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Introduccion. La pseudo-particulas virales (PPV) son de
interés en diferentes areas como la vacunacion, terapia génica
y nanomateriales [1]. El sistema de células de insecto-
baculovius (CI-BV) es el mas utilizado para la produccién de
PPV (rotavirus, HIV, Hepatitis B) [1], pero aun existen varios
aspectos acerca de su ensamblaje que no estdn comprendidos
y son necesarios evaluar para maximizar la produccion de
PPV. Entre estos aspectos esta el ensamblaje de las PPV en un
ambiente celular diferente y en ausencia de otras proteinas no
estructurales. En el caso de PPV de rotavirus, se ha reportado
que al expresar VP2, se forman nucleocapsides (en agregados
altamente ordenados) en el citoplasma. En cambio, la
expresion de VP6 resulta en estructuras tubulares alrededor
del citoplasma. En contraste, cuando ambas proteinas fueron
coexpresadas en la misma célula, no se observaron tdbulos y
VP6 colocalizé con VP2, formando la particula de doble capa
2/6 en el citoplasma [2]. Para comprender el proceso de
ensamblaje, en este trabajo se analiz6 el ensamblaje in vitro
de las PPV formada por las proteinas VP2 y VP6, con el
objetivo de determinar las variables que controlan el armado
de las PPV en las células de insecto

Metodologia. Las proteinas estructurales y PPV se
produjeron utilizando el sistema CI-BV [2]. El analisis in
vitro se realizéd mediante técnicas de dispersion estatica de luz,
cromatografia liquida de permeacion en gel y microscopia
electronica. Se evalud el desensamblaje y re-ensamblaje de
los tubulos de VP6 y 2/6 PPV a diferentes concentraciones de
calcio, temperatura y concentracion de proteinas.

Resultados y Discusion. Inicialmente se estudio el
desensamblaje de VP6 que fue producida y purificada en su
forma tubular (Fig. 1A). En la Figura 1B se observa que el
desensamblaje de VP6 tuvo un decaimiento exponencial, y
ademas, mediante cromatografia liquida se determin6 que el
producto final corresponde a monémeros de VP6. La
estructura de VVP6 en los tlbulos o en 2/6 PPV es trimérica. Al
realizar el ajuste de los datos a diferentes modelos, se
determindé que el desensamblaje sigui® un modelo
exponencial en dos etapas. Donde la primera etapa tuvo una
velocidad de desensamblaje (k1) un orden de magnitud mayor
gue la segunda etapa (k2). Posteriormente, se observo que el
re-ensamblaje de los tubulos mediante la remocién de calcio
(EGTA) fue un proceso dependiente de la concentracion de
VP6, ya que a 1 UM de VP6 no hubo reaccion. Solo a partir
de 10 pM de VP6 los tubulos se re-ensamblaron y se
observaron claramente las dos etapas descritas en el
desensamblaje (Fig 1C). Primero la formacién de los trimeros
y después la formacion de los tubulos. EI mismo analisis se
realizd para la 2/6 PPV. Este desensamblaje también siguié un
decaimiento exponencial en dos etapas, pero k1 fue mayor en
comparacion con el desensamblaje de los tdbulos. En

contraste, durante el ensamblaje de 2/6 PPV se observé que el
proceso también fue dependiente de concentracion de VP6
(Fig. 1D), pero esta cinética pudo ser descrita por un modelo
de primer orden. Ademas, la velocidad del ensamblaje de 2/6
PPV fue 2 ordenes de magnitud mayor en comparacién con el
ensamblaje tubular. Este resultado explica porque en la co-
expresién de VP6 y VP2 (in vivo), no se observa formacion de
tibulos y que la alta diferencia en las velocidades de reaccion
favorece la formacion de la 2/6 PPV.
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Figura 1. Desensamblaje y re-ensamblaje de tGbulos de VP6 y 2/6 PPV. A.
Micrografia electronica de tdbulos de VP6. B. Cinética de desensamblaje de
VP6 a diferentes temperaturas a 10 mM de CaCl,. C. Re-ensamblaje de
tibulos de VP6 a diferentes concentraciones de proteina y 27 °C. D.
Ensamblaje de 2/6 PPV a diferentes concentraciones de VP6 y 27 °C.

Conclusiones. Mediante estos resultados se caracterizo el
proceso de ensamblaje de la 2/6 PPV. se observd que la
formacion de la 2/6 es favorecida cinéticamente sobre la de
VP6 en tlbulos, pero es necesario tener una concentracion
minima de VP6 para iniciar el ensamblaje. Ademas, estos
resultados corroboran lo observado anteriormente en el
ensamblaje in vivo [2]. Estos resultados ademas de ser
fundamentales para la produccion de PPV, también son muy
importantes para la manipulacion del ensamblaje en la
produccion de nanomateriales.
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