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Los rotavirus fueron descubiertos por Bishop y colaboradores en 

1973 (8). En la ~ctu~lid3d se sabe que los rotavirus sen el agente 

etiológico de mayor importancia en las gastroenteritis de niños 

menores de dos años en todo el mundo (21,36), representando de 35 

a 50% de los casos de hospitalización por diarrea en este grupo de 

edad (35). En paises desarrollados la i;nportancia de los rotavirus 

radica en un alta tasa de morbilidad !36, 60), mientras que en 

paises subdesarrollados, tanto la tasa de morbilidad como de 

mortalidad representan un problema serio de salud pública (26). 

Recientemente se determinó que anualmente se registran alrededor de 

125 millones de casos de diarreas causadas por rotavirus en niños 

rnenc=-es de cua~;;:c o.ñas, con un saldo aproxima.do de 873,000 muertes 

(36). 

COMPOSICION DE WS ROTA VIRUS. 

Los rotavirus pertenecen a la familia Reoviridae, su genoma 

está constituido por once segmentos de Rl'A de doble cadena (Rl~Adc) 

que van de 667 pares de bases (segmento 11) a 3302 pares de bases 

(segme:1to 1) (21). Cada segmento codifica para una proteína viral. 

El genoma está envuelto en una cápside formada por tres capas 

proteicas concéntricas e icosahédricas, teniendo la partícula 
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completa un diámetro aproximado de 70 run, con una apa:?:"iencia 

característica en la cual 60 pepl6meros o 'spikes• se proyectan 

desde la superficie del viri6n. Las proteínas VPl, VP2, y VP3 

forman el •core• o núcleo del virión, dando \IP2 la estruccura a la 

capa más interna de proteínas; la capa intermedia está formada por 

la proteína VP6, mientras que la capa excerna o de superficie del 

virus la constituyen las proteínas VP4 y VP7 (Fig. 11. 

PROTEINAS ESTRUCTURALES 

La proteína V?l, codificada por el segmento 1, forma parte del 

•core• del virión. El bajo porcentaje relativo de esta proteína en 

el virión (2%), sugiere que V?l pudiera ser parte de un complejo 

enzimático. Se ha encontrado que V?l tiene homología con RNA 

polimerasas de virus de ?.N.Z;. ( 21) . 

La proteína ~P2, codificada en el segmento 2, es la tercera más 

abundante en el virión (15%). Se ha demostrado que esta proteína 

tiene la capacidad de unirse a ácidos nucleicos, especialmente a 

RNA de cadena sencilla (RN~cs); esta unión no es secuencia 

específica. VP2 contiene 'zippers • de leucina (secuencias de 

aminoácidos en las que se repiten leucinas de fer.o.a periódica, cada 

7 aminoácidos aproximadamente), a partir de los aminoácidos 536 y 

665; dicha distribución de leucinas pudiera estar involucrada en la 
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interacci6n con RNA (21,37). Esto sugiere que V?2 p'..!ede tener una 

funci6n importante en la unión, organización y/o ensamblaje de la 

núcleo-cápside. VP2 está miristilada, y aunque la función 

específica de esta modificación no se conoce aún, en otros sistemas 

virales ha sido demostrado que puede estar involucrada en 

• scaffolding", es decir en la organización conformacional de 

complejos protéicos, y por tanto en ensamblaje de partículas 

virales (21). 

La proteína VP3, codificada en el segmento 3, constituye un 

porcentaje bajo de la proteína tctal del vi=i6~ (0.5%). La función 

de esta proteína se desconoce; sin embargo, su secuencia de 

aminoácidos tiene homología con RN.Z>. polimerasas de otros virus, por 

lo que se piensa que pudiera estar involucrada en replicación del 

RNA (21). 

La proteína VP6, codificada en el segmento 6, es la más 

abundante del virión (51%), y constituye la capa intermedia de 

prote!r-.. as. Se h;:¡ ót:TI1ostrc:do que esta proteína está presente en el 

virión en forma de trímeros (21). Estudios sobre la función de esta 

proteína sugieren que puede estar involucrada en transcripción 

(21, 59). VP6 está miristilada, lo cual sugiere que puede esta:: 

involuc:?:ada en ensamblaje del virión o en la dirección del tráfico 

de gemación de las partículas virales en el retículo endoplásmico 

(21). 
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La proteína VP7, codificada en el segmento 7, 8 o 9, 

(dependiendo de la cepa viral) es la más abundante de la capa 

externa y la segu:1da más abundante del virión (30%). VP7 está 

glicosilada con residuos de alta manosa media!'lte un enlace N

glicosídico (211, y es un :uerte inmunógeno capaz de inducir 

anticuerpos neutralizan tes contra el virus .. 2'lgunos estudios han 

sugerido que VP7 es la proteína responsable de la unión del virus 

a la célula huésped (7,27,54); sin embargo, la evidencia acu..~ulada 

sugiere que es VP4 y no V?7 la proteína responsable de esta función 

(13' 21). 

VP7 presenta epítopes de neutralización tanto serotipo 

especí:icos como heterotípicos, los cuales mapean e:1 dos regiones 

discretas de la proteína (32). VP7 es a la fecha la proteína mejor 

caracterizada irur~nologicamente de los rotavirus, de ella depende 

la especificidad de los H. serotipos determinados hasta ahora, 

siendo ésta una de las herramientas más importantes en estudios 

epidemiológicos sobre la infección por rotavirus. 

VP4, la segunda proteína de capa externa, es codificada por el 

gene 4; tiene un peso molecular de aproximadamente 88, 000 Da y 

consta de 775 a.~inoácidos en cepas hlli~anas y 776 en cepas animales 

(29). VP4 es responsable de un número de funciones 

el virus: Es la hemaglutinina viral, y 

irnpcrtar¡tes para 

el dominio de 

hemaglutinación ha sido mapeado entre los aminoácidos 42 y 241 de 

la proteína (24,41,45); la proteína VP4 es además responsable del 
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aument.o en la infect.ividad del virus cuando esce es crat.ado con 

tripsina. Este procesamiento proteolítico ocurre entre los 

aminoácidos 241 y 242, y 247 y 248 (42,43), generando dos 

polipéptidos denominados V?8 (aa 1 a 241, PM 28, 000 Da) y VP5 (aa 

247 a 776, PM 60, 000 Da). El corte con tripsina incrementa la 

penetración del virus a la célula huésped y por lo tanto la 

infectividad, pero no modifica la unión de la partícula viral a la 

superficie celular (15,27,34,50). 

Estudios de criomicrcscopía electrónica han mostrado que los 

"spikes" de rotavirus están fonnados por dímeros de VP4, los cuales 

tienen una apariencia de talles delgados con una est.ructura 

globular terminal (68). El análisis de la estructura secundaria de 

V?4, indica que los 2 /3 amino tenninales de la proteína están 

formados mayoritariamente por regiones g plegadas, regiones con 

vueltas y e::irollarrLien~o al azha~ o 11 ra:Jdcm coils", su;i~ie:1do u:-ia 

conformación globular en esta región de la proteína (21,44), por 

otro lado, el tercio terminal de la región carboxilo de la proteína 

está formado principalmente por ex-hélices, y se ha sugerido que 

esta región podría constituir el tallo de los "spikes" y estar 

involucrada en la dimerización de la proteína (44,68). 
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MAPEO DE EPITOPES NEUTRALIZANTES EN l'P4 

VP4, al igual que VP7, induce anticuerpos neutralizantes; 

anticuerpos monoclonales dirigidos contra esta proteína inhiben la 

infectividad del virus in vitro y son capaces de proteger 

pasivru~ente contra la diarrea causada por rotavirus (51). 

Recientemente se han rnapeado los sitios de interacción de 

anticuerpos monoclonales neutralizantes en VP4 (Fig. 2), a través 

de la secuenciación del ge:1e 4 de mutantes que escapan a la 

neutralización por los diferentes m.L.bs. En VP8 de la cepa ani::-.e.l 

R..~V. se han localizado cinco sitios involucrados en neutralización 

con reactivi.dad tipo especí!:ica. Es<;:os sitios están ag::upadcs en 

una región hipervariable entre los aa 87 a 188 (10,4ó). Asimismo, 

se han descrito tres epítcpes en VPS, alrededor de les aa 305, 392-

439 y 433, los cuales están involucrados en la interacción con 

anticuerpos monoclonales neutralizantes que muestran reactividad 

cruzada entre cepas humanas de diferentes serotipos. 

Las regiones que f 1 a;iqi.1ea!l a los a::-:incácidos 3 92 y 43 9, así 

come la región alrededor del aa 433 en VP5, aparentemente 

representan epí topes "conformacicnales", dependientes de un 

plega,~iento específico de la proteína, ya que péptidos sintéticos 

correspondientes a estas regiones no son reconocidos por los mismos 

rnAbs con los que estos epítopes fueron identificados (ó6). 

El epítope correspondiente a la región alrededor del aa 305, 

seleccionado con el monoclonal neutralizante Y0-2C2 (ó6), tiene un 

8 



cambio en este aminoácido (305, de leucina a prolina). La región 

alrededo:::- del aa 305 que comp:::-ende los residuos 296 a 313 está 

totalmente conse:::-vada en cepas sintomáticas de :::-otavirus (30,31) 

pertenecientes a los serotipos 1, 3 y 4. El mJ..b Y0-2C2 neut:::-aliza 

a virus hu;r,anos pertenecientes a estos tres serotipos ( 66, 67), lo 

cual sugiere un papel importante de esta región en la 

neutralización del virus. Por otra parte, el l!lZ>.b Y0-2C2 reconoce en 

un ensayo de ELISA a un péptido sintético que comp:::-ende los aa 296 

a 313 de VP4, lo que indica que este epítope, a diferencia de los 

anteriores, es secuencial. 

Los antecedentes muestran que tanto péptidos sintéticos que 

mimetizan secuencias de VP4 como regiones de esta proteína 

producidas en sistemas de expresión procariotes o eucariotes pueden 

inducir anticuerpos neutralizantes centra el \•irus. De esta manera, 

péptidos sintéticos con secuencias que mimetizan dos zonas 

conservadas entre los aa 220 a 233 y 228 a 241, y que se encuentran 

aledañas a los sitios de corte con tripsina en VP4 (aa 241 y 247) 

inducen anticuerpos neutralizantes contra el virus, aunque a nivel 

bajo (5). Del mismo modo, la región de V?4 que va de los aa 42 a 

387 expresada en E. coli, así como VP8, 

ex--presada en baculovirus, son capaces 

neutralizantes (4,22,52,64). 

o la proteína completa 

de inducir anticue:::-pos 
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Fig. 2. Esquema diagramático de la proteina VP4 ...... Indican los 
sitios involucrados en neutralización tipo especifica en VP8. 
~ Indican los sitios involucrados en neutralización 

heterotipica en VP5. ..... Indica 111 región en la que se 
localiza el epitope neutralizante utilizado en este trabajo, 
correspondiente al p6ptido Ro4. Las barras punteadas 
representan las regiones hipervariahles de la proteina, 
mientras que laa barras rayadas representan las regiones más 
conservad.is. ~ incliciln los si ti os de corte por tripsina que 
generan las proteinas VPO y VPS. 



DESARROLLO DE VACUNAS 

Se sabe que la infección por rotavirus induce una respuesta 

inmune protectora; sin embargo, el mecanismo y duración de la 

inmunidad, así como las proteínas virales involucradas en ella 

están aún por ser identificadas con claridad (21,48). Como se ha 

mencionado, las proteínas VP4 y VP7 han sido identificadas como 

potenciales ele.~entos importantes en la inducción de la respuesta 

inmune protectora. 

La utilización de virus rearreglantes que tienen VP4 de una 

cepa y VP7 de otra cepa de diferente serotipo confiere en algunos 

casos protección pasiva contra el reto con cualquiera de las dos 

cepas parentales (48), i.e., la inmunidad conferida tiene 

características heterotípicas, lo cual no sucede utilizando las 

cepas parentales como inrnunógenos. También se ha obtenido inmunidad 

pasiva contra la infección por rotavirus en ratones a los cuales se 

les ha administrando m.l\.bs dirigidos contra VP4 o V?7 (48, 51). 

Dentro de los enfoques utilizados para el desarrollo de vacunas 

para humanos, está la utilización de cepas animales, obteniéndose 

resultados parcialmente satisfactorios. Los candidatos de mayor 

relevancia han sido: RIT 4237, una cepa bovina de serotipo 6, que 

mostró una eficiencia satisfactoria en las primeras pruebas en 

paises desarrollados; sin e~bargo, fue ineficaz en pruebas hechas 

en paises subdesarrollados (17,35,38,69). RRV MMU 18006 ha sido 
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también probada como vacuna; esta es una cepa de simio 

perteneciente al serotipo 3. Las pruebas realizadas con esta cepa 

permitieron determinar la necesidad de obtener protección 

heterotípica contra serotipos multiples, ya que solo se obtuvo 

protección serotipo específica (1,25,35). El tercer candidato para 

vacuna es la cepa WC3, una cepa bovina de serot ipo 6, que ha 

producido seroconversión homóloga, pero no seroconversión a los 

serotipos 1 y 3 (14,70). 

Entre las alternativas de mayor relevancia, están las cepas 

rearreglantes, en las cuales se ha incorporado el gene de VP7 de 

cepas hu.~anas de serotipos 1, 2 y 4 en un fondo genórnico de la cepa 

animal de serotipo 3, RRV. Estas cepas han sido probadas tanto como 

vacuna monovalente, como tetravalente; las pruebas realizadas en 

paises desarrollados y subdesarrollados, han mostrado que estas 

cepas son ligeramente reactogénicas (especialmente en paises 

desarrollados) , y que son inmunogénicas, siendo la resp;.iesta inmune 

más baja en el caso de paises subdesarrollados (35,70). Otra de las 

cepas rearreglantes que ha sido probada corno vacuna, es la cepa 

WI79-9, esta cepa es un rear:::eglo de la cepa WC3 a la que se 

incorporó el gene de VP7 de una cepa humana de serotipo 1. Las 

pruebas realizadas en Estados Unidos con esta cepa, mostraron 

seroconversión tanto a WC3, corno a serotipos 1 y 3 (70). 
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INDUCCJON DE ANTICUERPOS /\'EUTRALIZANTES CONTRA ROTAVIRVS 

UTILIZANDO PROTEINAS RECOME/NANTES 

Una alternativa para el desarrollo de métodos de prevención de 

la infección por rotavirus, es el empleo de proteínas virales 

producidas utilizando métodos de DN.". recombinante. La e>."Presión de 

genes virales en sistemas procariontes y eucariontes ha pe::=mitido 

evaluar las propiedades inmunogénicas de algunas de las proteínas 

de rotavirus. Tanto \rp7 coma VP4 ha;'l si.de e:-:;-:-esaC.a.s sclas o como 

proteínas de fusión en E. coli 

inducción de anticuerpos 

(3), obteniéndose en algunos casos 

neutraliza:ites con reactividad 

heterotípica, cuando se han il"h~unizado animales (32,54,61,65); sin 

embargo, los títulos de anticuerpos han mostrado ser inferiores a 

los títulos obte:"lidos cuando partíct:las virales completas son 

utilizadas corno inrnunógencs (2,4). 

Sistemas de expresión eucariotes corno baculovirus o vaccinia 

han sido ta..~~ié~ utilizados para síncesis de proteínas de 

rotavirus; la síntesis de proteínas virales en estos sistemas 

presenta la ventaja que es posible obtener proteínas que esten 

sujetas a modificaciones como glicosilación, rniristilación, y 

procesamiento de señales, que reflejen las modificaciones que se 

llevan a cabo de manera natural en la molécula. 
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El panorama global relacionado a la utilización de proteínas 

recc!':".bi~a::.t:es müeS~:t~ñ crue ts r)osible obtener ur~a respuesta de 

anticuerpos neutralizantes de naturaleza homotípica, y en algunos 

casos heterotípica, pero los niveles generados han sido comun.~ente 

bajos (2,21,22). Es entonces importante obtener condiciones en las 

que la respuesta in.~une sea fuertemente estimulada, manteniendo la 

particularidad de generar anticuerpos contra las regiones de 

rotavirus que inducen anticuerpos neutralizantes heterotípicos. 

PROTEINAS DE FVSION 

Un número importante de proteínas bacterianas ha sido estudiado 

con el fin de obtener conocimientos detallados sobre sus 

propiedades estructurales y funcionales, asi como su antigenicidad, 

in.~unogenicidad y toxicidad en sistemas de e~~resién heterólogos 

(tabla I). Estos estudios ha:-1 revelado algunas características que 

debe tener una proteína para ser usada como acarreadora de epítopes 

de interés: a) para inmunógenos entéricos, la proteína acarreadora 

debe ser capaz de estimular una respuesta irnnune local secretoria 

e idealmente una respuesta celular; b) dado que entre los 

obstáculos para la expresión y síntesis de péptidos heterólogos 

está la sensibilidad a proteasas, la proteína acarreadora debe, en 

potencia, funcionar como vehículo estabilizante; c) la fusión de 

péptidos heterólogos debe llevarse a cabo en sitios que puedan 
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aceptar inserciones sin afectar la conformación o función de la 

molécula acarreadora, y sin compromete:::- su expresión o estabilidad. 

Sitios que muestran estas características han sido denominados 

"permisivos" (9); estos dominios son seleccio:-iados, además, 

buscando que el péptido de fusió:1 sea expuesto en la superficie de 

la molécula acarreadora. 

Entre otras consideraciones importantes en la utilización de 

proteínas de fusión como !.nrnunógenos está la vía de inmunización 

utilizada, ya que se ha demostrado que la misma proteína de fusión 

puede inducir diferentes niveles de anticuerpos, dependiendo de la 

vía de i~..IT1unizacién <l2,39l; pe:-- c·t.~c l&.ÓC', la r;~ctei.::a aca::re&.C.ora 

no debe de enmascarar la inmunogenicidad del péptido de fusión, 

sino potenciar la respuesta contra el mismo. 

De manera general (como se resume en la tabla Ii, las proteínas 

utilizadas han mostrado proveer un alternativa promisoria para la 

producción de inmunógenos que puedan inducir in..-nunidad en el 

huésped. La fácil manipulación de bacterias recombinantes para la 

construcción de genes híbridos y la sobreproducción y purificación 

producción eventual de vacunas. ;..demás el diseño de proteínas 

recombinantes no tóxicas presenta la ventaja, e;i potencia, de no 

tener efectos secundarios. 

Una de las proteínas acarreadoras que cumple razonablemente con 

los requisitos antes mencionados es la subunidad B de la toxina de 

cólera. 
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La toxina de cólera es un polímero compuesto por dos 

subunidades (Fig. 3b); la subunidad A (CTA) funciona como una ;.DP

ribosiltransferasa, .Z..DP-ribosilando un residuo de arginina del 

componente regulatorio Gsa del sistema de adenilato ciclasa; esto 

resulta en un incremento de c1'11P y perdida de iones y fluidos de la 

célula afectada (33,62). La subunidad B (CTB), pcr su parte, es un 

pentámero de 58,000 da. (11,600 da. por monórnero), el cual tiene 

corno función adherir a la holotoxina a la membrana celular a través 

de su receptor, el gangliósido GMl (Fig. 3a). La síntesis de la 

subunidad B en bacterias recorr~inantes ha permitido el análisis de 

sus propiedades, independiente de CTA. CT3 no pierde la capacidad 

para formar pentárne~os en ausencia de CTA, mante~iendc su abilidad 

para unirse a su receptor celular GHl (33); ade:nás, C7B no tiene 

propiedades tó>:icas ( 33) . El análisis inmunológico de CTB ha 

mostrado que es un fuerte inmunógeno con capacidad de inducir una 

respuesta protectora en el huésped. El pentámero de CTB es una 

molécula muy estable 

temperaturas de 74ºC 

::.:-esistente 

(28,62) y 

a desnaturalizacién hasta 

mantiene la capacidad de 

reasociación en pentámeros y asociación específica con el 

gapgliósido Gl'11 (33). Las características del protórnero B lo hacen 

atractivo para utilizarse como proteína acarreadora de péptidos de 

interés. Las propiedades de estabilidad, in.~unogenicidad, y 

ausencia de toxicidad, y la unión de CTB con GMl, aumentan la 

capacidad de ex-poner de manera prolongada el epítope de interés al 

sistema inmune local. 
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Sancbez et a.l. (65) 

PreS2A, PreS2:& 
do llBV' 

Inducen a.nti-apitope- Cba.rbit et Al. (l.la) 
e•pecificoa. Bajo• N,Al:i• a 

Cl d.e Polio
viru1 

:tni!uce a..nti-epitop•- Leclerc et al, (.'!il) 
eapeciticoa, Bajo• NJ,.h• • 

BIV 1 Induce a..nt!-.,..ptidc- Cb&rbit et al. (l.3a) 

ST 

Cl d.e Polio
viruo 

eapecifico1 

Induce a.nt!-pépt!do, a.nt!
v!rua. :Bajo• Nhb' a 

C'l'B {CTP3 a.a 1:l&lce a.nti-C'l'B y 
50-64) a.nti-flageli.n& 

HDV prcte!.na S ~uc• a.nti-S (122-137) 
de auperfici• y a.nti-proteina s 
(122-137) 

HBV Pr•S2 l.nduce t.nti-PreS2 
(120-14.5) (120-1-'5) y a..nt!-

proteina S de liDV. 

N•urotoxUla :t.n"'1e• a::i.ti-tox!.na y NAb' • 
(Jlrel:Ntoxina) 

P4ptido d• :tnduc• L:lti-p4p~id.o, NAb' e 
PJalciparum !.nh.i.b• rei.Dva1ion in •·ÍJro 

Leclerc et a.l., t<'S) 

Newton •t al. (59) 

Newton •t al. (SP) 

Newton •t. al. ( SSI) 

Duca.::i.c•l. •t al. (24) 

S~ólanC.r •= al (13) 

------·-----.. ·- ..... -.. ----·------------------------------.. ·---------------------------------------------
• :J"!'J ':':::t~'- t•nnc>-••table d.• 2•ch•riehia coli. 
ª Nm>.b' 1 r Al:ltiC'Ue:rpo• monoelo::ia.i•• n•utralizant••. 
ª N:Al:I' • 1 Antic:u•rpo• n.utraliz.ant••. 
" BBVt Vi%ue de la b•patiti• a, (~t.ig•noa PraS2A y El), 

Tabla I. Resuman da algunas de las protainas da fusión realizadas a la facba. 
Sa indican tanto la protaina acarreadora como al apitopa da fusión, 
y los resultados generalas obtenidos con cada una. 
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~H10tt 
CMOH 
1 c • .,. N·-:•lr"'-•-CH•lf 

V I" 
CM,-:-•ot \ 

-E:r·~:v--·~~~.,_.I :.,-·
·'H'" rr--r- ~ ~-. ... ~· . .. . ... CM.-C.-O •·C••c•u · 

N•••trt·•·...,.•c1H•- •·t.•••••• 

Nr .. ••-c••t••r••H•-1-

. "" 1 1 
-e-e-.. 

1 1 
- <• 1 1 
e-o CN 
1 1 
~... ~ .. . 
~'\ ~ .. . 
~... ~"· 

~'\ ~"· 
~... ~"· 
~-· ~"· 
Ctt. Cot1 
1 1 

~"· ~"· 
Cot, CN1 
1 1 

~"· f"· 
("", (N, 
1 1 

~... ~"· 
("'I, c .. , 
1 

~""· , .. 
1 ,., 
1 
C•, 

Mrlf• ..... -._ t•••-•• 

CTB 
Pentámero 

~CTA-2 58,000 Da. 

GM1 

7,000 Da. 

CTA-1 
21,000 Da. 

rtg. 1 ••tniotura d• r.IHl, y 111;1d•lo dhgraNtleo d• CT. 

A1 

CTA 28,000 Da. 

Monomero de CTB 
11,600 Da. 

- GM1 

MEMBRANA CELULAR 



OBJETIVO 

Como se ha mencionado, la proteína de la cápside externa de 

rotavirus, VP4, juega un papel importan t. e en la infección por 

rotavirus. La utilización de epítopes conservados de VP4 que han 

mostrado estar involucrados en interacción con anticuerpos 

neutralizantes, representa una alternativa promisoria para intentar 

inducir una respuesr.a inmune de anticuerpos neutralizantes de 

naturaleza heterotípica. 

El objetivo de este trabajo es construir un plásmido que dirija 

la síntesis de una proteína que r.enga un epítope de neutralización 

de VP4 fusionado al extremo amino te:::-minal de CTB, y evaluar las 

propiedades antigénicas e in.."Tlunogénicas de esta prcteina de fusión, 

incluida la inducción de anticuerpos neutralizantes contra 

rotavirus. El epítope de VP4 que se planeó utilizar es el que 

comprende la región entre los aa 296 al 313 de la proteína, el cual 

es un epítope lineal y está totalmente conservado entre virus 

pertenecientes a los serotipcs l, 3, y 4. 
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MATERIALES Y METODOS 
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Con•trucc16n del plásm.ido pJS-Ro4 

El plásmido pJS752-3 (fig. 41. derivado de pr:r:n3-3, a su ve= derivado de 

pBR322, contiene el ger:e !":ítir.ido q'...le coC.ifica pa:-a el péptióo l!de~ de L'!'B 

(subunidad B de la tcxir.a tt:m1:::lél:il óe Esc.'Je:.::ch:is cc11) unido al ¿xt:--=mo 5' d~l 

gene que codifica para la p::-ct-sin:::: rr,c.::·..!:-G CTE. E: g.::n2 r-.itrióc ltb-ctb &stá bajo el 

control del promotor híbrido cae, utili:aáo para la sob:-e~roducción de la proteína. 

El plásmido utiliza el origen de ::-12;::licació:i de póF.32i, y contiene el gene que 

confiere resiste:nc.:ia a arn¡:.icilir.c. El ;::~s;r,iOv cu~:-:i~a cor, .... a:-!cs s!tics de cc:-t.e 

para endonucleesas de restricci6:-:i ~ue p~eden ut:l~:a~se para el dise~o y 

construcción de genes híbridos o~ :~te:-és (5~a). 

Fara la inserción de oligc.:iuc:eó-c.idos que codificc:i para el péptido Ro4 se 

ut.ilizaron los sitios reconocidos p:-::- :é:s er.z.:.n.as .§.§S.¡ \Gk]C':"/C) y~¡ (GGGCC/C}. 

Estos oligonucleótióos fuero:l Cise~1i::dos para gt::ie:-ar extremes cohesivcs con 

t.erm1naci6n 5' J..GCTG y;· CCCGG al re!· a;¡art:adcs (F!g. 5~). El ;:ilásrr.ido pJS752-3 fue 

trat.ado con las endo:;uc2easés Sóc: :,·~=y ::;;;:d:; ~ !,:-s cl!gvr."...:cl.;.~1~idos é.par~é:dcs. 

El plásmido ligado (pJS-Ro~) ~ue t::-c~ado e~~ la enzirr.a ~! para reCu=ir el !cndo 

en la transfo:inaci6n, ya que el .si!.io de re=eir:ocirr:ie:ltO de esta e::=:.ma desaparece 

al insertarse los eliges de Ro~ en el ~lásm~do pJS752~3. sie~do ::-emplazado pcr un 

sitio de res~ricci6n ~3AI (carnbianCc de GAGCTC a GATC> en el plásroióo pJS-?.o~. 

La cepa de Escherichia coli MClOEl [~ Dl3~, ~.<§.1:..§.leuJ 7697, .:.. fil X74, ~u·, 

g.tl K·, rK·, mK·, strA, recJ.:) fue t:-a:isfc::-rr.ada con el plásmido pJS-Ro4 (t.7). Las 

colonias trans!ornadas fueron selecc:c.nadas pcr r€:sister1cia a arr.picilina y por 

hibridación en colonia con el oligcnucle6tido V?,/l, el cual se rnar~6 

radioactivamente en el extremo 5' con la enzima cinasa del fago T4 (47). 
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Secuencia del inserto da VP4 eD pJS-Ro4 

El análisis por restr:!cciC:·n indicó la pres&ncia do? ur.a sola copia Ce los 

oligonucleótidos en el plásmido construido. La secuencia de los oligo~ucle6tidcs 

inse:-tados se confirmó p:.::- secuE-nciecié:: Cire-c:.a d~l pl6.srr.!do de d.:.ble cadena, con 

los oligonucle6tidos VP,/l (5'-3') y V?~/~ (3'-5'), pe:- el método descrito en (~7), 

Eatl!f.bilidad del plás.mido pJS-Ro4 e~ HC106l. 

culti\'os de la cepa MC1061ipJS-Ro~ En meCio liq-.1:.ao LB suplernentaOo con 

.. ..:.. - .. - -: - ... oe ... ...,,, s..ibs~cventemente 

diluidos de mane:-a seriada y plateados scbre medio li.:ria sc.jido con y sin arn;,icilina 

(100 µg/ml). Se detennin6 el po:-ce:;taje de colo:i:.és !"E-sistentes a ampicilinc en 

relación al núme:-o de colonias totalts {que: c:-ecen en &usemcia áe am;:icilina). 

Tomando este cultivo como la ge:-1e:-.:i.ción O se i:icculó r.H?d:o liqu!áo lt.::-!a ccn i::.1000 

bacterias de la genen:1ci6!1 O, y se incubó has:a OD~Ol'.l:-3=1.00 116 hr), s'9 hicie!"'Cn 

diluciones seriadas y se platearon sobre med!o lu!"'ia solido ccn y sin ern~icilina 

como se describió antericti'Tlente, cc:isiC.e:-ando 4st.a corno la generación 20; los pasos 

anteriores fueron repetidos para obte~er el porcentaje de bacterias resistentes a 

ampicilina en relcci6n e las bacterics cotcles hasta la generación 40. 

Rnsayoa de ELISA-GHl. 

GHl•, esencialmente como se describe en (57). ErGYernente, placas d& cl0ruro 6& 

polivinil f?VC, marca KL1.JC), para ens~yo Ce c:L:::s.:., se sensiCilizan con :i...5µ.Y. de G~l 

en ?ES, incubando a te:;iperatura ambiente <TJ:.) tods la :¡cctie {1.2-14 r.r>. 

Posteriormente, las placas se lavan con PES-Tween 20 O. osi 1 PBS-T O. O Si) t ::es veces, 

se bloquean con albumina de suero bovino (O .1 % } en PBS durante 2 hr a 37cc y 

22 



finalmente se lavan 3 v~ces con PBS-T O.OS\. Sonicados de células (vEr C~talles rngs 

adelarltcJ MC106:;pJS-F.e>.:i, ;¡:;j;:',j/¡:..::S7$~-3 e }~::e~: . .:;~ P~~. !:e e~::dl?n a !a placa y 

ésta se incuba pcr 2 hr a :;7cc. F-::.·stE:ricnrit-nte, se agrega el anticuerpo monoclonal 

(ml-.b) LT-39 tMab que reco:-10.:e sc,lo :a :enria ;ier1:am.;:-ica Ci: CT3) o Y0-2C2 [Nab contra 

el pépt!.do Rc4 (E6l), ias placas se inc~::;an por :: r.r a 37cc. ?ara de:.ecci6n se 

utili:.a anti-!gG (Cl!QG) da rc:.:.r. p:-oduc.ióos Ei1 Cé.bro, ácop1ádos a la en:ima 

pero>:iCasa IAme::-st.am), :.ncube:rido t:T.a éiluci6:i ¡:2,500 d-sl a:-:ticue:ypo CL!!"ante 2 hr 

a 37°C. Las placas se reve:an con el subs:!"ato hidroclcruro de crtc-!enilendiarnina 

(OPD Sigmá ¡ne.). :.as !2.::.~:-2!:' ~e !as t::!.é:cEs so: e:fec:i..;an a u:-ja lcngit'.,;C. de onda de 

410 nm <~SO n.rn des;:r...:es de :.:-,&cti\·a:::- a :a e;--.:irr1a pE::-o>::.Oasa con H;S04 lN). Los valeres 

obtenidos con una densidad t·pt..:.c~ IODoer:r> mayc·r de 0.20, habiendo restado los 

valc:-es Ce fcnd.o, so:i con~idE:!"'ados pc.sitivcs. 

PreparacjóD de la prote!na CTB-Ro4 

Las ce;.as MC106~/pJS-F.c4, EB:.C·~;pJS75:-3, MC10El/;>.:S7$2-2, y MC1061, se CU~t.ivan 

en m8dio LS con ampicili:--1a lOC µg/¡¡,l (la C€pa control MC¡Q61 fue cultivada en 

ausencia de é.lnp:cilinal r.ast.a alear.zar ur.a ODto~=:!.CG t.,. 1 x 10 5 bacte=ic.s/r.:ll. Las 

células se cosechan pcr centrifugación a ll,500 g pcr 10' y se resuspenden e~ tris 

0.2V., pH 6.0. ?osteric:-r.1e:ite, ¡:;.:r cae.a l:tro de cul:.ivo, se at.iaden 200 ral Ce una 

solución isosmót.ica de s.=céreisa j,1'. e::. t.:::- is O. 2M, l ml de =:r:1TA 100 rr1?•:, cc:¡,t.eniG-ndo 

6 µg/ml de liso=!ma, y 200 ml Ce H:O. Se i:-.ci,;b::.n las cf:lulas en esr.a sc'l'..lci6n a 

visualizar la form~ción di'? e-s!t:-roplastcs i:n un m:.croscopio de cont.rast.e Ce fase. 

cuando la mayor pa::t.e Ce las células visibles bajo el rr.ic:::-oscopio han perdido la 

membrana celular <Cando una apariencia esférica a las células), la sol~ci6n se pon€ 

rapidarnent.e en hielo y se adicionan B ml de MgCl 2 ¡x en tris 0.2M para evicar la 

ruptura de los esferopl as tos y la consecuente l i'!,)erac i6n de proteínas ci to;ilásrnicas. 

Les esfe::oplastos se sedimentan p:r cq~trifugaci6n a 11,500 g por 10' y se recupera 

el sobrenadante qt.:e contiene ~a !rac.:ié!i de per:iplasma. Estas !:-acc!ones de 

periplasma fueron concer.tradas hesta te:;er cr.a cc.ncentraci6!1 de 7SOµg/rnl Ce CTB o 

CTB-Fic4. 
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DetenninaciéD de la coDcentración de la prote!na CTB-Ro4 •D 

soDicados totales de células 

Culcivos Ca cepas 1~c:06l/¡:.=s-f.c,, H;:!Vl/p.JS752-2, MC1C:61/p.:'Sí52-3 y MCl061 en 

medio liquido luria, su;ilome:-.tado con a:r.picilina 100 µg/ml texcep~o para cepa 

MC1061), se incub.:;:.;¡ a 37 ºC r.ast.~ s.l-:::e.:::::.:- •.;!",e o:iH,:-.::i=l. OD. Las c~lulas se cosechan 

por centrifugac16n a l'.L 500 g pe,:: 10'. Se toma :.:na alicuc.:a del ~cbrenaCant.e y la 

past.illa se resuspende en l.Srr.l de ?ES (cc:-,cE:r.tYando el cultivo 167 veces}. La 

¡:.astilla :::;:~ SCIITi€~e a 2 pv1sos Ce :o•' de 10-:-' µ.m de amp1:.:.uc, en hielo, con un 

sonicadcr Sonip:-cp 150 XSE. Los sc:-.:.cados de c~lule:s s~ e;:saya::-o~ pcr E!..!SJ..-GV.l pa:-a 

Oete.nr·inér !a conce:itraci~n de 1a p:-ot.r;ina CTB-R.c.(.. Se hiciero:i diluciones seriadas 

en PBS Oe cada preparación, así como C1luciorj12s de la p!"o-ce!r,a cor:i-crcl CTB 

<Merieo:). Las lecturas ob~E:r.:.C.::.s po~ :SLISJ.. co:r:c s12 descri=.!.~ ar,-ce::s fue-ron 

ucilizaC.as pa:-a det.e::.·m=..~a:." la co:icen:~ación Ce !a ¡::-ot€:!:-ia en los sonicaOos 

celulares, en relac!6n a la ccncEntracié~ Oe :a pro~eí~a cor.t=cl. 

Electro~ores!s en geles de poliac:!la.m.!da-SDS (SDS-PAGHJ. 

Las ;.:-.;~.:.:-::c!c::c~ C12 ~e=-!~l~sr.".::i con 1a prcteír.a CTE-Ro4 se analizan ut.ilizando 

geles c5a poliacrilarr.!Ca cc1n s~s. como se describe e:l (-'7), ut.ili:ar.do geles al 

13.Si. Las muestras se tratan ce~ buffer disruptc~ {SDS li, B-msrcaptoetanol 1%, 

EDTA 2rnH, glicerol 10%, t:ris.HCl 50mY. pH E.6); el mc·n6mero de la p:::oteina se obtiene 

hi!"Viendo las muestras por 2'. Las bandas de proteínas se tinen con azul brillance 

de coomassie. 
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Inmunoelectrotransferanc1a (Western blotJ. 

Después de separar las proteines por SDS-FhGE, las proteinas se trans!1eren a 

mern:t::-anas de nitrocelulosa (SchlE:icher & Schuelll en buffer de t.rcns!erenc:a :s m~ 
tris.el, y 250mM glicina co!1 metanol al 2Ci, ccn u:-:ia corriE:nt.e de 1 A.rr.p pcr 2 r.:- a 

4ºC. Despu~s de la trar.sferE:ncie, l=s rne~bre~as de ~it:-oce~ulcsa s~ bloquE:an con 

albumina de suero bovino 1E.S.t.} O. lí en ?BS por 2 l"1r s. t.e:mperat.ure ambiente <TJd. Lc·s 

Mab's LT-39 y Y0-2c: dilu!.dcs 1:100 y 1:5GO, :-esp2ctivament.e, en ::BS-Tween O.O:.t/BSA 

empleó algG de !:"atón acoplé do a t:iE-roxidasa, revelando cor. diarr.i:io!:ie:r.:iCir.a. e co:i 

Lumincl <hme:rs!"laml, como lo desc:-i!:>e el fabricante. E!"l.tre céda ¡:,aso se hicie::-o::"l tres 

l.evaóos con ?3S-T O. 05% óe 10' . 

.E!csayos de ELISA para detectar l!.llticuerpos A.Dti-oéptido v Allti-CTB 

Estos ensayos fue!"'cr, !"'ealizcdos e:sEnc!alme:¡:e Ce -º rr.is:r.=. rr.anera c;::ue les 

anteriores. ?ara detectar cnticue::-pos anti-pÉ-ptióo, ~µg o ~µg Ct:! péptido s.:nt4ft.ico 

Ro4 en ?BS se ai'l.aden ;>cr caca p:-::c óe plecas de PVC :m.-m..::iolon 2, y se incuba tods. 

la noche (12-l-' hr) a 37"C. ?ost.eriomente, se ai;!"'egar. los SUE!"'C'S Cili.!idos e:i se:ie, 

en ?BS/BSA 0.1\, y s:: detecta:. ccn a!gG Ce :-ato:-. acop1a6.o a peroxiCasa, cerno se 

describe ante=ionnente. 

?a::-a detectar c:-:ticuerpos cont:rc. C73, se empleó el e:"lsayc de :::LISJ..-GY.l desc:-ito, 

Cepa• de rotavirus 

Los rotavirus ST3 (se:ctipo ~), wa (serctipo 1), e It.o <serotipo 3) ~e 

p::o¡:,a;a!'on en rnc,noca~as C.:: céh.1~as d-s e::p!tel:l.o de ri~on de rnonc (JIJ.i.10.:), .t::1 w-:?d!c 

m:íniroo de Eag:e (V.El~. G!BCO) supleme:-:.tado cc,n suero tiov!:io ~et.al (FCS) al ~'!:, cc:no 

se describió ante-riorrr.ente (6) y se purificaron por grediE-ntes isopicnicos en cscl 

de acuerdo al protocolo descrito (23). 
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E"llsayos de ELISA con vi.rus ST-3 l' Wa. 

Los virus purificados pcr Gradien:es de CsCl, o lisédos de células infectadas 

con el virus correspondiente, se óet2.:te:.n de la siguiente mane:-a. Como ant.icue:rpo 

de capt.ura se usa una rr.E:::c:a Ce s1..1eros f.iperinmunes c;ue cor.tiene ant.icuerpos 

policlonales cont.ra :=-ot.avi:.-us de serotipos l a ~ <F.a.F.). Esta mezcla de sueros se 

diluye 1:2,500 en P3S, se a~ace a i='l.::cas Ce EL!S.L. <!.J"': • ..TNC), y se incuba toCa la noche 

a 37cc. ?ostericrrner.te st: agr¿..;a el v:.:-t..:.s, :z·a sea P'.Jri::.cac~, p:r CsCl o er:. lisado 

de células infectadas, se e~aden y se :.ncuban las plac&s por 2 hr a 37~C. Les sueros 

de rat.ones se a!"jaden diluidos en se:rie Br. PES/ES.?·. o.:t. y se :.ncl.:.ban por 2 ::r a 37°C. 

Los an:icuerpcs se d·?~¿ct~n ccn o.!gG Ce ret.6n acoplado a peroxidasa como se describe 

ante=ic·nnente. 

Una rncno::apa cor.fluent.e de cé!u!a~ Y.J..104 e:i. p~acas C-96 (Costar} se la-...·a 2X co:i 

?BS-C (ccnt.eniendo ln:~ CeC1: y :.orr:v. Mg-:l:l. ?osteriormen::e, s.e ag:regan di~uc!cnes Ce 

los virus previaroent.e ectivaóos co:i lGµg/ml de tripsina por 30' a 37°C, y se incuban 

l hr a 37ºC para pemit:ir la adsc:-ció:¡ del vi:-us a la célula. ::¡ inóculo se retira 

y se incuban !as places por 12 hr. Las c4lulas se fijan con ac~tc~a eoi en PSS por 

30' a TA. Posteriormente, S'2 a.:".ade t.:.:-¡ su~ro hipi:::rimr1...:.r.-a cc·ntra la cepa SAll Ce 

ar.ie.de una dilució!'l 1:1,SQO d.a ¡::-c:B.!r.a. r. (de ScaphJ"lococus avreus) acopleOa a 

peroxidasa (hrnersharn), y se incuba 2 t.r a 37ºC, revelando posteriormente con el 

substrato 3-amino-9-etilcarba=cle, el cual al s2r cxidado por la en:iroa peroxidasa 

se vuelve insoluble. Se detennina el :::úrnero de célu!c.s t.efi.ide:s <nd..mero d~ fc·cos de 

percx!dasa} por la reacción en cada pczo de las placas C-96, obteniendo así el 

titulo de la pre~araci6:i. del virus q~~ se ¿stá util!:a~do. 
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Bnaayo• para Neutral.!zac.íó!J de Virus. 

Los ensayos óe neutralización ~G e~ectuan esencialmente de la misma manera que 

lo descrito para titulación de virus. Una vez tratado el virus con tr!psina, se 

mezcla la dilución preestablecida d..? 4st.e (para que se o!:it.&ngan 100 células 

infectadas) con diferentes C.iluc:.o:ie.s 12n serie óe los su<;::-cs a ~:;s~y:s.!", e:i vclún1enes 

iguales, y se incuba 1 hr a 37°c. Postericrr.1ente, se ar.ade la mezcla de suero con 

virus set-re células Y.J..-10'- que ha:-i sido lavaCas ;:!"eviamen:e pa!:"a elirr.ina::- el suero 

(FCS). Se incuban les ¡::lacas 1 r:r a 37°c, pe!"l!.i.tie:--JCO l:s. a::scrc:ó:i Ce J.C's Vi!:"US cr~e 

no hayan sido bloq-ueados po=- anticue-rpos; se :=-etira el inóculo y se incuba 12 hr a 

37°C. Les células se fijar. y se tiMEn como se describ:.6 antes. Se co~sid€ra como el 

titulo de neutralización la dilución de les sueros en !a ~ue se ~e~uce un 60\ o rn's 

el núwero de focos de perc·>:.:.dasa ¡:ro=.ucidcs po:.- la infs-::c:ó:-., en relación ai número 

de foccs cb:enidos en c.usencia di? si.:e:-o. Los t!tul~s fu.;!"on óet.e:.-n1!.naóos restanóo 

los valores obtenidos ccn sue:rcs ¡:rei::..'T.u:--JE:S de caC:5 !'"ét:ó:i :r.i..."ilu::::écio, asimismo se 

cons!deró corno ~ando los v.:lo::-e$ obten!.Ccs con les süe::-os de ra:o:ies iD.-nu;:izados con 

la proteína cor;trc.l (C':'5 de ptriplasma ds s=10'.!./~· .. 'S7~2-:?). 

InmWJoprec.!p.ítació~ de Vl'4 coD sueros ~ei-CTB-~od 

La prot:eina VP4 Ce la cepa de rota\•.irus t:u (serotipo 1) fue s:nt~t:::aC:a a part.ir 

<le cDNA con el sistema ele t.:-anscripci6n-t:raclucci6n .in viero descrito en !'7). La 

prote!:"la marcad.a con rn6'tionina >55 se utilizó para ensayar la imnunoreéctividad de 

los sueros ant 1-C7B-Ro~ con VF4, por un ensayo de in.·riuncprecipi taci6n. :revement.e, 

para la inmunop:-ecipi~aci6n en ccndic!cnes ;¡a:i\'as, se incuba!"'cn 2µ.2 e~ la ;:rcteina 

VP4 traducida in vit~o con les suercs Ce r~~ones CiluiCos 1::0 e~ ~uf!e~ RIFA {l\ 

T!"iton X-lUO, ¡\ dec;.:ic·Jlcto de SC•Cio, C.'.!.% SDS, lSOtt.J•! ~~cCl, 50rr,~·! ~ris ¡:-!i7.5) por 

30' a T.A. Cla muestra de V?~ fue t.rat~~a con buffer R!?A con 0.5t sos, e incubada 

a 94°C por 2', pera i~~unoprecipitac!ón en condiciones Cesnaturalizant~s); a la 

mezcla ele sueros con VF4, se agregaron 25µ1 <le proteina .l\-Sepharosa !Sis;ma) al 50% 
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RIPh/l rog/ml BSA, una \.'ez con bt.:ffer r::?A, y t:-atadas con buffe:- disruptor (SDS 1%, 

B-mercaptoetancl l l., EDTA ::mM, Glic~rc l l Oi, tr ls 50m?-! pH6. S l, y anali :;:a das por SDS

PAGE. 

!n.munj:ación de ratoDes con la proteina CTE-Ro4 

Ratones Ea.lb/e de 9 semanas dt? edéd !:·Je!"'on inyectadcs po:- la vía subcutanea con 

•SOµg de la fracción Ce pe!"'iplasr.1a d'? la p:-o~eirja CTS-Ro' C6 ratones) o C'!'B (5 

ratones). La primera inmunización se ?-li :o con aCyuvante com;Jleto de Freund y en 

subsecuen-:es irur.uni zac iones se l.:til i :.6 adyuvante incorr.~leto. Los :·a tones fueron 

imnunizadcs caca des ssrr,aiii:.s, ~veces. Se o!:it·,..r:ie:::-cr. sue:::-cs de ~an~raCcs e.nte:-ic:-es 

a la primera inmuni:.:ci6n (p:-Einrnunes) y de óos semanas óespu4s de cada inmuni:;:aci6n 

subsecuente {hiperimnunes). Los sue::os fueron i:iactivc::.dos é 5'i°C pe!"' 1 hr y 

guarCaOcs a -70ºC. 
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RESULTADOS 
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Construcción del gene h1orido ltb-Ro4-ctb. 

Se construyó un gene híbrido que codifica para un péptido de la 

proteína VP4 de rotavirus fusionado al extremo amino terminal de la 

subunidad B de la toxina de cólera (CT3) . El péptido incluido en la 

fusión, el cual llamamos Ro4, comprende del aminoácido 296 al 313 

de V?4, y representa una secuencia que está completamente 

conservada entre los serotipos 1, 3 y 4 de rotavirus humanos 

( 66, 67) . La secuencia de los oligo:1ucleótidos empleados en la 

construcción, así como la secuencia del péptido Ro4 codificada por 

estos oligos, se muestra en la Fig. 5a. Los oligonucleótidos fueron 

diseñados con codones c;:ue son utilizados preferencialmente en 

E.coli. La inserción de estos oligonucleótidos entre los sitios 

SacI y XmaI del plásmido pJS752-3 genera el plás::r.ido pJS/Ro4 (Fig. 

4), el cual dirige la expresión del gene híbrido ltb-Ro4-ctb a 

partir del promotor tac. La proteína híbrida codificada por el 

plásmido pJS-Ro4 consiste del péptido lider de la subunidad B de la 

toxina tennolabil (LTB) de E. coli, el péptido Ro4 y, la región de 

la proteína madura de CTB (Figs. 4 y 5b). Existen en esta proteína 

híbrida precursora dos sitios potenciales de procesamiento que 

corresponden a los sitios originales, tanto del péptióo lider de 

LTB (ala 22) como de CTB (tir 25); este último es el sitio de 

procesamiento utilizado en la proteína LTB-CTB en ausencia del 

péptióo Ro4 (58). Al insertarse éste, la tirosina 25 es desplazada 

al sitio 46, aumentando así la probabilidad de que el péptido lider 

sea procesado en la ala 22. Este procesa."iento dejaría así intacto 

el epítope de VP4 en el terminal amino de CTB. 
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Al determinar la estabilidad del plásrnido pJS/Ro4 en la cepa de 

E. coli MC1061, se encontró que el número de bacterias en cultivo 

que mantienen resistencia a arnpicilina no disrnim:yó, aún después de 

40 generaciones en ausencia de la presión selectiva, demostrando 

que el plásrnido es suficientemente estable para ser utilizado en la 

producción de la proteína híbrida. 

Se deterrninó la secuencia del inserto en el plásmido pJS-Ro4 

(Fig. 5a), corroborando que los oligonucleótidos se insertaron en 

una sola copia y en el marco de lectura correcto. 

Antigenicidad de la proteína CTB-Ro4. 

La proteína de fusión producida se analizó en un ensayo de 

ELISA-GMl. En este ensayo, lisados bacterianos, conteniendo o no la 

proteína de fusión, se añaden a pozos de placas de ELISA que han 

sido previamente cubiertos con el gangliosido GHl. Dado c;¡ue este 

ganglicsido tie!"le la caj;aciCad Ce u:;i~ de !na!1era espec.ifi.-:a a CTB, 

esto permite capturar de entre todos los componentes del lisado 

bacteriano a las proteínas CTB y CTB-Ro4, las cuales pueden 

posteriormente ser detectadas con anticuerpos específicos. 

Los ensayos realizados con sonicados totales de bacterias no 

transformadas o conteniendo los plásrnidos pJS-Ro4 o pJS752-3 (Fig. 

6), muestran reactividad específica con anticuerpos monoclonales 

(rn1'.b) anti-CTB (LT-39) y anti-péptido Ro4 (Y0-2C2). La reactividad 
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de LT-39 tanto con la cepa portadora de pJS752-3 como con la cepa 

que contiene el plásmido pJS-Ro4, pero no con la cepa control, 

muestra la presencia de CTB en los sonicados celulares de las cepas 

transforrnantes. Asimismo, indica que la fusión no interfiere con la 

oligomerización de CTB ya que el m1'.b LT-39 reconoce solo la forma 

pentarnérica de la molécula (posibl~-nente reconociendo una región 

que involucra la interfase ent:-e los monómeros). La reactividad 

específica del mt.b Y0-2C2 con el scn:'..cado de cél ul¡;z portadoras de 

pJS-Ro4, indica que el péptido está presente en la proteína de 

fusión y que está expuesto en una conformación similar a la que 

naturalmente adopt:a en el cor.te:-:t.o del virión. El hecho q..ie el 

péptido pueda ser :::-econocido por el monoclonal Y0-2C2 en el 

contexto de la proteína q..iimérica, aún cuando ésta se encuentra 

unida a GMl sugiere, además, que el péptido de fusión y el dominio 

responsable de la unión a GMl no interfieren estericamente uno con 

el otro. 

La presencia del péptido lider de LTB en el terminal a.-nino de 

la proteína híb:::-ida permite el transporte de la misma al espacio 

periplásmico en E. coli. Por lo tant.o se aislaren fracciones de 

periplasma, y se obtuvo una preparación enriquecida de la proteína 

híbrida (Fig. 7). 
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Las proteínas obtenidas en los sonicados totales de células y 

la fracción periplasmática de las cepas transformantes y control se 

analizaron por ensayos de inrnunoelectrotransferencia (Western 

blot). La estabilidad del pentámero de CTB permite su análisis en 

geles desnaturalizantes de poliacrilamida-SDS en electroforesis 

(SDS-PAGE), ya q1.1e aÚ:1 en presencia de íS-mercaptoetanol y SDS 

mantiene su conformación oligomérica. La desnaturalización del 

pentámero, para obtener la forma monomérica, se logra al llevar la 

proteína a temperaturas mayores de los 7 5°C en presencia de SDS. El 

análisis por inmunoelectrotransferencia de las formas monomérica y 

pentamérica de las proteínas CTB y CTB-Ro4 (Fig. 8) muestra que el 

pentámero híbrido es reconocido por los :::i.?..bs LT-39 y Y0-2C2, 

mientras que el monómero solo es reconocido por el m.h.b dirigido 

contra el pépt ido de VP4, ya que como se mencionó anteriormente el 

rnAb LT-39 solo reconoce al protómero B en su forma pentamérica. La 

migración aparente de los pentámeros sugiere su diferencia en peso 

molecular, aunque ésta no puede ser determinada debido a que las 

condiciones en las que se a:;ali za ~o sen desr.at\.:!"a!.iza~tes. El peso 

molecular aproximado del monómero híbrido por su migración aparente 

en SDS-PAGE es de =13,000 Da. (Fig. 7), el cual es muy similar al 

peso molecular calculado de 14,141 da. El hecho que la proteína de 

fusión pueda ser aislada de periplasma sugiere que el péptido lider 

de LTB es procesado en esta construcción. 
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El análisis de la proteína por estos ensayos sugiere que la 

expresión del gene híbrido se lleva a cabo de la manera esperada, 

la proteína de fusión es producida, y tanto la síntesis, el 

transporte intracelular y el ensamblaje de la proteína quimérica se 

llevan a cabo correctamente. 

Cuanti[icacwn de la Proteína CTB-Ro4 Sintetizada. 

El promotor tac ha sido utilizado anteriormente para la 

sobrexpresión del gene CTB en cepas recornbinantes (56). En este 

trabajo se determinó la concentración de la proteína de fusión CTB

Ro4 expresada en la cepa MC1061 de E. coli. Sonicados totales de 

las cepas MC1061/pJS-?,o4, ilB101/pJS752-3 y MC1061/pJS752-3 (esta 

última con el propósito de dete:?:minar si ambas cepas de E. coli 

tenían un comportamiento similar en cuanto a producción y 

procesamiento de CTB) se analizaron por medio de ensayos de EL!S.?;

GMl, haciendo diluciones en serie de las muestras y determinando el 

nivel de reactividad con los m.?>.bs LT-39 y Y0-2C2 (Fig. 9). La 

concentración en cada muestra se detenninó utilizando un estandar 

de CTB pura y de concentración conocida, y asumiendo que la 

reacti vi dad de CT3-Ro4 con G"", es igual a la de CTB. La 

concentración total de la proteína híbrida en la cepa MC1061/pJS

Ro4 fue en todos los casos alrededor del 20% al 30% en relación a 

la concentración de la proteína CTB en las cepas HB101/pJS752-3 y 
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MC1061/pJS752-3: 0.2 a 0.3µg/ml de cultive. Estos resultados son 

similares a los obtenidos previamente por Sánchez y colaboradores 

en cepas de E. coli, con plásmidos que contienen el promotor tac 

(Sánchez J., comunicación personal). 

Evaluación de la Inmunogenicülad de CTB-Ro4. 

Uno de los aspectos más relevantes del presente proyecto es el 

de evaluar la capacidad de la proteína híbrida para inducir una 

respuesta inmune neutralizante. Con este fin, se inmunizaron 

ratones Balb/C de nueve semanas, por vía subcutanea, con la 

proteína CTB-F.o4 o CTB, utilizando las proteínas obtenidas de 

fracciones periplasrnáticas. La respuesta ir;..'llune humoral de los 

ratones inmunizados se evaluó por su capacidad para reconocer en 

ensayos de ELISA, 1) al péptido sintético Ro4, 2) al pentá..~ero de 

CTB, y 3) a partículas virales completas. Se probó ta..-n):)ién la 

capacidad de los sueros hiperinrnunes para reaccionar con la 

proteína VP4 soluble por inmunoprecipitación, y para neutralizar la 

infección del virus in vitro. 
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Reactfridad de Sueros con el Péptido Sintético Ro4 }' con CTB. 

Se llevaron a 

presencia en los 

cabo ensayos de ELISA para determinar la 

sueros hiperinmunes de anticuerpos que 

reconocieran al péptido Ro4. Encontramos que 

inmunizaron con la proteína híbrida CTB-Ro4 

anti-péptido ccn títulos que alcanza;-, hasta 

los ratones que se 

tienen anticuerpos 

2xlO' (el título se 

define como la dilución más alta del suero con la que se obtiene 

una señal mayor o igual a una ºº"º"" de O. 2 l, mientras que los 

sueros de ratones inmunizados co::i CTB no dieron señal positiva 

(Fig. 10). Por otro lado, los sueros de los ratones in..uunizados con 

CTB-Ro4 fueron capaces de reconocer en un ensayo de ELISA-Gl11 a la 

proteína CTB, obteniendo títulos superiores a aquellos obtenidos 

contra el péptido de fusión (Fig 11). 

Reactividad de Sueros con Rotm'irus por Ensoros de ELISA. 

Las cepas Wa y ST3, pc:~tenecie~tes a les serotipos 1 y 4 

respectivamente, fueron utilizadas para ensayar la 

inmunoreactividad de los sueros con partículas virales completas. 

Se realizaron ensayos con lisados de células MA104 infectadas con 

rotavirus, así como con virus purificado por gradientes de CsCl 

(tabla II). En ningún caso se pudieron detectar anticuerpos en los 

sueros hiperirununes que reaccionaran con el virus. 

42 



50000 

40000 -o 

~ 
e .. 
o 30000 j 
> -.!¡! 
4l 
o 
~ 

¡:: 

10000 

rig. 10 

.. 

-- R-1 CTB-A04 - R-2 CTB-A04 -- R-3 CTS-Ao4 -- R-4 CTB-Ro4 -- R-5 CTB-Ro4 

--o- R-6 CTB-Ro4 -- R-CTS 

1 o 2 o 3 o 4 o 5 o Oiu 

'f'1tulo por ELI&A de •Dticu•'l"'PO• dirigido• contra •l p4optido JloC. S. incluy•D lo• •u•ro• d• to4a• 
lo• ratoD•• inmJrdaad.o• ooA la prot•i~ C'TB•ftoC# 'j/ •l proa-Aio obte.a.ido con lo• •u•ro• d• raton•• 
ii:.m.miaado• oon en como control. 

43 



50000 

40000 

-o 
m 
~ -
" 30000 .. 
m .... 
u -.. 
::i 
< 

~ 
20000 

-o 

i= 

10000 

o 

--a-- R·1 

, o 20 3 o 40 50 

Titulo 4• &Dtlcu•rpo• CTl"'••P.Ciflcot por Et.ls.>. .. QC. en •U•ro• d• ratoa•• lma.ndsadoa 
OOD l• prot•ina CTB•Ro•. 

Olas 

44 



Ensavos de Ncutra!i::ación. 

Se llevaron a cabo ensayos de neutralización analizando la 

reducción de focos de infección en células M..11.104. 

Considerando que el epítope de VP4 utilizado en este estudio está 

totalmente conservado en cepas hu.~anas de rotavirus de serotipo 1, 

3 y 4, las cepas de rotavirus Wa (serotipo 1), ST3 (serotipo 4) e 

Ito (serotipo 3) fueron utilizadas para analizar la capacidad 

neutralizante de los sueros obtenidos, y su posible reactividad 

cruzada con los tres serotipos. Se analizaron sueros de ratones 

inmunizados con las proteínas CT.i3-~o4 o CTB (tabla II). l•o se pudo 

detectar act::ividad neutralizante en :iinguno de les sueros probados, 

lo cual indica que los anticuerpos producidos contra la proteína de 

fusión no tienen capacidad neutralizante, al menos detectable por 

estos ensayos. 

Reactividad de Sueros con VP4 Soluble. 

Con el objeto de detectar anticuerpos en los sueros de ratones 

inmunizados con CTB-Ro4 que aunque no pudieran ser detectados por 

reactividad con partículas virales completas en ensayos :::e ELISA y 

que no tuvieran capacidad neutralizante, tuvieran la capacidad de 

reconocer al epítope Ro4 en el contexto de la proteína VP4 soluble, 

se realizaron ensayos de irununoprecipitación, tanto en condiciones 
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nativas corno, desnaturalizantes. Los resultados mostraron que los 

sueros no tienen un nivel detectable de anticuerpos que pueda 

reconocer a VP4 (tabla II). En estos ensayos se incluyeron dos 

controles negativos: En el primero las proteínas de rotavirus 

marcadas con "s Met fueron incluidas en el ensayo en ausencia de 

suero, obteniendo así el fondo mínimo de señal. El segundo control 

negativo constó en incluir les sueros preinrnunes de los ratones 

inmunizados. En ambos casos se obtuvo una señal similar. Se 

ensayaron los sueros de todos les :::-atones il'-"'lluni::ados con la 

proteína híbrida; la señal obtenida fue similar a los controles 

negativos. El control positivo fue el Mab Y0-2C2 dirigido 

especificarnente contra el epítope de interés en VF4; en condiciones 

desnaturalizantes se observó una señal tenue correspondiente a VF4, 

mientras que una señal más intensa se observó en condiciones 

nativas, indicando que Y0-2C2 tiene menor reactividad con la 

proteína desnaturalizada. 
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TRBLR 11. RESUMEN DE LRS PROPIEDADES INMUNORERCTIURS DE SUEROS DE RATONES 
INMUNIZADOS CON LRS PROTEINRS CTB-Ro4 O CTB. 

Ratón n• 
/Suero 

R-ICTíla4 
R-2Clílo4 
íl-3CTíla4 
íl-4CTíla4 
R-5CTílo4 
R-6CTílo4 

n-1 to 6 cm 

YD-2C2 

Rntl-YM 
Rnti-ST-3 
Rnti-UJa 

ílnti-Péptido 

1:6,400 
l :20,000 
1:20,000 
1:40,000 
1:20,000 
1:20,000 

1:1,eoo 

1 :6,400 

ND 
ND 
ND 

Título ELISR Cal 

ílntl-CTB 

1:45,000 
1:20,000 
1:42,000 
1:25,000 
1:35,000 
1:32,000 

ND 

---· 
ND 
ND 
ND 

ílnti-RU 

1l:IOO 
il:IDO 
1l:IOO 
1l:IOO 
11:100 
sl:IOD 

1l:IOD 

1:3,200 

1:12,ooe 
NO 

1:2,000 

Neutrallzaclón(b) 

11:20 
11:20 
11:20 
11:20 
11:20 
11:20 

11:20 

1:3,200 

ND 
1:3,200 
1:1,600 

lnmuno
preclpilaclón(c) 

+ 

+ 
ND 
ND 

al Titulos de ELISR se c11presan como la dilución final de los sueros en la que se obtiene una 0.0.490nm i D.20, habiendo 
restado los ualores de rondo obtenido en ausencia de anllgeno. 
bl Ensayo de Reducción de Focos da rero11ldasa. los lllulas se e11presa11 como la dllucl6n nnal de los sueros con la que se 
obtiene una reducción de rocas lle pero11ldasa l 603, habiendo restado los ualores de rondo obtenidos con los sueros 
control. 
c) Ensayo de lnmunopreclpllaclón de UP4. 
NO, Na determinado. 

~ • ---, no se obseruó reaclluldad. 
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En este trabajo llevamos a cabo la constrüccién de un gene 

híbrido que codifica para la proteína quimérica denominada CTB-Ro4. 

Este gene se expresa bajo el control del promotor tac, el cual ha 

sido previamente utilizado para expresar tanto CTB corno proteínas 

de fusión a CTB en E. coli, obteniéndose niveles de alrededor de 

lµg y 0.2µg de proteína por ml de cultivo, respectivamente (Sanchez 

J. comunicación personal l . En nuestro caso el gene híbrido 1 tb-Ro4-

ctb se expresó en E. coli a los niveles esperados, obteniéndose de 

0.2 a 0.3µg de CTE-Ro4/rr.l de cultivo (Fig. 9l. La proteína 

sintetizada se exporta al espacio periplásmico, facilitando así su 

enriquecimiento y purificación. 

El hecho que la proteína de fusión pueda ser recuperada del 

espacio periplásmico sugiere que el péptido lider de LTB se 

procesa, posiblemente en su sitio de procesamiento original (ala 

22), ya que el sitio de procesamiento del péptido lider de CTB (tir 

25) es desplazado hasta el residuo 46 de la proteína híbrida. El 

corte en ala 22 generaría un extremo amino terminal con la 

secuencia que corresponde al péptido de fusión 

(DLKAANYQYNYLRDGEQVTA), éste consta del epítope Ro4, y de dos 

aminoácidos adicionales (aspártico y leucina), introducidos en la 

construcción del plásmido pJS-Ro4. 

Durante el transcurso de este estudio se publicó la estructura 

cristalográfica de LT (62), la cual se describe en la Fig. 12a. La 

molécula consta de dos grupos de tres cadenas de estructuras B

plegadas antiparalelas, y de dos a-hélices. Una de las a-hélices, 
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constituida por los aminoácidos 4 al 9, se localiza en la 

superficie exterior del pentámero, lo cual sugiere que el extremo 

amino de la proteína está expuesto en el exterior de la molécula. 

El dominio de interacción de LTB con el receptor celular GMl se 

localiza en una cavidad en la parte •superior" de la molécula, en 

donde el aminoácido 88 (triptofano} parece ser el sitio de 

interacción con la galactosa terminal de G!~l. Se postula además que 

el pentámero se une a la célula de manera paralela, con la parte 

•inferior" localizándose cerca de la me.'Tlbrana celular (Fig. 12b). 

Esta superficie, especialmente plana, está a una distancia de =23 

A del sitio propuesto (ti-p 88) para unión a GMl, mientras que el 

gangliosido GMl se ex::ie;;de hacia :::uera ce la célula con una 

longitud aproximada de 25 A, alcanzando posibleme;;te el extremo 

opuesto del pentámero. 

De esta manera, el extremo arnino terminal de LTB pueóe localizarse 

en la parte •superior" de la molécula, cua:-:ido ésta interacciona con 

GMl. Dado el alto grado de homología (80%) que existe entre la 

estructura primaria de LT y CT, es razonable asumir que la 

estructura tridimensional de CT debe ser similar a la de LT. De 

acuerdo a esto, el péptido Ro4 en la proteína de fusión CTB-Ro4 se 

encontraría en la superficie externa de la molécula, situado en la 

parte •media" a •superior" del pentámero (Fig. 12c). Esta 

interpretación es consistente con los datos de ELISA obtenidos en 

el presente estudio, en donde el péptido Ro4, en el híbrido CT3-

Ro4, está accesible para interaccionar con el ml'.b Y0-2C2. A través 
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de los ensayos de ELISA-GMl e immunoblot demostramos que la 

proteína CTB-Ro4 tiene la propiedad de Íorrnar pentámeros y de ser 

reconocida por rrJ..bs dirigidos contra ambas partes en la fusión. El 

hecho que el ml'.b Y0-2C2 pueda interaccicnar con el péptido Ro4 en 

el contexto de la molécula pentamérica cuando ésta última se 

encuentra unida a GMl, indica que los sitios de unión al rr~.b Y0-2C2 

y a GMl no interfieren estericainente entre sí y por lo tanto no se 

encuentran cercanos en la superficie de la molécula. 

El análisis realizado con los sueros de ratones inmunizados con 

la proteína periplasmática C73-Kc~ ~~Cica ~~e el híbrido tiene 1a 

capacidad de inducir anticuerpos específicos, tanto contra CTB, 

corno contra el péptido de ::·..lsiÓ:"l de V?4. Sin embargo es tes sueros 

no son capaces de interaccionar con el ep::'.tope Ro4 en el conte>:to 

de la p:!:oteína · \IP4 o del virus completo, corno lo indica su 

incapacidad para reconocer a VF4 en un ensayo de 

iPJ~unoprecipitaci6n, tanto en condiciones nativas como 

desnaturalizantes, y al virus en ensayos de ELISA y neutralización. 

El hecho que el m.7JJJ Y0-2C2 fuera capaz de reconocer con tí.tulos 

similares al péptido Ro4, a la proteína híbrida CTB-Ro4 y al 

rotavirus ST3 en un ensayo de ELISA, así corno al virus ST3 en 

ensayos de neutralización (tabla II), sugiere que la sensibilidad 

de los ensayos de ELISA y de neutralización de rotavirus, con este 

rn;...b en particular, es aprc>:irnadamente la misma. 
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Tomando esto en consideración, esperaríamos que los sueros 

anti-CTB-Ro4, los cuales reaccionaron con títulos relativamente 

altos (2xlO'l contra el péptido por ELIS.~ .• tuvieran también la 

capacidad de interaccionar con el virus en los ensayos de ELISA y 

neutralización, con títulos similares. Sin embargo, como se 

menciona anteriormente, esto no sucede. 

Estas observaciones pudieran e>.-plicarse si el epítope que 

reconoce el mJ>.b Y0-2C2, fuera poco o no in.~unogénico en el contexto 

de la proteína CTB-Ro4, y la gran mayoría de los anticuerpos 

inducidos pe::: el péptido Ro4 en la proteína híbrida estuvieran 

dirigidos contra regiones del péptido diferentes a la del epítope 

de Y0-2C2, o bien contra la región cr~e contiene este epítope, pero 

con una conformación diferente a la que se encuentra en el virión. 

Otro tipo de anticuerpos que podrían estar presentes en los sueros 

hiperin.'"Tlunes y reaccionar con el péptido Ro4, pero no con el virus, 

serían anticuerpos inducidos por epítopes compartic':os entre CTB y 

el péptidc Ro4. Finalmente, en una respuesta inmune celular de les 

animales if'Jnunizados, el ¡:::.-c=-esan;ien't:o de la proteína y 

presentación del péptido podría inducir anticuerpos que reconozcan 

al péptido sintético soluble, pero no al péptido en el contexto del 

virión. 

Lo que resulta paradójico es que el mi'-.b Y0-2C2 reconozca de 

manera eficiente al péptido Ro4 en la proteína CTB-?.o4, indicando 

que el epítope de Y0-2C2 en este conte:-:to es un buen antígeno; sin 

embargo, como se discute anteriormente, este epítope parecería 
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tener una pobre o nula inmunogenicidad. Existen antecedentes para 

este tipo de comportamiento en algunos epítopes. En poliovirus una 

serie de anticuerpos monoclonales neutralizantes producidos 

inmunizando animales con partículas virales completas, reconocen a 

péptidos sintéticos que mimetizan secuencias específicas de una 

proteína de superficie del virus (VPl); sin embargo, estos péptidos 

no tienen la capacidad de inducir anticuerpos neutralizantes contra 

el virus (20). 

Una alternativa interesante en la caracterización in.'1\unológica 

de la proteína de fusión CTB-Ro4 es la capacidad potencial que ésta 

pueda tener para sensibilizar al sist~"ª in.'"nune. Arias y 

colaboradores reportaron que el péptido que comprende los 

aminácidos 220 a 233 de VP4, aunque no induce per se anticuerpos 

neutralizantes contra el virus cuando se utiliza para inmunizar 

ratones, si tiene la capacidad de sensibilizar la respuesta inmune 

de estos animales. Esta sensibilización se hace evidente cuando 

ratones previamente inmunizados con el péptido se inmunizan 

subsecuentemente con partículas virales completas, obteniéndose una 

respuesta d~ cnticuerpos ncutralizá~tes i~cre~e~t~da en ~elecié~ a 

ratones que no fueron previamente inmunizados con el péptido (4). 

El trabajo de Ernini y colaboradores con poliovirus señala que 

algunos péptidos que mimetizan epítopes neutralizantes, tienen la 

capacidad de sensibilizar la respuesta inmune, produciendo 

anticuerpos neutralizantes al retar con partículas virales a 

animales previamente inmunizados con péptidos que no inducen una 

respuesta inmune neutralizante (20). 
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La capacidad de la proi:.eína CTB-Ro~ para sensibili::ar la 

respuesta inmune de anticuerpos neutrali::antes queda por ser 

evaluada. Este tipo de respuesta es relevante en el caso de 

rotavirus, donde una v~cuna pretende, más que evitar la infección 

por el virus, eliminar o disminuir la severidad en los síntomas 

clínicos de la enfermedad. 

Entre las posibles alternativas para mejorar la inrnuncgenicidad 

del epítope de Y0-2C2 puede estar el probar diferentes vias y 

esquemas de inmunización, así como diferentes razas o poblaciones 

"abiertas• de ratones, u otras especies anirr.ales, ya que es posible 

que la raza de ratones empleada (Balb/C) no sea responsiva para el 

epítope de Y0-2C2. 

Otra alternativa es la de localizar el péptido en diferentes 

sities "pe:nnisivos" de la proteína acarreadora, como podrían ser el 

extremo carboxilo terminal o la región expuesta inrnunodominante que 

se encuentra alrededor del aminoácido 64 de CTB, asimismo, podrían 

emplearse otras proteínas acarreadoras. En este sentido es 

interesante mencionar que el epítope Ro4 ha sido fusionado a la 

proteína OmpC de S. typhi, quedando localizado en una de las 

regiones expuestas de esta proteína de membrana externa (J. L. 

Puente, comunicación personal). En este contexto, el péptido es 

reconocido también eficientemente por el m;..b Y0-2C2 y será 

interesante determinar si esta construcción induce anticuerpos que 

sean capaces de reaccionar con el virus y de neutralizarlo. 
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican, aunque 

no se hayan obtenido anticuerpos neutralizantes, que la producción 

de proteínas de fusión por medio de métodos de DN.?-. recombinante 

presenta una alternativa promisoria para el desarrollo de 

inrnun6genos; sin embargo, es evidente q.ie ios detalles del dise:'!o 

de las proteínas de fusión, así como de la estrategia empleada para 

inducir una respuesta in.~une potencialmente protectora, deben ser 

estudiados cuidadosamente. 
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