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Resumen

Los Norovirus, pertenecientes a la familia Caliciviridae, son un importante agente etioldgico de
brotes de gastroenteritis contagiosa y pueden llegar a ser responsables del 90% de este tipo de
afecciones cuando se descarta el componente bacteriano. Estos virus tienen un genoma
compuesto por ARN simple hebra de sentido positivo de 7 kb aproximadamente, poli-adenilado
y unido en su extremo 5’ a una proteina viral. Su genoma codifica para tres marcos de lectura
abiertos, el segundo marco de lectura abierto codifica la proteina principal de cdpside VP1. De
acuerdo a diferencias genéticas en la secuencia de aminodcidos predicha de VP1, los Norovirus
se subdividen en 5 genogrupos distintos y estos a su vez se subdividen en multiples genotipos.
Cuando se expresa VP1 en sistemas de expresion heterdlogos (particularmente aquellos
basados en Baculovirus), se ha observado que forman pseudo-particulas virales (VLPS) con las
mismas propiedades que los viriones nativos. Estas VLPs han sido de gran importancia en el
estudio de Norovirus ya que no se dispone de un cultivo celular o modelo animal apropiado
para su crecimiento. Debido a esto, en este trabajo se propuso construir Baculovirus
recombinantes que expresaran la proteina VP1 de cepas de Norovirus autdctonas del Uruguay
(cepa NV2011 134 UY y NV2008 001 _UY). Para ello se disefiaron cebadores especificos y se
logré amplificar y clonar el gen codificante para VP1 de dos cepas distintas. Se utilizé el sistema
Bac-to-Bac de Invitrogen infectando células Sf9 obteniendo con éxito un stock inicial de los
distintos Baculovirus recombinantes. El stock inicial de los Baculovirus recombinantes fue
amplificado para realizar una produccion de proteinas recombinantes. Mediante un gel de
poliacrilamida se logré detectar la expresion de VP1 para los Baculovirus recombinantes de
ambas cepas, mientras que andlisis por microscopia electronica revelaron que las VP1
pertenecientes a ambas cepas fueron capaces de auto-ensamblarse en VLPs con didmetros de
entre 27 y 48nm. Estas VLPs presentaron ademds una conformacion con forma de cdliz, tipica
de los Calicivirus. Se concluyé por consiguiente, que se logro producir Baculovirus
recombinantes que expresaran VP1 de Norovirus y que dichas proteinas fueron capaces de
auto-ensamblarse, siendo éstas, las primeras VLPs de este virus producidas en el pais y mds
aun las primeras generadas a partir de cepas autdctonas.



Introduccion

La enfermedad y el descubrimiento de los Norovirus

Los Norovirus (NoV) son un importante agente etioldogico de gastroenteritis epidémica vy
espordadica. La enfermedad provoca diarreas acuosas con al menos tres episodios de heces
acuosas durante 14 dias [22], ademds pueden presentar vémitos abundantes y cdlicos
abdominales. Los casos de diarrea por NoV son frecuentes durante todo el afio pero parece
presentar un aumento en los meses frios en climas templados [47]. Se ha constatado que entre
el 60 a 95% de los brotes de gastroenteritis viral son causados por este virus.
Aproximadamente un 20% de los adultos que consultan un medico por diarrea aguda
infecciosa presentan evidencia de NoV. En cuanto a nifos, aproximadamente del 7 a 9% con
esta afeccidon presenta evidencia de NoV [22]. En los Estados Unidos, utilizando datos
epidemioldgicos obtenidos entre los afios 2000 y 2009, se estimé que NoV es el principal
agente causal de intoxicacién alimenticia. De un total de 9.4 millones de episodios de este tipo
de enfermedad que sucederian por afio, el 58% seria ocasionado por NoV, ademds también se
encontraria entre las principales causas de hospitalizacion y muerte con una incidencia del
26% y 11% respectivamente [53]. Estudios sero-epidemiolégicos en Estados Unidos y
Bangladesh sugeririan que la mayoria de los nifios adquieren anticuerpos contra NoV en los
primeros 5 a 15 afios de vida, si bien la infeccién no causa inmunidad a largo plazo y es
especifica de cepa [19].

La diagnosis de gastroenteritis aguda ocasionada por NoV es poco comun por varias razones.
Entre ellas al ser una enfermedad que por lo general se resuelve por si misma, los individuos
afectados no realizan consultas médicas, por lo cual muestras de vomito y materia fecal no son
colectadas. Ademads, no hay disponibles exdmenes de rutina en laboratorios clinicos y
comerciales, la mayoria de los brotes no son estudiados, y los casos esporddicos no son
reportables [22]. La via de transmisién de NoV es fecal-oral y ademas del consumo de
alimentos contaminados otras formas de contraer el virus incluyen el consumo de agua
contaminada, el contacto persona a persona y los fémites (Figura 1). Esto puede deberse a la
baja cantidad de virus necesarios para iniciar una infeccion (menos de 100 particulas virales)
permitiendo la transmisién por medio de aerosoles de persona a persona. Ademas, los
individuos infectados pueden dejar de presentar sintomas pero seguir liberando virus al
ambiente por una semana luego del cese de dichos sintomas. Sumado a esto, el virus es
estable en agua clorada hasta 10 ppm y mantiene la infectividad luego de ser congelado y
calentado hasta 609C [19]. Es comun que brotes de NoV se detecten en restaurantes, cruceros,
hospitales, casas de retiro, hospitales geriatricos, escuelas y basicamente cualquier entorno en
el que grandes cantidades de gente consuman alimentos preparados por otra persona, como
en los servicios de catering (Figura 1) ocasionando grandes pérdidas econdmicas y problemas
sanitarios [22]. Si bien NoV es capaz de infectar a todas las franjas etarias su impacto puede ser
aun mayor en casos donde los pacientes sean nifios menores de 5 afios, sobretodo de paises
en desarrollo, donde se da el 95% de las muertes por gastroenteritis aguda [50]. Otra
poblacién de riesgo son las personas mayores a 65 afios, estimandose en el Reino Unido que
aproximadamente el 20% de las muertes por gastroenteritis aguda no relacionada con
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Clostriduim difficile se debian a NoV [27]. Por ultimo, otro importante grupo de riesgo son los
individuos inmuno-suprimidos debido a trasplantes, enfermedades adquiridas o condiciones
pre-existentes que afecten la robustez inmunolégica del individuo [11].

Contexto (830 casos) Modo de Transmisién (666 casos)

W Hospitales y casas de

retiro M Alimentos contaminados

M Restaurantes y eventos
con caterin

£ M Contacto persona a persona

Escuelas y guarderias

Aguacontaminada
M Lugaresvacacionales

B Ambiental

W Otro

Figura 1- Esquema del contexto y modos de transmision de una extensa revision bibliografica de brotes
de gastroenteritis ocasionada por Norovirus entre los afios 1993 y 2011. Adaptado de Matthews y cols,
2012 [44].

El establecimiento de NoV como responsable de gastroenteritis fue un proceso largo y tedioso,
resultado de lo dificultoso que resulta crecer estos virus en cultivo celular [36]. Debido a esto,
se tuvo que valer de experimentos con voluntarios. En estos experimentos se administraba de
forma oral a voluntarios adultos, filtrados de materia fecal, libre de bacterias pertenecientes a
pacientes enfermos, generando enfermedad en dichos voluntarios [23, 34, 39]. Se intentd
aislar el agente causal en estos filtrados de materia fecal en cultivos celulares, pero resulté
inatil. Como consecuencia una gran cantidad de casos de gastroenteritis permanecié sin
diagndstico de un agente causal hasta que en 1972 se descubrié el virus de Norwalk [37]. Esto
se logré examinando materia fecal de voluntarios enfrentados a filtrados libres de bacterias
provenientes de un brote de gastroenteritis en una escuela de Norwalk, Ohio en Octubre de
1968 [1]. La presencia de un virus se constatd mediante la técnica de inmuno microscopia
electrénica (IEM por sus siglas en inglés), que involucra la observacién directa de complejos
antigeno-anticuerpo mediante microscopia electrdnica. La aplicacion de esta técnica fue
importante ya que anticuerpos especificos en el suero de pacientes convalecientes se
agregaban y cubrian la particula viral de manera que estas aparecian como particulas solas o
en pares, facilitando su deteccion [36]. Las particulas del virus de Norwalk resultaron ser
pequefias, redondeadas y se describieron con un didmetro minimo de 27 nm y 32 nm como
maximo (Figura 2). La técnica de IEM ademas, resulto esencial para establecer la relacion
existente entre la particula del virus de Norwalk y la enfermedad. El filtrado de materia fecal
fue incubado con suero obtenido de un voluntario previo al contacto con el virus y con suero
en fase convaleciente del mismo voluntario luego de haber sido enfrentado (y haber contraido
la enfermedad) al filtrado (Figura 2). El aumento de los anticuerpos especificos para el virus de
Norwalk en el suero de fase convaleciente de voluntarios enfrentados con filtrados del brote

7



llevaron a la conclusién de que éste era el agente etiolégico responsable del brote. De esta
forma el virus de Norwalk se convirtioé en la cepa prototipo de un gran grupo relacionado de

virus pequeiios, redondos llamados Norovirus.

Figura 2- Imagenes de Inmuno Microscopia Electronica de particulas virales de virus de Norwalk. A-
Particulas incubadas con suero de voluntarios previo al enfrentamiento a filtrados de materia fecal de
brote de gastroenteritis. Las particulas se ven conglomeradas en grandes grupos y levemente cubiertas
de anticuerpos. B y C- Particulas incubadas con suero de voluntarios en fase convaleciente luego de que
el individuo se enfrentara al filtrado. En la parte B se ve una particula viral aislada y cubierta de
anticuerpos y en la parte C se ven tres. La barra corresponde a 100 nm y se aplica a todas las imagenes.
Adaptado de Kapikian, 2000 [36].

Clasificacion y epidemiologia molecular

Los NoV pertenecen a la familia Caliciviridae, compuesta por virus desnudos pequefios (27 a 40
nm) con un genoma de ARN simple hebra lineal de sentido positivo. La familia se compone
principalmente de 4 géneros Vesivirus, Lagovirus, Sapovirus y Norovirus cada uno de ellos
formando un clado genético distinto [25]. Sin embargo, recientemente se ha propuesto la
existencia de un nuevo género llamado Recovirus cuya cepa tipo fue aislada de muestras de
materia fecal de monos Rhesus juveniles en cautiverio [16]. Los mayores patégenos humanos
dentro de la familia son los NoV y los Sapovirus que causan gastroenteritis aguda. También se
encuentran patégenos de interés veterinario como por ejemplo dentro de los Vesivirus, el
Calicivirus felino (FCV por sus siglas en inglés) que causa enfermedades respiratorias en gatos,
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asi como el virus de la enfermedad hemorragica de los conejos (RHDV por sus siglas en inglés)
un Lagovirus que causa una enfermedad frecuentemente fatal en conejos.

El género Norovirus a su vez se divide en base a su relacién en la proteina de capside VP1, que
deberia correlacionarse con la especificidad antigénica[3, 35, 61]. Esta clasificacion divide al
género en 5 clados filogenéticos o genogrupos, a los que se llaman Gl, Gll, Glll, GIV y GV.
Recientemente se ha propuesto que existiria un genogrupo GVI en base a una cepa aislada en
un huésped canino [45]. Ademas, los genogrupos Gl, Gll y Glll se subdividen en 8, 19 y 3
clusters genéticos o, genotipos, respectivamente (Figura 3).
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Figura 3- Esquema de la division filogenética de Norovirus en los 5 principales genogrupos y sus
diferentes genotipos basado en la secuencia predicha de aminodcidos del gen codificante para VP1.
Adaptado de Zheng y cols, 2006 [61].

Estudios epidemioldgicos moleculares a gran escala arrojaron observaciones interesantes en
cuanto a caracteristicas genéticas de los Norovirus. Los NoV Gll, particularmente los del
genotipo 4 (Gll4) son los virus predominantes, un patron reflejado en estudios en otras partes
del mundo [48] y también en la region [4, 17, 20, 21]. A nivel regional NoV ha sido detectado
en Argentina, Brasil, Chile y Paraguay. En un estudio en particular en Argentina, se encontré
una alta prevalencia del virus en muestras de brotes ocurridos en el 2004, de 100 muestras
procesadas 37 fueron positivas para NoV[21]. En este mismo pais se detecto la presencia de
NoV en brotes ocurridos entre 2005 y 2006 siendo cepas correspondientes a virus Gll4 las
predominantes [20]. Siguiendo con este patrdon, un analisis de muestras de aguas residuales
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del 2009 en Cdérdoba, Argentina, encontré que de 28 muestras procesadas 11 fueron positivas
para NoV y todas las secuencias pertenecian a virus Gll4 [9]. En Paraguay, donde la
gastroenteritis aguda es la tercera causa de muerte mds frecuente en nifios menores de 5
anos, se encontré que de 378 muestras colectadas de ninos en hospitales entre los afios 2004
y 2005, 161 fueron positivas para NoV. En este estudio NoV Gll fue responsable del 58% de las
infecciones mientras que el 42% restante se vinculé a NoV pertenecientes al genogrupo Gl
[18]. Recientemente, en el 2010, se constatd un brote de gastroenteritis aguda en Antofagasta,
Chile con 31036 casos reportados. Detectdndose la presencia de NoV nuevamente del
genogrupo Il en muestras clinicas y ambientales [13]. Ademds, en Brasil, se realizd una
vigilancia desde 2005 a 2008 en Rio de Janeiro, donde se encontré que de 1.087 muestras de
pacientes con gastroenteritis negativas para Rotavirus, el 35.1% fue positivo para NoV, una
cantidad incluso mayor que los positivos para Rotavirus [17]. Otro estudio realizado en nifios
hospitalizados en la ciudad de Belem en el 2003, encontré que 9.8% de las 305 muestras
resultaron positivas para NoV [4]. En el Uruguay se detectd NoV recientemente, en un estudio
en el cual se procesaron 230 muestras fecales y se detectd este virus en el 14.8%. Estas cepas
fueron caracterizadas como Gll4 ademas de una cepa recombinante, teniendo como cepas
parentales una cepa GIlI12 y una GIlI13 [2]. Este estudio hallé por primera vez esta cepa
recombinante en Sudamérica. De hecho, es de este estudio del cual surgen las muestras
utilizadas en este trabajo. Si bien, numerosas cepas de Norovirus pueden causar infecciones en
la comunidad, periddicamente una sola cepa predomina sobre un area geogréfica grande. Un
estudio describid una epidemia mundial entre 1995 y 1996 relacionada a una cepa de NoV
Gll4, previamente rara, que alcanzé predominancia en un periodo de 6 meses, causando hasta
un 65% de todos los brotes. Sin embargo, luego de un afio, esta cepa epidémica pasé a ser
poco comun [48]. Una cepa similar GllI4 en Holanda en el mismo periodo de tiempo triplicé la
cantidad de epidemias ocurridas en este pais[40]. En el 2002 y 2003 un Norovirus previamente
no descripto, Gll4/Farmington Hills, causé un incremento dramatico en el nimero de brotes de
NoV en Estados Unidos en 10 estados diferentes y en cruceros [10, 59]. Por 12 meses esta cepa
fue el agente causal de mas de la mitad de los brotes de gastroenteritis debida a NoV. Este tipo
de patrdn se ha repetido hasta la actualidad y debido a esto, se han generado preguntas sobre
el rol de las diferencias entre cepas en la gastroenteritis ocasionada por NoV. Varios autores
han propuesto que las cepas epidémicas que causan el incremento en brotes de gastroenteritis
son mas virulentas o mas persistentes en el ambiente[10, 43, 59]. El mecanismo exacto por el
cual se dan las variaciones en predominancia de cepas y virulencia diferencial, no se conoce.

Genoma y Proteinas Virales

Los Calicivirus poseen un genoma de ARN lineal, simple cadena, positivo, que puede ir desde
7.3 a 8.5 kb de longitud. Poseen una cola poli-adenilada y regiones no traducidas tanto en su
extremo 5’ como en el 3’ [41]. El genoma estd organizado en dos o tres marcos de lectura
abiertos (ORF’s por sus siglas en ingles) dependiendo del género (Figura 4). Recovirus, el nuevo
género propuesto para la familia Caliciviridae, presenta 3 ORF’s [16]. Las proteinas no
estructurales, junto con una proteina estructural (VPg), estan codificadas al principio del
genoma, cerca del extremo 5’, en el ORF1. El resto de las proteinas estructurales (VP1y VP2)
estan codificadas hacia el extremo 3’ del genoma, en la regién sub-gendmica. Los Norovirus y
los Vesivirus codifican la proteina VP1 en un ORF distinto (ORF2), mientras que los Sapovirus y
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Lagovirus codifican la VP1 concomitantemente con el ORF1 conteniendo las proteinas no
estructurales. Todos los Calicivirus tienen un pequefio ORF cerca del extremo 3’ del genoma

cuya informacién codifica para la proteina menor de capside VP2.

| nonstructural | struciural |
ORF1 ORF2 ORF3
3 5374 6950 7568
VPg [ VP vez_ e
TER4
Norovirus 5358 G950
ORF1 ORF2 ORF3
B 5311 TIOE TE4E
WPy o |_| VPl m LS
. B0
Vesivirus 5314 raza
ORF1 ORF2
13 BBSS
Vg VP1 2 (A3
| vez 38
6852 7349
Sapovirugs
ORF1 ORF2
19 Toda4
vPYY VP REF E
7437
Lago\-fm_? RS TITe

Figura 4-llustracion de la organizacién gendmica de los principales géneros de Caliciviridae, se recuadra
en rojo la organizacion correspondiente a Norovirus. Adaptado de Fields Virology, 5ta edicién [24].

VP1, VP2 y VPg se encuentran en el viribn maduro y son las proteinas estructurales [24]. VP1
es la proteina de capside mayoritaria encontrada en los viriones maduros, tiene un peso
molecular de aproximadamente 60.000 Da (daltons)[52] y su predominancia en la estructura
de la capside es consistente con su rol critico como determinante antigénico y en la interaccion
del virus con la célula hospedadora. VP2 tiene un peso molecular de entre 12.000 y 29.000 Da
y es considerada una proteina estructural minoritaria ya que se encuentra solo en dos copias
por viridon y su presencia no es necesaria para que se generen pseudo-particulas virales
(VLPs)[26]. Las VLPs son estructuras no infectivas similares a las capsides nativas de los virus
que se generan espontdaneamente cuando se sintetizan proteinas de capside virales en un
sistema heterdlogo de expresion génica, debido a la capacidad de estas proteinas de auto-
ensamblarse. Sin embargo, se propone que su presencia le confiere estabilidad a la estructura
de la particula viral [7]. Por ultimo VPg es una proteina que se encuentra unida
covalentemente a los ARN gendmicos y sub-gendmicos de este virus en células infectadas y
esta presente como componente menor de los viriones en una cantidad estimada de una o dos
copias por particula [26].

Las proteinas no estructurales de los Calicivirus derivan del procesamiento protelitico de una
gran poliproteina de aproximadamente 200.000 Da (Figura 5) codificada por el ORF 1. El
procesamiento se da por medio de una proteinasa codificada por el virus, similar a la 3C Cistein
proteinasa (3CLpro por sus siglas en inglés). La poli-proteina de los Norovirus es clivada en 5
sitios, dando lugar a 6 productos maduros [26].
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Figura 5- Esquema de la organizacion gendmica de Norovirus con las proteinas estructurales y no
estructurales y su ARN sub-gendmico. Los sitios de clivaje se marcan con pequefios triangulos. Las
proteinas VPg unidas covalentemente al genoma y al sub-genoma se marcan con circulos rojos.
Adaptado de Hardy, 2006 [26].

Las identidades y funciones de las proteinas codificadas por el ORF1 fueron deducidas en su
mayoria buscando motivos proteicos conservados utilizando predicciones a partir de
secuencias codificantes. El primer producto de la poliproteina desde el extremo 5’ es p48, de
funcién desconocida y tamano variable. Se propuso que p48 podria tener una funcién en el
anclado de complejos replicativos. En segundo lugar se constatd la presencia de una NTPasa
sin actividad helicasa muy similar a 2C de poliovirus [26]. En tercer lugar en la poliproteina se
codifica p22, previamente sin evidencia alguna sobre su funcién, recientemente se ha
reportado que podria ser responsable del desmantelado del aparato de Golgi interfiriendo con
la secrecién de proteinas celulares, siendo importante en la patogenia del virus [54, 55]. A
continuacién se encuentra la proteinasa 3CLpro mencionada anteriormente, encargada del
procesamiento protelitico de la poliproteina codificada por ORF1. Por ultimo, en el orden
espacial del ORF1, se dilucidd la presencia de una ARN polimerasa ARN dependiente viral
(RdRp por sus siglas en inglés). Ademas de tener dominios estructurales tipicos de RdRp de
otros virus de ARN positivo (El dominio palma, dedos y pulgar), el precursor RdRp-3Cpro
pareceria ser una proteina bifuncional y presentaria funciones mixtas de actividad proteasa y
polimerasa [26].

Estructura

Los Calicivirus exhiben una simetria icosaédrica con un nimero de triangulacion T=3. La
capside estd compuesta por 180 copias de la proteina estructural principal VP1 organizadas en
90 dimeros que forma una capsula protectora de la cual protruyen 90 capsémeros con forma
de arco, estos se arreglan de tal forma que en la superficie del virién se pueden ver 32
estructuras con forma de copa, o cdliz en torno a los ejes de simetria 5 y 3 (Figura 6). Fueron
estas estructuras las que le dieron el nombre a la familia. El auto-ensamblado de la proteina
VP1 en VLPs es un proceso eficaz y no requiere de interaccién con ARN [32] o con la proteina
menor de la capside VP2[42]. El hecho de que VP1 sea la Unica proteina necesaria para generar
la capside de NoV la hace un objeto de estudio muy interesante debido a que en ella se deben
encontrar todos los determinantes antigénicos, estructurales y de interaccion con el
hospedador. Se ha resuelto la estructura atdmica de NoV por cristalografia de rayos X [51].
VP1 consta de dos grandes dominios, el dominio de coraza (S, por su nombre en inglés, Shell) y
el dominio protruyente (P, por su nombre en inglés, protruding), que a su vez se subdivide en
dos, P1y P2. Ambos dominios se conectan por una region bisagra (Figura 7). El dominio S estd
constituido por los 225 primeros aminoacidos (aa) amino-terminales y pareceria tener entre
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los aa 50 y 225 una conformacion cldsica de cépsides virales de 8 hojas B anti-paralelas llamada
Jelly-roll.

Figura 6- Modelo de la capside viral de Norovirus, mostrando los capsdmeros en su superficie que
forman la estructura en forma de cdliz que le da el nombre a la familia Caliciviridae. Adaptado de Prasad
y col, 1999 [51].

Este dominio es el responsable de formar la parte interna de la capside, rodeando el ARN
gendmico y manteniendo los contactos necesarios para el icosaedro de estructura T=3. El
dominio P (225 aa hacia el extremo C-terminal) es el responsable de los contactos que generan
la dimerizacién de la proteina y de las protrusiones con forma de copa que salen de la capside.
P1 consiste de los aa 226 a 278 y 406 a 520, mientras que P2 es una inclusidon en P1 y consiste
de los aa 279 a 405 (Figura 7). Los dominios S y P1 presentan un grado relativo de
conservacién de secuencia mientras que la variacion parece acumularse en P2,
particularmente entre los aa 280 y 400 [51]. Tomando en cuenta esto y la ubicacién en la
superficie del virion es de esperar que P2 presente las caracteristicas de especificidad de cepa
e interaccién con el receptor celular [14].
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Figura 7- Estructura de Norovirus (NoV). A- Ubicacidn de los distintos dominios de VP1 dentro de su
secuencia codificante, el gen de VP1 se encuentra subdivido en cddigos de colores correspondientes a
los distintos dominios que conformara la proteina observados en B. B- Modelizacién de un mondmero
de VP1 presentando los dominios S (amarillo) y P subdividido en P1 (azul) y P2 (rojo) y la region bisagra
que conecta los dos dominios principales. C- Representacion de un dimero de VP1 como los que
componen la capside viral, el cddigo de colores se mantiene al igual que en B, uno de los monémeros se
representa con colores mas opacos. D- Estructura T=3 de la cdpside viral conformada por 90 de los
dimeros de VP1, se demuestra como la conformacion estructural expone el dominio P2 a la superficie.
Adaptado de Donaldson y cols 2010 [14].

VLPs de Norovirus, su importancia y relacién con Baculovirus

Debido a la falta de un cultivo celular en el que repliquen exitosamente estos virus, las VLPs
han jugado un papel fundamental en la dilucidacién de la mayoria de las caracteristicas de
NoV. La mayoria de los trabajos donde se sintetizan dichas VLPs utilizan Baculovirus como
sistema de expresion heterdlogo [8, 32, 52]. Estos virus pertenecen a la Familia Baculoviridae
gue se subdivide en dos géneros “Granulosis Viruses” y “Nuclear Polyhedrosis Viruses”. A este
ultimo género pertenece Autographa califérnica multiple nucleopolyhedrovirus, la especie de
Baculovirus mas estudiada y de la cual se originaron los sistemas de expresion basados en
Baculovirus. Presentan un genoma compuesto por ADN doble hebra circular e infectan
artrépodos [38]. Debido a que presenta un ciclo de vida bifasico, hay genes bajo el control de
promotores fuertes, como el gen de la Polihedrina o el gen p10, que son innecesarios para la
replicacion del virus en un cultivo celular. De forma que es posible reemplazar estos genes con
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genes de interés para la produccién de proteinas. Ademas, las células de insecto utilizadas para
replicar Baculovirus son semi-adherentes, permitiendo el escalado de una produccién de
forma efectiva. Por Ultimo, ya que estas células son eucariotas, el sistema Baculoviral permite
el ensamblado macro-molecular y el correcto procesamiento post-traduccional de las
proteinas de interés [38]. Cabe destacar que en dicho sistema se constaté que ademads de las
tipicas VLPs de 38 nm T=3, se podian encontrar particulas mas pequenas con didmetro de
aproximadamente 23 nm. Se propuso que estas particulas, que aparentemente mantenian los
epitopes inmuno-dominantes y estructurales, podrian ser una conformacién alternativa de de
60 unidades de la capside con un T=1 [58].

La produccidon de VLPs fue utilizada entre otras cosas para la investigacién de relaciones
antigénicas, estudios estructurales, en analisis de unién e interaccién con receptores celulares,
de los que se ha propuesto pueden ser los antigenos de histo-compatibilidad sanguinea [14].
Asi como la posible produccién de vacunas y para desarrollar kits de diagndstico [24].
Determinar la incidencia de NoV de manera mds acertada y eficiente sigue siendo un problema
importante, por lo que el desarrollo de kits de detecciéon es un tema de importancia actual.
Para desarrollar kits de deteccidn de NoV se utilizan VLPs como fuente abundante de antigeno
para generar anticuerpos que luego cubren placas de ELISA (siglas en inglés de Ensayo inmuno-
adsorbente ligado a enzima). De esta manera se pueden detectar antigenos virales en
muestras de heces de pacientes con gastroenteritis [33]. Estos ensayos se evalian de acuerdo
a su especificidad, definida como la veracidad de la deteccién de muestras positivas, y la
sensibilidad definida como la cantidad de muestras detectadas por el ensayo en comparacion

I”

con el “gold-estandar” (en este caso RT-PCR) [46]. Estos ELISA’s parecen ser altamente
especificos para el virus pero tienden a ser poco sensibles para detectar un amplio rango de
NoV. La alta especificidad que presentan pueden hacer de estos ensayos una herramienta util
para diagnosticar brotes del virus, ya que en estos casos se dispone de una gran cantidad de
especimenes y la deteccion fehaciente de solo algunas muestras puede ser suficiente para
confirmar el agente etioldgico [12]. Sin embargo, estos kits tienden ser genotipo-especificos
para la cepa con que fueron generados y podrian subestimar la incidencia de NoV en regiones

donde circulan variantes muy distintas a las utilizadas de base para el kit.

Las VLPs pueden a su vez ser utilizadas ellas mismas para cubrir las placas de ELISA y asi
detectar anticuerpos contra este virus en muestras de pacientes. Este tipo de ensayo se ha
usado ampliamente para estudiar la sero-prevalencia de NoV en distintas poblaciones [33]. Al
contrario que con los ensayos utilizando anticuerpos para detectar antigeno, estos ensayos
presentan una gran reactividad cruzada entre los distintos anticuerpos presentes, y resulta
dificil diferenciar que variante de NoV se estd detectando y puede ser de hecho una
combinacion de distintas variantes con epitopes compartidos[33].

Un area interesante de estudio impulsada por VLPs es la ya mencionada produccidon de
vacunas contra NoV. Un gran problema que se presenta en esta adrea es la falta de
conocimiento existente en cuanto a la inmunidad obtenida contra este virus. Se ha
comprobado mediante estudios de desafios homadlogos al virus que existe inmunidad a corto
(6 a 14 semanas) y largo plazo (9 a 15 meses), pero inmunidad a mayor plazo (27 a 42 meses)
no fue constatada [15]. Estudios en paises en desarrollo han correlacionado la presencia de
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anticuerpos contra NoV en suero, con la resistencia a la infeccion por NoV [15]. Esto sugiere
que repetidas exposiciones si darian una proteccién contra la enfermedad. Tomando todo esto
en cuenta, los principales desafios para producir esta vacuna son: 1- la falta de conocimiento
en cuanto a su inmunidad, 2 -la cantidad de genotipos distintos de NoV existentes 3- la
evidencia de falta de proteccién cruzada entre estos distintos genotipos. 4- La necesidad de
generar inmunidad en mucosas y la falta de conocimiento sobre como generarla. 5- El virus
sigue siendo incultivable y 6- tampoco existe un modelo animal simple apropiado [15].
Teniendo esto en cuenta, se ha intentando generar vacunas utilizando VLPs de NoV como
antigeno. Se encontré que una inmunizacidén oral a ratones con VLPs logro inducir una
respuesta inmune sistémica y de mucosas, incluso sin el agregado de adyuvantes [6]. De hecho
se realizaron pruebas con voluntarios humanos de una vacuna a base de VLPs de una cepa Gl.1
administrada intra-nasalmente, utilizando quitosano y monofosforil lipido A como adjuvantes.
En este estudio se constatdé un aumento de IgA (inmunoglobulina de importancia en la
inmunidad de mucosas) especifica de NoV en el 70% de los individuos vacunados. Mds aun,
cuando se compararon el grupo que recibié la inmunizacion, con el grupo placebo, luego de un
enfrentamiento con un NoV homdlogo, se constatd que tanto la frecuencia de infeccion como
la gravedad de la gastroenteritis era menor en los individuos inmunizados [5]. Incluso un
trabajo reciente podria aportar el camino para solucionar el problema de la proteccién
cruzada. Parra y colaboradores desarrollaron una secuencia recombinante consenso de VP1
conteniendo regiones antigénicas de tres cepas distintas Gll4 y observaron que si se realizaba
una inmunizacién bivalente en conejos, utilizando VLPs de esta cepa consenso junto con VLPs
de una cepa GI1 (virus de Norwalk) el espectro de proteccion cruzada se expandia [49]. Por
ultimo, cabe mencionar que la aplicacion de las VLPs de NoV también han sido propuestas
como plataforma para exponer epitopes de otros patdgenos entéricos, ya que al estar
adaptado de forma natural al tracto digestivo utiliza las mismas vias que estos patdgenos [57].
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Objetivos

Objetivos Generales

Expresar la proteina principal de capside de Norovirus, VP1, de dos cepas autéctonas de
Uruguay en un sistema de expresidn basado en Baculovirus y evaluar su capacidad de producir
VLPs.

Objetivos Especificos

e Amplificar y clonar el gen codificante para la proteina principal de cdpside VP1 de 2
cepas autdctonas de Norovirus en el vector de transferencia pFastBacl.

e Poner a punto el crecimiento de la linea celular de insecto de Spodoptera frugiperda
(5f9).

e Construccion de los Baculovirus recombinantes mediante el sistema Bac-to-Bac
(Invitrogen Inc.)

e Expresar la Proteina VP1 en células Sf9 mediante la infeccion con Baculovirus
recombinantes.

e Detectar la expresion de VP1 y su capacidad de formar VLPs
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Desarrollo Metodoldgico

1) Material biolégico

Virus

Muestras: Se utilizaron muestras de materia fecal de brotes ocurridos en el pais,
previamente evaluadas como positivas para NoV en el laboratorio de Virologia.
Fueron caracterizadas genéticamente como pertenecientes al genogrupo I,
genotipo 4 y un recombinante del genogrupo Il, genotipo 12 (NV2011_134_UY y
NV2008_001_UY respectivamente).

Células Eucariotas

Bacterias

Plasmidos

Sf9: Estas células, junto con las Sf21, se utilizan tradicionalmente para los sistemas
de expresidon basados en Baculovirus y provienen del tejido ovarico de larvas del
lepidéptero Spodoptera frugiperda. Las células Sf9 son un aislado clonal de Sf21 y
son las células sobre las que se trabajard para producir los virus y las proteinas
recombinantes. Presentan un buen crecimiento tanto en monocapa como en
suspension. Se mantuvieron a 282C en medio de crecimiento Grace’s Insect
Medium con suero fetal bovino (SFB, GIBCO Life Technologies) al 10% vy
penicilina/estreptomicina/Fungizone® (ATB, Invitrogen Inc.) a concentracion final
de 100 Unidades/mL de penicilina, 100ug/mL estreptomicina y 0,25pg/mL
Fungizone® y no tienen requerimiento de CO, extra [30].

NEB-5 alpha high efficiency: Estas bacterias E.coli (New England Biolabs)
quimicamente competentes, derivadas de las células DH5a, son aptas para ser
transformadas de forma eficiente para una variedad de aplicaciones. En este caso
fueron transformadas con los plasmidos pFastBacl recombinantes generados.

DH10Bac: Células de E.coli (Invitrogen, Inc.) que contienen un bacmido y un
plasmido auxiliar encargado de la sintesis de una transposasa (Tn7) y que confiere
resistencia a la tetraciclina. El bacmido confiere resistencia a la kanamicina y
contiene el genoma de Baculovirus con una sefal de unidn para el transposon
bacteriano Tn7 insertado en la secuencia del gen LacZa, sin cambiar su marco de
lectura. Estas bacterias se utilizan para generar los bacmidos recombinantes al ser
transformadas con los vectores de transferencia recombinantes (pFastBacl) y
permitiendo la transposicion de las secuencias de interés desde el vector de
transferencia al bacmido mediante la transposicidn sitio especifica. Las colonias
pueden ser luego seleccionadas por el método de alfa complementacién debido a
la ubicacidn del sitio de transposicion [29].

PAEUA2: Este plasmido, presente en el laboratorio y construido por Valerie Revol-
Guyot del Centro de Genética Celular y Molecular; CGMC, Lyon-Francia [60],

18



contiene el gen codificante para la proteina verde fluorescente (Green Fluorescent
Protein, GFP) bajo el control del promotor herpético inmediatamente temprano
IE4. Fue utilizado para la construccién de un Baculovirus recombinante que
exprese la GFP a modo de control y para poner a punto el sistema.

e pFastBacl: Este plasmido contiene un sitio de policlonado donde se insertan las
secuencias de interés, flanqueado por el promotor de la Polihedrina de Baculovirus
hacia el extremo 5’ y una sefial de poliadenilado hacia el extremo 3’. A su vez,
contiene un marcador de seleccidn correspondiente a un gen que confiere
resistencia a la gentamicina. Este plasmido, es el vector de transferencia
proporcionado por el sistema Bac-to-Bac (Invitrogen Inc.) para generar los
bacmidos (que contienen el genoma de Baculovirus) recombinantes. Debido a
esto, todo este cassette estd flanqueado por secuencias para una transposicién
sitio especifica (Tn7), necesario para la transposicién hacia el bacmido. Ademas,
fuera de esta region flanqueada por las secuencias Tn7, se encuentra otro
marcador de seleccidn, esta vez, representado por un gen que confiere resistencia
a la ampicilina [29].

2) Extraccion del ARNsc gendmico

Primeramente se realizd la extraccién del material genético viral a partir de muestras fecales
empleando TRIzol® (Invitrogen Inc.) segun el protocolo propuesto por el fabricante.
Brevemente, se diluyd entre 0.1y 0.2 g de la muestra en 1mL de buffer fosfato salino (PBS, pH
7.4), se tomo 200 L de la suspension y se agregé 500 uL de TRIzol®. Seguidamente se agregd
100 pL de cloroformo, se agité vigorosamente por 15 min. A continuacion se centrifugd 15 min
a 14.000 rpm, 42C y se recuperd la fase acuosa, que contenia el ARN. Luego, se precipito el
ARN agregando 250 pL de isopropanol, dejando reposar por 10 min como minimo, a
temperatura ambiente. Se centrifugd por 10 min a 14.000 rpm, 42C y se descartd el
sobrenadante. El sedimento fue lavado con EtOH al 75% y resuspendido en 30 uL de H,0dd
estéril a 562C, luego se guardd a -802C.

3) Amplificacion del gen de VP1 mediante RT-PCR y del gen de la GFP por PCR

Luego de realizada la extraccidn de ARN gendmico de NoV se generd el ADN copia mediante
un ensayo de retrotranscripcién utilizando cebadores hexaméricos randémicos. Con este
molde de ADN copia se amplificd el fragmento deseado mediante una reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) con cebadores especificos (Tabla 1). Para la GFP no fue necesaria una
retrotranscripcion.

3.1) Retro Transcripcién

Se empled la enzima Superscript Il (Invitrogen Inc.), de acuerdo al protocolo propuesto por el
proveedor. Se agregd a 8uL de la extraccion de ARN para cada muestra, 2uL de una pre-mix
conteniendo 240 ng de cebadores hexaméricos randémicos (Invitrogen Inc.), 0,5mM de dNTPs
y H,Odd estéril. Esta mezcla se calentd a 652C por 5 min para luego incubarse 3 min en hielo.
Luego se agregd 10 uL de la mix, para llegar a un volumen final de 20 uL, conteniendo su
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respectivo Buffer Tris-HCI (50mM, pH 8,3), KCl (75mM) y MgCl, (3,0mM). Ademds de DTT
(0.01M, Invitrogen Inc.), RNAsa Out (20 Unidades, Invitrogen Inc.), Retrotranscriptasa (200
Unidades) y H,O dd estéril. Todas las concentraciones son expresadas como concentracion
final. Se incubd 10 min a 25 2C, se realizd la retrotranscripcién a 422C por 50 min y por ultimo
se inactivd la enzima a 722C por 10 min. El ciclado se realizé en un termociclador Eppendorf
(Mastercycler Personal). Para confirmar la presencia de NoV en las muestras se realizd una PCR
con cebadores degenerados.

3.2) Disefio de oligonucledtidos y clonaje libre de enzimas de restriccion

Los oligonucléotidos para amplificar GFP se disefiaron a partir de la secuencia del gen
completo contenido en el plasmido pAEUA2., mientras que para VP1 se generé un
alineamiento a partir de secuencias genémicas registradas y disponibles en la base de datos
on-line GenBank. Para llevar a cabo las siguientes etapas del trabajo se recurrié a un método
publicado recientemente [56], en donde se inserta un fragmento de ADN en un vector
plasmidico pero sin necesidad de utilizar enzimas de restriccion. De forma breve, la técnica
consiste en disefiar un par de oligonucledtidos que amplifiquen el gen de interés pero que
ademas tengan en sus extremos 5’ secuencias con homologia al vector, mas especificamente,
al sitio donde se pretende insertar el gen. De esta forma los productos de amplificacion de esta
primer PCR sirven como mega-cebadores en una segunda PCR donde se utiliza el vector como
molde (Figura 8). Debido a esto, a los cebadores, tanto los de VP1 como los del gen de GFP, se
les incluyd secuencias en sus extremos correspondientes a pFastBacl. Estas secuencias fueron
disefadas a partir de la secuencia de este plasmido, de forma que el gen foraneo se inserte en
el sitio multiple de clonaje, entre el sitio de corte para Eco Rl y Not | (Figura 8). Se utilizo el
mismo cebador directo para ambas cepas de NoV, mientras que dos cebadores reversos
distintos fueron disefiados para lograr amplificar las distintas cepas (Tabla 1). Se disefiaron
cebadores internos para VP1 de NoV con la finalidad de obtener la secuencia completa de
dicho gen (Tabla 1).

3.3) PCR para obtener Mega-cebador

Se utilizé la enzima Platinum Tag DNA polimerasa (Invitrogen Inc.). Para un volumen final de 50
pL se agregd el buffer de reaccidon sin MgCl, (20mM Tris-HCI, pH 8.4, 50mM KCI), MgCl,
(1,5mM), el cebador directo (0,3uM) y reverso (0,3uM), mix de dNTPs (0,2uM), en el caso de
NoV se agrego 5uL de muestra (obtenida en la parte 3.1) mientras que para GFP se agregaron
2.2 ng del plasmido pAEUA2. Por ultimo, se agregod la polimerasa (1 Unidad) y se completé con
H,0dd estéril. Todas las concentraciones son expresadas como concentracién final. Se realizd
el ciclado en un termociclador Eppendorf (Mastercycler Personal) de la siguiente forma: se
calentd a 942C por 2 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacién a 949C por 30 segundos,
hibridacién a 652C por 30 segundos y polimerizacién a 722C por 2 min. Los se purificaron estos
mega-cebadores para su uso posterior.
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Figura 8- Representacién grafica del disefio de cebadores para el desarrollo experimental del clonaje
libre de enzimas de restriccion. A) Se pueden observar la estructura de los mega-cebadores conteniendo
la secuencia del gen foraneo (en azul) flanqueada por secuencias correspondientes al sitio de insercion
en el plasmido pFastBacl (en rojo y verde). B) Se representa el plasmido pFastBacl mostrando en un
recuadro violeta el sitio de clonaje multiple, lugar donde se insertaran los genes fordneos. C) Secuencia
correspondiente al sitio de clonaje multiple, mostrando los sitios de restriccion presentes, se encuentra
subrayada con rojo la secuencia que flanquea el gen foraneo hacia el extremo 5’ en la parte A, mientras
que subrayada en verde se constata la secuencia que flanquea el gen foraneo hacia el extremo 3.
Adaptado del manual de usuario del sistema Bac-to-Bac (Invitrogen Inc.) [31].
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Nombre Secuencia (5'-->3') Polaridad Objetivo Uso

Noro ORF2 Rfclon For GGATCCCGGTCCGAAGCGCGCGGAATTCAA Directo VP1 de Norovirus Amplificaciony
GTGAATGAAGATGGCSTCKA Gll4yGlI12 secuenciado
Noro RF/ORF2 GlI4 GACTGCAGGCTCTAGATTCGAAAGCGGCCGC Reverso VP1 de Norovirus Amplificaciony
var2 TTATAATGCACGTCTRCGCCCCGYTCC Gll4 secuenciado
Noro RF/ORF2 GlI GACTGCAGGCTCTAGATTCGAAAGCGGCCGC Reverso VP1 de Norovirus Amplificaciony
Recom Rev TTAYTGCACCCTTCTRCGCCCATTCCC Gll12 secuenciado
GFP For RFclon GGATCCCGGTCCGAAGCGCGCGGAATTCAAA Directo Green Fluorescent Amplificaciony
TGGTGAGCAAGGGC Protein secuenciado
GFP Rev Rfclon GACTGCAGGCTCTAGATTCGAAAGCGGCCGC Reverso Green Fluorescent Amplificaciony
TTACTTGTACAGCTC Protein secuenciado
NVGII4 for534-556cd GATAGCAATGTTGTACACACCAC Directo Interior de VP1 Secuenciado
Norovirus Gll4
NVGII4 rev1310- CGCTGCATCCGGGCATAG Reverso Interior de VP1 Secuenciado
1327cd Norovirus Gll4
NVGII12 for590-607cd CTGTCTCCTGTAGAGTGC Directo Interior de VP1 Secuenciado
Norovirus GI112
NVGII12 rev1037- CAATCACTGCATCATGGCTCC Reverso Interior de VP1 Secuenciado
1057¢cd Norovirus G112
pFastBac for TAT TCC GGATTATTC ATACC Directo pFastBacl Secuenciado
pFastBac rev TTC AGG TTC AGG GGG AGG TG Reverso pFastBacl Secuenciado
pUC M13 for G CCCAGTCACGAC Directo Bacmido Confirmacion
pUC M13 rev CAGGAAACAGCTATGAC Reverso Bacmido Confirmacion

Tabla 1-Cebadores utilizados en este trabajo. Para los cebadores utilizados en el clonaje libre de enzimas
de restriccion se muestra en negrita la secuencia correspondiente al vector pFastBacl. Los cebadores
comerciales se encuentran subrayados, el resto fueron disefiados en este trabajo.

4) Obtencidn y produccion de los stocks de Baculovirus Recombinante

Para la construccion de los Baculovirus recombinantes se utilizd el sistema Bac-to-Bac
Expression System (Invitrogen Inc.) [29]. Brevemente, este sistema se basa en la transposicion
sitio especifica entre: 1) un plasmido donador pFastBacl (o también llamada plasmido de
transferencia) que contiene el gen de interés bajo la influencia del promotor fuerte de
Baculovirus (en nuestro caso es el promotor del gen de la Polihedrina y 2) un bacmido
propagado en E. coli que contiene el genoma del Baculovirus. De esta manera cuando se
transforman dichas bacterias con el plasmido donador, en donde se insertd el gen foraneo,
ocurre la transposicion sitio especifica al bacmido. Las bacterias con bacmidos recombinantes
son seleccionadas por el método de alfa complementacion ya que la sefial de transposicidon en
el bacmido esta incluida en una zona que codifica para el péptido LacZ. Luego se transfectan
las células de insecto (Spodoptera frugiperda: Sf-9) con el bacmido purificado y se obtiene la
primera produccién del Baculovirus recombinante que expresa la proteina de interés (Figura
9).

22



A B
Gen foraneo
a0

P pm— 1 - = | - = —
- L N ST (et
T i;_ i Transformacidn -/ E »:E e/l \ I ’/ {ym_'."l ﬁ'\l ":e_-_e/l \
i \ — i Transposicidn . J
{ _> . < —H 4 — N |
| pFastBac I| .gmb,: . _E ,//\ﬁ / Seleccion con Antibidficos “/ _y
\ / l.\ P ﬁ C
N L) L e -
” / q )]
. \_ ) = _./
Plasmido donad . ) .
B Células Competentes DH10Bac E.coli E. coli (Lac7~)
P

Conteniendo Bacmido recombinante

Dia 1 Dias 2-3
Mini-prep de ADN de
alto peso molecular
s - . ————————————— ]
/o0 o ' L
o%e ~ Dias 5-T | Dia 4
| . T |
.. / Particulas de I/ > - |
\ 3 :aculo\;:rus . %)\ |é|| ((?' /I I
ecombinantes %, Voo E | 55
Dettlarmlnalr titulo w B ANV RS I
viral por plagueo
[z y\ k T " b / | Transfeccion de
D ! ! rf *TCélulas de insecio
iy /“H-'f‘v o l'con cellFECTIN®
Infeccidn |L’ 0000000 O | I
de Células | J
de insecto I Bacmido recombinante
|
/ |

e~

locoococooooo o |

v

Expresion de gen recombinante

o amplificacidn viral

Figura 9-Representacion grafica del funcionamiento del sistema Bac-to-Bac. En la parte A se aprecia el
pldasmido donador pFastBac con el gen foraneo insertado, dicho plasmido se utiliza para transformar
células competentes DH10Bac, estas células contienen el bacmido (que a su vez contiene el genoma de
Baculovirus) y un plasmido auxiliar o “helper” que codifica para la enzima responsable de la
transposicién sitio especifica. En la parte B se ve como una vez transformadas las bacterias con el
plasmido donador, ocurre la transposicidn sitio especifica entre éste y el bacmido, asi el gen es insertado
en el genoma del Baculovirus. En la parte C se purifica el bacmido recombinante. En la parte D se utiliza
el bacmido purificado para transfectar células de insecto y conseguir la primera produccion de particulas
virales recombinantes. Estas pueden luego ser tituladas por plaqueo o utilizadas para infectar células
nuevamente para amplificar el stock viral o directamente conseguir la expresion de la proteina de
interés. Adaptado del manual de usuarios del sistema Bac-to-Bac (Invitrogen Inc.) [29].

4.1) Construccion de los pldsmidos pFastBacl recombinantes conteniendo los genes fordneos

A partir del producto de amplificacidon del gen de VP1 y GFP se procedié a insertar el mismo
dentro del Sitio Multiple de Clonaje que existe en el plasmido pFastBacl, entre los sitios de
restriccion para Eco Rl y Not I. Dicho plasmido es el vector de transferencia apropiado para el
paso siguiente de construcciéon del Baculovirus recombinante. Para generar los pldsmidos
recombinantes se prosiguié con la segunda parte de la metodologia de clonaje sin enzimas de
restriccion, utilizando el producto de amplificacién de la parte 3.3 como un mega-cebador para
una PCR que requiere el plasmido pFastBacl, sin inserto, como molde. Se utilizé la enzima
Phusion High fidelity polymerase (Finnzymes). El protocolo, de acuerdo a lo estipulado por el
fabricante, fue: para un volumen final de 50uL se agrego el buffer de reaccion phusion HF 5X
utilizado al 1X, la mix de dNTPs (200uM cada uno), el mega-primer purificado correspondiente
a cada construccion (200ng), el molde de ADN pFastBacl sin inserto (40ng), la polimerasa (1,6
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unidades) y se completd con H,0dd estéril. El ciclado se realizé en un termociclador Eppendorf
(Mastercycler Personal) y se realizd de la siguiente forma: se calenté a 982C por 30 segundos,
seguido de 30 ciclos de desnaturalizacién a 982C por 10 segundos, hibridaciéon a 622C por 30
segundos y polimerizacidn a 729C por 3 min, y una extension final a 722C por 7 min.

De acuerdo a la técnica de clonaje libre de enzimas de restriccién, el producto de PCR fue
digerido con la enzima Dpn | para eliminar el pldsmido parental pFastBacl sin genes foraneos
insertados, usado como molde. Una vez librado del molde en la reaccidn, se transformo
inmediatamente bacterias E.coli NEB 5-alpha (New England Biolabs) de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. Las células se descongelaron en hielo por 10 min, se agregd
1pg a 100 ng del plasmido y se mezclé suavemente. Se dejé la mezcla en hielo por 30 min. Se
realizd un choque térmico poniendo el tubo en H,0 a 429C por 30 segundos y se dejo reposar
en hielo por 5 min. Se agregd 950uL de medio S.0.C. y se incubd a 379C con una agitacion de
250 rpm por 60 min. Se sembraron dos placas de agar LB-ampicilina (100ug/mL) por plasmido
recombinante, una con 50uL de la transformacion y otra con 150uL. Se incubaron durante la
noche (ON) a 372C. Se picaron colonias y se realizd un minicultivo en medio LB-ampicilina
liguido ON con agitacion a 220 rpm. Luego de 18 horas se seleccionaron los mini-cultivos que
presentaron crecimiento y se realizd la extracciéon de los pFastBacl recombinantes. La
extraccién se realizd con el QlAprep spin miniprep kit (Qiagen, CA, USA) siguiendo las
indicaciones del fabricante. Se confirmé la identidad y correcta insercién de los genes de
interés mediante secuenciacién. Los cebadores utilizados se encuentran listados en la Tabla 1.

4.2) Construccion de los bacmidos recombinantes conteniendo los genes foraneos

A continuacién se transformaron bacterias DH10Bac (Invitrogen, Inc.) con los pFastBacl
recombinantes de manera de que ocurra la transposicion sitio especifica entre el plasmido
donador y el bacmido conteniendo el genoma de Baculovirus. Se siguieron las instrucciones del
protocolo proporcionado por el fabricante. Se descongelaron las bacterias en hielo por 10 min,
se agregaron 100uL de la suspensidon de células en un tubo Falcon de 15 mL. A este tubo se le
afadidé 1 ng de plasmido donador diluido en 5uL de H,0dd estéril y se mezcld suavemente. Se
incubd la mezcla en hielo por 30 min. Se realizé un choque térmico a 422C por 45 segundos. Se
dejo reposar por 2 min en hielo, luego se agregd 900uL de medio S.0.C. y se dejé 4 horas en
agitador a 372C a 225 rpm. Se plaquearon 100uL puros y 100uL de una diluciéon 1/10 en medio
S.0.C., en LB agar conteniendo peptona (0.01 g/mL), extracto de levadura (0.005g/mL), cloruro
de sodio (0.01g/mL), agar (0.012g/mL), kanamicina (50pg/mL), gentamicina (7pg/mL) y
tetraciclina (10pg/mL), Bluo-Gal (100ug/mL) e IPTG (40ug/mL) y se incubd durante 48 horas a
372C. Una vez obtenidas las colonias con los posibles bacmidos recombinantes (colonias
blancas), se realizd un segundo paso de aislamiento de las colonias por sembrado en estrias en
placas con las mismas caracteristicas, se dejaron 48 horas incubando. Posteriormente, se
picaron nuevamente colonias blancas y se crecieron mini-cultivos en medio LB liquido
conteniendo kanamicina (50ug/mL), gentamicina (7pg/mL) y tetraciclina (10ug/mL) y se llevé a
cabo el protocolo de extraccion de bacmidos también propuesto por el fabricante.
Brevemente, Se tomaron 1,5 mL de mini-cultivo y se centrifugd a 14.000 rpm por 1 min. Se
retird el sobrenadante y se resuspendid el sedimento en 0,3 mL de solucién | [15 mM Tris-HCl
(pH 8,0), 10mM EDTA, 100pug/mL RNAsa A]. Se le afiadié 0,3 mL de solucién Il (0,2 M NaOH, 1%
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SDS) y se incubd a temperatura ambiente por 5 min. Luego se le afiadié 0,3mL de acetato de
potasio 3M (pH 5,5) y se incubd en hielo 5-10 min. Se centrifugd por 10 min a 14.000 rpm y se
transfirid el sobrenadante a otro tubo con 0,8 mL de isopropanol absoluto. Se incubd en hielo
de 5-10 min y se centrifugd por 15 min a 14.000 rpm. Se removid el sobrenadante y se agregé
0,5 mL de EtOH 70% para lavar el sedimento obtenido y se volvié a centrifugar por 5 min a
14.000 rpm. Se secé el sedimento (conteniendo el material genético precipitado) a
temperatura ambiente por 5-10 min, se resuspendié en 40uL de H,0dd estéril y se guardd a -
202C. Ademas se detecté la presencia de inserto en los bacmidos purificados mediante una
PCR con la enzima Taq platinum (Invitrogen Inc.) utilizando los oligonucleétidos “pUC M13 for”
y “pUC M13 rev” (Tabla 1) como se indica en el manual del sistema Bac-to-Bac [29] pero
adaptado a volumen final de 25uL. El ciclado se realizé en un termociclador Thermo Scientific
(PCR Sprint Thermal Cycler) de la siguiente manera: 2 min a 949C seguido de 35 ciclos de 942C
por 30 segundos, 552C por 30 segundos y 722C por 4 min, con un ultimo paso a 152C por 30
segundos.

4.3) Obtencion del inoculo inicial de Baculovirus recombinantes

Una vez obtenidos los bacmidos recombinantes se procedid a construir los Baculovirus
recombinantes transfectando la linea celular de Spodoptera frugiperda (Sf9). El protocolo de
transfeccion se basé en el propuesto por el fabricante pero se adaptd para realizarse en una
botella F25cm? y fue el siguiente: se sembraron 2,0 x 10° células por botella con medio con
ampicilina y estreptomicina al 0,5X (50 unidadades/mL penicilina y 50 pg/mL estreptomicina).
Se dejé adsorber 1 hora a 279C y se prepararon dos soluciones, la solucidon A, con 12,5uL de
miniprep de bacmido en 250uL de medio sin ATB y sin SFB (medio incompleto) y la solucién B
con 15uL de CellFECTIN® (Invitrogen Inc.) en 250uL de medio incompleto. Se combinaron
ambas soluciones y se dejaron incubando 45 min a temperatura ambiente. Se lavd las células
con 5mL de medio incompleto. Se agregd 2mL de medio incompleto a cada tubo conteniendo
la mezcla de CellFECTIN® y ADN y se mezcld suavemente. Se aspird el medio de lavado de las
células y se agregd la mezcla de CellFECTIN® y ADN. Se incubd 5 horas a 279C. Se retiraron las
mezclas de transfeccion y se agregd 5mL de medio 1% SFB y antibidticos. Se cosechd el virus a
las 72 horas post-infeccion centrifugando el contenido de la botella a 1.500 rpm por 5 min y
conservando el sobrenadante.

4.4) Amplificacion de los indculos iniciales de Baculovirus recombinantes

Se amplificé la cosecha inicial de Baculovirus recombinantes mediante 3 pasajes sucesivos, los
dos primeros en F75cm” y el Gltimo en F175cm? a una multiplicidad de infeccién (MOI) de
entre 0,01 y 0,1. La MOI es la relacidon existente entre la cantidad de particulas virales y la
cantidad de células en el cultivo a infectar. El protocolo de amplificacién fue el siguiente: se
sembraron 6 x 10° células por F75cm” y 14x10° en F175cm? en medio 10%SFB con ATB vy se
dejé adsorber 1 hora a 282C. Se retird el medio y se agregd inoculo para una MOI de 0,01 y 0.1.
El control de células se dejé con medio con SFB al 1% y ATB. Se incubd 1 hora a 282C y sin
retirar el inoculo se completd hasta 12 y 30 mL respectivamente con medio 1% SFB y ATB. Se
dejé 72 horas a 282C. Se centrifugd por 5 min a 1.500 rpm y se conservo el sobrenadante.
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4.5) Titulacion de los Baculovirus recombinantes por plaqueo viral

Se llevd a cabo un protocolo de titulacion por focos fluorescentes para el Baculovirus
expresando GFP y uno por placas de lisis para los Baculovirus expresando VP1. Brevemente, se
sembraron 2,5 x 10° células por pocillo (placa de 24 wells) en medio 10% SFB y ATB y se dejé
adsorber 1 hora a temperatura ambiente. Se retird el medio y se sembraron 100uL de
diluciones seriadas, en medio incompleto, de la muestra viral. El control de células se dejé con
medio incompleto. A todos los pocillos se les agregd 100uL de medio incompleto y se dejé
incubar 1 hora a temperatura ambiente. Se retird el inoculo y se agregd el medio semisélido
(dos partes medio 2X 20%SFB y 2X ATB, una parte medio 10% SFB con ATB y una parte de
Agarosa low melting point al 4% (Invitrogen, Inc). Se dejé gelificar por 20 min vy, para el
plagueo por focos fluorescentes del Baculovirus expresando GFP, se incubé a 282C por 72
horas en un ambiente himedo y se contaron los focos fluorescentes. Mientras que para el
protocolo de placas de lisis empleado para los Baculovirus expresando VP1, se incubé a 282C
de 7 a 10 dias. Se retiré el medio y se agregd 0.5 mL de formaldehido al 4% en PBS para fijar las
células. Se dejo incubar 30 min a temperatura ambiente. Después de la fijacidn, se descarté la
solucién de formaldehido y se elimind la capa de agarosa utilizando una espatula. Se agregdé
0.1 mL de solucidn stock de azul de metileno (0.8% de colorante, 48% EtOH, 0.005% de KOH y
H,0) por placa y se incubé de 15 a 30 segundos. Se enjuago cuatro veces con agua corriente y
se dej6 secar las placas invertidas sobre papel absorbente. Por ultimo se observaron las células
al microscopio y se contaron las placas de lisis. Los titulos se calcularon multiplicando el
numero de placas de lisis o focos fluorescentes por el reciproco del volumen del inoculo en mL
y por el reciproco de la dilucidon de la muestra original. Se expresaron los titulos en unidades
formadoras de placas por ml (ufp/mL) para el plaqueo donde se contaron placas de lisis, y en
unidades formadoras de focos por mL (uff/mL).

5) Expresion y purificacion de proteinas recombinantes

La produccién de proteinas se realizé mediante un protocolo idéntico a los pasajes iniciales en
botella F75cm? detallado en la parte 4.4 pero se sembraron 12 x 10° células por botella, se
utilizé una MOl de 5 y se incubd 5 dias a 282C. De acuerdo a lo estipulado por Bertolotti-Cialert
y cols, se cosechd el sobrenadante y las células y se centrifugd por 15 min a 1.500 rpm. Se
mantuvo el sobrenadante y se centrifugd por 30 min a 12.000 rpm (rotor JA-20). Nuevamente
se conservé el sobrenadante y se volvié a centrifugar 2 horas a 40.000 rpm (Beckman, 60Ti)
[8]. Se mantuvo el sedimento que se resuspendid en 500uL, siempre se mantuvo la cadena de
frio.

Se estimd la concentracién de proteina obtenida mediante la técnica de Bradford utilizando
seroalbumina bovina como estandar. Se utilizé medio de cultivo Grace’s Insect Médium con
SFB (1%) y ATB como blanco.
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6) Deteccion de la expresion de VP1 y evaluacion de la formacion de VLPs

6.1) SDS-PAGE

Se analizd la purificacién del punto 5 mediante gel de SDS-PAGE para detectar la expresién de
la proteina fordnea VP1 a partir de células Sf9 infectadas con los Baculovirus recombinantes.
Se realizé la corrida electroforética en una cuba vertical (Hoefer Scientific Instruments, The
Sturdier Gel Slab SE 400), se utilizé poliacrilamida a una concentracion final de 12% para el gel
separador y 5% para el gel concentrador. Se calenté 15ulL de cada muestra con buffer de carga
5X (10% SDS, 0.5M B-Mercaptoetanol, 50% Glicerol, TRIS-HCI pH=6.8 0.31M, 0.5% Azul de
Bromofenol, H,0 a completar) utilizado 1X, en termobloque a 902C 5 min, luego se sembraron
en los pocillos correspondientes. Se aplicd una corriente constante de 100V por 3 horas. Se
utiliz6 como marcador de peso molecular el PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermentas
INC.) y se sembraron 5uL. Las bandas se revelaron utilizando una solucién Azul de Coomassie
(0.05% Azul de Coomassie, 45% EtOH, 7% Acido Acético y H,0 destilada hasta completar),
brevemente, se dejé agitando suavemente ON, luego se le reemplazé la solucidn de tincidn
por solucidn decolorante (30% EtOH, 10% Acido Acético y H,0dd hasta completar) para
remover el exceso de tincidn y se dejo 2 horas agitando suavemente. Finalmente se conservé
el gel con solucion de secado (68% de alcohol etilico, 2% glicerol y H,O destilada hasta
completar) en papel celofan transparente.

6.2) Microscopia Electrénica

Se evalud la formacion de VLPs por parte de VP1 mediante el andlisis por microscopia
electronica de transmisiéon de las purificaciones del punto 5. Se utilizé el microscopio
electrénico JEOL-JEM 1010, operado a 100kV. Se utilizd tincidon negativa con Acetato de
Uranilo al 2% diluido en H,0. Se incubé 15uL de la muestra en una grilla de cobre de 200 mesh
con film de Formvar y carbono por 2 min, luego se retiré el exceso y se incubd también por 2
min con 15pL Acetato de Uranilo. Las fotos fueron tomadas con una camara digital
Hamamatsu C-4742-95.

7) Electroforesis en geles de agarosa y secuencias

Los resultados de la amplificacion del gen VP1 y GFP se visualizaron por electroforesis en gel de
agarosa al 1%, utilizando el buffer de corrida Tris-Acetato-EDTA (TAE) (40mM Tris, 20mM Acido
Acético y ImM EDTA). Los mega-cebadores seleccionados fueron purificados, utilizando el kit
de purificacion de &acidos nucléicos “NucleoSpin Gel and PCR Clean-up” (Macherey-Nagel,
Germany) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se estimd su concentraciéon en gel de
agarosa 1% comparando intensidades de banda con los marcadores de peso molecular
utilizados (GeneRuler 100pb y 1kb DNA Ladder, Fermentas). Los plasmidos pFastBacl con
genes foraneos resultado de la transformacién de bacterias NEB 5-alpha y la PCR para
confirmar presencia del inserto génico en los bacmidos, también se visualizaron por
electroforesis en gel de agarosa al 1%, utilizando el buffer TAE. Mientras que los bacmidos
recombinantes purificados fueron visualizados en un gel de agarosa 0,5% corrido por 6 horas a
25V utilizando el buffer de corrida TAE. Siempre se utilizd 1uL de Goodview (SBS Genetech Co.,
Ltd) cada 20 mL de gel de agarosa como agente para la tincién del material genético.
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Se utilizé el servicio de secuenciacidn automadtica del Institut Pasteur de Montevideo y se
realizod el analisis de las secuencias utilizando el software BioEdit versién 7.0.8.0. Los cebadores
utilizados para secuenciar se encuentran en la Tabla 1.
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Resultados

1) Obtencion del gen de VP1 mediante RT-PCR y GFP por PCR

Para ambas cepas de NoV se obtuvo un producto de amplificacidon de aproximadamente 1700
pb mientras que para la GFP la banda obtenida fue de mas de 700 pb (Figura 10). Todas las
bandas pudieron ser purificadas directamente a partir de la reaccidon de PCR de forma correcta
ya que no se vio amplificacién inespecifica en ninguno de los casos. Se estimd la concentracién
de las bandas luego de purificadas, respecto a la concentracién de las bandas del marcador de
peso molecular, en 20ng/uL para NoV cepa Gll12, 6,7ng/ulL para NoV cepa Gll4 y 25ng/ul para
GFP (Figura 11).
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Figura 10- Visualizacion de los productos génicos amplificados de las distintas PCR’s por electroforesis
en geles de agarosa al 1%, utilizando buffer de corrida TAE, se encuentran marcados los tamafos de las
bandas de peso molecular entre las cuales se encuentran los fragmentos de interés. A- Se observa la
banda correspondiente al gen de la VP1 de la cepa Gll4 de Norovirus (carril 2), este gen tiene un tamafio
estimado de 1700 pares de bases (pb). El marcador de peso molecular (PM) utilizado fue el GeneRuler
1lkb DNA ladder (Fermentas) y se corri6 en el carril 1. B- En este caso se observa la banda
correspondiente al gen de la VP1 de la cepa GllI12 de Norovirus (carril 1) que tiene un tamafio estimado
de 1700 pares de bases, el marcador de peso molecular (carril 2) utilizado también fue el Generuler 1kb
DNA ladder (Fermentas). C- Por ultimo la banda correspondiente a GFP (carril 2) cuyo tamaiio estimado
es de 700 pb, en este caso el marcador de peso molecular (carril 1) utilizado fue el GeneRuler 100pb
DNA ladder (Fermentas).
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Figura 11- Visualizacion de las purificaciones de los distintos mega-cebadores por electroforesis en geles
de agarosa al 1%, utilizando buffer de corrida TAE, se marcan con flechas la concentracién de material
genético a la que corresponde cada intensidad de banda de peso molecular entre las cuales se
encuentran los fragmentos de interés. A- El marcador de peso molecular (PM) utilizado fue el GeneRuler
1kb DNA ladder (Fermentas) y se corrid en el carril 1, la banda correspondiente al gen de la VP1 de la
cepa GII12 de Norovirus se corrié en el carril 2. La banda correspondiente al gen de la VP1 de la cepa
Gll4 de Norovirus se corrid en el carril 3. Se corrieron 3ul de cada una de las purificaciones B- Se
corrieron 3ul de la purificacidon correspondiente a GFP en el carril 2, en este caso el marcador de peso
molecular (carril 1) utilizado también fue el GeneRuler 1kb DNA ladder (Fermentas).

2) Obtencion de los Baculovirus recombinantes

2.1) Plasmidos pFastBacl Recombinantes

Utilizando los productos de amplificacidn con las secuencias de insercién en sus extremos
como mega-cebadores, se realizd la segunda ronda de PCR del clonaje libre de enzimas de
restriccion como se detalld anteriormente en el punto 3.3 del desarrollo metodoldgico. Se
observaron bandas dentro del rango de peso molecular estimado, si bien el marcador de peso
molecular para NoV resulto dificil de diferenciar (Figura 12). El tamano estimado de los
pldasmidos recombinantes fue aproximadamente 6.500 pb para las cepas de NoV y 5.700 pb
para GFP. Se calculd 4775 pb del plasmido sumado a aproximadamente 1700 pb del inserto
para NoV mientras que para GFP el inserto se calculé de aproximadamente 700 pb. El plasmido
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correspondiente a GFP migré un poco mas lento de lo esperado y se ubicd levemente por
encima de las 6.000 pb.

VPl1de VPlde

A PM NoVGIl12 NoVGli4 B PM  GFP
1 2 1
8.000 pb
8.000 pb
6.000 pb

6.000 pb

Figura 12- Visualizacidon de la segunda ronda de PCR del clonaje libre de enzimas de restriccion por
electroforesis en geles de agarosa al 1%, utilizando buffer de corrida TAE, se encuentran marcados con
flechas el peso molecular entre las cuales se encuentran los fragmentos de interés. A- El plasmido
recombinante conteniendo el gen de VP1 de la cepa GlI12 de Norovirus se corrié en el carril 1. La banda
correspondiente al plasmido conteniendo el gen de la VP1 de la cepa Gll4 de Norovirus se visualiza en el
carril 2. B- El plasmido conteniendo el gen de la proteina fluorescente verde (GFP) se vislumbra en el
carril 1. En ambos casos el marcador de peso molecular utilizado fue el GeneRuler 1kb DNA ladder
(Fermentas).

Como se detallé anteriormente en el punto 4.1 del desarrollo metodolégico, se transformaron
bacterias competentes NEB 5-alpha (New England Biolabs) y se realizd una extraccién de los
pldsmidos recombinantes. Se picaron 8 colonias de NoV Gll12, 3 de NoV Gll4 y 4 de GFP, de las
8 extracciones realizadas para la cepa GllI12 de NoV se eligieron 2 que presentaban un patrén
de migracion mas lento que el resto (Figura 13), sugiriendo la presencia del inserto, y se
mandaron a secuenciar. Para la cepa Gll4 de NoV solo se constatd una extraccidon de migracién
diferencial (Figura 13) y también se mando a secuenciar, ademas se eligié otra de migracion
mas rapida (menor peso molecular) de todas formas para el secuenciado. En cuanto a la GFP
se constataron dos extracciones con una migracién levemente menor que las otras (Figura 14)
y fueron estas las elegidas para la secuenciacion.
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Figura 13- Electroforesis en gel de agarosa al 1% mostrando los resultados de las extracciones de los
pldsmidos recombinantes pFastBacl a partir de las colonias para VP1 de las cepas GllI12 y GlI4 de
Norovirus (NoV). Se utilizé buffer de corrida TAE, se sembraron 2uL de cada extraccion y el marcador de
peso molecular (PM) utilizado fue el GeneRuler 1kb DNA ladder (Fermentas). Se encuentran indicados el
peso molecular de las bandas del marcador entre las cuales se encuentran los fragmentos de interés.
Con flechas azules se muestran las extracciones que presentaron diferencia en la migracién y por tanto
se seleccionaron para mandar a secuenciar.

GFP

8.000pb
6.000pb
5.000pb

Figura 14- Electroforesis en gel de agarosa al 1% mostrando los resultados de las extracciones de los
pladsmidos recombinantes pFastBacl a partir de distintas colonias para la proteina fluorescente verde
(GFP). Se utilizé buffer de corrida TAE, el marcador de peso molecular (PM) utilizado fue el GeneRuler
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1kb DNA ladder (Fermentas). Se marca el peso molecular de las bandas entre las cuales se encuentran
los fragmentos de interés. En los carriles 1- 4 se sembraron 2puL de muestra correspondiente a colonias
transformadas con plasmidos conteniendo el gen para GFP. Con flechas azules se muestran las
extracciones que presentaron una minima diferencia en la migracidn y por tanto se seleccionaron para
mandar a secuenciar.

Una de las extracciones enviadas a secuenciar para la cepa GIll12 probd contener
efectivamente el gen codificante para la proteina VP1 de NoV GlI12 (1608 pb, 535 aa
estimados) insertado de forma correcta, mientras que la otra extraccion fue descartada debido
a que presentaba un coddn de terminacidén prematuramente en la secuencia. Para Gll4
también se logré confirmar la presencia del gen de VP1 intacto correspondiente a dicha cepa
(1623 pb, 540 aa estimados) en la extraccion de migracion retardada, mientras que en la
extraccién cuya migracién fue mayor no se detecté inserto. Por Ultimo, ambas extracciones
secuenciadas de GFP resultaron contener el inserto esperado (720 pb, 239 aa estimados), se
eligié una de las dos indistintamente para el préximo paso.

Confirmadas tanto la identidad como la integridad y correcta insercién de los genes de interés
mediante secuenciacién, los plasmidos recombinantes de las tres construcciones, fueron
nombrados pFastBacVP1Gll4, pFastBacVP1Gll12 y pFastBacGFP de acuerdo a los genes que
contienen, VP1 de la cepa Gll4, VP1 de la cepa GlI12 y GFP respectivamente

2.2) Bacmidos Recombinantes

Se utilizaron los pldsmidos recombinantes para transformar bacterias DH10Bac® para que
ocurra la transposicidn sitio especifica entre estos y el bacmido propagado en las bacterias.
Luego de realizar la transformacion se seleccionaron colonias blancas y una colonia azul (a
forma de control) para sembrar en estrias. Se picaron 7 colonias correspondientes a VP1 de
NoV Gll4, 8 colonias correspondientes a VP1 de NoV Gll12 y 6 colonias para el de la GFP para
realizar mini-cultivos. Hubo crecimiento en todos los mini-cultivos, por lo que se realiz6 una
extraccién de ADN de alto peso molecular de acuerdo a lo estipulado por el fabricante [29].
Todos menos uno de los bacmidos extraidos para NoV presentaron la banda esperada de 4.000
pb (2.300 del bacmido y 1.700 del inserto) en la PCR de confirmacion, ademas una colonia de
control (azul en el plagueo) que contenia el bacmido pero sin inserto fue incluida en la
reaccién y arrojo un resultado negativo para transposicion (banda de aproximadamente
300pb) como era de esperarse (Figura 15). La extraccién cuyo resultado fue negativo para el
bacmido no fue tomada en cuenta para los siguientes experimentos. Para elegir un bacmido
especifico se corrié un gel 0.5% por 6 horas a 25V, El peso molecular aproximado de los
bacmidos deberia ser un poco mayor a 23.000 pb, se eligid6 una extraccidn para cada
constructo que presentaba una banda distinguible a dicha altura para proseguir con la
transfeccion (Figura 16). Ademas se tomo en cuenta, para los bacmidos conteniendo insertos
de las cepas de NoV, que haya presentado una buena banda en la PCR de confirmacién (Figura
15). Estos bacmidos fueron llamados BacVP1Gll4, BacVP1GIlI12 y BacGFP de acuerdo a los
genes foraneos contenidos en cada uno, VP1 de NoV Gll4, VP1 de NoV GII12 y GFP
respectivamente.
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Figura 15- Electroforesis en gel de agarosa al 1% mostrando los resultados de la PCR para confirmar
presencia de bacmido con inserto en las minipreps de distintas colonias para las dos cepas de Norovirus
(G4 y GGII12). Se utilizé buffer de corrida TAE, el marcador de peso molecular (PM) utilizado fue el
GeneRuler 1kb DNA ladder (Fermentas). Se encuentran marcados con flechas el peso molecular entre
las cuales se encuentran los fragmentos de interés. En el carril 4 se corrié la muestra correspondiente a
la colonia control (C), azul en el plaqueo, en esta colonia no se dio la transposicién sitio especifica y
posee el bacmido sin inserto. En el carril 17 se corrio el control negativo (C-) de la PCR. Se muestran con
flechas azules los resultados de los bacmidos en las muestras que mas adelante fueron seleccionados
para transfectar células, basado en este resultado y el analisis de la extraccion.
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Figura 16- Electroforesis en gel de agarosa al 0,5% mostrando las extracciones de bacmidos de distintas
colonias para las dos cepas de Norovirus (Gll4 y GII12) y para la Proteina Fluorescente Verde (GFP). Se
utilizé buffer de corrida TAE, el marcador de peso molecular (PM) utilizado fue el GeneRuler 1kb DNA
Extension ladder (Invitrogen Inc). A- Extracciones de colonias con bacmidos transformadas con
plasmidos conteniendo el gen para VP1 de Norovirus cepa Gll4 y GlI12. En el carril 3 se corrid la muestra
correspondiente a la colonia control (C), azul en el plaqueo, en esta colonia no se dio la transposicidn
sitio especifica y posee el bacmido sin inserto. En el carril 16 se corrid el control negativo (C-) de la PCR.
B- Esquema de del marcador de PM utilizado. C- Diferentes extracciones de colonias con bacmidos
transformadas con plasmidos conteniendo el gen para GFP. El tamafio estimado de cada bacmido es
levemente mayor a 23.000 pb. Se muestran con flechas azules las bandas que corresponderian a los
bacmidos cuyas extracciones fueron seleccionados para la transfeccion de las células Sf9.

2.3) Obtencion de stocks de Baculovirus Recombinante

Se utilizaron BacVP1Gll4, BacVP1GIlI12 y BacGFP para transfectar células Sf9 y conseguir
producir un primer inoculo. Los Baculovirus recombinantes fueron llamados BaculoVP1Gll4,
BaculoVP1GII12 y BaculoGFP de acuerdo a los genes fordneos contenidos en el genoma de
cada uno, VP1 de la cepa Gll4 de NoV, VP1 de la cepa GllI12 de NoV y GFP respectivamente. No
se logrd poner a punto la titulacién por placas de lisis para BaculoVP1Gll4 y BaculoVP1GlI12,
esto se debié a que fue imposible obtener una monocapa confluente de células para contar
placas de lisis de forma confiable. Probablemente la caracteristica de crecimiento semi-
adherente de las células Sf9, ademas de la sensibilidad a los cambios de condiciones dados en
el protocolo de plaqueo fueron las causantes de la dificultad para lograr este objetivo. Debido
a esto, se estimd el titulo de estos stocks utilizando como referencia el obtenido para
BaculoGFP mediante conteo de focos fluorescentes y asumiendo que todas las producciones
tuvieron una eficiencia similar. (Figura 17). Utilizando este método se resolvié que el primer
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inoculo contenia 4,5x10* unidades formadoras de focos uff/mL. Se amplificé este inoculo inicial
tres veces, obteniéndose titulos en los tres pasajes sucesivos de 5,0x10°uff/mL, 2,0x10°uff/mL
y 2,0x10°uff/mL respectivamente.
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Figura 17- Imagenes del protocolo de plaqueo por focos fluorescentes de la Proteina Verde Fluorescente
(GFP) utilizando células de Spodoptera frugiperda (Sf9) en medio sémi-sélido. A- Observacion con
microscopio Optico. B- Observaciéon con microscopio de fluorescencia. De esta manera se detecta la
presencia de fluorescencia verde emitida por la GFP expresada debido a la infeccién por el Baculovirus
recombinante BaculoGFP. Marcado con un circulo rojo se encuentra un foco de fluorescencia.

2.4) Produccion y purificacion de proteinas recombinantes

El volumen vy titulo viral del dltimo pasaje fue suficiente para realizar la produccién de
proteinas a una MOI de 5. Se procedid a purificar las posibles VLPs mediante sucesivos pasos
de centrifugado como se detalla en el punto 5 del desarrollo metodoldgico. Durante el ultimo
paso de de la purificacion se observé que el sobrenadante de la produccidn correspondiente a
la GFP evidenciaba cierta fluorescencia verde, indicando que parte de la proteina podria no
haber sedimentado. Lo cual puede ser esperable dado que el protocolo empleado fue
optimizado para la purificacion de VLPs de NoV [8].La concentracidn de proteina estimada
mediante la técnica de Bradford estuvo cerca del limite inferior de deteccién y fue de 1 pug/uL
para las tres muestras.

3) Expresion de VP1 y evaluacion de la formacion de VLPs

3.1) SDS-PAGE

Para evaluar la presencia de las proteinas de interés en la purificacion del punto 2.4, se realizd
una electroforesis en gel de poliacrilamida. En éste, se corrié el sedimento resuspendido
(donde se deberian encontrar las VLPs) del ultimo paso de purificacién. En el carril
correspondiente a BaculoVP1Gll4 se perdié muestra a la hora del sembrado. En los carriles
correspondientes a los sedimentos resuspendidos de BaculoVP1Gll4 y BaculoVP1GlII12 se logro
detectar una banda de tamafo apropiado, aproximadamente 60.000 Daltons (Da), que tenia
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una intensidad mayor solo en estos carriles y no el resto (Figura 18). Para BaculoGFP no se vio
una banda de aproximadamente 27.000 Da, tamafio esperado para la proteina.

VP1 de VP1 de
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Figura 18- Electroforesis en gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12% revelado con azul de Coomassie
utilizado para detectar la expresion de las diferentes proteinas de interés en los sedimentos
resuspendidos del Ultimo paso de centrifugacion en la purificacion de la parte 5 de la metodologia. Carril
1: VP1 de Norovirus (NoV) GlI4. Carril 2: VP1 de la cepa GII12 de NoV. Carril 3: Proteina Verde
Fluorescente (GFP). Carril 4: Marcador de peso molecular PageRuler Prestained Protein Ladder
(Fermentas INC.). Las flechas negras indican las bandas correspondientes a la Seroalbimina Bovina (BSA)
y a VP1, las flechas azules indican los pesos moleculares de interés, mientras que la flecha roja indica
donde se deberia visualizar la banda correspondiente a la GFP.

3.2) Microscopia Electrénica

Una vez establecida la presencia de las proteinas VP1 de ambas cepas de NoV, se procedié a
verificar la capacidad de auto-ensamblar en VLPs. Esto se llevé a cabo observando imagenes de
microscopia electrénica de transmision. En las imagenes se lograron visualizar estructuras de
apariencia icosaédrica repetitivas con la tipica conformacion de VLPs tanto para la cepa Gll4
como para la GlI12. Las VLPs presentaron diametros estimados de entre 27 y 48nm (Figura 19
y Figura 21). Ademads, se pudo percibir en la superficie de dichas particulas las protuberancias
con forma de copa que le dieron el nombre Caliciviridae a la familia a la que pertenecen estos
virus (Figura 20 y Figura 22).
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Figura 19- Imagenes de Microscopia electrénica de transmisién con tincidon negativa utilizando Acetato
de Uranilo al 2% para la cepa Gll4 de Norovirus (NoV). A- Medicidon en nanémetros (nm) de las distintas
particulas observadas en la purificacion de la produccidon de VLPs en la linea celular Sf9. B- Misma
imagen que en la parte A sin las mediciones, se observan las estructuras con la misma conformacion
repetidas en el espacio de visidn, se muestra con flechas rojas las posibles VLPs que fueron medidas en
la parte A.

20 nm 100 nm

Figura 20- Imagenes de Microscopia electronica de transmisidn con tincidn negativa utilizando Acetato
de Uranilo al 2% para la cepa Gll4 de Norovirus (NoV). A- Evidencia de la simetria de las particulas, con
recuadros rojos se sefialan las posibles VLPs con estructura icosaédrica. B- En esta imagen se hace
énfasis en una estructura especifica de NoV, sefialadas con una flecha roja se observan las estructuras
con forma de copa, o caliz.
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Figura 21- Imagenes de Microscopia electrénica de transmisién con tincidon negativa utilizando Acetato
de Uranilo al 2% para la cepa G112 de Norovirus (NoV). A- Medicién en nanémetros (nm) de las distintas
particulas observadas en la purificacion de la produccidon de VLPs en la linea celular Sf9. B- Misma
imagen que en la parte A sin las mediciones, se observan las estructuras con la misma conformacion
repetidas en el espacio de visidn, se muestra con flechas rojas las posibles VLPs que fueron medidas en
la parte A.

Figura 22- Imégenes de Microscopia electrénica de transmisidn con tincién negativa utilizando Acetato
de Uranilo al 2% para la cepa Gll12 de Norovirus (NoV). A- Evidencia de la simetria de las particulas, con
recuadros rojos se sefialan las posibles VLPs con estructura icosaédrica. B- En esta imagen se hace
énfasis en una estructura especifica de NoV, las estructuras con forma de copa, o cdliz indicadas con la
flecha roja.
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Discusion

Los resultados parecerian indicar que en efecto las proteinas de la cdpside de Norovirus tanto
de la cepa Gll4 como la GlI12 expresadas por los Baculovirus recombinantes fueron capaces de
auto-ensamblarse en VLPs en células Sf9. Estas son las primeras VLPs de NoV expresadas en
Uruguay y son ademas las primeras en ser generadas a partir de cepas autdctonas de nuestro
pais.

La cdpside de NoV estd compuesta por 90 dimeros de la proteina VP1, por lo cual para poder
producir un virus recombinante que exprese dicha proteina fue necesario amplificar el gen
correspondiente a VP1. Este paso fue de vital importancia, ya que se trata de un gen extenso,
compuesto de aproximadamente 1700 pb. Cabe destacar que el disefio de los oligonucledtidos
fue correcto, ya que se logré amplificar el gen que codifica para VP1 de ambas cepas de NoV
(Gll4 y GlI12) en un solo paso. No fue necesario amplificar el gen por segmentos, ni realizar
una PCR anidada. Ademas, no solo se obtuvo un amplicén conteniendo la secuencia del gen,
sino que también se le incluyd en los extremos secuencias complementarias al plasmido
pFastBacl necesarias para el siguiente paso de construccion del vector viral. Debido a la
naturaleza conservada que presentd el extremo 5’ del gen VP1 en los alineamientos
generados, se pudo disefar un solo oligonucledtido directo para amplificar ambas cepas. Sin
embargo, se constatd una mayor divergencia hacia el extremo 3’ por lo que no se pudo disefiar
un solo cebador reverso que fuera capaz de hibridar correctamente con ambas cepas,
generando la necesidad de contar con un cebador reverso especifico para cada cepa tratada
en este trabajo. Es posible que debido a la variabilidad diferencial presentada a lo largo del gen
codificante para VP1, el cebador directo disefiado para este trabajo sea capaz de ser utilizado
para amplificar mds cepas distintas de NoV, mientras que para cada cepa seria necesario
diseiar un cebador reverso especifico.

Se pudo adaptar exitosamente el clonaje libre de enzimas de restriccién al proceso de
construccién de un Baculovirus recombinante utilizando el vector de transferencia (pFastBacl)
como molde en la segunda PCR del método. Ademas, el método probd ser muy facil y rapido
de utilizar, permitiendo amplificar el gen de interés e insertarlo en un pldsmido en un dia.
Gracias a esta técnica también se pudo prescindir de las consideraciones pertinentes a la
utilizacion de enzimas de restriccidn, como por ejemplo la eleccion de enzimas cuyas
secuencias sean compatibles con el disefo de cebadores y que al mismo tiempo sean capaces
de funcionar correctamente utilizando el mismo buffer de reaccion. En cuanto a la fidelidad del
proceso, se pudo constatar que secuenciando solo dos clones para cada construccion fue
posible obtener por lo menos un clon por cada constructo que contuviera la secuencia
deseada sin mutaciones. Sin embargo, se remarca la necesidad de realizar este paso de control
por secuenciacion. Esto se desprende del hecho que, si bien para los clones de los pldasmidos
conteniendo el gen codificante para GFP, ambas secuencias resultaron correctas e idénticas,
este no fue siempre el caso. Para uno de los clones del plasmido pFastBacl conteniendo el gen
codificante para VP1 de la cepa de NoV Gll12 se constatd que presentaba un codoén de
terminacion de la traduccion prematuramente. Cabe destacar que en esta instancia se utilizé
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una enzima especialmente considerada debido a su alto grado de fidelidad (Phusion High
Fidelity Polymerase, Finnzymes). Una prueba de la fidelidad de dicha enzima es el hecho de
gue para las extracciones de pFastBacl recombinantes cuyo gen de interés era VP1 de Gll4 se
identificé que uno de los dos clones no presentaba inserto, dejando un solo clon, que resulté
poseer el inserto sin mutaciones.

Tomando estas precauciones y siguiendo el protocolo establecido del sistema Bac-to-Bac
(Invitrogen Inc.) se progresé adecuadamente en la construccién de los vectores virales de
expresion, gracias a que el sistema resulté muy accesible y efectivo para poner en
funcionamiento. Basados en la titulacion de BaculoGFP por focos fluorescentes, se lograron
obtener producciones virales del entorno de 10° uff/mL, ademas los focos fueron de utilidad
para comprobar la efectividad del sistema Bac-to-Bac, incluso previamente a evaluar la
expresion de VP1, al corroborar que la proteina GFP se expresd correctamente. Sin embargo,
es posible que las producciones virales de los Baculovirus expresando VP1 se hayan visto
comprometidas debido a que en la produccidn de virus es recomendable trabajar con un MOI
de 0.1 a 0.01 para evitar la formacion de particulas virales defectivas interferentes. Esto es
importante ya que al método de titulacién estimada empleado, al no ser posible poner a punto
la titulaciéon por placas de lisis, podria haber subestimado los titulos de los Baculovirus
recombinantes que no expresaban GFP. Considerando esto Ultimo en base a las estimaciones,
se traté de trabajar a una MOI de 0,01 para la produccion de los stocks virales.

A pesar de las muchas ventajas que presentd el sistema, fue problematico poner a punto el
crecimiento y mantenimiento de la linea celular Sf9, vital para el funcionamiento de dicho
sistema. Se constatd que las células son muy sensibles a los cambios de condiciones. Ademas,
se trabajd sin el equipamiento apropiado, ya que no se contaba con un agitador magnético
apropiado ni con frascos para crecimiento en suspension, teniendo que adaptar el crecimiento
de la linea a distintos sustratos sub-optimos. A pesar de esto, se logré poner a punto el
crecimiento de la linea tanto en monocapa como también en suspensién, pudiéndose utilizar
células provenientes de ambas condiciones de crecimiento para los experimentos.

Habiendo logrado producir la suficiente cantidad de Baculovirus recombinantes se realizé la
produccién de proteinas recombinantes, luego se evalué la expresién de VP1 mediante una
electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) que indicé la presencia de esta proteina en
el sobrenadante de las células infectadas con los Baculovirus recombinantes de interés
(BaculoVP1GlI4 y BaculoVP1GlI12). Estos resultados positivos pueden ser confirmados
realizando un Wester-blot utilizando anticuerpos contra NoV. De esta forma se podria
asegurar que las bandas observadas con el peso molecular apropiado son en efecto VP1 de
NoV. Ademads, se constatd la presencia de particulas con caracteristicas tipicas de VLPs con
estructuras especificas de los Calicivirus y de tamafo adecuado, incluso se observaron
particulas de tamafio mas pequefio previamente descritas para la sintesis de VP1 de NoV en
sistemas basados en Baculovirus [58]. Si bien se obtuvieron resultados muy positivos, se debe
considerar que se realizé una produccidn a pequefia escala con un protocolo de purificacién
cuyo objetivo final fue el de la concentracion de las VLPs mas que su purificacion. Debido a
esto se podria pensar que una produccidon mayor (con una mayor cantidad de células) seguida
de un protocolo de purificacidn mas extenso. Este puede incluir una centrifugacidon en
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gradiente de densidad con Cloruro de Cesio o sacarosa por ejemplo, pudiendo mejorar el
rendimiento del sistema considerablemente. Se ha reportado que la purificacién utilizando un
gradiente de densidad de sacarosa seguido de ultrafiltracion resultaria en VLPs en mejores
condiciones estructurales con una capacidad de unién a antigenos de histo-compatibilidad
sanguinea excelente [28], lo que sugeriria que esta técnica seria la mejor opcién a poner a
prueba.
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Perspectivas

A corto plazo

Seria importante optimizar las condiciones de purificacién de las proteinas recombinantes y
sobre todo si se trata de VLPs. Esto se debe a que al momento de visualizar estas estructuras
por microscopia electrdnica, mientras mayor sea la cantidad de impurezas el campo de vision,
mayor sera la dificultad de identificar las VLPs. Una forma posible de lograr una pureza mayor
de las proteinas recombinantes seria realizar una centrifugaciéon en un colchén de sacarosa o
en un gradiente de densidad con Sacarosa o Cloruro de Cesio. Ademas se deberia evaluar la
capacidad de estas VLPs de unirse a su receptor celular propuesto, los antigenos de histo-
compatibilidad sanguinea y la estabilidad que estas presentan ante cambios en condiciones
como temperatura, pH y concentracidn de cloro.

Se deben mejorar ademas, las condiciones de produccion de virus y proteinas recombinantes.
Para lograr esto, seria imperativo poner a punto un método de titulacion apto para las
construcciones que expresan VP1 (BaculoVP1GlII4 y BaculoVP1GlI12), ya que las producciones
realizadas en este trabajo se valieron de estimaciones de titulos obtenidas a partir de los
titulos por focos fluorescentes de la construcciéon que expresa GFP utilizada como control
(BaculoGFP). Parte de esta proyeccion ya esta en curso, utilizandose células Sf9 establemente
transformadas con un plasmido conteniendo el codificante para la GFP bajo el control del
promotor fuerte de la Polihedrina. De esta manera las células de insecto solo generaran
fluorescencia en el evento de ser infectadas con un Baculovirus y se podria de esta manera
titular stocks Baculovirus recombinantes sin la necesidad de que estos expresen GFP.

A largo plazo

La produccion de VLPs abren las puertas para mdultiples aplicaciones en el campo
biotecnoldgico. En una primera aproximacidn, una vez que se logre un alto grado de pureza de
estas estructuras seria posible utilizarlas como candidatas para la generacidon de una vacuna
oral especifica contra las cepas circulantes en el Uruguay actualmente. Siguiendo en el campo
de las vacunas, las VLPs podrian ser utilizadas como un presentador de antigenos de otros
patdgenos. Este tipo de aplicacion requeriria de la adicion de epitopes de interés a la secuencia
original de NoV. De hecho, se ha identificado una region de la proteina VP1 que no es
necesaria para la formacién de las VLPs y se ha propuesto como una posible regién de
insercidon de secuencias heterdlogas para este mismo tipo de aproximaciones ubicada en el
dominio P2 [8]. Esta regidon podria ademas, ser aprovechada para incluir la secuencia
correspondiente a la GFP. De esta manera, si las VLPs mantienen sus condiciones fisico-
guimicas similares a las particulas infectivas de NoV, este tipo de hibridos podria ser utilizado
como un bio-marcador para evaluar la capacidad de sistemas de purificacion de agua de
eliminar viriones de NoV. Por ultimo, estas estructuras podrian ser utilizadas para generar kit’s
de deteccion de anticuerpos o de antigeno basados en la técnica de ELISA. De esta forma, se
podria comparar la efectividad de estos kit’s generados a partir de cepas autdctonas del
Uruguay con respecto a los kit’s comerciales, tomando un panel de muestras previamente
confirmadas como positivas o negativas mediante RT-PCR e intentar diagnosticar la presencia
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de NoV utilizando kit’s comerciales y los generados a partir de las VLPs de cepas autdctonas.
Seria importante mejorar la sensibilidad de estos kit’s para poder utilizarlos en el diagndstico
de casos individuales.
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