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V. Objetivo General

Disefiar, construir y caracterizar fisicoquimicamente
la quimera VP6-NSP4 de rotavirus usando técnicas
computacionales y experimentales con el propdsito
de analizar su respuesta inmune en ratones.
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V. Objetivos Especificos

1.-Caracterizar dinamica y estructuralmente la quimera VP6-NSP4
mediante técnicas computacionales con el propdsito de identificar
la regiones proteicas de afinidad quimica.

2.-Expresar, producir y purificar la proteina quimérica de rotavirus
VP6-NSP4 mediante la técnica de ADN recombinante.

3.- Analizar si la construccion quimérica VP6-NSP4 induce una
respuesta inmune protectora contra el reto con rotavirus murino
EDIM.



* 453 mil muertes
anuales (Who, 2013)

Tate et al., 2012

[ <10 deaths per 100,000 children

|:| 10 to <50 deaths per 100,000 children

- 50 o <100 deaths per 100,000 children

I 100 t0 <500 deaths per 100,000 chidren
- 100 {0 <R00 g6sf2 bst J00'000 Culiqey

l:" 20 10 <400 gesie bel 00’000 CHiqLey

| 1010 <20 qeSfii2 bt 100'000 Cpqisy
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VIl. Rotavirus en México

Tasa de mortalidad de neonatos en 2010

—Chiapas 284
—Qaxaca 171
—Puebla 136
—Yucatan 117
—México 114
—Tlaxcala 111
—Veracruz 106
—Sonora 105
—Chihuahua 105
—Quintana Roo 101 SiNaVE, 2012

UNITED STATES
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IX. Eficacia de vacunas

Rotarix

) . Finlandia 100%

Latinoamérica 85%
Kenia 83%

Sudafrica 72%
Ghana 65%

Malawi 49% _

Vietnam 75%
Latinoamérica 73%
Bangladesh 43%

2010 La Food and Drug Administration (FDA) de EE. UU retiro el uso de Rotarix debido a que se hallaron en la vacuna restos de ADN de un virus denominado circovirus
porcino 1 (PCV-1).

12



X. Rotarix vs RotaTeq

Productor
No. Serotipos

Serotipos incluidos

Formulacién

Dosis

Edad de administracion
Cepa

Precio en México

GlaxoSmithKlineBiologicals
Monovalente
P1A[8] G1

Monodosis, liofilizada,
reconstituir con buffer

Dos

2y 4 meses
Bovino

$1475.32 por dosis

Merck Sharp & Dohme
Pentavalente

P7[5] G1, P7[5] G2, P7[5] G3,
P7[5] G4, P7[5] G7

Monodosis, liquida
Tres
2,4y 6 meses

Humano-Bovino
$1570.92 por dosis
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XI. VP6

* Alta inmunogenicidad

« Candidato vacunal contra
rotavirus (Ward and

McNeal, 2010)

« Conservada entre serotipos

* 50% virion

* 397 aminoacidos

Estructura de VP6 de
rotavirus bovino.
Mathieu et al. 2001

16



— V4

—
A -

XIl. NSP4

Cytoplasm  citoplasma
H3 g5

Coiled-coil

Domi pominio de ‘ u
Hélice superenrollada ‘

. c
* Enterotoxina (Ball et al., 1996) & }56/\175
Unién a VP4 Unién a DLP

« Unidn a canales de Ca?*

 Union con VP6 (Choi et al., 2006)

« 175 aminoacidos

Estructura de NSP4 de rotavirus de simio SA11.

Sastri et al., 2014
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* Disenatr, construir 'y  caracterizar
fisicoquimicamente la quimera VP6-NSP4
de rotavirus usando técnicas
computacionales y experimentales con el
proposito de analizar su respuesta inmune
en ratones.
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sefo, expresion y eval
VP6-NSP4

Expresion de
Analisis in recombinantes

silico Bacterias y
plantas

Analisis

Analisis in vitro o
-y Inmunolégico

- Microcalorimetria de
titulacion isotérmica

- Temperatura

- pH ideal

19
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XIV. Analisis in silico
*Simulacioén individual en vacio

Simulacion molecular

*Herramientas bioinformaticas: GROMACS,
Pymol, Grace

20



XV. Técnica de ADN recombinante

| NSP4 -EcoR1
sacl Find 1l Jco

Espacio periplasmatico | e sl

21
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XVI. Analisis Inmunoldgico

Dia
21 dias 15 dias |

Dia 1 Dia2 Dpia3 Dia 4 Dia5 Dia6 Dia7 Dia8

BALB/c

- PBS solo

- VP6-NSP4
- VP6-NSP4r
- NSP4

- NSP4r
- VP6

o Uk wWN

(N R R A A

J
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mﬂélisis Inmunolégico de neona | -

== =3
e

1.- PBS solo
2.- VP6-NSP4
3.- VP6-NSP4r
4.- NSP4

7 / 5.- NSP4r
6.- VP6
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XVIIl. Avances

24



AR

XIX. Analisis Bioinformatico

CBLAST

VP6 de rotavirus murino

Specific hits

Superfanilies Rota_Capsid_VPE superfamily
* GenBank: AHN05769.1
» 397 aa W <40 W 40-50 W s0-80 W &e0-200 W>=200
+  Secuencia de aminoéacidos en formato FASTA:
* MDVLYSISRTLKDARDKIVEGTLYSNVSDLIQQFNQMLVTMNGN 1 70 140 210 280 350

EFQTGGINLPFRNWNFDFGLLGTTLLNLDANYVESARTTIDYFVD
FIDNVCMDEMVRESQRNGIAPQSDALRKLSGVKFRRINFNNSSE
YIENWNLQNRRQRTGFTFHKPNIFPYSASFTLNRSQPQHDNLM
GTMWLNAGSEIQVAGFDYSCAINAPANIQQFEHIVQLRRVLTTAT
ITLLPDAERFSFPRVINSADGATTWYFNPVILRPNNVEVEFLLNG
QIINTYQARFGTIVARNFDTIRLSFQLMRPPNMTPAVAALFPNAQ
PFEHHATVGLTLRIDSAICESVLADASETMLANVTSVRQEYAIPV
GPVFPPGMNWTDLITNYSPSREDNLQRVFTVASIRSMLVK

Description s"g::‘e ::;:; Sw“eg v:ue Ident | Accession
) Chain C. Atomic Model Of An Infectious Rotavirus Partice 777 777 100% 0.0 96% 3N0S C
") Chain C, Crystal Structure Of The Rotavirus Double Layered Particle 776 776 100% 0.0 96% 3KZ4 C
" Chain C. VpT Recoated Rotavirus Dip 771 771 100% 0.0 95% 3GZU C
) Chain A, Crystal Structure Of Vp6, The Major Capsid Protein Of Group A Rotavirus 771 77 100% 0.0 Qs%m
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XX. 1QHD

Rotavirus bovino

Método experimental:
Cristalografia de rayos X

398 residuos

Suite: Gromacs
Minimizo energia
Condiciones de frontera periodica
Ensamble Estadistico: CANONICO NVT (particulas, volumen, temperatura)

26



XXI. Andlisis de te
VPG, .

Temperatura
320 I ,
&% 293
Fk 298
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310

K
g
T T T T [ T T T T I T T T T I T T T T

| | | | |
2800 3 6 9 12 15 18 21 24
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Energia Cinética de VP6

XXII
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esviacion cuadratica
los &tomos de VP6

min

Fluctuacién RMS por atomo de VP6

a
0.5 T T T T T T T
— 20°C
— 25°C
04— — 30°C _
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0 | | | | | | |

0 500 1000 1500 2060 2500 3000 3500 4000
Atomo
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sviacion cuadratica
de los residuos de VP6.,.;

Fluctuacién RMS por residuo de VP6

— 20°C
— 25%C
— 30°C

—
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XXV. Cambio conformacional
VP6 vs VP6

-
‘.

min

MakeAGIF.com
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XXVI. Contacto de residuos de VP6 a diferentes

tem peratu ras
Contacto de residuos de VP6 a 20C Contacto de residuos de VP6 a 25C Contacto de residuos de VP6 a 30C
Mean smallest distance Mean smallest distance Mean smallest distance

Residue Index
Residue Index
Residue Index

200 250

% 20 2% %0 150 200 250
Residue Index Residue Index Residue Index

0 Distance (nm) 15 0 Distance (nm) 15 0 Distance (nm) 15

17T 7|
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- XXVII. Grafico de Ramachandran para residu®s
de VP6
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