaria al cultivo de rotavirus, ha-
ciendo que este proceso tenga mayores condiciones de bioseguridad y factibilidad dado
que de esta manera se evitaria el manipuleo de grandes volimenes de cultivo de rotavirus
como fuente de antigeno tradicional. El cultivo de baculovirus recombinantes AcVP6RHA
es mas sencillo, dado que las células de insecto Sf9 crecen tanto en monocapas como en
suspensién y no requiere tripsina al momento de la infeccion.

La premisa seria obtener sueros policlonales especificos contra VP6 HA que ten-

gan una performance optimizada en la deteccion de RV HA respecto de sueros que se
obtienen cuando se inocula virus concentrado y purificado.
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CONCLUSION

Se demuestra que la produccion local de la proteina estructural intermedia inter-
na de capside VP6 de rotavirus humano A, a partir de aislamientos de Argentina, usando
el sistema de expresion baculovirus-células de insecto es posible, obteniendo una protei-
na recombinante con funcionalidad y caracteristicas antigénicas similares a la VP6 de
rotavirus A nativa.

Es factible la utilizacién de la proteina recombinante VP6 HA expresada, como
antigeno control positivo, en el ensayo ELISA para la deteccién de antigeno de rotavirus
en heces desarrollado por el Servicio de Vacuna Antirrabica del INPB ANLIS Malbran.

El presente trabajo es consecuencia de un proyecto cooperativo entre un organ-
ismo de salud pUblica y una Institucion abocada al desarrollo e investigacidn en biotec-
nologia de avanzada (Instituto de Biotecnologia CNIA INTA).

Este tipo de vinculo ha potenciado el recurso humano y tecnoldgico disponible y
ha permitido al ANLIS comenzar a establecer nuevas plataformas tecnoldgicas, en este
caso destinadas a garantizar la provision de reactivos de diagnostico econémicos y de
calidad.

Por Gltimo establecer y fomentar estas alianzas estratégicas entre organismos del
Estado Nacional con miras a la produccién publica, propone un cambio de paradigma,
al menos en lo que se refiere al rol, que el INPB ANLIS Malbran debe desempefiar en la
ejecucion eficaz de politicas sanitarias.
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ANEXOS

PROTOCOLOS ANEXOS

Protocolo Anexo 1: Extraccién de dcARN de RV HA en materia fecal
Reactivos:

e PBS,pH7.2

e Vertrel XF (1,1,1,2,3,4,4,5,5,5-decafluoropentano)

» Buffer Guanidinio 6M en 50mM Tris pH 7.5

e 50mM tris- HCI, pH 7.5

» Etanol 100%

» Silica en polvo (Silica Powder RNAID)

» Buffer de lavado (2/3 guanidinio 6 M+ 1/3 Tris 50 mM pH 7.5)

Requerimientos de la muestra

0.25-0.50 ml 0 025-0.50 gramos de materia fecal de un paciente con diarrea causada por
infeccion con rotavirus A. Las muestras deben ser congeladas a -20°C 0 -80 °Cy enviarse
en esta condicion al laboratorio.

Procedimiento:

1 Preparar una solucién 20% (p/v o v/v) de materia fecal en PBS pH 7.2 en un
microtubo de 1.5 ml.

2. Tomar 300 ul de la muestra y agregarle 300 ~I de Vertrel XF, mezclar con ag-
itacion manual 1 min, y centrifugar 10 min a temperatura ambiente a 8000 rpm.

3. Transferir 200 ~l del SN presente sobre la capa de Vertrel XF a un nuevo micro-
tubo.

4. Agregar 400 "l de tiocianato de guanidinio 6 M en 50mM Tris pH 7.5 a cada
tubo, mezclar e incubar a 56° C por 10 min.

5. Agregar 7 "l de la silica en polvo RNAID (verificar que esté bien disuelta, en
caso contrario agregarle unos "l de agua estéril) a cada muestra, luego vortexear
y agitar 6 miny centrifugar 60 seg a 1250 rpm.

6. Remover el SN de cada muestray lavar una vez con 600 *l de buffer de lavado
y resuspender completamente el pellet.
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Centrifugar un min a 1250 rpm.
Remover el sobrenadante.
Lavar tres veces con 600 ~l de etanol 100 % y centrifugar 1 min a 1250rpm.

. Ultimo lavado centrifugar 2 min a 10000 rpm.
. Remover todo el liquido residual de las muestras con cuidado de no levantar la

silicay secar a TA por 30 min aprox.

Extraer en 35 ~l de agua estéril incubando 10 min a 56°C, luego centrifugar 2
min 10.000 rpm.

Tomar el SNy colocarlo en un nuevo microtubo estéril.

Repetir los pasos 13y 14y combinar los SN

Almacenar los RNAs a -80°C o0 a -20°C hasta su uso.

Antes de usarlo, incubar a 56° C, 10 miny centrifugar 2 min a 10.000rpm
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Protocolo Anexo 2: Genotipificacion G RT- Nested PCR de VP7 de rotavirus huma-
no A (RV HA)

Reactivos

«  5X AMYV buffer

« DMSO

e Mezcla dNTPs 10mM

*  AMV-RT (20u/M)

* 5X Go Taq buffer

» Go Taq polymerasa

* Agarosa

» Buffer de siembra

e Bromuro de Etidio

e TAE/TBE 1X

*  RNAsin

e ddH20 libre de nucleasas

e TE buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8, 0.1 mM EDTA)
» Marcador de peso molecular 100 bp ladder

» Oliogonucleotidos primers: Beg9, End9, aBT1, aCT2, aDT4.

Procedimientos:

1.- Transcripcion reversa VP7
1 Rotular tubos de 0.2-ml para cada reaccion de retro transcripcion
2. Preparar la mezcla de reaccion 1 RT (mastermix) en cabina de flujo laminar y

mantenerla en hielo. Por reaccion:

Mezcla de reaccion 1 RT:

2.00 Al 5 X AMV buffer

1.00 Al 10 mM dNTPs mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

0.40 “l RNAsin

0.15 "l AMV RT (stock = 20 U/M)

0.85 "l ddH20 libre de nucleasas

Volumen total 4.4 "l
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3. Diluir cada primer consenso VP7 Beg 9 (RA1) / End9 (RA4) auna concentracion
de trabajo de 5*M. Luego agregar 1 jl de cada primer a la mezcla 2.

4. Agregar 3 il of dSRNA (ARN doble hebra) purificado de cada muestra a la mez-
cla dsRNA + primers especificos 2.

5. Agregar 0.6 *l de DMSO.

6. Por reaccion:

Mezcla de dsRNA + primers especificos 2:

1.00 {1 5 *M VP7 Beg 9 (RA1)
1.00 Al 5 AM VP7 End9 (RA4)
3.00 Al ds RNA

0.60 {1 DMSO

Volumen total 5.6 "l

7. Desnaturalizar las muestras durante 5 min a 94°C, y transferir los tubos a un bafio
de hielo y mantener durante 5 min.

8. Agregar 4.4 il de la mezcla 1 RT mastermix a cada tubo de mezcla 2 (5.6 ")
y mezclar bien. Centrifugar (Spindown) por 15 sec, e incubar los tubos a 42°C
durante 2 hs.

2.- Primer paso (First-round) de amplificacién PCR con primers consenso VP7

1 Preparar la mezcla de reaccion (mastermix) del primer paso de PCR anidada
(Nested PCR) en cabina de flujo laminar y mantenerla en hielo.
2. Por reaccion.

5.00 jl 5x Go Taq buffer (Promega)

12.251 ddH20

1.00 ~I 57~M VP7 Beg 9 (RAL)

1.00 ~I5"M VP7 End 9 (RA4)

2.00 "I BSA (10 mg/ml)

0.50 "l 10 mM dNTPs mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
0.25 jl Go Taq polymerase (Promega)

3.00 "l cDNARVHA

Volumen total 25 "I
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Centrifugar los tubos con los productos de retro transcripcion (cDNA) durante 15
seg luego de la incubacién a 42°C y colocar en hielo.

Agregar 3 7l de la RT a cada tubo con la mastermix preparada y mantener en
hielo.

Colocar los tubos en el termociclador e incubar con el siguiente perfil de ampli-
ficacion:

30 ciclos

94°C 1min
42°C, 2 min
72°C, 1min

1paso 72°C, 5min
Mantenimiento a 15°C

3.- Segundo paso de amplificacion multiplex PCR genotipo especifico VP7

1

14.25
5.00
1.00
1.00
1.00
1.00
0.50
0.25
1.00

Se usan los primers genotipo especifico VP7 G1, G2, G4, y como primer reverse
VP7 End 9 (Tabla 1).
Diluir cada primer especifico VP7 G1, G2, G4,y el primer consenso End9 (RA4),
a una concentracion de trabajo de 5*M. Luego agregar 1 pl de cada primer
Preparar la mezcla de reaccion (mastermix) del segundo paso de PCR anidada
(Nested PCR) en cabina de flujo laminar y mantenerla en hielo.
Por reaccion.

pl ddH20

pl 5x Go Taq buffer (Promega)

Al 5 AM VP7 End 9 (RA4)

A5 M VP7 aBT1 G1

A5 ~M VP7 aCT2 G2

Al 5 M VP7 aDT4 G4

Al 10 mM dNTPs mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
pl Go Taqg polymerase (Promega)

Al de (first-round PCR)

Volumen total 25 "I
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5. Agregar 1l de lareaccion del primer paso de amplificacion, mezclar bieny
colocar en el termociclador incubando de acuerdo al siguiente perfil de ampli-
ficacion:

30 ciclos
94°C 1min
42°C, 2 min
72°C, 1min

1paso 72°C, 5 min
Mantenimiento a 15°C

6. Analizar en gel de agarosa 1% TAE / TBE transiluminado con luz U.V. y deter-
minar el tamafio de los amplicones con un marcador de peso molecular de a 100

bp
Gel de agarosa 1 %:
1gr de agarosa en 100 ml de TAE/TBE 1X agregando 5 ~l de una solucion de bromuro de

etidio 10 mg/ml. Sembrar un marcador de peso molecular 100 bp ladder y correr el gel
a voltaje constante 80-100 V.

Genotipos VP7 tamafio de los amplicones:
VP7 Beg 9/End9 1062 bp
VP7 genotipo G1 749 bp

VP7 genotipo G2 652 bp
VP7 genotipo G4 583 bp
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Oligonucleodtidos VP7 consenso utilizados

Primer Secuencia 5 - 3" Posicion

Forward Beg GGC TTT AAA AGA GAG AAT TTC CGT CTG G nt1-28

Reverse End 9 GGT CAC ATC ATA CAA TTC TAA TCT AAG nt 1062 -1036

Oligonucleotidos de genotipificacion VP7 especificos (G, G2, G4,).

Primer Secuencia 5 - 3' Posicion Genotipo
Forward aBT1 CAA GTA CTC AAA TCAATG ATG G nt 314-335 Gl
Forward aCT2 CAATGATATTAACACATTTTCTGTG .. . G2
Forward aDT4 CGT TTC TGG TGAGGA GTT G nt 480-499 G4
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Figura 1.- Esquema de amplificacion mediante PCR de VP7y de la tipificacion G segun los primers propuestos por Gou-
veallturriza - Gémara (Gomara, et al., 2000; Iturriza-Gomara, et al., 2004).
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Protocolo Anexo 3: RT-PCR para aislar VP6 de RV HA

Reactivos

RT M-MLV (200 U/pl)

5 X buffer RT

Ramdom Primers (Hexameros) 200 ng/?l

DTT

5X Go Taq buffer

Mezcla dNTPs 10mM

5 X buffer RT

Go Taq polimerasa

Agarosa

Buffer de siembra

Bromuro de etidio

TAE/TBE 1X

RNAsin

ddH20 libre de nucleasas

TE buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8, 0.1 mM EDTA)
Marcador de peso molecular 100 bp ladder
Oliogonucleotidos primers: Fwd HVP6 A, Rev HVP6 Al, Rev HVP6 A2.

Procedimientos:

1.- Transcripciéon reversa con oligonucledtidos hexdmeros aleatorios (RT Random
Priming)

1 Transferir 15 ~l de los dcARN extraidos a un microtubo de PCR y preparar la

2.

siguiente mezcla. Desnaturalizar el dcARN a 98°C por 5 min. Luego enfriar en
hielo durante 2 min.
Por reaccion:

10.25 Al H20 libre de nucleasas

15.0
3.75
1.00

"l de ARNs RVHA
Al Random primers (Hexameros) (Fermentas)
Al RNasin (Promega)

Volumen Total 30.0
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1 Desnaturalizar el dcARN a 98°C por 5 min. Luego enfriar en hielo durante 2
min.

2. Preparar la mezcla de reaccion de la RT

3. Por reaccion:

10.0 7l 5 X buffer RT (Invitrogen)
50~ DTT

2.5 M dNTPs mix (10 mM)

2.5 RT M-MLV (200 U/71) Invitrogen

Volumen Total 20.0 M

4. Agregar 20 *l de la mix de RT a cada tubo conteniendo el dcARN incubado
5. Incubar los tubos a 40°C por 2h. Luego incubar los tubos a 95 °C por 5 min en-
friar los microtubos en hielo por 2 min.

6. EI cADN puede ser usado directamente en la reaccion de PCR o se puede alma-
cenar a -20°C

2.- PCR convencional para amplificar VP6 HA

1 Preparar la mezcla de reaccién (mastermix) de la PCR en cabina de flujo laminar
y mantenerla en hielo.
2. Porreaccion:

10.00 |I 5x Go Taq buffer (Promega)

31.50 |I ddH20

1~ 5~M Fwd HVP6 A

1715 "M Rev HVP6 A1/A2

171 10 mM dNTPs mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
0.50 |I Go Taqg polymerase (Promega)

3. Agregar 45 || de la mastermix de PCR a cada microtubo de 0.2 ml en frio.
Agregar 5|1 del cADN (de la RT).

4. Colocar los microtubos cargados en el termo ciclador y seguir el siguiente perfil
de amplificacion:
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Inicio 94° C 2 min
35 ciclos
94°C 1min
46°C, 2 min
72°C, 1min

1paso 72°C, 7 min
Mantenimiento a 15°C

Oligonucleotidos disefiados para aislar VP6 HA

Primer . S
Secuencia 5 - 3' Posicion
Fwd HVP6 A
W ATT ATG GAK GTY CTG TAY TCM TTG nt 1-21 desde ATG
Rev HVPG Al TCA CTT AAT YAA CAT GCT nt 1104-1176
Rev HVP6 A2
TTATTT GAC AAG CAT GCT nt 1104-1176

Protocolo Anexo 4: Purificacion de productos de PCR de geles de agarosa (Wizard
SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega Corp).

Reactivos

» Etanol 95-100 %

* Agarosa

* Bromuro de etidio

« 1XTBE/TAE

* KitWizard SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega Corp
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Procedimiento:

1.- Disolucién de fragmento de gel que incluye el producto de PCR.

1

Cargary correr el gel. EI ADN puede ser extraido de agarosa estandar o de agarosa de
baja fusion, ya sea con TAE o con TBE.

Pesar un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml para cada fragmento de ADN que se aisle
y anotar el peso.

Visualizar y fotografiar los productos amplificados de PCR tefiidos con un colorante
intercalente como el bromuro de etidio transiluminado con luz UV. Para reducir dafios
en el DNA, irradiar el gel lo minimo posible (1-4). Cortar con un bisturi o una hoja de
afeitar limpios un fragmento de gel conteniendo el amplicon de interés en un volumen
minimo de agarosa. Transferir el segmento de gel al tubo de microcentrifuga pesado y
volver a pesar. Restar el peso del tubo vacio al peso total para obtener el peso del frag-
mento de gel (ver notas 1-3 a continuacion).

Nota: Elsegmento de gel se puede almacenar a4° C o a-20° Cpor unasemana en un tubo bien
cerradoy en condiciones libres de nucleasas antes de lapurificacion.

4,

Notas:

Agregar al tubo de microcentrifuga, la solucién de unién a la membrana (binding solu-
tion) en una proporcién de 10 ~l de solucion por 10 mg de fragmento de gel.

Agitar por vortex la mezcla (véase nota 4) e incubar a 50-65° C durante 10 minutos o
hasta que el fragmento de gel se disuelva por completo. Mezclar mediante vortex el
microtubo cada pocos minutos para favorecer la fusion del gel de agarosa. Centrifugar
el tubo brevemente a temperatura ambiente para asegurar que el contenido esté en el
interior del tubo. Una vez que el gel de agarosa se funde, el gel no se vuelve a solidificar
a temperatura ambiente.

1) La recuperacion de 1% de agarosa de alto punto defusidn es comparable con el 1-2% de
agarosa de bajopunto defusion. Concentraciones de hasta un 3% de agarosa de altopunto de
fusiénfueron probadas. Fragmentos de geles de agarosa con concentraciones mayores (2-3%)
podrian requerir mas tiempo para derretirse por completo quefragmentos de geles de 1% de
agarosay podria mostrar una disminucion de rendimiento.

2) La maxima capacidadde la columna (SVMinicolumn) es de 350 mg de masa de gel disuelto
en 35071 de la solucion de unién a lamembranaporpaso de la columna. Parafragmentos de
geles mayores a 350 mg, se contindapasando adicionalmente muestra a través de la columna
hasta que se haya terminado de procesar. La maxima cantidad de agarosa que pueden ser
procesados a través de una sola columna es de aproximadamente 3,5¢g (10 x 350 mg) en total.
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3) La maxima capacidad de unién de la columna es aproximadamente de 40 pgpor columna, y
la menor cantidad que ha sido purificado con éxito es de 10 ng.

4) Fragmentos de AD N que son mas grandes que 5 kb se deben mezclar con cuidadopara evitar
el corte. No agitar mediante vortex si elfragmento de ADN es mas grande que 5 kb; mezclar
por inversion.

2.- Purificacion de ADN por centrifugacion

1 Colocar una SV Minicolumna en el tubo colector para el gel disuelto

2. Transferir la mezcla de gel disuelto a la columna e incubar 1 min a temperatura
ambiente.

3. Centrifugar la columna en una microcentrifuga a 16000 x g (14000 rpm) durante
1 min. Separar la columna del tubo colector y descartar el liquido que paso a
través de la columna. Volver a colocar la columna en el tubo colector.

Nota: Si la centrifugacion no se realiza a 16000 x g (14000 rpm) podria haber pérdidas
de rendimiento.

4. Lavar la columna agregando 700 ~l de solucién de lavado de la membrana, pre-
viamente diluida con etanol al 95%, para la SV Minicolumna. Centrifugar la
columna 1min a 16000 x g (14000 rpm). Vaciar el tubo colectory volver a poner
la columna. Repetir el lavado con 500 I de solucién de lavado de la membrana
y centrifugar la columna durante 5 min a 16000 x g (14000 rpm).

5. Retirar la columna de la centrifuga con cuidado de no mojar la parte inferior con
el liquido que atraveso la columna. Vaciar el tubo colector y volver a centrifugar
la columna durante 1 min para eliminar el alcohol residual.

6. Cuidadosamente transferir la columna a un microtubo de 1,5 ml limpio libre de
nucleasas. Agregar 50 ~l de agua libre de nucleasas directamente en el centro de
la columna sin tocar la membrana con el tip de la pipeta. Incubar a temperatura
ambiente durante 1 min. Centrifugar 1 min a 16000 x g (14000 rpm).

7. Descartar la columnay guardar el tubo de microcentrifuga que contiene el ADN
eluido a4 °C o a -20 °C.

Nota: El volumen de ADN eluido sera de aproximadamente 42-47 pl. Si el ADN debe
estar mas concentrado, realizar una precipitacion con etanol. Por otra parte, el ADN
puede ser eluido en tan solo 15 pl del agua libre de nucleasas sin una reduccion signifi-
cativa del rendimiento. Si se utiliza un volumen de elucién de 15 pl, se debe comprobar
que la membrana esté completamente cubierta con agua libre de nucleasas antes de la
centrifugacion. No se recomiendan volimenes de elucion menores a 15 pl.
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Protocolo Anexo 5: Insercion de fragmentos de PCR en el vector pGEM®-T Easy
Reactivos
. Kit de clonado pGEM®-T Easy vector
Procedimiento:
1.- Reaccion de ligacion

1 Determinar la cantidad del inserto de ADN (ng/"l)
2. Calcular larelacién inserto:vector en ng usando la siguiente formula:

ng del vector x tamafio en kb del inserto X relacién molar inserto:vector = ng inserto
tamafo del vector en kb

3. Centrifugar el vector por 15 sec.
4. Vortexear el buffer de ligacion 2 X y la T4 AND Ligasa antes de usarla
5. Preparar la reaccion de ligacién

17l de pGEM®-T Easy Vector (50ng/"l) (Promega)

5 ul de Buffer de ligacién 2 X

3 ul de fragmento purificado (20-60ng/"l)

1ul de Ligasa (3 U Weiss/"l)

Volumen total 10 I

6. Incubar ON a4 °C
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Protocolo Anexo 6: Aislamiento del ADN Plasmidico (Wizard Plus SV minipreps
DNA Puriflcation System, Promega).

Reactivos:

Bacterias competentes (DH5a).

Kit Wizard Plus SV minipreps DNA Puriflcation System, Promega
Medio LB

Ampicilina

Etanol 95-100 %

TE 1x 10 mM Tris HCL pH 8, 1 mM EDTA

Procedimiento: Minipreps

1.- Produccion del lisado clariflcado

1

Crecer las bacterias DH5a que contienen el plasmido con el inserto de interés, ON a
37 °C con agitacion (200 rpm)

Centrifugar 1-5 ml (alto nimero de copias del plasmido) del cultivo durante 5 min a
10.000 x g.

Agregar 250 "l de la solucion de re suspension celular en el tubo y resuspender com-
pletamente mediante vortex o pipeteando.

Adicionar 250 ~l de Solucion de lisis y mezclar por inversién del tubo 3-4 veces,
suavemente (no vortexaear), incubar hasta que la suspension celular se clarifica.
Agregar 10 ul de solucién de proteasa alkalinay mezclar 4 veces por inversion del
tubo. Incubar 5 minutos a RT (no pasar de 5 minutos el tiempo de incubacion).
Agregar 350 "l de Solucién de neutralizacion e inmediatamente mezclar por in-
version del tubo 4 veces (no vortexear)

Centrifugar el tubo 10 min a 4 °C, a 13 000 rpm en una microcentrifuga.

2.- Aislamiento del ADN plasmidico y protocolo de puriflcacién por centrifugacion.

1 Transferir el sobrenadante lisado clarificado (aprox 850 ) o a la columna de unién del

ADN evitando transferir precipitados blancos con el sobrenadante y centrifugar por 1
min a 13000 rpm RT.

Descartar lo que paso a través de la columnay volver a colocar la columna dentro del
tubo de coleccién.

Agregar 750 "l de la solucién de lavado, previamente diluida con 95 % etanol y cen-
trifugar a 13000 rpm durante 1 min.

Descartar lo que paso a través de la columnay lavar nuvamante con 250 ul de solucién
de lavado y centrifugar durante 20 min.
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Secar la columna con una centrifugacion adicional 1 min a 13000 rpm.

6 Transferir la columna a un nuevo microtubo esteril para microcentrifuga de
1,5 ml.

Adicionar 50-100 I de agua libre de nucleasas o buffer TE 1x 10 mM Tris HCL
pH 8, 1 mM EDTA a la columnay esperar 1 min para la elucion.

Eluir el ADN plasmidico centrifugando 1 min a 13 000 rpm y descartar la co-
lumna

EI ADN es estable en agua si se conserva a- 20° C 0 menos
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Protocolo Anexo 7: Confirmacién de la insercion de VP6 HA en pGEM®-T Easy:
Reactivos:

* KitEcoRI Promega

» ddH20 libre de nucleasas

e Agarosa

* Bromuro de etidio

« 1XTBE/TAE

e 1Kb bp ladder

* KitWizard Plus SV minipreps DNA Purification System, Promega

1.- Analisis de restriccion con EcoRI
Procedimiento:
Digestion del clon pGEM®-T Easy VP6 HA:

1 Preparar la mezcla de digestién en un microtubo de 0.5 ml estéril.
2. Por reaccién:

2.0 ~l Buffer de restriccion 10 X
0.2 ul BSA Acetilada (10 ~g/™l)
0.5 ul EcoRI (10U/M) (Promega)
13.3 7l ddH20

4 "] ADN pGEM®-T Easy VP6 HA (0.2-1.5"g)
Volumen total 20 ~I
3. Transferir 16 ~l de la mezcla de restriccién a cada tubo y mezclar pipeteando,
luego centrifugar para colectar el contenido en el fondo del tubo.
4. Agregar 4 ~1 ADN plasmidico (0.2-1.52g). Incubar a 37° C durante 1-2 hsy

sembrar el producto de digestion en un gel de agarosa 1%, y visualizar mediante
transiluminacion UV.
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Protocolo Anexo 8: Secuenciacion de VP6 HA en pGEM®-T Easy:

La secuenciacion de los vectores pPGEM T Easy fue realizada en el servicio de secuenci-
acion de la Unidad de Genomica del Instituto de biotecnologia INTA Castelar usando un
secuenciador automatico capilar ABI 3500 (Applied Biosystems'). En todos los casos se
utilizé la mezcla preparada de dideoxinucleotidos fluorescentes BigDye Terminator v3.1

Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems).
1.- Andlisis de secuencias usando NCBI BLAST

Procedimiento:

1 ingresar en la pagina web NCBI BLAST, Basic Local Alignment Search Tool,
url: http://www.nchi.nlm.nih.gov/blast/.

2. Seleccionar la opcién Nucleotide-nucleotide BLAST (blastn).

3. Pegar la secuencia de interés a analizar en la casilla disponible a tal efecto: Enter
query sequence (copiar y pegar; no incorporar nimeros en la bisqueda)

4. Seleccionar la base de datos: Choose Search Set Database (ej: nucleotide collec-
tion (nr/nt))

5. Seleccionar en Program Selection: Highly similar sequences (megablast)

6. En una nueva ventana los resultados de la alineacion apareceran.
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Protocolo Anexo 9: Ligacion de VP6 HA en pFastBacl
Reactivos:

* KitEcoRI Promega

e C.I.P (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase)
*  Vector pUC control

* Vector pFastBacl

e T4 ligasa 3 U/

» Buffer Ligasa T4 10 X

e ddH20 libre de nucleasas

e Agarosa

e Bromuro de etidio

« 1XTBE/TAE

* 1Kb bp ladder

* KitWizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega).

Procedimiento:
1.- Digestion de los clones pGEM®-T Easy seleccionados para liberar VP6 HA:

1. Preparar la mezcla de digestion en un microtubo de 0.5 ml estéril.
2. Por reaccion:

2.0 Ml Buffer de restriccion 10 X
0.2 ul BSA Acetilada (10 ~g/™)
0.5 ul EcoRI (10U/M)

13.3 7l ddH20

4 "l ADN pGEM®-T Easy VP6 HA (0.2-1.5"g)
Volumen total 20 I

3. Transferir 16 "l de la mezcla de restriccion a cada tubo y mezclar pipeteando,
luego centrifugar para colectar el contenido en el fondo del tubo.

4. Agregar 4 “l ADN plasmidico (0.2-1.57g). Incubar a 37° C durante 2-4 hs y
sembrar el producto de digestion en un gel de agarosa 1%, y visualizar mediante
transiluminacion UV.

5. Escindir del gel de agarosa el fragmento de interés (VP6 HA ~ 1200 bp) y pu-
rificar mediante el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega).

99



Fernando C. RAIBENBERG
2.- Digestion del vector pFastBacl con EcoRI
Procedimiento:
Digestion de pFastBacl (Linearizacion):

1 Preparar la mezcla de digestién por reaccion como sigue:

14.3 ~ ddH20 libre de nucleasas
2.0 "I Buffer de restriccion 10 X
0.2 ™l BSAAcetilada (10 ~g/™)
0.5 ~I EcoRI (10U/Al) (Promega)

3 "l ADN pFastBacl (0.2-1.5”g)
Volumen total 20 "I

2. Transferir 17 ~l de la mezcla de restriccion a cada tubo y mezclar pipeteando,
luego centrifugar para colectar el contenido en el fondo del tubo.

3. Agregar 3 "l ADN plasmidico (0.2-1.5”g). Incubar a 37 ° C durante 2-4 hs.

4. Luego agregar 0.5 *l 1U de C.1.P (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase) e incu-
bar 15 mina 37° C

5. Sembrar el producto de digestién en un gel de agarosa 1%, y visualizar medi-
ante transiluminacion UV.

6. Escindir del gel de agarosa el fragmento de interés (pFastBacl~ 4775 bp) y pu-
rificar mediante el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) .
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3.- Reaccion de ligacion de VP6 HA y pFastBacl

Procedimiento:

1 Centrifugar el vector por 15 sec.
2. Vortexear el buffer de ligacion 10 X y la T4 ADN Ligasa antes de usarla
3. Preparar la reaccién de ligacion a un volumen final de 10 ~l segln la tabla x
4. Las mezclas de reaccion se incuban a 4° C durante toda la noche (ON) se man-
tiene una relacién molar de ligacién (6:1) inserto:vector que resulto exitosa.
pUC Vector control + Vector pFastBacl
(~ 2.7 kb) (~4.7 Kb)
Vector 4 M (~50 ng) 4 M (~50 ng)
Inserto VP6 HA 2 M (=75 ng)
(~1.2 kb)
Buffer Ligasa T4 10 X 1M 1M
ddH20 libre de nucleasas 4" 2 ml
T4 Ligasa 1~ (3V) 1 ml(3V)
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Protocolo Anexo 10: Verificacion de la insercién y orientaciéon correcta de VP6 HA
en pFastBacl

Reactivos:

Kit EcoRIl (10U/~l) Promega

KitHindlII (10U/A1)

KitNhel (10U/M)

ddH20 libre de nucleasas

Agarosa

Bromuro de etidio

1X TBE/ TAE

1Kb bp ladder

Kit Wizard Plus SV minipreps DNA Puriflcation System, Promega

1.- Anélisis de restriccion con EcoRI (Insercién)

Procedimiento:

Digestidn del clon pFastBacl VP6 HA con EcoRI:

1 Preparar la mezcla de digestion por reaccion como sigue:

2.0 ~l Buffer de restriccion 10 X
0.2 ul BSA Acetilada (10 ~g/"l)
0.5 ul EcoRI (10U/) (Invitrogen)
12.3 7l ddH20

5 Al ADN pFastBacl (0.2-1.5g)

Volumen total 20 I

2.

3.

Transferir 15 ~l de la mezcla de restriccion a cada tubo y mezclar pipeteando,
luego centrifugar para colectar el contenido en el fondo del tubo.

Agregar 5 "l ADN plasmidico pFastBacl (0.2-1.57g). Incubar a 37° C durante
2-4 hs'y sembrar el producto de digestién en un gel de agarosa 1%, y visualizar
mediante transiluminacion UV para seleccionar los clones VP6 HA positivos.
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2.- Analisis de restriccion con Nhel/Hindlll (Orientacién)
Procedimiento:
Digestion del clon pFastBacl VP6 HA con Nhe/Hindlll:
1 Preparar la mezcla de digestidn por reaccion como sigue:

11.8 A1 ddH20 libre de nucleasas
2.0 "l Buffer de restriccion 10 X
0.2 "l BSA Acetilada (10 ~g/"l)
0.5 ~l Nhel (20U/MD)

0.5 Al Hindlll (10U/A)

5 Al ADN pFastBacl (0.2-1.579)
Volumen total 20 ~I
1 Transferir 15 ~l de la mezcla de restriccion a cada tubo y mezclar pipeteando,
luego centrifugar para colectar el contenido en el fondo del tubo.
2. Agregar 5l ADN plasmidico (0.2-1.57g). Incubar a 37 ° C durante 2-4 hs 'y

sembrar el producto de digestion en un gel de agarosa 1%, y visualizar mediante
transiluminacion UV para seleccionar los clones con la orientacion correcta.
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Protocolo Anexo 11: Analisis de los bacmidos recombinantes mediante PCR

Reactivos:

10X Taq buffer

Mezcla dNTPs 10mM

Platinum® Taq polymerase (5U/pl) (Invitrogen)
ddH20 libre de nucleasas

Agarosa

Bromuro de etidio

1X TBE/ TAE

1Kb bp ladder

Oligonucleotidos M13 Fwd (-40), M13 Rev.

Procedimiento:

2.

19.0
2.50
0.50
0.75
0.50
0.50
0.25

1.

Preparar la mezcla de reaccion (mastermix) de PCR en microtubos de 0.2 ml en
cabina de flujo laminar y mantenerla en hielo.
Por reaccion:

Al ddH20 libre de nucleasas

Al 10 X PCR Buffer

Al 10 mM dNTP

A1 50 mM MgCI2

Al M13 Fwd (-40) (100 ng/pl)

Al M13 Rev (100 ng/pl)

Al Platinum® Taq polymerase (5U/pl) (Invitrogen)

1~ ADN Bacmido recombinante (100 ng)

25 "l de volumen final.

~

Transferir 24 ™l de la mezcla de reaccién a cada tubo y mezclar pipeteando.
Agregar 11 ADN bacmido recombinante (100 ng).

Colocar los tubos en el termociclador, e incubar con el siguiente perfil de ampli-
ficacion:
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Desnaturalizacion inicial 94° C 3 min

35 ciclos
94° C 45 seg
55° C 45 seg
72°C, 5min

1paso 72° C, 7 min
Mantenimiento a 15° C

6. Analizar en gel de agarosa 0.8 % TAE / TBE transiluminado con luz U.V. y de-
terminar el tamafio de los amplicones con un marcador de peso molecular de 1
Kb plus (Invitrogen).

Muestras amplificadas Tamafio del producto de PCR (Amplicon
bp)
Bacmido solo ~300 bp
Bacmido pFastBaclcon transposicion ~3,5 kb (~ 2300 pb pFastBacl + Inserto
OK ~1200 pb VP6 HA)
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Protocolo Anexo 12: Amplificacién del stock viral
Procedimiento:
1 Para amplificar el stock viral, infectar células Sf9 con una MOI (multiplicity of
infection) de 0.05 a 0.1. La multiplicidad de infeccion MOI se define como el
nimero de particulas virales por célula. Mediante la siguiente formula calcular

que volumen de stock viral se debe agregar a un pasaje a partir de una MOI es-
pecifica:

Volumen de in6culo = MOI (ufp/cel) X nimero de células
Titulo del stock viral ufp/ml

2. En este caso se estimo el stock viral P1 en 1x 106 ufp/ml para infectar frascos
T25 de 50 ml para P2 se requiere el siguiente volumen de in6culo P1:

In6culo P1 = 0.05 ufp/cel X 2 x 106células
1x 106 ufp/ml

Indculo requerido = 0.1 ml = 100 Al
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Protocolo Anexo 13: Inmunodeteccién por Western Blot

La expresion de la proteina recombinante producida se analizé por electroforesis en ge-
les de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Se prepararon geles
separadores de poliacrilamida 10 % 12 % sembrando 12 ~l de extractos de células Sf9
infectadas con el baculovirus recombinante AcVP6RHA con buffer cracking. Las proteinas
separadas se electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa 0,2 jim (Whatman Protran)
en buffer de transferencia (Tris-HCI 25 mM, Glicina 192 mM, 20% Metanol, pH 8.3).

Reactivos:

» Bufffer de transferencia

* Rojo Ponceau

« TBS

* Leche descremada en polvo
e Tween 20

» Buffer B.R.E.F.A

* NBT
« BCIP
e ddH20

Procedimiento:
1.- Western blot:
Trabajar siempre con guantes.

1 Equilibrar durante 30 min los papeles de filtro, la membrana de nitrocelulosa, los
fiber pads y el gel en buffer de transferencia.

2. Ensamblar el sandwich, cuidando que no queden burbujas entre el gel y la mem-
brana de nitrocelulosa segun el esquema: negro /catodo-esponja -papel de fil-
tro-gel-nitrocelulosa-papel de filtro-esponja -rojo/anodo+

3. Agregar el buffer de transferencia a la cuba y transferir durante toda la noche a
30 volts y a 4° C con hielo en el sistema Mini Protean Il (Bio-Rad).

4. Retirar la membrana y tefiirla con rojo Ponceau. ldentificar las bandas en la
membrana

5. Lavar la membrana 4 veces con TBS, 5 minutos cada vez.

Nota: muy importante antes de empezar chequear el pH del TBS (1x).
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6. bloqgueo: TBS + leche descremada 5 %.

7. incubacién: 60 min temperatura ambiente

8. ler set de lavados: 4 veces con TBS, 5 min cada vez.

9. Anticuerpo primario: los sueros se diluyen en TBS + leche descremada 3 %
10. Incubacién: 60 min a temperatura ambiente

11. 2do set de lavados: 4 veces con TBS-Tween 20 0,01%, 5 min cada vez.

12. Anticuerpo secundario: diluidos en TBS + leche descremada 3 %

13. Incubacién: 60 min a temperatura ambiente

14. 3er set de lavados: 4 veces con TBS-Tween 20 0,01%, 5 min cada vez.

2.- Revelado con anticuerpo secundario conjugado a la fosfatasa alcalina:

Procedimiento:

Se prepara la solucion de revelado fresca antes de usar

Buffer B.R.E.F.A.: 10 ml

NBT: 66 |l

BCIP: 33 |I
1. Lavar lamembrana con 10 ml de B.R.E.F.A durante 5 min para estabilizar el pH.
2. A una solucién de 10 ml de buffer B.R.E.F.A., agregar 66 |1 y 33 |l de BCIP,

incubar a temp ambiente hasta aparicion de sefial. La reaccion se detiene con
H20 destilada.
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Protocolo Anexo 14: Revelado con el kit ECL Plus (GE Healthcare Life Sciences) de
deteccion por electroquimioluminiscencia usando un anticuerpo secundario conju-
gado a HRP (Analisis de las VLPs 2/6).

Reactivos:

» Kit ECL Plus (GE Healthcare Life Sciences)
* Papel film

Procedimiento:
1.- Deteccion:

1 Preparar los reactivos de deteccion del kit y dejar equilibrar a temp ambiente
antes de su uso.

2. Mezclar las soluciones Ay B en una relacion 40:1 (2 ml Sc A + 50 ~l de Sc B).

3. Sacar el exceso de buffer de lavado de la membrana y colocar la misma en una
hoja de papel film limpio boca arriba. Pipetear el volumen de la mezcla de detec-
cion preparado por encima de la membrana uniformemente.

4. Incubar durante 5 min a temp ambiente.

2 - Revelado electroquimioluminiscente:

1 Sacar el exceso de los reactivos de deteccion tomando la membrana por su ex-
tremo superior con la ayuda de pinzas de diseccion. Ubicar la misma boca abajo
en un nuevo papel filmy envolver con cuidado sin dejar burbujas entre la mem-
branay el papel film.

2. Ubicar la membrana envuelta boca arriba en una placa de revelado por rayos X.

3. Colocar la hoja film de autoradiografia arriba de la membrana. Cerrar la placay
exponer durante 30 seg a 1 min.

4. Revelar el filmy observar.
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Protocolo Anexo 15: ELISA de CAPTURA para antigeno de RV grupo A en materia

fecal

Procedimiento del Kit producido (Anlis-Malbran):

1

w

N o ok

8.
9.
10.
11.
12.

Cut off:

Cubrir los pocilios con 50 ul de anticuerpo de captura (IgG purificada anti Rota
virus) en cc 10 ug/ml en buffer carbonato-bicarbonato 0.1 M (Cc stock de IgG:
4.5 mg/ml)

Incubar 60 min TAy lavar 4 veces con buffer de lavado.

Diluir la muestra 1/10 y control positivo, extracto total de células Sf9 coinfect-
adas con baculovirus AcVP6RHAdIl 1:2, vortexear las muestras y dejarlas sedi-
mentar unos minutos tomando la muestra del sobrenadante.

Como control negativo: buffer diluyente. Sembrar 50 ul por pocillo.

Colocar un blanco de muestra.

Incubar 60 min 37° Cy lavar 4 veces.

Diluir el conjugado*HRP 1/2000 en buffer PBS-BSA 1%y colocar 50 I en cada
pocillo.

Incubar 60 min 37° Cy lavar 4 veces.

Agregar TMB 50 I por pocillo o 2 gotas

Incubar 10 min TA.

Agregar 50 "~ o 2 gotas de solucion stop.

Leer a 450 nm contra blanco.

0.219 +/- 10 %. Si la muestra tiene un valor dentro de este 10 % debe repetirse.

Si es mayor a 0.2409 es positivo. Si es menor a 0.1971 es negativa.
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ORIGEN DE LAS ILUSTRACIONES

Figura 1: Adaptada de http://www.microbes-edu.org/etudiant/imggastro/reoviridae.gif
Figura 2: Adaptada de ViralZone: www.expasy.org/viralzone, Swiss Institute of Bioin-
formatics

Figura 3: Adaptada de Pesavento JB, Estes MK, Prasad BVV (2003). Structural or-
ganization of the genome in rotavirus. In: Viral Gastroenteritis (eds U Desselberger, J
Gray), pp 115-127. Elsevier Science, Amsterdam, 2003.

Figura 4: Adaptada de ViralZone: www.expasy.org/viralzone, Swiss Institute of Bioin-
formatics

Figura 5: Adaptada de ViralZone: www.expasy.org/viralzone, Swiss Institute of Bio-
informatics.

Figura 6: Adaptada de Pesavento JB, Estes MK, Prasad BVV (2003). Structural or-
ganization of the genome in rotavirus. In: Viral Gastroenteritis (eds U Desselberger, J
Gray), pp 115-127. Elsevier Science, Amsterdam, 2003.

Figura 7: Adaptada de ViralZone: www.expasy.org/viralzone, Swiss Institute of Bioin-
formatics

Figura 8: Adaptada de ViralZone: www.expasy.org/viralzone, Swiss Institute of Bioin-
formatics.

Figura 9: Adaptada de ViralZone: www.expasy.org/viralzone, Swiss Institute of Bioin-
formatics.

Figura 10: Adaptada de Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System. Technical manu-
al, Version D 6 pp 5 April 2004 10359. Invitrogen life technologies.

Figura 11: Adaptada de pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems, technical man-
ual, Part # TM042. pp. 10. Promega.

Figura 12: Adaptada de pPGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems, technical
manual, Part # TM042. pp. 11. Promega.

Figura 13: Adaptada de Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System. Technical man-
ual, Version D 6 pp 53 April 2004 10359. Invitrogen life technologies.

Figura 14: Adaptada de Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System. Technical man-
ual, Version D 6 pp 5 April 2004 10359. Invitrogen life technologies.
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Figura 15: Adaptada de Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System. Technical man-
ual, Version D 6 pp 23 April 2004 10359. Invitrogen life technologies.
Figura 16: Adaptada de http://www.biontex.com/con_4_6_4/cms/upload/bilder/ Trans-

fektion3_en.png
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AREVIATURAS Y UNIDADES

Aa Aminoécidos

ACMNPY Autograph_a califérnica M ultiple_ Nuc_lear Polyhedrosis Virus Virus de la polihedrosis nu-
clear multiple de Autographa californica

ADN Acido desoxirribonucleico

APC Antigen Presenting Cells Células presentadoras de antigeno

attTn7 sitio de transposicién

BCIP 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate, p-toluidine salt, reactivo de revelado de Fosfatasa
alcalina

Bluo-gal halogenated indolyl-p-galactoside, p galactosido halogenado

BREFA Buffer de revelado de fosfatasa alcalina

BV budded virus, Progenie viral

C.I.LP Calf Intestinal Alkaline Phosphatase fosfatasa alkalina intestinal de ternero

CD Cluster de diferenciacion

CLPs Core layered particle, particula uni capa

CNIA-INTA Centro_NacionaI de Investigaciones Agropecuarias - Instituto Nacional de Tecnologia Agro-
pecuaria

CPE Citopathic effect, Efecto citopatico

CsCl Cloruro de Cesio

dcARN Acido ribonucleico de doble cadena

5D 5o 50% dosis causante de diarrea

DMSO Dimetil sulfoxido

DO Densidad 6ptica

EDTA Acido etileno-diamina-tetraacetico

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, Ensayo por Inmunoabsorciéon Ligado a Enzimas.

Fwd Prefijo cebadores sentido

HA Humano A

HRP Horse Raddish Peroxidase, Peroxidasa de rabano

HRV Rotavirus humano

Hsc70 Human heat shock cognate protein 70

IFN Interferon

Ig inmunoglobulinas

INPB ANLIS Instituto Nacional de Produccién de Bioldgicos Administracién Nacional de Laboratorios

IPTG Isopropil-p-D-1-tiogalactopiranésido
IRF Interferon regulatory factor, factor de transcripcion
ISG Interferon stimulatory genes, genes estimuladores de interferon
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kD Kilo Dalton, unidad de pesomolecular de proteinas

lacZa Gen bacteriano de alfa galactosidasa Z

LB Luria Broth Caldo de Luria Medio de cultivo de bacterias
mARN Acido ribonucleico mensajero

MCS Sitio maltiple de clonado

MHC Moleculas del complejo mayor de histocompatibilidad
MMDB Molecular Modeling Database

MOl Multiplicity of infection Multiplicidad de infeccion

MSAL Ministerio de Salud de la Nacién

NBT Nitro blue tetrazolium, reactivo de revelado Fosfatasa alcalina
NCBI National Center for Biotecnology Information

n td decr PCR anidada segunda amplificacion del DNA por PCR utilizando primers internos
diferentes de la primera PCR

NSP Non structural protein proteina no estructural

obv Ocluded derived virus, virus ocluidos en la matriz proteica

OPD O-fenilendiamina

ORF Marco abierto de lectura, Open reading frame

PCR Polimerase Chain Reaction Reaccién en cadena de la Polimerasa

PM Peso molecular

RdRp ARN polimerasas ARN dependientes

RE reticulo endoplasmico

RER Reticulo endoplésmico rugoso

Rev Prefijo cebadores antisentido

RNase A Enzima de digestion de ARN

Rpm Revoluciones por minuto

RT Transcripcion reversa

RT AMV Enzima de retrotrancripcion del virus de la mieloblastosis aviar

RT M-MLV Enzima de retrotrancripcion del virus Moloney de la leucemia murina
RV Rotavirus

RV HA Rotavirus Humano A

SA1l1 Cepa de rotavirus de Simio A11

SDS Sodio dodecil sulfato

sds page Sodium dodecil sulfate, Poliacrilamide gel electroforesis Electroforesis en geles de poliac-

rilamida con sodio dodecil sulfato
SFB Suero fetal Bovino
SIRV-A Simian rotavirus A rotavirus de simio A

soC Super Optimal Broth, Medio de cultivo de bacterias.



sSARN
STAT
SV40

TAE
TBS
TEMED
TLPs
Tm
TMB
TMNC
TNM-FH
Ufp
UNQ
uv
VLPs
VP

X-gal

Biotecnologia de baculovirus recombinantes.

Acido ribonucleico simple hebra

Signal Transducers and Activators of Transcription, Factor de transcripcion
Simian virus 40 promotor del virus de simio 40

Temperatura de hibridizacion de un oligonucleétido, annealing temp
Buffer de electrophoresis Tris -Acetico-EDTA

Buffer, Tris buffered saline

N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamina

Particulas Virales Triple capa, Triple layered particles

Temperatura de fusién melting

Tetrametil-bencidina

Buffer 10 mM Tris-HCI pH 7, 1ImM MgCI2, 150 mM NaCl, 10 mM CaCl2
Medio de cultivo de células de insecto.

Unidades formadoras de placa

Universidad Nacional de Quilmes

Luz Ultra violeta

Particulas similares avirus Viral Like Particles

Viral Protein, proteina viral

5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-galactopiranésido
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UNIDADES Y PREFIJOS DE UNIDAD

°C Grados celsius
g Gramos
L Litros

Molar

bp Pares de bases (base pairs)

K «o?
m L.O 3
Zo0
ToQ
n :
o
p
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