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Imagen del sabio nahuatl

El sabio: una luz, una tea,

Una gruesa tea que no ahuma

Un espejo horadado,

un espejo agujereado por ambos lados.
Suya es la tinta negra y roja,

de €l son los codices, de él son los codices.
| mismo es escritura y sabiduria.

Es camino, guia veraz para otros.
Conduce a las personas y a las cosas,

es guia en los negocios humanos

El sabio verdadero es cuidadoso
y guarda la tradicion.

Suya es la sabiduria transmitida,
¢l es quien la ensefla,

sigue la verdad

no deja de amonestar.

Hace sabios los rostros ajenos,

hace a los otros tomar una cara {una personalidad]

los hace desarrollarla.

Les abre los oidos, los ilumina.

Es maestro de guias,

les da su camino,

de éluno depende.

Pone un espejo delante de los otros,

los hace cuerdos, cuidadosos;

hace que en ellos aparezca una cara [una personalidad]

Se fija en las cosas,
regula su camino,
dispone y ordena.

Aplica su luz sobre el mundo.
Conoce lo [que esta] sobre nosotros
[y], 1a region de los muertos.

Cualquiera es confortado por él,

es corregido, es enseflado.

Gracias a ¢} |a gente humaniza su querer
y recibe una estricta ensefianza.
Conforta el corazon

conforta la gente,

ayuda, remedia,

a todos cura.®

*Codice Matritense (1500) de la Real Academia vol, Vil fol 118
A todos aquellos que me han seguido demostrando la existencia de un espiritu libre y de que

la sabiduria es universal y atemporal

Abril-1997.
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I RESUMEN

El rubulavirus porcino de la Piedad Michoacin (LPM), es el agente etiologico de la
enfermedad del ojo azul, responsable de una gran mortalidad en lechones, y de dafios
neurologicos y reproductivos en cerdos adultos.

Una de las proteinas mas importantes del rubulavirus LPM es la proteina de superficie
Hemaglutinina-Neuraminidasa (HN), implicada en mecanismos de reconocimiento e
interaccion con el receptor en la célula blanco. Muchos aspectos importantes de esta proteina se
desconocen por lo que en este trabajo de tesis se realizo la caracterizacion tedrica de la
estructura secundaria, algunas propiedades fisicoquimicas asi como la identificacion de epitopes
de B utilizando la combinacion de varios algoritmos. Los resultados muestran que esta proteina
se encuentra organizada en tres regiones 1) Intracelular, del aminodcido 1 al 25, 2)
Transmembranal del residuo 26 al 47, tipicamente hidréfobica rigida e inaccesible al solvente y 3)
Extracelular, de los residuos 48 al 576, la cual contiene las funciones de Hemaglutinacion y
Neuraminidasa, y que en términos generales muestra una organizacion predominantemente Beta-
Asa-Beta con pocas alfa hélices.

Se definieron dos péptidos antigénicos, uno del residuo 533 al 544 con la secuencia
TTTCFRDTDTGK (péptido A), otro del residuo 251 al 267 con la secuencia
YVATRSETDYYAGNSPPQ (péptido B) vy finalmente se consider6 un péptido no predicho
como antigénico por ninguno de los sistemas empleados, del residuo 315 al 325 con la
secuencia PAYGGMQQILA (péptido C). Mediante la tecnica de ELISA se observd que el
péptido B fue reconocido por anticuerpos provenientes de suero de cerdo infectado
experimentalmente con LPM, en contraposicion con e! péptido C el cual mostrd poco nivel de
reconocimiento, lo que comprueba la eficiencia de la prediccion. Para evaluar el potencial
inmunogenico del péptido A se planted un sistema de expresion en la proteina de membrana
externa OmpC de Salmonella typhi, sustituyendo el asa 5 de la OmpC original, por el péptido A.
La proteina recombinante resultante OmpC-HNA mostro una buena produccion y expresion en
la superficie bacteriana, asi como una buena generacion de anticuerpos anti LPM  al inmunizar

con la bacteria completa.



Nuestros resultados nos permiten sugenir que la utilizacion de un sistema combinado de
prediccion de estructura secundaria y de epitopes antigénicos incrementa grandemente la
eficiencia y certidumbre de los procedimientos teoricos. Ademds las perspectivas de utilizacion
pars la proteina recombinante obtenida en este trabajo como un sistema de induccion eficiente de
anticuerpos contra la proteina HN se definen como atractivas, por lo que la elaboracion de una
vacuna utilizando este sistema para el rubulavirus LPM se consideran potencialmente viables.

gl



11 GENERALIDADES

El paramixovirus porcino.

El paramixovirus porcino de La Piedad Michoacén (LPM) es responsable del sindrome del ojo
azul en cerdos (Moreno-Lopez ef al, 1986). Los primeros casos de la enfermedad se
presentaron durante 1979 en granjas de Las Piedad Michoacan ( Stephano et al., 1981).
Para 1980 se reportaron brotes de la enfermedad en los estados de Jalisco y Guanajuato, en
1983 en el Distrito Federal, Nuevo Leon, Hidalgo, Tlaxcala y Queretaro (Stephano y Gay,
1985), expandiéndose hasta Puebla y Campeche (Carreon ef al, 1989). A pesar de que
esta enfermedad se continua difundiendo entodo el pais, el foco principal sigue siendo La
Piedad Michoacan y regiones como Jalisco y Guanajuato, entidades que cuentan con una
densa poblacion porcina. Hasta hace poco se creia que México era el unico pais afectado
con esta enfermedad, recientemente se han descrito nuevos casos en Estados Unidos
(Fuentes ef al., 1990).

Aspectos Biologicos:

Por sus caracteristicas biologicas, estructurales, morfologicas y genémicas el virus LPM ha
sido clasificado dentro del género Paramixovirus. Los viriones de los paramixovirus son
esféricos, pleomorficos y miden de 100 a 360 nm. Su nucleocapside es helicoidal y esté
incluida en una membrana lipoprotéica extremadamente fragil derivada de la célula infectada,
y su ausencia deja al virion vulnerable a la destruccion por mecanismos simples como el
almacenaje y descongelamiento. El paramixovirus LPM como todos los paramyxovirus
contiene una nucleocapside con una copia sencilla de RNA viral de cadena negativa de 14 Kb, el
cual codifica para 6 proteinas diferemtes, 4 de ellas asociadas al RNA, que forman la
nucleocapside (Murphy ef al, 1996). la Fosfoproteina (P) con 52 KDa, y la proteina de alto
peso molecular (L) con 200 Kda. Ambas forman un complejo implicado en la replicacion del
RNA; la Nucleoproteina (NP), quien al parecer posee una funcion meramente estructural.
Finalmente se encuentra la proteina de matriz (M) de 40 KDa también en el interior de la
envoltura, cuya funcion principal consiste en dirigir la nucleocapside a las zonas de la membrana
de la célula infectada donde se localizan gran cantidad de glicoproteinas virales, también se cree
que esta proteina M posee un papel importante en la regulacion de la sintesis del ARN viral



Proteinas de Superficie.

La nucleocapside viral se encuentra cubierta por una membrana lipidica proveniente de la céhula
huésped, y ésta contiene dos proteinas de suma importancia en la biologia del paramixovirus: La
proteina de Fusion (F), de 59 KDa, que participa en la asociacion del virus a la membrana para
posterior fusion de la envoltura viral y la membrana celular, con la consecuente penetracion a la
ctlula Ademis esta proteina es la principal responsable de la fusion con células aledafias
formando los “sincicios” y, en consecuencia, de Ia extension de la infeccion en el irea local
Finglmente, se encuentra la Hemagtutinina Neuraminidasa (HN) la cual, al igual que la F, se
asocia en dimeros y tetrimeros unidos por puentes disulfuros. Se ha observado la existencia de
dos dominios funcionales en la misma proteina, uno con actividad neuraminidasa, responsable de
la eliminacién de grupos de écido sidlico y otro dominio con actividad hemaglutinante. La
actividad neuraminidasa permite un acercamiento con estructuras celulares como receptores
secundarios, y e! dominio neuraminidasa reconoce y une especificamente estructuras sacaridicas
en la superficie de la célula blanco. La caracterizacion molecular de la HN es reciente (Sundqvist
etal, 1990, y Linné et al,, 1992), el gene tiene 1906 nucledtidos de longitud, y 576 amino
acidos, con un peso molecular de 63.3 kDa, con 4 sitios potenciales de N-glicosilacion y una
region altamente hidrofobica cerca del N-terminal, sugiriendo que es un dominio de anclaje a
membrana. La comparacion de la secuencia de aminodcidos de la proteina HN con otros
paramixovirus revel6 una gran similitud con el virus simico principalmente, el virus de las
paperas y del sarampion (Sundqvist, 1992). Sin embargo, se ha propuesto recientemente que el
virus LPM sea reclasificado junto con los virus SVS$ (virus simico), parotiditis, Paralnfluenza-2 y
Paralnfleunza—4 dentro de un nuevo género de la familia paramixoviridae, llamado Rubulavirus
(Murphy et al., 1996). Esta proteina tiene la capacidad de aglutinar y lisar eritrocitos de una
gran variedad de mamiferos y aves, debido a la presencia de actividad neuraminidasa y
aglutinante. Trabajos previos han demostrado que la especificidad patogénica del LPM es debida
a la capacidad de la proteina HN para reconocer especificamente estructuras conteniendo a2,3
sialil lactosa en los drganos blanco como el tracto respiratorio, sistema nervioso y epididimo
(Reyesetal, 1993).



Caracterizacion Estructural de la Proteina HN.

Hasta la fecha, se han realizado muchos esfuerzos para caracterizar estructuralmente y entender
la bifuncionalidad de las proteinas HN de otros paramixovirus, utilizando diversas técnicas, tales
como algoritmos teoricos (Blumberg e al., 1985), correlacion estructural con otras secuencias y
con otras proteinas (¢j. la Neuraminidasa de Influenza) (Colman er al, 1993), evaluacion
estructural utilizando anticuerpos monoclonales (Yewdell y Gerhard, 1982, Portner ef al,
1987, Deshpande y Portner, 1984, 1985), dicroismo circular (Baiocchi er al, 1993), y
cristalizacion de la proteina para estudios de cristalografia de rayos X (Murti er al., 1993,
Takimoto, 1992). Sin embargo y a pesar de todos estos esfuerzos muchos aspectos de la
estructura y funcion de las proteinas HN de los paramixovirus en general, y del virus LPM, son
desconocidos.

Caracteristicas clinicas del LPM.

Hay evidencias que indican que la ruta natural de infeccion es la nasofaringe, ya que la
inoculacién experimental intranasal o intratraqueal en lechones de un dia de edad, provocan
un sindrome similar a la infeccion natural (Stephano y Gay, 1983). El sitio inicial de
replicacion se localiza en la mucosa nasal y amigdalas, de donde se traslada al sistema
nervioso y pulmones (Stephano y Gay, 1985).

Este virus induce alteraciones reproductivas y nerviosas en cerdos adultos y altos niveles de
mortalidad en lechones (Stephano er al, 1981). Durante un brote de la enfermedad la
morbilidad es del 20%, y la mortalidad del 90%, siendo los mas susceptibles los lechones
menores a 20 dias de edad. Los signos clinicos varian de acuerdo a la edad de los animales,
en lechones se caracteriza por una rigidez en los miembros posteriores, temblor muscular y
movimientos involuntarios tipicos de una infeccion del sistema nervioso central, falleciendo a
las 48 hrs posterior a la aparicion de los primeros signos observados. Los cerdos mayores
de 30 dias muestran poco dailo neurolégico y solo algunos mueren por la infeccion, a menos
que se encuentre asociada con alguna otra enfermedad. Las principales manifestaciones son
de tipo reproductivo, en hembras prefiadas se presenta un retroceso a estro,
momificaciones fetales y un incremento en el nimero de lechones muertos al nacer; en los

machos se han reportado alteraciones como, orquitis, epididimitis y atrofia testicular,
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(sintomatologia similar a la parotiditis humana) (Pomeroy y Jordan, 1992) Es por todas
estas razones que esta enfermedad tiene una repercusion importante en la economia de los
porcicultores.

Respuesta inmune contra LPM.

La informacion relacionada a la inmunidad en el sindrome del ojo azul en términos generales es
escasa, algunos datos, como la limitacion de la enfermedad en una zona de brote (Stephano y
Gay, 198S), vy la identificacion en animales convalecientes de titulos altos de anticuerpos por
périodos prolongados, indican la existencia de un proceso de respuesta de anticuerpos contra el
virus. A pesar de las similitudes genéticas y estructurales existentes, el virus LPM no comparte
determinantes antigénicos importantes con otros paramixovirus, ya que los sueros hiperinmunes
contra Parainfluenza 1, 2'y 3, sarampion, parotiditis, virus sincicial respiratorio humano, bovino y
virus de la enfermedad de Newcastle no reaccionan con LPM tal como se determino por pruebas
de neutralizacion inmunofluorescencia, fijacion del complemento, doble inmuodifusion e
inhibicion de la hemaglutiniacion (Martinez et a/., 1985, Moreno Lopez ef al., 1986).

En la caracterizacion antigénica de varios paramixovirus se han identificado epitopes secuenciales
y conformacionales en la proteina HN, incluso se han reportado la elaboracién de anticuerpos
monoclonales especificos para estas regiones, con una buena actividad bloqueadora de la funcion
neuraminidasa y/o hemaglutinina, y con aplicacion terapéutica, lo que sugiere que la HN es una
de las mejores proteinas capaces de generar una respuesta inmunolégica. Este aspecto podria ser
considerado como logico al suponer su abundancia, localizacion y las primeras en reconocer el
carbohidrato de la célula a infectar. Si bien hasta el momento no existe vacuna comercial contra
sindrome del ojo azul, han sido reportadas algunas vacunas que han mostrado buenos resultados
en la prevencion de la enfermedad experimental.

Bacterias acarreadoras de antigenos heterdlogos y su aplicacion como vacunas.

En los dltimos 10 afios, se ha desarrollado una nueva linea de investigacion para vacunas
experimentales que consisten en el uso de bacterias vivas o atenuadas como vehiculos o
portadores de antigenos extrafios, los cuales son expresados a partir de un vector que contiene el
o los genes correspondientes ( Hofnung, 1991; Everest ef al, 1995).

De los vectores utilizados principalmente se pueden mencionar a LamB (proteina de membrana

externa) y MalE ( proteina periplasmica), en donde se ha realizado la insercion del principal
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péptido neutralizante de VIH (Charbit, 1993), o la insercion en la proteina MalE del péptido
neutralizante C3 del poliovirus tipo 1 y de la region PreS2 del virus de la hepatitis B (Leclerc,
1990), utilizando en ambos casos la bacteria Escherichia coli como acarreadora y observando
una buena respuesta inmune contra el péptido heterologo por medio de ELISA e inmuno
electroforesis.

La ventaja de este sistema donde las bacterias funcionan como “acarreadores vivos y
constitutivos” es que resulta un método eficaz para la administracion de antigenos “heterologos”
y que la creacion de una proteina recombinante resultante es un proceso similar a la asociacion de
un péptido sintético acoplado a su proteina acarreadora, excepto que gracias a la construccion
genética, ¢l péptido es parte de la continuidad de la proteina, de manera que esta se puede
expresar en una bacteria acarreadora y Ia presentacion del peptido heterdlogo es entonces
constitutiva y sin modificaciones substanciales en las generaciones posteriores. Sin embargo para
que estas cepas Bacterianas pueda ser empleadas como acarreadores, se deben utilizar como
vectores a plasmidos que confieren resistencia a antibioticos, lo que trae como consecuencia la
retencion del plasmido por la bacteria, o incorporar el gene recombinante al cromosoma de la
bacteria acarreadora (Cardenas y Clements, 1993). Una de las ventajas en la utilizacién de estos
"vectores vivos" es que pueden producir una o varias proteinas recombinantes en cantidades
considerables y al mismo tiempo inducir proteccion en el organismo que la recibe, pues la
administracion de las bacterias acarreadoras por via oral puede inducir respuesta inmune tanto
humoral como mediada por células contra la bacteria y, consecuentemente el antigeno que
acarrea lo que finalmente confiere un cierto grado de proteccion.

Proteinas de Membrana Externa en bacterias (PMES: Porinas).

La cubierta de una Bacteria Gram negativa posee una membrana intema y otra externa, entre las
cuales se encuentra una capa acuosa, el periplasma. En la membrana externa cerca del 50% por
ciento de la masa total es proteina y esta a su vez se encuentra organizada por elementos
porinicos y no-porinicos. Los elementos porinicos muestran una concentracion de
aproximadamente de 10’ copias por bacteria y un 2% de la proteina total, se han denominado
asi por su tendencia de arreglarse en trimeros que se ensamblan en el periplasma y se incorporan
a la membrana externa, formando poros o canales por los cuales se regula la entrada pasiva e
inespecifica de pequedas moléculas hidrofilicas a través de la membrana externa (Nikaido ef al,



1987) estos elementos tienen un peso que oscila entre 36 y 38 KDa, y su composicion de amino
acidos les proporciona una moderada hidrofobicidad, un indice de polaridad del 45%, y un punto
isoeléctrico de entre 4.5-4, lo que les confiere una gran estabilidad en presencia de detergentes,
sales biliares y SDS, ademas de una alta resistencia a la accion de algunas proteasas (Nikaido,
1983).

Las porinas identificadas hasta el momento tanto en E. coli como en S. thyphimurium son
OmpC, PhoE, OmpF, NmpA, NmpB, NmpC, LamB y, solo en S. fyphimurium OmpD, cuyas
secuencias y estructuras al parecer son muy semejantes entre si y tan solo difieren en su
selectividad y afinidad por grupos ionicos (Overbeeke, 1983).

Caracteristicas Estructurales y la unidad estructural de las Porinas.

Estudios cristalograficos realizados en OmpF y PhoE de E. coli a una resolucion de 24y 3.0 A
respectivamente, muestran que la unidad estructural es un bami! con un promedio de 336 residuos
formado por 16 hojas beta antiparalelas unidas entre si por giros y asas largas, interrumpido en
algunas ocasiones por alfa hélices de pequefa longitud. A la mitad de la proteina, se localiza la
zona de restriccion la cual se produce por una reduccion del diametro del poro y determina el
paso de las moléculas de diferente tamafio y polaridad (Cowan, ef al 1992).

Inmunogenicidad de las porinas.

Se ha observado que las porinas poseen un papel importante en la induccion de una respuesta
inmune contra la fiebre tifoidea, y que la mezcla de proteinas de membrana externa asi como de
los elementos puros poseen epitopos para células T y B capaces de inducir respuesta inmune
local y sistémica de una manera eficiente y segura al activar macrofagos, complemento y
consecuentemente inducir proteccion en modelos animales. También se ha demostrado que las
porinas de S. typhi, S. typhimurium y E. coli, son capaces de inducir proliferacion in vitro de
linfocitos de ratones NIH inmunizados con Proteinas de Membrana Externa y es independiente
de la presencia de Lipopolisacaridos (Gonzalez, 1993)

OmpCy la seleccion de la proteina de Fusion.

La proteina OmpC de Salmonella thyphi es una porina bien caracterizada, al secuenciarse el gene
(Venegas ef al, 1988) y observarse la existencia una gran similitud en la secuencia de
aminoacidos con la porina OmpF (Jeantur ¢f al, 1991), informacion que ha permitido incluir a

esta proteina en un vector de expresion y expresarla en /. coli (Agiiero, 1987). Reportes
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recientes indican que la OmpC recombinante por si misma es capaz de inducir una proteccion del
30% al reto con 100 LDSO de bacteria viva (Isibasi eral, 1994), incluso se han identificado a
las asas externas 5, 6 y 7, como las principales responsables de generar un alto nivel de
inmunogenicidad e induccion de la respuesta inmune (Paniagua, 1995).

Por todos los datos anteriores nos permitimos proponer la utilizacion de la proteina OmpC de
Salmonella thyphi, como un candidato a proteina receptora de péptidos heterologos, debido a
que se conoce de antemano por homologia su estructura tri-dimensional, su inmunogenicidad y,
cudles serian las regiones que se sustituirian, asi como las condiciones de purificacion de las
misma en condiciones naturales y de sobreexpresion. De manera interesante no se han
identificado reportes previos donde se proponga la utilizacion de OmpC como una proteina
aceptora de péptidos recombinante, por lo que los datos que se obtengan podrian originar
nuevas lineas y métodos a seguir para la utilizacion de esta proteina como un vector de antigenos
heterologos.

La prediccidn de estructura y de epitopes antigénicos.

Mucho se ha mencionado y discutido sobre la efectividad, el valor y la trascendencia de la
prediccion de la estructura secundaria en un proteina determinada. En la actualidad dos grandes
lineas estan dirigidas a resolver este problema: 1) Por medio de programas que permiten predecir
estructuras secundarias, los cuales han incrementado el valor predictivo hasta cerca de un 80%,
al utilizar como fundamentos teorias de redes neurales, inteligencia artificial y sistemas de
entramado, pero fundamentados casi todos en informacion proveniente de estructuras
cristalograficas determinadas previamente. 2) Por medio de modelado, el cual permite construir
la estructura terciara a partir de unicamente la secuencia de amino acidos, siempre y cuando
exista una proteina de referencia previamente cristalizada y cuya secuencia de amino acidos sea
bastante homoéloga a la proteina problema. Los resultados obtenidos de cualquiera de las dos
predicciones generan informacion fundamental para entender la funcionalidad, propiedades y
requerimientos de la proteina, informacion que se acrecienta grandemente cuando se suman a
estas determinaciones otros parametros, como posible asociacion a membrana o accesibilidad al
medio. Esto podria dar como finalidad una idea de su empaquetamiento, condiciones de
plegamiento o de estabilidad en diversos solutos, siendo entonces la unica limitante e poseer la

secuencia de amino acidos (revision en Bohm, 1996)
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En comparacion los sistemas de prediccion de epitopes se han desarrollado menos
espectacularmente que los anteriores. Si bien el desarrollo de los sistemas de prediccion de
epitopes, basados en las frecuencias de ocumencia de ciertos aminodcidos en péptidos
antigénicos determinados experimentalmente mostré cierto avances, este se ha detenido sin
grandes mejoras en las predicciones, siendo los mayores avances para la prediccion de epitopes
de T, debido a su “relativamente fiicil” purificacion y secuenciacion a partir de complejos
péptidos-MHC (Horsfall ¢f al, 1991). Se puede entonces concluir que las ventajas en la
utilizacidn de algoritmos de prediccion de péptidos de B, es que se delimita el espacio de
busqueds y restringe los trabajos a uno o dos péptidos, evitando asi la sintesis y andlisis de gran
cantidad de eflos y trabajar s6lo con aquellos con mayor potencialidad.



N OBJETIVOS :

-Caracterizar la estructura secundaria, la accesibilidad, flexibitidad e hidropatia de la proteina
HN de! paramixovirus porcino.

-Mediante la utilizacion de algoritmos tedricos identificar epitopes lineales de B en la
proteina HN del paramixovirus porcino.

-Evaluar la eficiencia de la prediccion por medio del reconocimiento de los epitopes
propuestos, utilizando anticuerpos de cerdo infectados experimentalmente con el
virus LPM.

-Construir la proteina recombinante OmpC de Salmonella typhi -péptido A de LPM, evaluar
su correcto ensamblado y expresion en la superficie de la bacteria Escherichia coli .

-Evaluar la eficiencia del sistema recombinante en la generacion de anticuerpos especificos
contra el péptido identificado como inmunogeno, al inmunizar con la bacteria

acarreadora de la proteina recombinante



I MATERIAL Y METODOS

Caracterizacion Estructural.

Se utilizaron Cinco algoritmos teoricos diferentes para predecir a la estructura secundana en la
secuencia de amino acidos de la proteina HN de LPM  previamente publicada (Sundgvist er al |
1992).

1) Chou y Fasman (1974), algoritmo basado en el calculo de parémetros conformacionales a
partir de frecuencias de amino écidos observadas en proteinas y con una estructura bien
conocida, este método posee una exactitud de 57%.

2) Gamier et al (1987), fue usado considerando los pardmetros para un grupo de 26 proteinas
con una estructura tri-dimensional conocida y usando el algoritmo de teoria de informacion, con
probabilidad condicionada.

Iki)=Ln[P(k’1)/P (k)]

donde: k= designa el estado (cu hélice, Hoja B o giro, Asa)

P (k. i)= es |a probabilidad del estado k conociendo el amino acido (aa) i P

(k)= la probabilidad de! estado k.

! (ki)~ es la informacion que aa 1 comporta en el estado k. Las constantes de decision
optimizadas fueron fijas de acuerdo a los autores.

3) Deleage & Roux (Método de doble prediccion, 1987) este programa permite la prediccion de
la estructura secundaria en 4 pasos: a) Prediccion de la clase estructural de la proteina a partir de
la composicion de amino acidos b) Estimacion preliminar de la estructura secundaria con un
algoritmo sencillo ¢) Comparacion entre dos predicciones independientes y d) Optmizacion de los
parametros y re-prediccion de la estructura secundaria. Los parametros de la prediccion de la
estructura secundaria han sido determinados a partir de un grupo de 60 proteinas con una
estructura tridimensional conocida y utilizando la siguiente formula

P(k.y-P(k i) Pk

donde: k= designa el estado (a hélice, Hoja B o Giro, Asa)

P (k i)= esla probabilidad de! estado k para aai.

P (k)= es la frecuencia del estado k.



Prk.i)= es el parametro de aa i para el estado k. Este programa tiene una confiabilidad del 61%
al 72%

4) Levin et al, 1986, este programa permite la prediccion de la estructura secundana
identificando similitudes con otras proteinas cuya estructura secundaria y tridimensional son
conocidas. Cada segmento de residuos es comparado con todos los segmentos de la misma
longitud de todas las proteinas de la base de datos de Kabsch y Sander, y muestra una exactitud
del 62.2% .

$5) El método de Rost y Sanders o PHD (version 5.94-317) usa un procedimiento de red neural
de tres capas (Rost y Sanders, 1993, 1994, 1994b), donde un juicio de decision promedia varias
redes independientemente entrenadas produciendo la asignacion final Este método agrupa las
ocho clases de estructura secundaria definidas por DSSP (Kabsch y Sander, 1983) dentro de tres
hiperclases: H, hélice, (a, 3,0, ®); E, Hebra B-extendida y C, giro, asa, puente-8 y estructuras no
periodicas; este método posee un porcentaje de exactitud de! 72% en un grupo de 250
secuencias unicas con estructura conocida, este analisis fue hecho por el servidor de comreo
electronico (Rost y Sander, 1994).

De las predicciones hechas con cada uno de los algoritmos, la estructura secundaria consenso
se obtuvo considerando la siguientes restricciones en cada residuo: 1) Cuando tres diferentes
algoritmos consideren a un residuo con la misma estructura; 2) para regiones predichas como aifa
hélice, fue necesario identificar al menos seis residuos consecutivos asignados con dicha
conformacion. Del mismo modo cuatro residuos fue la longitud minima necesaria para determinar
una Hebra-beta y tres residuos para la determinacion de una asa; 3) cuando se originaron dudas
en la definicion, fue considerada la influencia de los residuos adyacentes; 4) discrepancias entre
los diferentes métodos acerca de la longitud de cada segmento de alfa hélice fue corregida por
inspeccion, tomando en cuenta las preferencias de localizacion de aminoécidos al final de los
segmentos (Richardson y Richardson, 1988) y 5) la estructura Asa, fue considerada cuando tres
algonitmos definieron al mismo residuo con una estructura giro o aleatoria (sin estructura
definible), o cuando muchas indecisiones se originaron en la definicion ( la prediccion exacta de
estructuras giro o aleatoria fue excluida, debido al gran numero de residuos que tenian que ser

analizados). La justificacion para la utilizacion de varios algoritmos para predecir la estructura
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secundaria se debe a que por este sistema se incrementa significativamente la exactitud de la
prediccion en varios puntos (Deleage y Roux , 1989, Chou, 1989).

Andlisis de reconocimiento de plegamiento de la proteina.

Con la finalidad de evaluar la coherencia de nuestra prediccion se realizo la comparacion con
¢l programa TOPITS, incluido dentro de una nueva serie de métodos para la prediccion de
la estructura secundaria, basados en la observacion de que a menudo ciertas secuencias
adoptan una estructura tridimensional aun sin la existencia de una homologia con la
secuencia problema. La idea de este método es combinar una secuencia con una estructura
de una manera 6ptima , proceso referido como “‘entramado”. (Rost ef al.,1995) se utilizé
por medio de servicio de correo electronico y la base de datos fue el Protein Data Bank, y la
version # 77, Julio 1996.

Caracterizacion Fisicoguimica.

Para caracterizar algunas propiedades fisicoquimicas de Ia proteina HN, tres diferentes algoritmos
tedricos fueron utilizados: 1) Flexibilidad determinada por el método descrito por, Karplus y
Schulz (1985), basado en las escalas de factores de temperatura conocidos de los carbonos-a de
proteinas con estructura conocida; 2) Hidropatia determinada como Kyte y Doolitle (1982),
promediando e! indice de hidrofobicidad de cada amino écido individual, se considero en ambos
algoritmos una ventana de 11 residuosy 3) Accesibilidad al solvente, la cual fue calculada como
describe Kabsch y Sander’s (1983).

Andlisis de Regiones Transmembranales.

La posible region transmembranal se realizd por el consenso de tres algoritmos: Eisenberg et al.,
(1984), Roa y Argos, (1980) y Klein, (1985). Los resultados fueron combinados con las
propiedades fisicoquimicas obtenidas anteriormente y solamente aquellas regiones definidas con
los tres programas fueron considerados como transmembranales.

Deteccion de patrones y firmas en la secuencia.

La version del diccionario PROSITE No21-1995 (Bairoch, 1990) se utilizo con la finalidad de
encontrar residuos con potencial significancia biologica.

Proceso de Alineamiento.

Veinticinco secuencias de aminoécidos de HN de varios paramixovirus fueron alineadas usando

el programa CLUSTAL (Higgins y Sharp, 1989), considerando una falla de gap de 5 en la



similaridad en los pares y un costo de un gap abierto de 10 para el alineamiento final Las
siguientes secuencias HNs fueron consideradas: LPM (niimero de acceso $77541), de la Base de
Datos GenBank, (1996), 3 secuencias del virus paperas mumps: Mumpl (P19762), Mumpm
(P11235), Mumpr (P10866), 9 secuencias del virus Newcastle: Ndvbc (P32884), Ndvc
(P35740), Ndvhd4 (P12559), Ndvi (P12556), Ndvjcp (P35742), Ndvm (P12557), Ndvq
(P13850), Ndvtg (P12553), Ndvu (P12558), S secuencias del! virus de parainfleunza: Pizh
(P25465), Pi2ht (P25466), Pi3b (P06167) Pi3ht (P12562), Pi3hu (P12563), 2 del virus sendai:
Sendh (P03425), Sendz (P04853), y S del virus simico Sv41 (P25180), Sv5 (P04850), SvScm
(P28883), SvScp (P28884), SvSin (P28885), todas fueron obtenidas de la base de datos Swiss-
Prot database 1996. Ninguna modificacion manual fue hecha en el alineamiento final. Casi todas
las predicciones fueron realizadas con el paquete de andlisis de secuencias (ANTHEPROT)
version 5.5 (Deleage, 1988 ) y version V2.3 para windows.

Andlisis de Variabilidad.

La utilizacion de los analisis de variablidad historicamente se ha desarrollado a dos lineas.
Una de ellas que es la tradicional, donde a pantir de secuencias de proteinas similares, con
funciones de reconocimiento de diversos elementos, se localizan las regiones implicadas en
tales procesos, un ejemplo clasico lo consituyen las moléculas de los anticuerpos (Wu y
Kabat, 1970). Y por otra es la localizacion en secuencias de amino acidos de proteinas
sumamente conservadas de regiones con altos valores de variabilidad, cuya funcion principal
es la de originar diversidad antigénica, lo que le permite a esa proteina en particular evadir la
respuesta inmune, un ejemplo es la identificacion de las regiones variables de la proteina
gp120, del virus VIH, y que le permiten evadir el reconocimiento por anticuerpos y
linfocitos B ( Hansen, 1996).

Como se comento previamente las proteinas mas importantes en generar una respuesta
inmunologica en otros paramixovirus son las proteinas HN y F, y nuestros analisis de
alineamiento multiple, y de patrones nos permitio observar que existe una gran similitud en
las diferentes secuencias HN, por lo que seria muy posible identificar a las regiones
posiblemente implicadas en la variabilidad antigénica, y por otra la localizacion dentro del
dominio hemaglutinina de los posibles amino acidos implicados en el proceso de

reconocimiento al carbohidrato,que son aparentemente especie especificos

19



Se utilizo entonces el programa VIR (Almagro, 1995) en donde se encuentran los
algoritmos de Wu y Kabat (1970), y Jores et al., (1990 ). El célculo de la variabilidad se
realizd en cada posicion del alineamiento multiple previamente obtenido y usando las
siguiente formulas:
i) indice Wu-Kabat (Vwk ) :
Vwe = kip,.
donde k es el nimero de diferentes amino acidos que aparecen en una posicion dada y p, es
la frecuencia del amino Acido mas comun en esa posicion.
i) Indice modificado de Wu-Kabat - Jores, (1990) (V' , ).
V, =jmp

donde ; es el nimero de pares de aminoacidos distinguibles que aparecen en la posicion
dada y p, es |a frecuencia del par de aminoacidos mas comin que aparecen en esa posicion.
Popiedades fisicoguimicas comunes en el potencial dominio HA.
Esta evaluacion se realizé unicamente para el potencial dominio hemaglutinina y considera el
promedio de aminoacidos en cada posicion y su correlacion con la clasificacion de
sminodcidos jerarquizados Jimenez-Montafio, (1984 ).
De la prediccion de epltopes y su validacidn.
Para la identificacion de epitopes se utilizaron tres programa localizados dentro del paquete
Antheproth (Deleage, 1988) basados en diferentes formulaciones: Hoop-Wood (1981),
Parker (1986) y Welling (1985), con un margen de ventana de 9 residuos, por tratarse de
una proteina potencialmente transmembranal.
La manera como se obtuvieron las mejores definiciones fue considerando las siguientes
restricciones:
1) Que los tres programas definieran a una region como epitope antigénico
2) Que su correlacion estructural y de propiedades fisicoquimcas coincida con las

propiedades ideales de un epitope antigénico, flexibilidad, accesibilidad, hidrofilicidad vy,

de preferencia, en una estructura de tipo asa.
Se considero la presencia de un péptido no definido como antigénico por ninguno de los

algoritmos, como un péptido de control.
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Sintesis y evaluacion de los Péptidos Antigénicos.

Los péptidos fueron sintetizados por la técnica Fmoc y se adquirieron comercialmente con
un grado de pureza del 80%, y por medio FPLC se evaluaron los pesos estimados para ellos.
ELISA de los péptidos antigénicos.

Se realizo el procedimiento clasico de ELISA, fijando 100 y 25ug/ml de péptido B y C con
Buffer de Bicarbonatos a placas de microtitulacion, previo a la activacion de la placa por una
exposicion de 20 min a una fuente de rayos ultravioleta (Boudet e/ al,, 1989). Posteriormente se
utilizé suero de Cerdo infectado experimentalmente con el virus anti LPM a una dilucion de
1:600, como suero positivo y suero del mismo cerdo previo a la inmunizacion, como suero
negativo. Finalmente se empled Suero de Conejo anti gamas totales de Cerdo acoplado a
peroxidasa como segundo anticuerpo a una dilucion de 1:1000. Las densiades opticas que se
expresan son el resultado de la resta de las obtenidas del control del primer y segundo
anticuerpo, garantizando asi que las densidades correpondieran a los valores de los anticuerpos
pegados al péptido.

Ingenieria Genética.

La manipulacion de DNA se realizo de acuerdo a las recomendaciones de Sambrook, Fritch y
Maniatis (Sanbrook e/ al., 1989)

Cepas Bacterianas

Las cepas bacterianas utilizadas fueron: E. coli DH5a (gibco BRL), E. coli UH302 (Dr
Henning (Colet e/ al.,1982), S. typhi ty2 (proporcionada por el INDRE)

Los plasmidos Empleados fueron: Pst13 (Contiene el gene de OmpC de S. typhi (Agiiero ¢f al.,
1987) proporcionado por el Dr. Felipe Cabello, Department of Microbiology and Immunology,
New York Medical College Valhalla, New York) y pUC18 (Gibco, BRL).

Sintesis de los Oligonucledtidos.

Se sintetizaron los oligonucleétidos que codificaron para uno de los péptidos de la HN de LPM,
y ademés se le adicioné en sus extremos 3 y 5, las secuencias complementarias para el inicio y
final del asa S del gene de la porina. Se seleccionaron aquellos codones de mayor uso para

bacterias manteniendo el mismo tipo de amino acidos en la proteina.
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La secuencia de! extremo 5---3 fue

A) S ACC ACC ACC TGC TTC CGC GAT ACC GAT ACC GGC AAA GAT CGC GCC ACG GTT TAC 3

B) 3'_TTT GCA TGA CGG CTA GTC TGG TGG TGG ACG AAG GCG CTA TGG CTA TGGCCG TTT 5

Las sequencias subrayadas corresponden a la secuencia homologa donde empieza y termina

respectivamente el asa S del gene de la porina OmpC

Se sintetizaron posteriormente los primers que corresponden al principio y final del gene que

codifica para OmpC.

(73 oligo C) 5" CGG GAA GCT TAG GAG TAA TTA AAA TGG ATA TCG TCG AAA
TTT ATAATA AAGACC GCA ACA AAY

(74 oligo D) 5° CGG GGG ATC CTT AGA ATT CGA ACT GGT AAA CCA GACCCA ¥

Primer proceso de Amplificacion: Obtencion de los fragmentos A-C y B-D.

Los primeros fragmentos se obtuvieron por separado y utilizando en cada caso los primers:A-C,
del principio del asa 5 (A) al principio del gene de OmpC (C) (A-C), y del final del asa § (B) al
final del gene de OmpC de Salmonella typhi (D) (B-D), y como templete el plasmido Pst13 el
cual contiene el gene de OmpC. La amplificacion se realizd en un termociclador (Robocycler
Stratagene), bajo las siguientes condiciones.

Concentracion de reactivos utilizados para la amplificacion por PCR.

CONCENTRACION
DNA plasmido PST13-OmpC de S. nphi. 0.1ng
Primers Ay C 50pg
PrimersB y D 50 pg
mezcla de desoxinucledtidos 0.2 mM
MgCl, 1.3nM
Taq DNA polimerasa 1u
Buffer de reaccion 10X 10 ul
Agua inyectable c.b.p. 100 ul

Programa de! proceso de amplificacion.
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Numero Desnaturalizacion Alineamiento Extension
de ciclos
T (0) T mn) |T (CC) T (min) T (°C) T(min)
i 95 S 40 1 72 1
29 95 | 40 | 72 45
1 72 4

Los fragmentos obtenidos fueron purificado por precipitacion con perlas de vidrio

Purificacion de fragmentos de DNA por precipitacion con perlas de Vidrio.

Se comid un gel preparativo de agarosa al 1%, con aproximadamente 200 ng de DNA
previamente obtenido, las muestras se corrieron en una cdmara horizontal (Horizon 5-8, BRL), a
75 V (15V/em'), durante 45 min utilizando como amortiguador de corrimiento TAE 1X, la
banda correspondiente al fragmento de interés fue cortado de los geles de agarosa y depositado
en tubos Eppendorf para su purificacion. Posteriormente se agregaron 800 pl (3 volumenes) de
loduro de Sodio 6 M, y se incubo a 56°C hasta que la agarosa se disolvio, se agregaron entonces
S ul de perlas de vidrio, se incubd en hielo durante 30 min (agitando el tubo frecuentemente), y
en seguida se centrifugé | min a 6,000 rpm eliminando el sobrenadante, las perlas de vidrio se
lavaron tres veces con "New-Wash" (NaCl 50 mM, y etanol al 50% ) y se resuspendieron
después en SO ml de agua esténil, se dejaron 20 min a 56°C y se centrifugd de nuevo, el
sobrenadante se separé en un tubo limpio. Las perlas se resuspendieron posteriormente en 20 pl
de agua inyectable y se incubaron 20 min mas a 56°C, el sobrenadante fue recuperado y se
verifico la presencia de DNA commiendo 2 l de éste en un gel de agarosa al 1%.

Segundo Proceso de amplificacion Obtencion del gene ompC-HNA.

Posterior a la limpieza de los fragmentos se realizo la segunda fase de amplificacion utilizando

como templete a los dos fragmentos A-C y B-D y al plasmido pST13, las condiciones fueron las

siguientes:

CONCENTRACION
pSTI3 0.1ng
"productos de la primera amplificacion” 05ng

n




“primers externos, Cy D” 50pg

mezcla de desoxinucleotidos 02mM
MgCl; 1.3nM
Tag DNA polimerasa U
Buffer de reaccion 10X 10 ul
Agua inyectable c.b p. 100 pl
Nimero Desnaturalizacion Alineamiento Extension
de ciclos
Temperatura | Tiempo | Temperatura | Tiempo Temperat | Tiempo
(C) (min) (C) (min) ura °C) | (min)
! 90 S 45 13 72 1.3
25 90 1.3 45 13 72 13
! 72 1
Cuantificacion de DNA

El DNA se cuantifico en el espectrofotometro a 260 nm. Las muestras se diluyeron 1:100 en
agua. Las concentraciones de DNA se determinaron mediante la siguiente formula.

Conc. de DNA = 50 ug/ml X factor de dilucion X D.O a 260 nm

Electroforesis.

Las electroforesis se realizaron en geles de agarosa (Ultra pure, GIBCO, BRL) al 1 %, en una
camara horizontal (Horizon 5-8, BRL), utiizando 50 ng de DNA a 75 V (15V/cm®), durante 45
min utilizando como amortiguador de commiento TAE 1X. La agarosa contenia | mg de
bromuro de etidio, al terminar el corrimiento el gel se observd sobre un transituminador de luz
ultravioleta para ser fotografiado.

Rellenado del producto de Fusion con la enzima Pful.

A 500 ng del producto de fusion obtenido de la PCR fue rellenado con la enzima polimerasa
Pful, adicionando 1 mM de cada uno de los Nucledtidos, asi como buffer, cloruro de magnesio
y agua, sedejo la reaccion 2hrs a Temperatura Ambiente

24




Digestion de DNA.

Las digestiones se realizaron de manera estandar utilizando aproximadamente 100 ng de DNA
plasmidico o proveniente de PCR, los cuales se depositaron en tubos Eppendorf, con un
volumen final de 50 ! durante dos hrs, adicionando S U de la enzima de restriccion, S ul de
amortiguador y 45 pl de agua estéril inyectable.

Ligacion del gene OmpC-HNA al vector de expresion PUCIS.

En un tubo Eppendorf se mezclaron 50 ng del DNA plasmidico (pUC18), digerido con la enzima
Smal, mas 100 ng de! inserto (Ompc-HNA), purificados por perlas de vidrio y reflenado con la
enzima Pful, a la mezcla se le agregaron 2 p! de amortiguador para enzima T, ligasa (GIBCO,
BRL) y 1 pl de dicha enzima. Se llevé a un volumen total de 20 pl con agua estéril y se incubd &
16°C toda la noche.

Células Competentes y transformacion bacteriana.

A partir de las cepas E. Coli DHSa y UH302 se cultivo una colonia en 10 mi de medio Luira
toda la noche a 37° C, en agitacion constante de 200 rpm, posteriormente se tomé | ml y se
agreg6 a 200 ml de medio nuevo, se incubo hasta que la densidad Optica a los 600 nm fue de
0.6, se agrego 600 ml més de medio y se mantuvo bajo las mismas condiciones por 15 minutos.
Posteriormente la bacteria obtenida se centrifugo a 5,000 rpm por 10 min, el boton bacteriano
se resuspendié con 250 ml 0.1 M de CaCl; y se dejo reposar 2 hrs, se centrifug6 y el boton se
resuspendio en S mi de CaCl; 0.1 M y glicerol al 10% a 0°C, se tomaron alicuotas de 100 m! en
tubos Eppendorf estériles. Cada alicuota se mezclo con la ligacion previamente obtenida y se
incubaron 30 min, posteriormente se les dio un choque térmico de 42°C durante 60 seg. Las
bactenias se incubaron 5 min en hielo, y posteriomente se le aladio 1 mi de medio SOC (bacto-
triptona al 2%, extracto de levadura al 0.5%, NaCl 0.05%, KC! 2.5 mM, glucosa 20 mM, pH
7.0), se incubd 30 min a 37° C, en agitacion constante 200 rpm; finalmente 100 pl de Ia
suspension bacteriana se sembraron en cajas con medio solido MacKonkey con Ampicilina.
Identificacion de las colonias transformadas.

Las colonias transformadas se seleccionaron por su crecimiento en placas de Mackonkey -
Lactosa, con la finalidad de identificar las colonias positivas con coloracion azulada las cuales
contienen ¢! plasmido con el gene recombinante, posteriormente se transfirieron a medio solido
de Infusién Cerebro Corazon (BHI-Agar) conteniendo 100 mg/ml de ampicilina. Las colonias
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resistentes a ampicilina se transfirieron en 3 ml de medio BHI liquido y se incubaron a 37 °C, en
agitacion orbital 200 rpm, toda la noche. Posteriormente se cosecharon las bacterias y se lavaron
con SS1. Se extrajo DNA plasmidico y se verifico su identidad por su peso y por medio sus
patrones de corte con enzimas de restriccion

Punificacidn de DNA plasmidico.

Se creci6 la bacteria en S m! de medio Luria a 37°C, en presencia de ampicilina, de esta semilla se
tomaron 200 m! y se inocularon en 10 ml. Posteriormente, se centrifugé la bacteria, se lavo y
resuspendio en solucion salina isotonica (SSI).

Se crecieron 3 ml de las cepas bacterianas por 24 hrs a 37°C en presencia de antibidtico
(dependiendo del marcador de resistencia que les confirié el plasmido100mg/m! de ampicilina).
Se centrifugaron y se lavaron con SSI. El sedimento bacteriano se resuspendio en 200 ml de
TELT (Tris-HCl SOmM pH 8.0, EDTA 62.5 mM, LiCl 2.5 M y Triton X-100 al 0.4% ), se
calentd a 100°C durante 90 seg. Al finalizar la lisis se colocod la mezcla de reaccion en hielo
durante 5 min, se centrifugdb 8 min a 14,000 rpm. E! sobrenadante de la reaccion de lisis
bacteriana se transfiri6 a un tubo nuevo y se precipité el DNA plasmidico con 100 pl de
isopropanol, las muestras se centrifugaron S min, el precipitado se lavé con etanol al 70%, se
centrifugd nuevamente y se resuspendio en SO pl de agua destilada.
Hibridacidn de DNA y deteccion por Southern blot.

El DNA plasmidico se digirio dos horas con las enzima de restriccion de interés. Posteriormente,
se realizd el cormimiento electroforético en un gel de agarosa al 1% y 0.5mg/ml de bromuro de
etidio a 25 V en una cAmara Horizon (BRL) por aproximadamente 12 hrs en amortiguador de
cormmiento TBE 0.5X. Después el gel se sumergio en amortiguador desnaturalizante (NaOH 0 $
M, NaCl | M) durante 30 min, se lavé con agua desionizada y se sumergi® en amortiguador
neutralizante (Tris-HCl 0.5 M, NaCl 3 M pH= 7.4), por 30 min. El DNA se transfin6 a papel de
nitrocelulosa. La sonda empleada en la hibridacion se prepar¢ de acuerdo al método de "Random
Primer". Aproximadamente 10 mg de DNA, se desnaturalizd por ebullicion durante 10 min y se
transfiri6 a hielo por S min, posterionnente se adicionaron 3 pl de mezcla de nucleotidos (sin
CTP), 2 ul de amortiguador para la polimerasa Klenow, 5 ul de «-CTP marcada con 2P, 1 pl de
dicha enzima y se llevo a 20 p de reaccion con agua estéril. Se incubd 2 hrs a 37°C  Después de
lo anterior la sonda marcada se purifico mediante una columna de Sephadex G-50 (Sigma). La
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hibridacion se realizd colocando la membrana en solucion de hibridacion (SSPE 4X |
DENHARDT a! 10%, SDS al 20%), con la sonda radioactiva (previamente desnaturalizada), se
incubd toda la noche a 68°C, posteriormente se lavo la membrana 8 veces durante 30 min a 68°C
con amortiguador de lavado (SDS 0.1 %, SSC 0.5 X), y se expuso a una pelicula (Kodak)
durante 24 hrs.

Purificacion de Proteinas de Membrana Externa por Método de Nikaido.

Para comprobar la presencia y produccion de la proteina recombinada por la bacteria, se
purifico porina utilizando el proceso descrito por Nikaido (1987). Las bacterias fueron cultivadas
y cosechadas en la fase de crecimiento logaritmico, posteriormente se ajustaron a una densidad
oOptica de 1.0 en 660nm; se rompieron por sonicacion en periodos de dos minutos en bafio de
hielo hasta disminuir la densidad optica a 0.3. Se eliminaron las restos bacterianos a! centrifugar a
700xg/! Smin, la envoltura celular se obtuvo por ultracentrifugacion a 45,000 xg/40 min a 20°C,
esta se solubilizo en Tris 10mM, pH 7.7y SDS al 2%y se incubo 30 min a 32°C, posteriormente
se ultracentrifug6 y el sedimento se sometio a una segunda solubilizacion en las condiciones
descnitas anteriormente. Del sedimento obtenido en este segundo proceso, se extrajeron las
proteinas unidas, solubilizando con Tris SOmM, ph 7.7 que contiene SDS al 2% EDTA 5mM,
NaCl 0.4M y B-mercaptoetanol al 0.05% después de un periodo de incubacion de2ha 37°C, se
centrifugo a 45,000xg/30min a 25°C y el material sobrenadante se corri6 en un gel de acrilamida.
Cuantificacion de proteinas.

Con la finalidad de evaluar la cantidad de proteina obtenida en el paso anterior, se realizo la
cuantificacién de acuerdo al método descrito de Lowry (Lowry et al, 1951) empleando
albumina sérica bovina como estandar.

Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).

La electroforesis se realizo segun la técnica descrita por Laemmli (1970). Los geles se cormieron
en camaras verticales (LKB Instruments), en presencia de SDS, en condiciones reductoras y un
sistema de amortiguador discontinuo. E!l gel introductor contenia una concentracion final de 5%
de acrilamida, 0.13% de bis-acrilamida, 0.1% de SDS en Tris-HC| 0.125 M a pH 6.8. El gel
separador tenia una concentracion de 11.2% de acrilamida, 2.5% de bis-acrilamida, 0.19% de
SDS en Tns-HC1 035 M a pH 8.8 Las bacterias se ajustaron espectrofotométricamente a
1X10”ml y la cantidad de proteina se midio por el método de Lowry. Las muestras se
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resuspendieron en amortiguador de muestra (Tris 0.125 M pH 88, SDS al 2%, B-
mescaptoetanol al 5%, glicerol al 10% y azul de bromofenol al 0.005%), se hirvieron por 10
minutos y se corrieron a 30 mA por 6 h a temperatura ambiente. El amortiguador de cormimiento
contenia Tris 0.025 M pH 8.3, glicina 0.192 M, SDS al 0.1%.

Posteriormente, los geles se tifieron en azul de Coomasie R-250 al 0.25% en metanol-ac.
acético-agua (45:10:45). El exceso de colorantes se elimind empleando una solucion de metanol-
ac. acetico-agua (5:10:85).

Citofluorometria de flujo FACS.

Con la finalidad de evaluar la expresion y correcta presentacion en la superficie de la proteina
quimérica y del péptido A, se realizd un proceso de marcaje utilizando para ello anticuerpos anti
HN. Se cultivaron toda la noche las bacterias E. coli UH302-pUCI18 HNA, E. coli UH302 y
Salmonella typhi Ty2, en 50ml de medio LB conteniendo 100ug/ml de ampicilina, (con
excepcion de UH302). Las bacterias fueron cosechadas en la fase de crecimiento logaritmico. Se
centrifugaron y los botones se lavaron 3 veces con PBS 1X y se centrifugan a 3500 rpm 10 min,
posteriormente se ajusto la D.O. de las muestras a 0.6 en 540 nm (asegurando una concentracion
aprox. de cada cepa de 1X10° bac/ml), esta concentracion inicial se diluyo en un proporcion 1:10
tomando 100p! de bacteriay 900 ul de PBS 1X; la solucion resultante se centrifugo y el material
precipitado se resuspendio en 100 pl de suero hiperinmune de conejo, previamente
inmunoadsorbido con las cepa E. coli UH302-PST13, que expresa OmpC. Se incubo a 37°C 1 h
Se lavo 2 veces con PBS SNC 2%, suero (centrifugando en cada ocasion) 10,000 rpm 8 min.
Posteriormente se agregd el segundo anticuerpo monoclonal anti-lgG-conejo 11000 (Sigma
Co.) marcado con Isotiocianato de fluoresceina, se incubd a 37°C, de 40min a 1hr  Esta mezcla
se lavo dos veces con SS), se centrifugo y dejo secar, se agrego posteriormente yoduro de
propidio en PBS. La intensidad de la fluorescencia se determiné en un citometro de flujo
FACScan (Beckton Dickinson, Mountain View C A.), analizando 10° bacterias en cada una de
las muestras.

Inmunizacion utilizando E. coli UH302-PUCI8-HNA, acarreadora del péptido heterdlogo.

Se inmunizaron 4 grupos de 5 ratones Balb-c de 20 dias de edad, con 100ul de bacteria
proveniente de un cultivo con un crecimiento en fase logaritmica, resuspendiéndose en PBS y

llevada a una concentracion aproximada de 1X10° bacterias con una D.O. de 0.5-0.6 a 540nm.
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El esquema de inmunizacion fue como sigue:

Grupo | y 2 Inmunizacion via oral, previamente se aplicaron 100l de Bicarbonato de sodio por
la misma via, para neutralizar un poco pH estomacal y evitar en lo posible muerte bacteriana.

- S ratones se inmunizaron con la E. coli UH302, conteniendo el plésmido pUCI8.

- § ratones se inmunizaron con la E. coli UH302, conteniendo el plasmido pUC18-HNA.

Grupo 3 y 4: lunnuzacion via intraperitoneal , previo a esta inmunizacion se fijo la bacteria con
formaldehido.

- S ratones se inmunizaron con E. coli UH302, conteniendo el plasmido pUC18.

-S ratones se inmunizaron con E coli UH302, conteniendo el plasmido Puc18-HNA.

El calendario de inmunizacion y sangrado fue como sigue:

Dia 0 (primer sangrado) Inmunizacion; Dia 10 (segundo Sangrado) ler refuerzo de
inmunizacion (100 pl de bacteria a la misma concentracion de acuerdo al grupo); Dia 20 (tercer
sangrado), Dia 30 sangrado a blanco. La sangre obtenida se centrifugé y el suero sobrenadante
se almaceno a -70°C, hasta su utilizacion.

Ensayo inmunoenzimdtico en fase sdlida (ELISA).

Se realizd de acuerdo al método de Engvall (Engvall, 1971). Se recubrieron placas para
microtitulacion con 50 ug/ml de virus LPM, en buffer de carbonatos pH 9.5. y se incub6 por 2
hrs a 37 °C. Posteriormente se dejaron toda la noche a 4 °C. Para bloquear se adicionaron 100
ul/pozo de una solucién de PBS-Leche al 5%, por | h. Se le adiciond como primer anticuerpo el
suero de ratones inmunizados con UH302-Puc18-HNA de raton diluido 1:50 en PBS-leche 5%.
Se incubo la placa a 37 °C por 2 hrs, y se adiciono el segundo anticuerpo de conejo anti-
gamaglobulinas totales de raton, diluido 1:1000, se incubd 2 hrs. Se adicioné como substrato O-
fenilendiamina de un stock de 6mg/12ml. Para preparar la mezcla se empled buffer de citratos de
pH 5.6. Se par6 la reaccion a los 10 minutos de incubacion adicionando SO i por pozo de HC}
3N. Se midio6 la absorbancia a 492 nm. Entre cada paso se realizaron 4 lavados con una mezcla
de PBS-Tween 20 al 0.1%

Inhibicion de la actividad hemaglutinante del virus.

Con la finalidad de evaluar la potencial funcion inmunoldgica de los sueros obtenidos al
inmunizar con la bacteria acarreadora de la proteina OmpC-HNA, el suero de la
inmunizacion anterior se utilizo para inhibir la actividad hemaglutininante, propiedad
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particula de la proteina HN de LPM, descrita en generalidades. Se agregaron a una placa
de hemaglutinacion 10 pl de solucion salina NaCl al 10%, al primer pozo 50 ul de suero
provenientes del sangrado a blanco con una concentracion de proteinas totales de 3.2 mg/ml
y se realiz6 una dilucion seriada, posteriormente se agregaron 8 unidades hemaglutinantes de
virus LPM por pozo de virus y se incubaron 30 min, a 30°C. Posteriormente se agregaron
50l de eritrocitos de bovino al 1% el tituto de aglutinacion se determind después de 30

min de incubacién.
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IV RESULTADOS.

Caracteritacion Estructural.

En la tabla | se observa el porcentaje de las estructuras secundarias determinadas con los
diferentes algoritmos empleados asi como nuestra prediccion. Nuestra prediccion,
(estructura consenso) muestra un bajo porcentaje de estructuras alfa hélice (11.7%),
seguido de un alto porcentaje de hebras beta (43.3%) y estructuras asa (45%) (Tabla 1). La
estructura consenso obtenida evidencio una organizacion de tipo beta-asa-beta, interrumpido
en algunas ocasiones por unos segmentos de Alfa hélice en la mitad y al final de la secuencia
(Figura 1).

Tabla I: Comparacion del contenido de estructura secundaria (%) determinado con los
diferentes métodos de prediccion en la HN de LPM.

Método Alfa Hélice Hebra Beta Asa
Chou-Fasman. 19.9 55.2 24.8
Levin 23.0 26.0 28.9
Garnier (1986) 16.3 23.9 59.6
Deleage - Roux 6.2 458 47.9
Rost 19.6 214 59.0
TOPITS 18.0 259 56.1
*Consenso 11.7 4.3 45.0

*Valores obtenidos de la figura 2.
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Figura 2: Comparacion de las predicciones de estructura secundaria de la HN de LPM,

Consenso. determinada por nuestro proceso (prediccién consenso) y TOPITS prediccion

con el sistema de entramado, AASeq, secuencia de amino acidos.
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TOPITS

La prediccion realizada con el programa TOPITS evidencio una gran similitud a la
prediccion con los algoritmos de Sanders y Garnier (Tabla 1), pero al compararse con
nuestra prediccion se observaron diferencias significativas, las mayores diferencias entre la
prediccion TOPITS y la nuestra se pueden localizar en la region transmembranal y las
regiones de los residuos 79 al 100 y del 375 al 420 (Fig, 2). Estos datos nos permiten
confirmar que la utilizacion de varios algoritmos de prediccion y a partir de ellos generar una
prediccion consenso, asi mismo permiten incrementar y reforzar la exactitud, precision y
coherencia de la prediccion.

Caracterizacion Fisicoquimica y definicidn de regiones transmembranales.

Las Propiedades de Hidropatia y accesibilidad al solvente coinciden con la estructura
secundaria en su tendencia de alternancia, sin embargo la flexibilidad, no mostro esta
tendencia. Los tres métodos usados para la identificacion de regiones transmembranales,
proponen la existencia de varias regiones con potencialidad de serlo, sin embargo, solo una
region cercana al amino terminal (de los residuos 25 a 47) fue definida por todos los
métodos utilizados y posee ademas una alta rigidez, hidrofobicidad e inaccesibilidad al
solvente (Figura 1).

Andlisis de Patrones y firmas

La proteina HN de LPM mostro 7 residuos potenciales de fosforilacion por la proteina
cinasa C, 8 con caseina cinasa C, 12 sitios con N-miristoilacion y cuatro sitios de N
glicosilacion, los cuales coinciden con los determinados en la secuencia de DNA de la HN
por Sundgwvist et al., (1992).

Alineamiento.

El alineamiento de las 25 secuencias de proteinas HN de diversos paramixovirus evidencio la
presencia de algunos patrones reportados por Morrison y Portner (1991), tales como
NRKSCSI/V/L y GA/SEGRI/V/L (Figura 3 2 y 4 respectivamente) ademas del patron
FXXYGGL/V/M pobremente caracterizado (Figura 3:3). Es interesante mencionar que los
patrones GA/SEGRUV/L y FXXYGGL/V/M, marcan respectivamente e} principio y el fin
de una region que comprende cerca de 100 residuos y que en previos estudios estructurales
ha sido completamente omitida. Mutaciones dentro del patron GA/SEGRI/V/L, dan lugar a
una alteracion en la actividad hemaglutinante, por lo que muy posiblemente esta region
pueda contener al dominio hemaglutinina, sin embargo no se encuentran reportes donde se
realicen mutaciones en algun residuo dentro del potencial dominio y se evaluen las
repercusiones en la actividad hemaglutinante.

Asimismo se observan 3 nuevos patrones sin reporte previo en la literatura, uno de ellos es

el patron intracelular altamente conservado TXR (Figura 3°1), cuya Treonina es
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potencialmente fosforilable por proteina cinasa C y es altamente conservada en todas las
secuencias excepto en el virus Sendai, donde se observa el mismo residuo solo que en la
posicion 19. Otro patron identificado en todas las secuencias se localizo entre los residuos
16 a 25 (Figura 3'1), la peculiaridad de este consiste, ademas de localizarse
intracelularmente, en su particularidad por la especie del virus. Es decir mientras que para
el virus Parainfluenza el patron esta caracterizado por la secuencia SIPKRTCRII, en el
virus de la enfermedad de Newcastle se observa el patron REAKNTWRLY, manteniéndose
constante solo el patron TXR. El ultimo patrén determinado corresponde a una secuencia
sumamente largo de los residuos 464 al 475, CPXXCU/V/LS/T/KKGVYXD, (Figura 3:5) el
cual carece de algin reporte previo y sin una funcion o actividad biologica asignada.
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Figura 3. Alineamiento multiple de varias secuencias de amino 4cidos de HN de
paramyxovirus. La enumeracion en itaiicas corresponde a la empleada en la figura 2 y la
enumeracion inferior a la del alineamiento. * en la parte superior indica el inicio del patron
TXR. Numeros entre paréntesis en la parte inferior indican los patrones altamente
conservados: (1) E! patron especie-especifico; (2) E! patron con participacion en la actividad
Neuraminidasa NRKSCS; (3) y (4) Los patrones de inicio y final del posible dominio
Hemaglutinina, FXXGGV/L/M, GA/SEGR/V/L y (5) Nuevo patron con funcion
desconocida CPXXCI/V/LS/T/KGVYXD.

Andlisis de Variabilidad

En la figura 4 observamos que el perfil de variabilidad obtenido con el indice de Wu-Kabat,
(1970), se encuentra muy disperso y no permite una clara identificacion de regiones
conservadas o variables, aunque se puede inferir la existencia de 3 regiones. La primera
presento los valores mas altos en todo el perfil, y se localizd inmediatamente después de la
zona transmembranal de los residuos 80 al 110 (1), la siguiente comprendio del residuo 125
al 160 (2) y la ultima adyacente al potencial dominio hemaglutinina entre los residuos 300 al
340 (3), es importante mencionar que cerca de esta ultima region se ha identificado
experimentalmente un péptido antigénico para el virus Newcastle (lorio ef al., 1992), por
lo que la participacion de esta region en localizar la diversidad antigénica no es descartable.
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Figura 4: Grafico de variabilidad para las secuencias HN usando el indice de VK, las
regiones variables estan numeradas 1,2, 3 y el potencial dominio Hemaglutinina se encuentra
delimitado por un recuadro negro

La figura S muestra el perfil de variabilidad obtenido con el indice de Jores (1990),
mediante este algoritmo se definieron con mayor claridad las regiones 1,2 y 3 ademas de
dos nuevas zonas después del potencial dominio hemaglutinina, del 470 al 510 (4) y del
540 al 5§50 (5) por lo que este indice permitid una mejor definicion de regiones variables, a
diterencia del perfil de obtenido con el indice de Wu-Kabat, es de hacer mencion que esta
es la primera ocasion que se realiza un analisis de variabilidad en secuencias HN, por lo que
su analisis experimental asi como las implicaciones biologicas y de las regiones variables
pernmtiran evaluar el valor de estos indices
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Figura §: Grafico de variabilidad para las secuencias HN usando el indice VI, las regiones
variables estan enumeradas, 1, 2, 3, 4, y S, vy el potencial dominio Hemaglutinina se
encuentra delimitado por un recuadro negro

Variabilidad del Potencial Dominio Hemaglutinina

El analisis de variabilidad del potencial domino Hemaglutinina con ambos indices
nuevamente comprobo la efectividad del indice de Jores. debido a que el indice de Wu-
Kabat (Figura 6a) no mostro claramente ciertas regiones como variables, mientras que el
indice de Jores (Figura 6b), permitio identificar dos agrupamientos claros de variabilidad,
uno comprendiendo los residuos 358 al 369 (region 6) y otro de los residuos 409 al 424
(region 7) (figura 6b), ademas de algunos residuos dispersos con valores altos.
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Figura 6. Grafico de variabilidad para el potencial dominio hemaglutinina, usando los
algoritmos VK- W(a) y VJ (b), las unicas regiones variables definidas son 6y 7

Propiedades fisicoquimicas comunes en cada posicion del potencial domino
Hemaglutining.

Dc las 90 posiciones consideradas en el analisis dentro del potencial domino hemaglutinina
13 no mostraron alguna propiedad fisicoquimica comin pero si una variabilidad alta, estas
fueron las posiciones 353, 361, 363, 374, 379, 386, 388, 412, 413, 416, 419, 422, y 426
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Cinco posiciones poseen altos valores de variabilidad y una propiedad fisicoquimica comun
357, 364, 375 y 394, de las cuales el 76%, 64%, 76% y 76% de los amino acidos son
hidrofilicos, y la posicion 417, con un 96% de los residuos con algun tipo de carga (Figura
6B 7). También se observaron 7 posiciones altamente conservadas pero sin una propiedad
fisicoquimica claramente definible tales como la 360, con un 36% de amino acidos
hidrofobicos y 40% con carga, la posicion 392, con un 52% de amino &cidos hidrofobicos,
la posicion 409 conteniendo un 44% de amino acidos hidrofilicos y un 40% con carga, la
posicion 420 contiene un 44% de amino icidos Cisteinas y un 36 % Prolinas, la posicion
423 conteniendo un 44% de amino acidos hidrofobicos, la 425 con un 52% de amino acidos
hidrofobicos y la 428 con 52% de amino dcidos hidrofilicos. Las implicaciones biologicas
derivadas de este andlisis serdn discutidas mas adelante.

Localizacidn y caracterizacion de epitopes antigénicos en la HN de LPM.

La tabla 2 muestra las regiones predichas como antigénicas en la secuencia HN de LPM con
los tres algoritmos utilizados, el algoritmo Hoop-Wodd, defini6 solamente 3 regiones,
mientras que los algoritmos de Parker y de Welling mostraron 7 y 9  regiones
respectivamente con diversas caracteristicas estructurales y fisicoquimicas. De las
aproximadamente 15 regiones obtenidas anteriormente solo se consideraron para trabajar
aquellas que fueran definidas por los tres algoritmos, mostraran una caracter hidrofilico,
buena exposicion al solvente y de preferencia con una estructura secundaria de tipo asa. Las
regiones que cumplieron con las restricciones anteriores fueron: 1) De los residuos 251-
267, péptido de 1B emino 4cidos de longitud YVATRSETDYYAGNSPPQ, (el cual fue
designado péptido HNB), y 2) péptido de la region 533-544 con 12 residuos
TTTCFRDTDTGK (designado como péptido HNA) ambos con una estructura tipo Beta-
Asa, con buena flexibilidad, accesibilidad e hidrofilicidad. Se consider6 ademas la presencia
de un péptido no predicho como antigenico (péptido control negativo), comprende 10
residuos de longitud del 315 al 325, y con la secuencia PAYGGMQQILA, designado como
peptido HNC. Localizado al inicio del dominio HA, formando parte de los motivos mas
conservados entre las diferentes secuencias (Fig. 3:3).
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Tabla 2: Localizacion y propiedades de las epitopes predichas para la HN de LPM, con los
diferentes algoritmos

Algoritmo Region Estructura Flexibilidad  Accesibilidad Hidropatia
Hoop-Wood 254-249 Beta-Asa + Expuesto Filico
498-503 Asa + Expuesto Filico
538-544 Asa + Intermedio Filico
Parker 109-119 Asa 1/2 Espuesto 1/2
251-266 Beta-Asa + Expuesto Filico
351-360 Alfa-Asa 1/2 172 Filico
450-461 Alfa-Asa 172 12 Filico
477-486 Asa 1/2 172 172
518-530 Alfa-Beta-Asa - 172 12
533-540 Beta-Asa 172 Expuesto Filico
Welling 72-77 Asa-Alfa 172 172 Filico
112-119 Asa + Expuesto Filico
124-131 Asa + 172 Filico
195-198 Asa 1/2 112 172
212-217 Asa-Beta 12 172 Filico
252-260 Beta-Asa + Expuesto Filico
488-501 Beta-Asa 12 172 172
516-532 Beta-Asa 172 1/2 Filico
536-541 Beta-Asa + Expuesto Filico

En negrillas estan indicados aquellos seleccionados como los mas antigenicos.

ELISA de los Péptidos Sintéticos.

El PAGE de los péptidos permitio observar su peso correcto (figura no mostrada). El
ELISA clasico de los péptidos sintéticos B y C, utilizando sueros de cerdo infectado y no-
infectado con el virus LPM, ambos ajustados a la misma concentracion de proteina fueron
utilizados a una dilucion de 1:600. Las Densidad Opticas (D.O )observadas para el péptido
B a las concentraciones de 100 y 25 ug/mi con el suero preinmune fueron de 0.06 y 0.08
(Figura 7: Columnas 3 y 4) mientras que al compararse con las D.O. obtenidas de suero

postinmune estas se incrementaron a 0.11 y 0.14 (Columna ! y 2) es decir se observo un
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incremento de cerca del 100% en las densidades opticas, lo que habla de un buen
reconocimiento para este péptido en el virus completo Las densidades opticas obtenidas
para el péptido C a las concentraciones de 100 y 25ug/ml con el sucro post-inmune fueron
de 008 y 009, (Columna S y 6), mientras que con el suero pre-inmune las D.O
descendieron a 0 06 y 0.05, un 25 y45% respectivamente (Columna 7 y 8). Es de resaltar
la obvia diferencia entre las D O de las columnas | y 2 con el resto de las densidades, lo que
permite concluir el claro reconocimiento para el péptido HNB, lo mismo ocurre cuando se
comparan los valores de las D O. de las columnas 3, 4, 7y 8 con las columnas 5y 6, donde
se puede evidenciar mayores o iguales valores en las densidades, lo que hace pensar en un
bajo pero posible reconocimiento para el péptido HNC, aunque analisis mas detallados nos
permitiran concluir esta propuesta

Reconocimiento de péptidos por anticuerpos de sueros
de cerdos pre y post infectados con LPMV,

014 4
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Figura 7: Reconocimiento de los péptidos predichos por medio de la técnica de ELISA
utilizando suero de cerdos infectados con el virus LPM, columnas 1 y 2 100 y 25 pg/ml de
peéptido HNB con suero postinmune de cerdo, columnas 3 y 4 mismas concentraciones del
péptido pero con suero preinmune, y el péptido HNC columnas Sy 6, 100 y 25 pg/ml de
péptido con suero postinmune, 7 y 8 preinmune, la concentracion del primer anticuerpo se
estandarizo a 2 Smg/mi y el segundo anticuerpo de conejo anti gamas de cerdo se acoplo a

peroxidasa
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Construccion del gene para la proteina recombinante OmpC de S. typhi -HNA por
PCR

El primer proceso de amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa permiti6 la
obtencion de dos productos, uno con un peso de 450 pb y que comprende de! final del gene
de porina hasta el final del asa 5 y otro de 750 del principio del asa $ hasta el principio del
gene de la porina (Figura 8). Cada segmento contiene la secuencia que codifica para el
péptido HNA, al realizar el segundo proceso de amplificacion empled como iniciadores a
los productos anteriores y como templete el gene de la porina OmpC de s. typhi contenido
en ¢l vector de expresion Pstl3, el producto resultante es un gene de 1.2 kb que
corresponde al peso de la porina (Figura 8) y que al digerirse con la enzima de restniccion
Pwvul, no se observo ningun producto de digestion por el contrario en la digestion del gene
silvestre se presentaron dos productos de digestion de cerca de 400 y 800 pares de bases, lo
cual confirma que el gene de fusion contiene el gene que codifica para el péptido HNA.

Figura 8: Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos A-C y B-D, y del producto de
Fusion, obtenido por PCR. Carril | pesos moleculares de 1Kb, 2) Producto A-C, 3)
producto B-D, carril 4) Producto de Fusion, OmpC-HNA.
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Ligacion del producto de PCR al pldsmido pUCI8 y transformacidn celular.

Posterior a la sintesis del gene OmpC-HNA. los extremos 5 y 3° se rellenaron con la
enzima Pful y se defosforilaron los extremos 5 y 3° con la enzima T4 defosforilasa de
manera que los unicos grupos fosfato reactivos provinieran del plasmido, en tanto que el
vector de expresion Pucl8, con un gene de resistencia a ampicilina y un promotor inducible
por lactosa, se corté dentro de un Polylinker con la enzima Smal, la cual genera también
extremos romos, la ligacion se realizo con la enzima T4 ligasa, posteriormente el vector se
transfecto a una bacteria deficiente en la produccion de OmpC, E coli UH302,
garantizando asf la pureza de la expresion de la proteina quimérica conteniendo al péptido
HNA.

Transformacion celular, presencia y orientacion del gene.

La transformacion celular permitio la obtencion de colonias que expresan a la proteina
recombinante porina-HNA, y la seleccion de las bacterias que contenian el gene se realizo
en 4 niveles, I) Al formar colonias con una coloracion azul, en un medio rico en lactosa
(Mackconkey) . causada por la desactivacion de! promotor de lactosa, 2) Al crecer en medio
conteniendo ampicilina, cerca de 75-100 colonias mostraron esta propiedad, 3) 20 de estas
colonias se seleccionaron y se purifico el DNA plasmidico con la finalidad de determinar se
presento un incremento en el tamafo del plasmido de 2.6 a 3.8 kb, causado por la adicion
del gene de OmpC, de las colonias analizadas solamente 8 mostraron un incremento en el
peso del plasmido y 4) Por medio de la utilizacion de las enzimas de restriccion EcoR1 y
Hindll se observo la orientacion positiva del fragmento, (Esquema A)

1.2Kb
S ETo OmpC-HNA Hinrlll
[
Amp Lac Polylinker Polylinker 2 6Kb pUC18 Ori
_—b> —>

PUC18-OmpC-HNA 3 8Kb
Esquema A: Ubicacion del gene ompC-HNA dentro del plasmido pUCI8 en orientacion
positiva, los sitios de restriccion Ecorl y Hindl[l permitien obtener de nuevo el fragmento
OmpC, los genes Amp y Lac codifican para el gene de resisitencia a ampicilina y lactosa, el
gene OmpC se localiza dentro de un polylinker. el peso del plasmido final es de 3 8 Kb
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Produccion y Purificacion de OmpC-1INA en la bacteria UH302 (PAGE: Electroforesis
en gel de poliacrilamida).

EL analisis de electroforesis en gel de poliacrilamida empleando porina purificada por el
meétodo de Nikaido y extracto crudo de bacteria (Figura 9), permitio observar por una parte
la presencia aunque en poca cantidad la presencia de proteinas de membrana externa asi
como de porina recombinante Ompc-HNA de casi 253 ug/ml (carril 5), y con una mayor
concentracion en el extracto crudo de cast 1500 pg/ml (Carril 9), lo cual muestra que existe

una replicacion y traduccion del gene, y en consecuencia produccion de la proteina.

Figura 9: La electroforesis en gel de poliacrilamida de porinas purificadas y extractos
crudos bacterianos se realizo en condiciones reductoras y bajo un sistema de amortiguadores
discontinuos, para la porina purificada se cmplearon 30 ug/ml excepto para la construccion
OmpCHN donde se agregaron 10ug/ml, para los extractos crudos se resuspendieron
1X10%/ml de bacterias en amortiguador de muestra y se hirvieron por 10 minutos. Carriles |
y 7) pesos moleculares en KDa, 2) OmpC de UH302-Pst13; 3) UH302 (control negativo);
4) OmpC de Salmonella typhi, 5) OmpC-HNA-UH302, 6) OmpC, 8) Extracto crudo de S.
typhi, 9), extracto crudo de UH302-OmpCHNA; 10) UH302; 11)UH302-PST13,y 12)
OmpC.
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Citofluorometria de Flujo (FACS).

El analisis de citofluorometria utilizando anticuerpos de conejo anti HN (figura 10) permitio
evidenciar que mientras la cepa S. fyphi Ty2 cepa que expresa OmpC silvestre en su
superficie, mostré una media de fluorescencia de 50, para la cepa UH302 deletada de la
proteina OmpC se incremento a 65, y para la cepa acarreadora del péptido HNA UH302-
PUC18-HNA, esta se elevo hasta 165, un incremento de 3y 2 veces al compararse con las
dos cepas utilizadas. Con lo anterior se podria mencionar que el proceso de insercion de!
gene que codifica para el péptido A de la HN de LPM, en el asa 5 de la OmpC, no afecta la
transcripcion, traduccion, correcto plegado y expresion en la superficie de la bacteria, tanto
de la proteina OmpC como del péptido HNA.

Reconocimiento por fluorescencia del péptido HN-A expresado
en E. coli, por sucro hiperinmune de conejo anti HN.

S. thypbi

UH}O2-PUCISANA

Figura 10: La presencia de la construccion OmpC-HNA en la superficie de bacteria
acarreadora se evaluo por inmunofluorescencia empleando suero hiperinmune de conejo anti
HN y como segundo anticuerpo se empled un monoclonal anti IgG de conejo, acoplado a
isotiocianato de fluoresceina. Se analizaron 10° bacterias en un citometro de flujo FACScan
La grafica se expresa, las medias de las fluorescencias observadas: Carril 1) Salmonella
typhi, 1y2, 2) E coli UH302, y 3) I, coli acarreadora de proteina de fusion UH302-pUC18-
HNA.
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Identificacion del virus LPM por la técnica de ELISA por anticuerpos de ratones
inmunizados con la bacteria acarreadora E. coli OmpC-HNA.

La grafica 11 muestra las D.O. de los sueros provenientes de 10 ratones inmunizados por via
oral (5) e intraperitoneal (5), con la bacteria UH302-Pucl8-HNA, vy el reconocimiento de
SOug/ml de virus del virus LPM por pozo, las columnas ! y 2 corresponden a los valores
previos a la inmunizacion de .1 y .08 para los grupos oral e intraperitoneal, las columnas 3, §
y 7 muestran los valores de la inmunizacion por via oral de 0.22 y 0.19 al dia 10 después de
la primer inmunizacion, 20 después de la segunda inmunizacion y 30 sangrado a blanco,
respectivamente, al comparar estos valores con los de la columna 1 se puede observar un
incremento de casi un 110%, entre los valores pre y postinmune, sin embargo cuando se
comparan entre si los valores postinmunes en funcion del tiempo (columnas 3, 5 y 7), se
puede observa una declinacion de la D.O. causada por una posible pérdida del
reconocimiento por el virus. Al compararse los valores de D.O. de los sueros del grupo de
ratones inmunizados por via intraperitoneal, suero pre inmunes columna 2, (.08) con los
postinmunes columnas 4, 6 y 8, de los dias 10, 20y 30 (0.18, 0.21 y 0.34 respectivamente),
se puede observar un incremento del 100, 150 y hasta un 300%, en el valor de las D.O. y en
consecuencia del virus LPM. Al compararse entre si los valores de las columnas posinmune
se puede observar un incremento constante en funcion del tiempo al iniciar con 0.18 y
concluir con 0.34.

Es interesante la comparacion entre los grupos inmunizados por via oral e intraperitoneal en
funcion del tiempo ya que mientras en la inmunizacion por via oral se observa una
disminucion y en la intraperitonea! se observa un comportamiento inverso, es decir un
incremento de los valores de la D.O. Sin embargo se necesitaran mas estudios para
comprobar la eficiencia de la via optima para una mejor respuesta y como sé demucestra con
el experimento de inhibicion de hemaglutinacion. el tipo de anticuerpos resultante en cada
via
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D.0. 452 om Reconocimiento del virus LPM por anticuerpos de ratones
[ inmunizados con la bacteria E. coli UH302-pUC18-HNA.
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Figura 11: Determinacion de anticuerpos anti LPM por la técnica de ELISA de 10 ratones
inmunizados con la bacteria E coli UH302-pUCIB HNA por via oral e intraperitoneal,
columnas | y 2 valores previos a la inmunizacion 3. Sy 7, sueros de inmunizacion oral al
dia 10, 20 y 30 respectivamente. Columnas 4, 6 y 8, sueros de inmunizacion por via
intraperitoneal, al dia 10, 20 y 30 respectivamente

Inhibicion de la hemaglutinacion.

Lacolumna A dela Figura 12 muestra la inhibicion obtenida con los sueros de ratones
previo | 0y posterior a la inmuniacion (B 1.65) con el virus LPM, utilizando eritrocitos de
bovino al 1% 165 Columnas C y D corresponden al valor de inhibicién causado por el
suero al dia 30 de ratones inmunizados con la bacteria E coli UH302-puc]8, tanto por via
oral C. 1 8 como intraperitoneal D, 1:4, mientras que la infubicion de hemaglutinacion con
suero de ratones inmunizados con la bacteria E. coli UH302 acarreadora de la proteina
recombinante OmpC-HNA, se incremento a 1.132 (E) con los animales inmunizados por via
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oral y de 1:32 (F), por via intraperitoneal. Al comparase todos los valores se puede observar
un mayor incremento de la inhibicion de la aglutinacion al utilizar suero de ratones
inmunizados con la proteina de fusion OmpC-HNA por via intraperitoneal y principalmente
por la via oral, lo que permite determinar que los anticuerpos obtenidos con la proteina
recombinante tienen potencial bioldgico y posible bloqueo de la infeccion.

Inhibicién de la hemaglutinacién utilizando anticuerpos de ratones
inmunizados con E. coll UH302-pUC18-HNA.

PRE POST 0 1 (30) (0] 1 (30)

Figura 12: Inhibicion de la hemaglutinacion, columna A valores de inhibicion de suero
preinmune y B postinmune del ratones inmnizacos con LPM, C y D suero proveniente de
ratones inmunizados con la bacteria UH302-Puc18 como un control negativo. Columnas E y
F suero proveniente de ratones inmunizados con la bacteria UH302 acarreadora de la
proteina recombinante OmpC-HNA, por via oral e intraperitoneal respectivamente.
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V DISCUSION

Nuestro anlisis de prediccion estructural permiti6 identificar que la HN de LPM, posee un
dominio intracelular y transmembranal en la region amino y el dominio extracelular con las
funciones de Hemaglutinacion y Neuraminidasa en la region carboxilo y posee una
organizacidn estructural de tipo hebra beta-asa-hebra beta alternado, e interrumpido
ocasionalmente por pocas alfa-helices, propuesta similar a la reportada por Colman (1993),
quien compar¢ las secuencias HN de diversos paramixovirus (no incluida la HN de LPM)
con la Neuraminidasa de Influenza y sus resultados sugieren que muy posiblemente las HNs
muy posiblemente se encuentran organizadas en un plegamiento estructural de tipo hebras
beta alternados por asas, pero con la limitante de no estudiar los detalles finos de la
estructura secundaria, e ignorar por completo la presencia, participacion e interferencia de!
potencial domino Hemaglutinina. A diferencia, en este trabajo se delimita por primera vez la
localizacion y se describe la organizacion estructural del potencial dominio Hemaglutinina en
la HN de LPM, la cual contiene a una de los pocas estructuras alfa hélices definidas en toda
la secuencia; y proponemos que la presencia de esta estructura hélice podria poseer alguna
actividad en el reconocimiento por el carbohidrato receptor de la célula blanco. Trabajos
previos han demostrado la existencia de estructuras de tipo alfa hélice dentro del sitio de
interaccion al carbohidrato, sin embargo solo la determinacion de la estructura de la proteina
HN por cristalografia de rayos X permitira comprobar esta propuesta y confirmar la
prediccion estructural planteada en este trabajo.

Al comparar el porcentaje de las estructuras secundarias obtenidas por nuestra prediccion
consenso para la HN de LPM (Tabla 1) con los reportados experimentalmente para la HN
del virus Sendai, obtenidos por Dicroismo Circular (Tabla 3), se pueden observar en
términos generales una gran correlacion en ambas propuestas, la importancia de esta
comparacion radica en la similitud existente en ambos virus tanto a nivel de secuencia de
aminoacidos de HN's de casi 30%, asi como de las propiedades biologicas de
Hemaglutinacion y Neuraminidasa, lo cual nos permite proponer 2 lineas de pensamiento
La certidumbre de nuestra prediccion teorica y la similitud en la estructura general entre dos
proteinas de diferentes géneros de virus dentro de la familia de los paramyxovirus
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Tabla 2: Estimacion de la estructura secundaria por Dicroismo Circular en la HN del

virus Sendai.

Método de alfa-hélice hebra -beta asa (giro + aleatorio)
interpretacion

Chang ¢t al 76 404 519
Bolotina ¢t al 16.3 159 677

Yang y Kubota 1.0 450 54.0

Tomado de Baiocchi er al,, (1993).

Cuando se compararon las resultados en detalle de las predicciones consenso y la realizada
con el algoritmo TOPITS para la HN de LPM, las mayores diferencias s¢ localizaron en la
region transmembranal de! amino acido 26 al 47, ya que la prediccion consenso la definio
como una estructura de tipo hebra-beta, mientras que los algoritmos de prediccion de
regiones transmembranales y TOPITS la definen como una alfa-hélice Evidencia
experimental proveera mas datos para la correcta definicion de esta alfa-hélice o hebra-beta,
transmembranal, informacion que ayudaria a entender la posible asociacion o asociaciones
con otras HN de LPM para la posible formacion del tetramero funcional o algiin otro
elemento de la membrana de la célula infectada.

La localizacion en el dominio intracelular de la HN de LPM, de un patron de fosforilacion
TXR por proteina cinasa C en la Treonina 21, y su conservacion en todos los miembros del
genero rubulavirus en el alineamiento multiple de varias HN's, permite especular sobre la
potencial importancia de esta patrén biolégico tanto para la HN de LPM en particular como
para las HN's en general. Es de hacer notar que en vecindad a este patron de fosforilacion
se observo en el alineamiento multiple, tanto para la HN de LPM como para todas las HN de
los diferentes rubulavirus un patron de secuencias particular de la especie del virus, esta
nueva finna intracelular especie-especifica, que en la HN de LPM mostro segun nuestra
prediccion una estructura de tipo alfa-hélice, podria estar implicada en la asociacion con la
proteina cinasa o con alguna otra proteina de activacion de la célula infectada o con la
misma proteina de Fusion de! virus. La relevancia de la proteina cinasa C en procesos
infecciosos ha sido sugerida por experimentos previos realizados con otros virus, tales
como el virus del sarampion, en la cual se observa que la actividad intracelular de cinasa C

se incrementa en la infeccion, sin embargo cuando se adicionan anticuerpos dirigidos contra
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la proteina hemaglutinina, la actividad viral y de la proteina cinasa C son disminuidas a
niveles basales (Segev ef al , 1994), desaforiunadamente informacion similar para algun
otro miembro de la familia paramixovirus o é! genero rubulavirus no ha sido reportada, y
unicamente evidencia experimental obtenida por mutaciones puntuales a este nivel podrian
ayudar a identificar la funcion biologica de este patron y en consecuencia confirmar la
propuesta teorica.

De la misma manera el alineamiento multiple nos permitio localizar para la HN de 1.PM
ciertos patrones reportados como altamente conservados para las HN's de los paramixovirus
(revisados por Morrison y Portner, 1991) y muchas teorias proponen que la preservacion de
estos patrones es debida a su caracter estructural y ala funcion enzimatica que poseen Un
de ellos es el patron NRKSCSI/V/L del residuo 233 al 239, y que en nuestro estudio
estructural encontramos que este segmento para el caso de la HN de LPM se localizé dentro
de una estructura asa (podria ser un giro-beta) y ademas en un segmento con una estructura
tipo beta. El trabajo de Mirza et al (1994), induciendo mutaciones puntuales dentro de este
patron en la HN del virus de Parainfluenza 1 han mostrado alteraciones estructurales, las
cuales promueven variaciones en antigenicidad, formacion de sincicio, asi como de una
drastica inhibicion de la actividad Neuraminidasa, sugiriendo que, en efecto, esta region es
muy importante para esta actividad. Otro de los patrones altamente conservado es del
residuo 398 al 403 que contiene a los aminoacidos GA/SEGRI/V/L, los cuales se encuentran
definidos para el caso de la HN de LPM dentro de una estructura de tipo asa (podria ser un
giro-beta) y parte de una estructura de tipo beta. Pero a diferencia del patron anterior las
mutaciones realizadas aqui, como se observo en la HN del virus de la enfermedad de
Newcastle han demostrado que esta region posee una importancia fundamental en el
procesamiento intracefular y en la actividad Hemaglutinante (Sergel, 1993) Y finalmente
se identifico por primera ocasion, tanto para la HN de LPM como para las demés HN's, un
nuevo patron sumamente grande entre los residuos 464 al 475, y con la secuencia
CPXXCUV/LS/T/KGVYXD, sin una descripcion previa o reportes acerca de su funcion o
valor biologico

El alineamiento multiple permitio identificar tanto para la HN de LPM como para las demas
secuencias HN's otro patron sumamente conservados del residuo 315 al 320 (0 347 al 352),
con los amino acidos FXXYGGV/L/M, que conjuntamente con el patron previamente
detallado de los residuos 398 al 403 (o del 43/ al 436) y con los residuos GA/SEGRI/V/L,
evidencié la existencia entre ellos de un segmento de cerca de 90 residuos cuya diversidad
de secuencias es grande y esta en relacion con el tipo de virus, y que proponemos podria
contener al dominio Hemaglutinina para todos los paramyxowvirus, 3 observaciones nos

permiten apoyar esta propuesta 1) La organizacion de los patrones anteriores podrian
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marcar el principio y fin del dominio, 2) El nimero de amino acidos localizados dentro de
los patrones anteriores, cerca de 90-100, es el nimero minimo para considerar la existencia
de un dominio y 3), La mutaciones puntuales realizadas en el patron GA/SEGRI/V/L., para
la HN del virus Newcastle evidenciaron una fuerte disminucion de la actividad
hemaglutinina.

Una vez que la estructura tridimensional de alguna proteina HN sea obtenida, sera posible
identificar la funcién de estos patrones y comprobar al mismo tiempo, la localizacién del
dominio Hemaglutinina, y la participacion de los aminoacidos localizados en su interior en
el reconocimiento del carbohidrato

El anélisis de variabitidad con e! indice de Jores (1990) a diferencia del indice de Wu-Kabat
(1970), fue el mejor al definir més claramente a 5 regiones con valores altos de variabilidad
en las secuencias HN incluyendo a la de LPM. La region que presentd los valores de
variabilidad mas altos en todo el perfil de variabilidad y posiblemente adyacente al potencial
dominio transmembranal de LPM, se propone que podria estar implicada en la interaccion a
nivel extracelular con proteinas homologas para la formacion o el mantenimiento del
tretramero funcional La region de vanabilidad 3 muy posiblemente podria estar
comprometido en algun proceso antigénico, esto se deduce por la localizacion experimental
cerca de esta region del péptido mas inmunogénico para la proteina HN del virus Newcastle
(lorio ef al., 1992) e incluso del péptido B identificado en esta tesis para la HN de LPM, lo
que permite especular sobre la importancia de esta regién, como una érea antigénica, sera
entonces de sumo interés evaluar, las propiedades estructurales y antigénicas de esta zona en
los diferentes miembros de la familia paramyxovirus

Desafortunadamente la informacion existente hasta ahora no nos permite decir mas sobre
las implicaciones biologicas de las restantes regiones de las proteinas HNs, aunque la
localizacion en el extremo carboxilo de las regiones 4 y S, permite especular sobre su
participacion en un papel de variabilidad antigénica mas que de reconocimiento, debido a
que se encuentran cerca del carboxilo terminal, alejado del dominio Hemaglutinina y de los
motivos con funcion Neuraminidasa

La variabilidad observada con el indice de Jores (1990), dentro del potencial dominio
hemaglutinina permitio delimitar a deferencia del de Wu-KAbat (1978), la presencia de dos
regiones con valores altos de variabilidad regiones 6 y 7, los cuales aunado al analisis de
propiedades comunes de aminoacidos en cada posicion, identificaron a 13 posiciones con
una alta variabilidad y una propiedad fisicoquimica no comun, y donde se propone que el
papel biolégico que podrian poseer tales residuos radica en el reconocimiento en fino de los
carbohidratos-receptor, los cuales son altamente especificos para la especie del virus

También se observaron a S posiciones con variabilidad alta pero con una propiedad
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fisicoquimica comun, posiblemente y su papel biologico podria estar relacionado al
reconocimiento general, (conformacional) del carbohidrato o estructural al sostener puentes
de hidrogeno o ambientes hidrofébicos los cuales pueden ser necesarios para mantener el
correcto plegamiento del dominio  Finalmente se identificaron 7 posiciones conservadas
con una propiedad fisicoquimica no comun, y cuyo papel biologico no ha quedado bien
establecido.

Si bien existen nuevos métodos que sustituyen la identificacion arbitraria y subjetiva para la
delimitacion de regiones variables o conservadas dentro de una proteina tales como la
utilizacién de filtrado de fourier (Jores, 1990), y filtrado algoritmico en escala espacial
(Herrmann er al., 1996) Este estudio combinado permiti6 identificar tanto para la HN de
LPM como de las demas HN de los diversos paramyxovirus, los residuos con participacion
potencial en el reconocimiento del carbohidrato y al mismo tiempo con funciones
estructurales, Gnicamente la evidencia experimental posterior mediante mutaciones en los
diferentes niveles permitird identificar el verdadero papel que poseen estos residuos, la
ventaja derivada de este trabajo radica en que se podria implementar un diseflo experimental
mas racional, al restringir el nivel de busqueda y saber que residuos y por cuales propiedades
modificar.

La utilizacion de tres algoritmos para la definicion de regiones antigénicas a partir de la
secuencia de amino acidos de la HN de LPM, permitio en un principio la identificacion de
cerca de 15 péptidos inmunogénicos potenciales, la posterior estrategia que se utilizo, para
seleccionar aquellas con mejores las propiedades y considerar ademas propiedades
estructurales y fisicoquimicas, delimité la definicion a solo 2 péptidos, (péptido A y B),
Mediante ensayos de ELISA el péptido B es reconocido por suero de cerdo infectado con el
virus LPM, a una dilucién del suero de 1:600, lo que habla del buen reconocimiento
existente para este péptido. Por el contrario al compararse la respuesta con el péptido B
con el péptido no definido como antigénico (péptido C), se evidencia una pobre respuesta de
reconocimiento por el suero de animal infectado lo que permite concluir que el método para
la identificacion de epitopes inmunogénicos lineales de B es eficiente

En la literatura se encuentran muchos reportes en los cuales se describe la obtencion de
proteinas periplasmicas 0 de membrana recombinantes y su utilizacion como acarreadores
biolégicos con potencial para el disefio de vacunas. Sin embargo la utilizacion de la proteina
OmpC de Salmonella typhi, como un candidato para incorporar epitopes heterologos y su
incorporacion a una bacteria acarreadora no ha sido referida, por lo que nuestros resultados
nos han permitido establecer una nueva metodologia para incorporar en el asa 5 de OpmC el
epitope hetérologo HNA de LPM; sin aparente detrimento en la produccion y expresion de

la proteina recombinante, y al utilizar esta proteina recombinante con la bacteria
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acarreadora en la inmunizacion por via oral e intraperitoneal de ratones Balb-c, los
anticuerpos obtenidos mostraron en ambos casos un buen nivel de reconocimiento para el
vius LPM  Los anticuerpos obtenidos de animales inmunizados por via oral poseen
capacidad de inhibicion de la actividad hemaglutinante, lo que confirma que mediante la
utilizacion de la bacteria UH302 acarreadora del plasmido y la proteina recombinante
pUC18-OmpCHNA, se logran generar anticuerpos con buena actividad biologica e
inmunologica al reconocer e inactivar una de las propiedades biologicas del virus LPM;
aunque no han sido evaluado los anticuerpos generados por este mecanismo podrian poseer
actividad neutralizante del virus.

Es de hacer notar que los buenos titulos de anticuerpos contra el epitope A de HN y en
consecuencia el virus LPM, obtenidos en este trabajo utilizando el acarreador OmpC, se
debieron a dos factores;, 1) a la fuerte respuesta que origina por si misma la proteina OmpC
al contener al mismo tiempo epitopes de T que generan una respuesta celular importante, y
2) la correcta seleccion del epitope HNA transferido, ya que este se encuentra considerado
con una estructura de tipo beta-asa, con buenas propiedades fisicoquimicas tales como
flexibilidad, y exposicion al solvente y una longitud de |2 residuos, aproximadamente con las
mismas propiedades y longitud que el asa S original de OmpC  Estos resultados
preliminares abren toda una nueva linea de estudio para la utilizacion de la porina OmpC de
S. typhi, al tener la posibilidad de incluir el mismo epitope A o B, en otras asas antigénicas
de la misma porina, originando una OmpC recombinante polivalente o monovalente, para
uno o mas epitopes, esto podria incrementar grandemente su efectividad como vacuna
recombinante.

Es importante hacer una reflexion sobre la alta respuesta inmune que podrian generar
algunos de los componentes o la bacteria vehiculo de la proteina recombinante utilizada, los
cuales podrian provocar una respuesta inmune dirigida preferentmente a componentes
bacterianos como los lipopolisacaridos que no generan una memoria inmunologica, por lo
que la sobreexpresion y purificacion de la proteina recombinante OmpC-HNA, asi como su
administracion como elemento tnico podria ser una buena perspectiva, ya que esta proteina
por si sola ha demostrado ser capaz de inducir una buena respuesta inmune y que la cepa
UH302 no mostro aparentemente efectos colaterales no deseados en la generacion de una
respuesta inmune eficiente contra el péptido HNA

Recientes investigaciones han permitido concluir que los epitopes conformacionales
preferentemente generan los mejores anticuerpos bloqueadores del virus, sin embargo
nuestra primera aproximacion nos permitio identificar dentro de toda la secuencia de
aminoacidos de la proteina HN dos péptidos que poseen un buen nivel de inmunogenicidad,

son reconocidos por suero de cerdo infectado con el virus completo y son capaces de
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inhibir la actividad hemaglutinante lo que habla de las perspectivas de utilizacion para estos
péptidos. Como dltimo punto es importante recalcar la potencialidad en el uso de los
algoritmos teéricos de manera combinada y sin dejar de considerar las propiedades
estructurales y fisicoquimcas de las proteinas, para localizar epitopes lineales de B
importantes en generar una respuesta inmune. '
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VI CONCLUSIONES.

- El amino terminal es el principal implicado en el anclaje a la membrana, y la region
carboxilo es la region extracelular que posee las funciones Hemaglutinante y Neuraminidasa
asi mismo la estructura secundaria se observd como un patron alternado de hebras Beta-
asas-hebrasBeta, interrumpidas ocasionalmente por alfa hélices, y que las propiedades de
accesibilidad, flexibilidad e hidropatia muestran igualmente un patron alternado,
comprobando y profundizando la Unica propuesta de este tipo previamente planteada para
las HN de otros paramixo y rubulavirus.

- El andlisis de patrones de la proteina HN de LPM vy el alineamiento multiple de varias
secuencias HN, incluyendo ta LPM, permitio la identificacion de un patron intracelular de
fosforilacion, y otro patron también intracelular, especie especifico, posiblemente
responsable de la asociacion a la proteina cinasa o alguna otra proteina intracelular, asi como
la de ciertos patrones previamente caracterizados.

- Los conservacion en todas las secuencias HN's de ciertos patrones, la gran similitud entre
las diferentes secuencias, la localizacion de varias regiones conservadas y vanables (con
potenciales implicacion en la variacion antigenica), permiten proponer que la estructura
secundaria y posiblemente tridimensional de la HN's e incluido el LPM sea muy conservada
entre los miembros del genero y de que las funciones biologicas para estas proteinas se
encuentran localizadas en dominios separados.

- La formula especialmente disefiadas para calcular variabilidad en inmunoglobulinas puede
ser utilizado con buenos resultados en otras secuencias proteicas y mediante su empleo,
localizar regiones variables y conservadas. Para el caso particular de las proteinas HN's aqui
andlizadas, cerca de 6 regiones variables fueron definidas para, sus implicaciones biologicas
y antigenicas deberan ser evaluadas o confirmadas por posteriores trabajos experimentales.
-La utilizacion de 3 algoritmos tedricos para predecir epitopes antigénicos aunados a la
caracterizacion estructural y fisicoquimica permitio identificar 2 epitopes de B, (péptido A 'y
B), con un buen nivel de reconocimiento por suero de animales infectados con e! virus
LPM.
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-El método empleado para la sustitucion del asa S de la OmpC por un péptido heterologo,
permiti6 la obtencion de una proteina recombinante (OmpC-HNA), que posee
constitutivamente en su asa 5 el péptido A de la HN, el suero hiperinmune obtenido al
inmunizar ratones con la construccion OmpC-HNA, mostré por una parte, un buen nivel
de reconocimiento para el virus LPM por ELISA y por otra, una potencial actividad
biologica e inmunoldgica af inhibir la Hemaglutinacion del virus.

-Las perspectivas para la utilizacion de la proteina OmpC de S. fphi como un sistema
eficiente de expresion de péptidos hetérologos y de la bactera E. coli UH302 como un
scareador inocuo de la proteina de recombinante, basados en nuestros resultados se
consideran de gran potencial, para el desarrollo de una vacuna contra ¢l paramixovisus de la
Piedad Michoacén.
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