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Introduccion. Rotavirus es la principal causa de muertes por
diarrea en nifios menores de 5 afios (1). Este virus esta
compuesto por 4 proteinas estructurales, VP2, VP4, VP6 y
VP7 que conforman las 3 capas caracteristicas de la capside.
Las pseudo-particulas de rotavirus (PPR) estan formadas por
las proteinas estructurales, pero no contienen el material
genético del virus. De tal forma, las PPR tienen gran
importancia como vacunas, ya que son capaces de generar una
buena respuesta inmune, pero sin el riesgo asociado a un virus
atenuado o inactivado (2). Durante de la produccion de PPR
en el sistema de células de insecto-baculovirus (SC-BV) se
obtienen diferentes intermediarios (PPR de doble y triple
capa), que son dificiles de identificar, lo cual es necesario
para el desarrollo de un sistema adecuado de cuantificacion y
optimizacion de la produccion de capsides completas (3,4).

En este trabajo se desarrollaron estrategias para diferenciar
entre las particulas de doble capa y las de triple capa de
rotavirus para optimizar su produccién.

Metodologia. La produccién de PPR se realiz6 infectando
células de insecto High Five® con 3 baculovirus que codifican
para las proteinas VP2, VP6 y VP7. Esta infeccion se llevo a
cabo en un matraz de 250 mL (volumen de operacién de 60
mL) a una concentracion celular de 0.5 x 10° cel/mL y una
MDI de 1 ufp/cel de cada baculovirus. La purificacion parcial
de las PPR se realizé mediante gradientes de CsCl,
ultracentrifugando a 35,000 rpm durante 18 h a 4 °C. Las PPR
purificadas se analizaron mediante HPLC utilizando columnas
de exclusiébn molecular, geles desnaturalizantes de
poliacrilamida, Western blot, electroforesis capilar de
isoelectroenfoque y microscopia electrénica.

Resumen vy discusion. La cromatografia de exclusién
molecular permitié diferenciar entre PPR de doble y triple
capa (Fig. 1). Se realizaron cinéticas de produccion de PPR
con las cuales se determinaron las velocidades de produccion
de estas estructuras, asi como el comportamiento del cultivo a
lo largo de la infeccién. Se implementé el uso de calcio en el
tratamiento de las muestras debido a las caracteristicas de las
PPR de triple y doble capa, ya que las particulas de doble capa
se desensamblan al ser expuestas a una concentracién de
calcio por arriba de 5 mM, mientras que las de triple capa
requieren calcio para su estabilidad. Se realizaron cinéticas de
produccion en las cuales se analiz6 el calcio intracelular y
extracelular durante la infeccion, con el fin de determinar si el
ensamblaje de las PPR de triple capa se realiza completamente

dentro de la célula o es dependiente de los tratamientos
posteriores.

Se implementd la electroforesis capilar de isoelectroenfoque,
una metodologia alterna que permitié también diferenciar las
PPR de doble y triple capa y seguir la produccién de estas
particulas. Se analizaron las PPR de triple capa mediante
microscopia electrdnica con tincién con uranilo, con lo que se
confirmo la presencia de PPR en la muestra.
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Fig.1. Cromatograma de las PPR semipurificadas. La linea continua
es PPR de triple capa, la cual eluye a 14.58 minutos. La linea
discontinua es PPR de doble capa, la cual eluye 14.68 minutos.

Conclusiones. EI manejo de las diferentes caracteristicas de
las PPR es una herramienta factible para el desarrollo de una
metodologia que nos permita utilizar cromatografia de
exclusion molecular y electroforesis capilar para monitorear la
produccion de PPR y asi optimizar el proceso.
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