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Introduccion. Lainfeccion por rotavirus es la principal causa
de gastroenteritis infantil en México. Debido a su ata
incidencia es de interés desarrollar vacunas para rotavirus,
siendo una de las alternativas el uso de pseudo-particulas
virales (PPV’s). Las PPV’'s son particulas formadas por las
proteinas estructurales del virus pero sin el material genético.
Las PPV’s se obtienen de manera recombinante en el sistema
de expresion células de insecto-baculovirus (CI-BV), por lo
gue este trabajo se enfocd en el estudio de la localizacion de
las proteinas estructurales y las PPV's en las células de
insecto. El entendimiento, localizacion y manipulacion del
ensamblgje de las PPV’'s en el sistema CI-BV, ayudard d
desarrollo de estrategias racionales de produccion a gran
escala

Metodologia. La linea celular utilizada fue High Five®
derivada de insecto Trichoplusia ni. Se hicieron infecciones
individuales con los baculovirus que codifican para las
proteinas de rotavirus VP6, VP2 (cepa RF) y GFPVP2
(proteina de fusion GFP y VP2) a multiplicidad de infeccion
(MDI) de 1 ufp/célula. Ademés se coinfectd con los
baculovirus VP6 y VP2 (RF) a MDI 1 ufp/cél, y con los
baculovirus VP6 y GFPVP2 a MDI 1 ufp/cél. Se hicieron
ensayos de inmunofluorescencia con un anticuerpo primario
policlonal anti-rotavirus de conejo y un anticuerpo secundario
anti-conegjo acoplado a Alexa Fluor 568 (Molecular Probes) a
las 24, 48, 72 y 96 horas. Se determiné en microscopio de
epifluorescencia la localizacion de las proteinas VPS,
VP2(RF) y GFPVP2.

Resultados y Discusion. En las dnéticas de produccion de las
proteinas VP6 y GFPVP2 a diferentes MDI se encontré que
mas del 75% de VP6 estaba en el sobrenandante del cultivo,

mientras que de GFPVP2 solo € 2%, por lo que se infirié una
distribucion en citoplasma para la proteina VP6 y en
membranas para la proteina GFPVP2. En la Figura 1 se
observa la localizacion intracelular de las proteinas GFPV P2,

VP2(RF), VP6. En las figuras 1a, 1b, y 1c se evidencia que la
proteina VP2 se asocia preferentemente a la membrana
citoplasmatica de la célula de insecto. En la literatura se ha
reportado que la proteina VP6 se encuentra difundida en el

citoplasma (1). En las figuras 1d y 1le se observa que en las
primeras horas de infeccion si se distribuye en el citoplasma,
pero después de las 48 horas se &ocia principamente a

citoesqueleto. En las figuras 1f y 1g se muestran las células
produciendo simultaneamente VP2 y VP6. En estas figuras se
observan patrones similares que cuando se produjeron
individualmente GFPVP2, VP2(RF) y VP6. No se identificd
un patron diferente que permitiera inferir la localizacion de
lasPPV’s.
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Figura 1. Células H5 infectadas a 48h postinfeccion. (a)
GFPVP2 a 510 nm. (b) GFPVP2 a 568 nm (c) VP2 (RF). (d)
VP6 24 h postinfeccion. (e) VP6 48h postinfeccion. (f)

coinfeccion GFPVP2 y VP6. (g) coinfeccion VP2 (RF) y
VP6. (h) clulas H5 sin infectar.

Conclusiones. Se comprobd que la proteina VP2 expresada
de forma recombinante en células de insecto se asocia a la
membrana citoplasmética, ademas que este patrén de
localizacion también se observé en la proteina de fusién
GFPVP2. Aunque en fases tempranas de infeccion la proteina
VP6 se difunde en el citoplasma se determiné que después de
las 24h postinfeccion se asocia al citoesqueleto. Estos
patrones de localizacion celular seran Utiles en el disefio de
estrategias para optimizar el ensamblgje y purificacion de las
pseudo-particulas virales producidas en €l sistema CI-BV.
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