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INTRODUCCION.

VL'os rbtéi}i!'us ﬁ.‘lercr)r‘lr descubiertos por Bishop y colaboradores en 1973, al observar al
":‘micro'stmpio, clyectyr'é‘niyc':‘p::vbiopsias de células de intestino delgado de nifios con diarrea
dcshidratante severé. ,Lé ‘rhp_rf(élbgia tan caracteristica dc las particulas virales al ser observadas
“al microscopio' electréﬁi@:‘_é 'hizo que se les denominaran rotavirus, del latin "rora"™ que significa

rucda, pues semejan a una rueda de carreta (Fig. 1)

Fig. 1 Micrografia clectronica de una preparacion por tincion negativa
de rotavirus de humano.  La barira represenita 100 nanometros.

Los ‘r;olivli\/il;iis (38) son los principales agentes ctioldgicos de diarrcas scveras no
bnctérianas ‘eryl n\iﬁo"s ‘l.ncndrcs’d’c' trCs'aﬁos y cn cachorros de diversas especies de importancia
ccondémica pala cl hombrc. Sc cstmm quc ocasionan alrcdedor de un millén de muertes anuales
por dcshldlatac:on cn mnos mc.norcc de dos atios (21).

Los rot'wn'us han sxdo c]amhcados en gr upos los cuales son morfologicamente
md:stmg,mblcs al m:c1oscop10 clcctromco y. contlcm.n cl mismo namero de genes, pero son
distintos dnllguucamcntc E. ste n seis ar upos, dcl A d] F; los pertenccientes a los grupos A, B

y C infcctan tanto_{a- humanos'como a animales, los rotavirus de los grupos D. E y F sélo se han




identificado cn animalcs. Los rotavirus pertenccientes al grupo A sc han identificado como
causantcs dc diarreas scveras con nifios de 2 afios y son los mds importantes

epidemiolSgicamente (7).

Caracteristicas de la particula viral.

Los rotavirus
representan uno dec los ocho
géncros de la familia
Reoviridae, son virus dc

simectria icosaédrica, dec 76

nanémetros de diamctro.

Carccen dc una cnvoltura

Fig 2. Representacion esquematica de la partfcula de rotavins,

lipfdica compohiéndos‘c Se indican las protefnas estructurales v no estructurales codificadas

> B

por su  respectivo  segmento de RNA, asf como  también su
-dnicamente por trcs capas localizacion  en  la  parifcula  tridimensional.  determinada  por

) criomicroscopfa electrénica
concéntricas de protefnas quc

forman la capa externa, intermedia ¢ interna. Las tres capas de protefnas envuelven a un
gcnOma dec oncec scgmentos dc RNA de doble cadena, los cuales ticnen un tamaio quc varfa
;ch’lrck:k los 0.6 y 3.3 kiloparcs dec bascs (kpb). Cada scgmento de RNA codifica para una protefna
»vi,rai,: con excepeidn del scgmento 11 que codifica por dos.  Scis son protefnas cstructurales

» (VPlja VP4, VP6 y VP7) y otras seis son no cstructurales (NSP1 a NSP6) (Fig. 2).
Proteinas estructurales.

La nuclcocdpside del virién esti formada por 60 dimeros de la proteina VP2 y 12

moléculas tanto de la proteina VP1 como de VP3. La protefna VP1, de 1088 aminodcidos, cs la
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la cual tiene actividad de RNA polimerasa dependiente de RNA. Esta proteina

ontiene regiones. que tienen homologia con motivos conservados entre polimerasas de RNA

dependlentesd RNA de otros virus. La proteina estructural VP2, producto del gen 2, esta

’form‘ada‘ pér' 88 : niinoécidos y tiene un peso molecular de 94 kDa; es capaz de unir RNA de

cadena senc:lla o doble aunque tiene una mayor afinidad por los RNAs dc cadena sencilla. La
'protema VP3 de 835 ammoacxdos, es una proteina basica a la cual se le atribuye la funcién de
' guamhl-;ransferasaydel RNA viral (7).

La capa intermedia de la partlcula viral esta formada por 260 trimeros de VP6, la cual es

la 'prbteina mas abundante en el‘vi'fién,‘ya que constituye el 51% dc la masa del virus. VP6

'desempena un papel 1mportante enjlla cstructura del virus, dado que interacciona con las

, protemas de capa externa y con VP2 en Ia nucleocépside. Por lo gencral, VP6 cs ¢l blanco de

ensayos de dlag,nostlco debldo a que contlene cpltopcs conscrvados entre las diferentes cepas

de rotavirus pertcnecxentes a un dctermmado grupo.
La capa cxtern'] d(.] vmon la fommn las protemas VP7 y VP4, La proteina VP7 forma
la supcnhmc lma del vmon a paml dc I'1 cual sc proycctdn 60 dimeros de VP4 que forman los
o ‘pnkc*" o cspxculas dc Ia pamculd v1ral La qeg,unda protema mas abundante en ¢l viriéon cs
VP7 con 780 coplas por vn'us Es una ghcopnotcma de 362 aminoacidos con un peso de 37
< kDa. »

VP4, ‘ ld otra protcma dc ]d C'lpa cxtcrna _es una protcina no glicosilada dec 776

ammoamdos con un’ pcso moleculdr dc SS l\Da. Se le han atribuido diferentes funciones como

la cspccnhcxdad de mcspcd ]a umon m\cxa] dcl vnrus con la sup(.rhmc celular y su capacidad dc

qg,luun‘u entrocntos (7).; o

La protcm'l VP4 se corta-con tnpsma en los residuos de arginina 231, 241 y 247,
gencerando dos pohpeptndos VPS, quc abarca los ammoac:doc I al 231 y cuyo peso molecular
cs dc 28 l\Da, Y. VPS5 (ammoqcndos 247 a 776) con un peso molecular de 60 kDa. Estos

polipéptidos representan los extremos amino y carboxllo terminal de VP4, respectivamente (2




6, 23). La infectividad dec los rotavirus depende del corte proteolftico del virus con tripsina. Sin
embargo, el mecanismo por el cual dicho corte activa la infectividad viral aidn no se conoce. El
corte de VP4 con tripsina no afecta la unién del virus a la célula, por lo que estid relacionado con
un paso posterior, probablemente con la penectracién del virus al citoplasma cclular (20).
Estudios bioquimicos y moleculares han permitido identificar diferentes dominios

funcionales de VP4 mencionados a continuacién cn la figura 3.

c C
| R

241 Int RH coiled-coil 776

HA .. RCT
23

1

VP8

VPS

HA: dominio de hemaglutinacién
RCT: regién de corte con tripsina.
Int: sitio de unién a la integrina «.,f3,
RH: regién hidrofébica

c: cistefna

Fig. 3 Representacién esquemdtica de la proteina VP4, Sce enlistan los dominios funcionales més relevantes.

El dominio de hemaglutinacién comprende los aminodcidos 93 al 208 localizados en
VP8 (9). Recientemente se ha cncontrado que los residuos de tirosina 155 y 188 y la serina
190, son los aminodcidos que estin directamente involucrados (16). Este dominio cs cl
responsable de la interaccién con residuos de dcido sfalico en la membrana celular. La protefna
VPS5 conticne la secuencia consenso DGE (Aspirtico-Glicina-Glutimico) entre los aminodcidos
308 a 310, que sirve para unir intecgrinas del tipo a2f1. También en VPS5 existe una regién

altamentc hidrofébica contenida entre los aminodcidos 384 al 401, quc presenta una similitud



del 45% con el dominio de fusién de la proteina El de los alfavirus (virus Sindbis y Semliki)
por lo que se ha propucsto su funcién como péptido de fusién a la membrana celular para cl
caso de los rotavirus (26). Existen dos puentes disulfuro intramolcculares entre los residuos de
cistefna 203 y 216 y cntre los aminodcidos 318 y 380, que sc cncuentran conscrvados cn las

.cepasl dec rotavirus que infectan animales (30). La prediccion de la estructura sccundaria de VP4

"y 10s estudios recicnles basados en criomicroscopfa electrénica de la partfcula viral acomplejada

ticuerpos monoclonales (Fig. 4) indican la existencia de un dominio globular rico cn

' :";,prgvtg:i}'xvia’ VPS5 (35). Una region de 63 aminodcidos localizada en el dominio cnriquecido de a

' hélji'ces, ticne un motivo quc forma una cstructura de tipo "coiled-coil” (24).

b ves* Fig. 4 Representacion esquemdtica de la protefna
B-barrel VP4, Se indica la topologta general de VP8 en rojo
vPs” vy de VPS5 en verde, determinada  por
l-sheet criomicroscopla electrénica v procesamiento  de

imdgenes. Tomada de Tihova, M. y col. 2002.

vPs*
c-helix

Ciclo replicativo.

In vivo los rotavirus prescntan un tropismo muy especffico ya que estos virus sélo
infectan los enterocitos diferenciados de las vellosidades del intestino delgado (7). Las

primeras interacciones dc los rotavirus con su célula huésped involucran los siguientcs cventos:
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rior de la célula, desencapsidacion de la particula viral

Durante el proceso de adsorcion la particula viral se une a
apa externa a una molécula de la superficie celular que actia
En el caso av;rus‘Se sabe que algunas cepas dcl virus se unen inicialmente

SialiCo, mientras que algunas otras no requiercn de acido

a un rcccptor que contlene .act

s:ahco para su umon |mc1a Independicntemente de que requieran o no de acido sialico para

unirse a la celula las dxferentes ccpas de rotavirus interaccionan, después de la union inicial,

con dos o mas moleculas'presentes en la superficie celular (1). Se ha establecido que la unién

dc los. rotavxrus ‘al. receptor quc conuenc acxdo snahco no es esencial, ya quc se han aislado

vanantcs dcl rotavxrus RRV (que 51 rcqulere de:amdo sidlico para infectar a la célula)

denommadas nar3 cuya 1nfect1v1dad ‘es independiente e la presencia de estos azucares en la

supcrf'cxc cc]ular ’(7 ,9) El proccso de’p 'tracxon es el mecamsmo por el cual el virus

mg,resa al mtenor de la célula ('1unquc cnr [ aso de los rotavnrus aun no es claro como se lleva

a cabo) durantc o mmedlatamcntc despu ,dc éste evento el virus pierde la capa externa

compucsta: pox las pliotcmas VP4 y VP7 (7 5), cvcnto conocido como desencapsidacién. Este

paso activa la tr anscrlpcmn del g,(.nom'l vn‘al sintetizandose asi los RNAs mensajcros del virus
los cuales tncncn dos ﬂmCloncs: como tcmplddos para la sintesis de RNAs gendmicos y como
RNASs mensajeros quc dmg,cn ]a smtesx‘s de las protemas dcl virus. La transcripcion, sclecc1on
empaquetamiento y morfog,cncsns de las pamculas subvn‘alcs o particulas de doble capa o DLPs
(del inglés "double-layered pamcles .quc carecen dc las pxotcmas de la capa externa) sc lleva a

~abo en estructuras c]c.ctrodcnsas lldmadas v1roplasmas las cuales conticnen grandes cantidadces
de RNA y protcmas vn‘ales Una vez tormadas lae DLPs geman desdce el viroplasma hacia ¢l
lumc.n del lcuculo endoplaqmlco (RE), adqunnendo de esta manera una membrana lipidica
transitoria quc se plcrdc conformc las parttculag migran hacia ¢l interior del RE, 1a envoltura
lipidica cs rcemplazada_por.lus protecinas de superficice del virus, VP4 y VP7. Los viriones

maduros son liberados de la célula por lisis cclular.
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Fig. 5. Ciclo replicativo dc rotavirus.
Receptores para rotavirus.

LLas primcras intcraccioncs de un virus con su célula huésped involucran cl
rcconocimicnto y la unién especfifica del virus a ¢l o los receptores localizados cn la superficic
cclular. En el caso de los rotavirus, la cvidencia disponible sugicre que durante ¢l proceso de
infeccién, es necesario quc las partfculas virales interaccionen con mds dec una molécula cn la
supcrficie ,,g‘.;‘e‘lular, utilizando durante dicho proceso diferentes dominios de las protefnas de la
capa exlcﬁ;a.y Son varios los receptores que sc han propuesto y caracterizado para los rotavirus,
dentro de los cuales destacan algunas integrinas y la protefna de choque térmico hsc70.

Laé integrinas son una familia de protefnas heterodiméricas integrales de la membrana

plasmitica que estdn compucstas por una subunidad alfa (a) y una subunidad beta (B). Estas



proteinas participan en’las interacciones de la célula con la matriz extracelular y en las

interacciones célu.la-"célula.f Las integrinas funcionan como seciialadoras dec una gran variedad de

procesos celu]érrrésf ent _l:'osque se encuentran la proliferacion, migracién y diferenciacion
celular, entre otrOé

Las integl}inaS' son moléculas frecuentemente utilizadas como receptores por diferentes
virus, por e¢jemplo, la integrina avB3 es utilizada como receptor celular por ¢l virus coxsackie
A9 (32), por el virus de la fiebre aftosa (18) y por los adenovirus (36). Las integrinas a6f31 y
o634 son reconocidas como posiblcs receptores del papilomavirus (8). La integrina 33 media
la entrada de hantavirus a la célula (10), en tanto que echovirus 1 utiliza a la integrina o231 (31)
y echovirus 22 reconoce preferencialménte a la integrina otv31 como receptor celular (4).

Recientemente se ha reportado que la proteina de la capa externa de rotavirus VP4 se

uhe a las integrinas o231 y OL4BI‘ a tr»a\b"_‘é'sdéjlzis‘ secuencias peptidicas DGE (aminoacidos 307 a

‘309) c [DA (Isoleucma-Asparuco Ala a):(fmnino_écidos 541 a 543) respectivamente, las cuales

eslan contcmdas cn Tcl pollpcptldo VPS5 (l } >'4l). “Zarate y col. reportaron que la cepa de

xot'wnus nala, S: a re vus dc Ia protcma VPS5, mediante la integrina o2B1.

adcnms se. h'x reportado quc las mtcgrmas ot‘)BI y o431, estan involucradas en la union y

- cntrach dcl lotavn'us SAl I'en cclulas K562, una linca celular de origen humano derivada de

una lcuccmla mlelocmca‘;_ (l 14) Por otra partc, rc.cu.ntcmcnte sc ha demostrado que la
integrina. ow[33 tuncxona como un rcccptor cclular comiin para ndr3 y RRV ya quc cuando se

transicctan celulas de ovano d(. hamstcr cluno (CHO), que normalmente son poco permisivas

para la infeeccidn por rotavuus, cox el 5cnc de la mteg,rma OL\'[33” cst'ls cclulas sc¢ hacen hasta

erma VP7 conticne el sitio de




DGE G‘I"R"y LD antlcuci'pos monoclonales dirigidos contra las integrinas o231, o4B1 y
och2 bloduean:]a nfeccion por rotavirus en células de rifién de mono MA104 (5, 11).

| ‘Recxentemente n nuestro laboratorio sec han obtenido, evidencias indirectas de que la
iegrina ovB3 a través de una region denominada CNP que

27169 de la proteina viral. Resultados preliminares indican que

~t1_f1_p'éptido CNP (Cisteina-Asparagina-Prolina) c¢s capaz de

‘blﬁqueaf la irifectiwdad' ¢ otavirus RRV y nar3 (40). Este péptido, presenta un 66.7% de

v'f’"ic:icnt’idad 6 de 9ammoac1dos)con una regién de la protecina G1G2 dc hantavirus, la cual se ha
rbportado que inté'ré‘céi'ko‘né:(k:c')h la integrina B3 de manera independiente al motivo candnico
'RGD (10).. '

Otra de las moleculas celulares implicadas en ¢l reconocimiento y unidén del rotavirus a
su cclula huespcd es la proteina de choque térmico hsc70. Esta proteina ¢s un miembro
COI‘IStltUtIVO dc la famlha hsp70 de proteinas mdumblcs por calor; es una familia de proteinas
alhmentc conscwadas asocmdds a un gran numero de funciones que incluyen el plegamiento
corrccto de proteinas, translocac:on a través de membranas bioldgicas, ensamblaje y

'dc%nsamblaje de complqos ollgomérlcoc cntre otras. A pesar de que la localizacién tipica de
la proteina hsc70 se ha dcscnto como citoplasmatica y nuclear, y de que no contiene ninguna
secucncia que actlic como scnal ‘(:lc cxpmtacxon. sc ha obscrvado su presencia en la superticie de

varios tipos celulares (l 1). B

El papel de la. plotcm'i hsc70 cn Ia cntrada ‘de- rotavn'us a las células MA104 se ha

cvaluado anahzando cl cf cto dc. antlcuupos comra la‘proteina; y la proteina misma, sobre la

pos monoclonalcs contra hsc70 bloquean la infectividad del virus

infectividad vxral Antlcu '
RRV y nar3 cuando cstos antlcucrpos se prcmcuban con ]db ccélulas antes de la infeccion. Es

importante haccr notal quc a: pccm dc su ctccto sobrc la lnfe(.ll\'lddd de los rotavirus, ni los

'mllcuu‘pos monoclonalcs m la proluna hs<.70 son c.apaccs de bloquear la union del virus a la

11



célula, por'lo ‘que se ha propuesto que hsc70 interacciona con los rotavirus en un paso posterior
a la unién del virus a la célula (12).

Rcsultados obtenidos recientemente por S. Zarate cn nuestro laboratorio, sugieren que la

: pio_x’fbt'e"ivn‘a de rotavirus VP4 se une a la proteina de choque térmico hsc70 a través de una region

| comprendlda éhtre los aminodcidos 642 a 659. La mitad carboxilo terminal de la proteina VPS5

E 'expresada en E. coli; a51 como un péptido sintético que comprende los aminodcidos 642 a 659

denominado pepttdoi D ts.on capaces de bloquear la infectividad de los rotavirus RRV y nar3;

ambos reactivos bloq"ea a unién de los virus a la proteina hsc70 en inmunoensayos cn fase

sélida (ELISA) (4 1

Rcmentemen te Jolly y"col., reportaron varias regiones de VP4 capaces de unirse a la

superficie de las celula MA104 estas regiones fueron identificadas utilizando la técnica de

despliegue en fa505‘ dcnt o dc los fagos seleccionados, se encontraron tres que contienen una
regién entre los ammoacxdos 650 657 la cual cae dentro de la secuencia del péptido KID (aa

642-659) (19).

Modelo de Iasprimern'.si irtkcl‘{qcci()llex de rotavirus con su célula blanco.

El modelo dc trabaJo quc se. 11'1 propuesto en cl laboratorio a partir dc los hallazgos

mencmn'\do< sc mucstran en la F&,ura 6 En ste nodclo el rotavirus RRV sc¢ une inicialmente,
a un receptor quc contlcne dcndo smhco a lrav dc ]a protcina VP8. Proponcmos que csta

primecra union plovoca enla plotcm'l VP4 ur cambio conformacional que le permite al virus

intcraccionar subsccuentcmcntc a la nicgrina o231 a través del motivo DGE, presente en los

aminodcidos 308 a 310 de.VP5:: Esta.interaccion podria facilitar las interacciones posteriores
del virus con la integrina avf33 yila/proteina de choque térmico hsc70. La primera interaccion

estarin mediada por la:proteina ;VP7, a-través de la region CNP, en tanto que la region del
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‘péptido KID de VPS5 cstd involucrada en la unién con hsc70. Estas interacciones probablemente

:”scan_imporlames para inducir la penctracién del virus al citoplasma cclular.

Receptor con dcido sidlico

Integrina a2f31

Fig. 6 Modelo de las primeras interacciones del rotavirus con su célula huésped.

Descripcion del sistema de despliegue en fagos.

La técnica de despliegue cn fagos originalmente propuesta por George Smith en 1985

(33), sc basa en fusionar cualquicr DNA cxtrarnio al gen de alguna de las proteinas de la cdpside

13



dél‘Bacteriéfago M13, con la finalidad de que se exprese en la superficie del mismo (15, 27, 34,
42).
S El bacteriéfago M13 es un virus que infecta cepas de £. coli que contengan el plasmido
F’ Es un virus cilindrico de 7 nm de diametro por 2000 nm de largo que contiene un DNA de
‘(cédeh’é sencilla covalentemente cerrado que codifica para 11 genes, cada uno de los cuales da
’lugar aun producto peptidico. Las proteinas I, IV y XI del fago estan involucradas en el
¢1:;;éﬁﬁblaje de la particula, las proteinas Il y X en la replicacion del DNA, la proteina V une
DNA ae cadena sencilla, en tanto que las proteinas 111, VI, VII, VIl y IX forman parte de la
4<‘:éps’i'cbie de la particula viral (3, 22).
Existen alrededor de 2700 copias de la proteina VIII en la capside del fago. En la parte
apical del mismo se localizan 5 moléculas tanto de la proteina V1I como de la IX, por el

contrario, en la parte basal existen 5 moléculas de la proteina 11l y VI (Fig. 7).

o~ T ¥ [

¢~<=<‘” Y wm L m mm % A = < ;f
N S N A S N N N AN AN TR TN o S o
@ plit == pVil- piX
— pVIi11 — pVI

.

Fig. 7 Microscopia electronica y representacion esquemdatica del bactericfugo M3, en donde se muestran la
localizacion de las proteinas de la cdpside v la orientacion del DNA (Tomada de Kay et al, 1996. (22))
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El proceso de mfecclén de M13 (Fig. 8) inicia con una interaccion especifica del fago a

traves de ]a protema III (pIII)

oM . o

con el plh de la actena. La

in

. F pilus Fle
W

: retraccnon

DNA teptication
nro]glns

O-\.C

&
8

- la membrana interna, en"un-

eno‘mlnado'ﬁ

proccso

mtegrac:on o'que oc’asmna ;

~la tr'mslocacion R dc|‘: DNA" proteina V. Tomado de Kay v col. 1996 [Kay., 1996 #915].

' ‘vual al c1toplasma cclular.

En el c1toplasma, las cnznnas

bacterianas sintetizém la hebra complementaria del DNA; convirtiéndola en un DNA de doble
cadena super enrrollado, quc representa la forma rcphcatxva del genoma viral (RF), la cual sirve

como tcmplado para 1'1 transcnpcxon La produccxon de proteinas del fago incrementa con la

acunm]acxon d 'i‘moleculas RE‘[ Lasijpr‘o.tcmas involucradas cn la replicacion del DNA
permanencer . proteina
sencilla, dc t
dc éadcna‘[scr:n A

kula‘s de fago. El cnsamblaje ocurre en la envoltura de la

puede ser ensambladoien
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Assembly Site

Fig. 8 Representaciin esquematica del ciclo replicativo del bacteriofago
M13. OM: Membrana externa, Ff¢:fago, IM: membrana interna, (+):
DNA de cadena sencilla, (-) DNA complementario, RF: forma replicativa
de doble cadena. PS: seiial de empaquetamiento del  bactricfago, pV:



bacteria, en donde la membrana interna y externa estan e¢n contacto muy cercano. Durante este
proceso, el complejo pV-DNA se separa y el DNA es desplazado, permitiendo con ello que las
proteinas d¢ la capside, las cuales estan presentes en la membrana interna de la bacteria, se
ensamblen alrededor del mismo. EIl cnsamblaje contintia hasta que todo ¢l DNA se encuentra
ke‘rhpaquetado y el fago se libera al medio (3, 22) (Ver figura 8).
g ‘A:é;'tﬁélinente se ha desarrollado una
| cantldad ‘muy amplia de vectores
: ,"pérzi’?i despllegue en fagos
. (fagemldos) Los fagémidos son
pla»smldosque cdhtienen un origen
vde replicacién en Ecolz , un sitio de
inicio‘para la rephcacxc’my una seiial

de cmpaquetamlento del fago M13;

por Io bcncral '1;’)s,‘; fag_,cmldos

contnencn marcadores dc reslstcncn

‘a antlbloucos, lo que permlte

seleccnon'lrlos a travcs dc los mcdlos

Fig. 9 Representacion esquemdtica el fugémido pHEN1
Tomuado de Hoogenboom, 1991,

mancra la mmunodctcccmn dc las protcmus rccombmamcs. Las protcinas reccombinantes




mediante un choque osmoético. En algunos casos, los fagémidos contiecnen un codén de

terminacion de la traduccién (ambar) localizado entre la proteina de interés y la proteina plll,

V con ]ocual »si' estos fagémidos son transfectados en células supresoras del codon ambar, las
,‘pfévtéihas recombinantes secretadas al périplasma estaran fusionadas a plll, por ¢l contrario si la
’c‘epav utilizada no es supresora del coddn de terminacion, Unicamente sc expresara la proteina de
interés (ver figura 9) (15, 39).

Una vez clonado el l frqghxento deseado en el gen de la proteina plll (Fig. 10), cl
fagémido se transforma en c‘él‘u‘l‘as de E. coli. Las células trasformantes son infectadas con un
fago "helper" o ayudador, el cual aporta todas las proteinas del bacteriofago, lo que permite que
el fagémido se ensamble en particulas infecciosas, las cuales salen de la célula. Los fagos
ayudadores por lo . general tienen un origen de replicaciéon o una sefial de empaquctamiento
dcfcctuosas ‘lo quc permite cl empaquetamiento preferencial del genoma del fago, asegurando

con ello: que ]os fagoq que son sccretados al medio, en su mayoria contengan cl péptido

' »fusmnad “a a protcmd plll La forma de selcccxén de aquellas transformantes que han sido

_micctadas con c fago hclpcr cs a tra\re< dc muhos sclectivos, ya que tanto el fagémido como el

hclpcr conttencn gcncs dc rcsmtcncla '1 anublotlcos. Una vez que las transformantes han sido

’ inicctadax con (.l taéo hclpcr ‘s pucdcn punhcar los fagos rccombmantes y pucden ser titulados

en ensayos en placa pma emplearsc poﬂcrlomxemc en los c\{penmcntos de interés (17).
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Clonacion como
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/ Transformacion a ccllas
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Fig. 10 Representacion esquemdtica de la técnica de despliegue en fagos.
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General

OBJETIVOS.

‘ ~Dete1"mikr;1avr< _rﬂédieintc la técnica de despliegue en fagos si las proteinas de superficie VP4

.y VP7 déﬁr&é\ﬁli‘i‘ufé‘f'sé}un'en a la protcina de choque térmico hsc70 y a la integrina ovp3

rcspyectivam(ahte' a través de los dominios K/D y CNP.

Especificos.
1. Obtener los fagémidos con las construcciones de los péptidos KID, CNP, VP4-30aa,

[{8]

W

Obtener. figos recombin

“construcciones del-obj

VP4-50aa, VP7-30aa y VVP7-50aa.

Expresar las protcinas recombinantes a partir de las construcciones obtenidas en el

()l)jctivd 1.

ntes quc. cxpresen como fusién a la proteina.plll las

1ﬁcxdaddelauméndelos fagos recombinantes con sus
rcsvp"crz'_cy:ti'\iorsll‘ié ndos (hsc70.6 o.vP3) en:inmun ‘en“sayfo_s'v,éﬁ fase solida (ELISA).
Dctchﬁinzﬁ‘ si‘los fagos recombinantc btenidos bloquean la infeccion de rotavirus

en células MA104 |
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

Para*cumplir con los objctivos de este trabajo, tomando en cuenta las evidencias
;pre]xmmares que se habian gencrado en ¢l laboratorio, se decidid clonar en el fagémido pHEN 1

cla secucncna correspondlcnte a la region de los pépridos KID (aa 642 a 658 dc la proteina VP4)

] 61 a 169 de la proteina VP7). Estas construcciones fueron denominadas péptido

I\ID (pAID) y CNP (pCNP). Para disminuir la posibilidad de que la conformacion de estos
peptldos en‘la protema de fusién no fuerala correcta al ser desplegados en la superficie de los

fagos, se decidié generar construcciones adicionales que contuvicran regiones de 30 y 50

aminodcidos de las proteina ero que conservaran la secuencia de los péptidos

KID 6 CNP (ségﬁﬁiﬁiera ‘el ‘caso); lfc*a’so“‘dé‘VP7 la region de 30 aminoacidos comprende

los aa 151 a lSO (VP? Oaa Y at nnoacxdos va de los aa 141 a 190 (VP7-50aa). Para

VP4, sc mcluycn las rcglones de los ammoaculos 636 a 665 (VP«4-30aa) y de los aminoéacidos

625 a 674 (VI’4-50aa)
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MATERIAL Y METODOS.

1.- Obtencion de fagémidos que contienen la secuencia de los péptidos KID, CNP y las
regiones de 30 y 50 aminodcidos.

Las distintas construcciones de los péptidos y de las regiones de 30 y 50 aminoacidos, se

obtuvieron clonando fragmentos de PCR amplificados de plasmidos que contenian los genes de

las proteinas VP4 y VP7 del rotavirus RRV. A continuacién se¢ muestran en las tablas cada uno

de los oligonucléotidos utilizados para dichas amplificaciones.

Para VP4:

Nombre del Tamaiio del Oligonucledtidos Nombre del
amplificado. amplificado oligonucléotido.
: (# de
aminadcidas)
Péptido 17 AAA CTG CAG AAG ACT AAA ATT GAT CG PepSPst/A
KIiD
AAA CTG CAG ATC TGG TAA TGT GTT TGG <
PepsSPst/B
VPA-30 aa 30 GCC CCG CTC GAG ATATCT GCTGCAGTATTG PepSXho/3
GCC CCG CTC GAG CTCTGA AGC TTC AGT GAC
PepSXhod
VPL-50 au 50 GCC CCG CTC GAG GCT ACG CAA ACA GAA GG PepSXNho/S
GCC CCG CTC GAG TCTGTA CGC TCT AT AGG
PepSNho/6

Tuabla 1. Oligonucléotidos utilizados para la amplificacion de las diferentes construcciones para VP4,
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Para VP7:

Nombre del Tamaiio del Oligonucledtidos Nombre del
amplificado amplificado oligonuciéotido.
” ’ (#de
aminodcidos)
CNP 9 AAA CTG CAG AAT GAA TGG CTG TGC CNPPst/A
i AAA CTG CAG ATC CAT TGG ATT GCA C CNPPst/B
L VP 30 ad o 30 AAA CTG CAG GAC ATG TCT GAA CTA GC VP7CNFP/3

7,
AAA CTG CAG TTC GTC TGT TTG TTG ATA ATA VP7CNPH

AAA CTG CAG GGA AGA TCC CAT AGA AAT C | VP7CNP/5

AAA CTG CAG CTA ATG AAA TAT GAT GC VP7CNP/S

ra amplificar VP4 de 30 y 50 aminoacidos, que contienen la secuencia de
- cortc para X/ negritas), ademas de algunos nucleétidos adicionales que son irrelevantes,
pero que mgjoran la cficiencia de corte de la enzima (subravados).

La rcaccion de PCR para cada construccion fue la siguiente:

Temperatura (°C) Tiempao # de Ciclos
94 S min. 1
94 2 min. 25
42 I min. 25
72 I 2min 25
72 ) 2 min. 1

Tabla 3. Condiciones para las reacciones de PCR para amplificar las fragmentos de las diferentes
construcciones.
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. Uhé vez obtenido el producto de PCR, se digirié con su respectiva enzima Pst/ 6 Xhol,

.' se extrajo con fenol - cloroformo y sc ligd al vector pHENI1, el cual fue previamente digerido

'con la cn21ma correspondiente y desfosforilado con fosfatasa alcalina (Boehringer). El

producto de la ligacién se transformd por clectroporacion en células TG1 clectrocompetentes

10

(con una'eﬁmenc:a de transformacioén mayor o igual a 1 x 10 ' colonias/ug DNA), las células se

plaquearon en cajas Petri con medio LB /ampicilina (100 pug/ml), se incubaron a 37° C toda la

:.‘noche.

- Caracterizacion de las células transformantes.

Los fagémidos recombinantes se analizaron por PCR y por secuenciacion, para scleccionar
aquellas transformantes que tuviesen los insertos correctos, tanto en tamafio como en

orientacion. La presencn y oncntacxén correcta dcl mserto se caracterizo por PCR (Fig. 117).

La 'unphﬁcacnon se rcah76 utllwando un ohg,onuclcotldo quc hlbnda con cl vector pHENI1 (en

_jdlrcccmn 5 —>3' en. rclac10n '11 mRN A protema pIIl y un segundo que hibrida con cl

Rnscn lo cn 1‘1 du’cccnon 3 —)5' Sl cl ﬁagmcnto cstabn clon'ldo 'cn 1'1 dlrcc.cmn correcta (5'— 3",

~ E:al utlll?'lr cste par de ohgos cntonccs sc obtcndna un producto dc tamano conocido (A) , por ¢l
contrano 91 cl ﬁ'u,mcnto ostabd c]onado en la’ dxrcccxon mcorrecta (’% —5'), no sc obtendria

mng,un pxoduclo (B) pucs '1mbos ohg,onuclcotldos hlbndan'm en cl mismo sentido 5'—3",
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[+ ]
)

VECTOR pHENI

Fig 1. Représe}'qiqcidn esquemdtica de la caracterizacion por PCR de las clonas transformantes.

: Para corroborar la identidad dec los productos amplificados por PCR, ¢stos sc digiricron

con la mlsha cnmma con que fuc clonado (Pstl 6 Xhol) y sc analizé cl patrén de digestién en un
gcl dc acnlamlda al 15%. Aqucllos fagémidos cuyo inscrto clonado tenia la oricntacién
"corrcctn 'y el tamaiio csperado, fueron sccuenciados en la Unidad de Sccucnciacién del Instituto
de Blotccnologfa utilizando un oligonucléotido del vector llamado LMB3 ( 5'CAG GAA ACA
GCT ATG AC 3"). El oligonucleStido LMB3 hibrida en cl extremo 5' de una regién cercana al
péplidb PelB del vector pHEN1, amplificando este péptido, el sitio miiltiple de clonacién y la

r'e'giéri"correspondieme a la proteina Il del fago (para mayor referencia ver figura 9).
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3.- Induccion con IPTG de la expresion de las bacterias transformantes.

Las bacterias que contiencn los fagémidos recombinantes, se crecicron en medio 2x YT
glucosa 2%/ ampicilina (100 pg/ml), hasta una OD,,, = 0.7 y sc indujeron con 1mM de
Isopropil-tio-B-D-galactosido (IPTG) en presencia de 1mM de PMSF; el control de no

induccidn se ,r’zi:_tév_sfoulqrﬁcntc‘bcon ImM PMSF. Después de una incubacion a 37 °C a 300 rpm

ciéh) se tomé una muestra de las muestras inducidas y del control. Se

sidad optlca'de cada muestra, ajustando los volumenes para tener una misma

' ’:den51dad en todos los cu]tlvos. Las muestras se¢ centrifugaron a 13,000 rpm por 5 minutos en

"una ccntrlfuz,a Epcndorfy se resuspendieron en 500 pul de PBS (Buffer de fostatos: solucién
'Salma 0.8%, NaCl 0.02%, KCl 0.115%, Na,HPO, 0.024%, KH,PO, a pH 7.4)/PMSF ImM. La
mitad de estc volumen fue lisado por sonicacidn, cl resto sc empled para extracr las proteinas

del periplasma.

- Extraccion de proteinas de periplasma por chogque osmadtico.

Las buctérizis inducidas (750 ul) sc ccntrifugaron a. 5000 rpm por |5 minutos, ¢l
sedimento se rcsuspcndlo en 1/10 del volumen mlcml en bufter PPB (200 mg/ml sacarosa,
“1mM EDTA, 30 mM Tn:. IlCl pH 8) yse mcubé cn hu,lo por 20 minutos. Posteriormente, las

mucestras: s¢: ccntnlugaron nucvamentc a 5000 rpm por 15 minutos para recuperar ¢l

sobxumdantc, el cual contiene ]'IS protelnas extraidas dc periplasma.

“S.- Inmuno -ecombinantes.

‘pcripl{lsmicas de las bactcrias que contcm’an los fagémidos

‘recombinante

de poliacrﬂaﬁﬁ'dzi 11" 1:1%
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rreallzar el 1nm n "i’a esto, la membrana se bloqueé 1 h a temperatura ambiente con

so]ucnon_ d blo

(PBS Vl‘x,rTween 0.2%, leche 5%). La expresion de las proteinas

és%a;‘diluido 1:2,500 (KPL); la membrana se reveld con luminol

onstrucciones que"cohtenian los péptidos derivados de VP4, las

protcmas recombmantcsrexpresadas como fus:on a plll, se detectaron también mediante un

antncuerpo poh onal d‘mgldo contra los ammoacldos 474 a 776 de la proteina VPS5 (axl’P5 ;.

7,,,)(preparado or{la, Dra Mmerva Camacho Nuez en el laboratorio), ¢l cual se utilizé a una

d11uc1on l 3 000 el anucuerpo secundano fuc un anticongjo acoplado a peroxidasa (KPL)

(hlmdo l 5 OOO :L incmbrana sc revelé con lummol (Perkin Elmer).

6.-. Obteném

ccombinantes.

 Para c‘)b{éncvr,los; fagos 'nbmantcs, lO ml dc, mcdlo ’7\ YT amp (lOO ug,/ml), glucosa

2%, sc inoCulzirOﬁ con ltlvo que. contu.nc las tr'msformamcs con Ios fagémldos

recombinantcs, sc mcubo toda’ noche a 37 °Cen '\gntacmn a 300 rpm 5 ml de este cultivo

crecido toda la nochc se utllwo pm a’vmcubal 50 ml de medio 2x \'T/dmp/glu el cual se incubé a
37°C con agitacion a 300 rpm hasta obtenex una OD“,(,—- 0.7. Poetcnon‘nentc sc agregaron 100
ul de fago helper M1 3K07 (New»Engrland Biolabs) con un utulo de'1x 10" ufp/ml y cl cultivo se

incubd a 37°C por 30 mmutos sm agltamon cambiandolo dcspucs a 37°C y 300 rpm por 30

minutos. E] culuvo’sc ccntrlfu

36 a 4000 xg por [0 minutos, a 4°C y ¢l sedimento se

1c<uspcncho cn 50":ml dec medio’ T ampxcnlm:a_(l();o‘: pg/ml)ykanamicina (45 pg/ml) v sc

mcubo por 30 mmutos zign_taei_o’h;’)ara después-cambiarlo a 30°C con agitacion toda
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la jn"o'ché_. ; F{né]mente el medio se centrifugd a 4000 xg a 4°C por 20 minutos. Los fagos

: préseh_'tc}sv"éxi;él 'sobrenadante, se recuperaron precipitando con 1/10 del volumen con PEG 20%

(PEGZO‘V/ 5:M NaCl) en hielo por |5 minutos y colectindolos a 4000 xg por 20 minutos a
°C.. El sobi nandante de esta centrifugacién se incubé nuevamente en hiclo por 15 minutos y
V as ' mismas condiciones descritas. Los fagos presentes en el sedimento se
7 ml de PBS 1x y se centrifugaron a 4000 xg por 10 minutos, ¢l sobrenadante
xbfsc'ﬁltré a travcs dc un filtro de 0.45 um. Los fagos rcecuperados se titularon como a

contmuacton se describe.

7.- Titulacion de fagos.

C¢lulas TG1 se crec:eron ‘en medlo 2x YT glu 2%, hasta una OD,,,= 0.7, postcriormente

1 ml de éstas células TGl se mfeclaron a 37°C por 30 minutos con diluciones conocidas dc los

fagos. Un décimo dcl volumcnv‘dc esta mfcccxon sc p]aqucé cn cajas Petri con medio solido 2x

YT amp /kan'y sc mcubé toda la nochc a 37°C Pam conoccr el titulo de los fagos, se contaron
las colonias obtcmdaq y s¢ multxphco cetc numero por cl factor de dilucién y por ¢l volumen

plaqucdo. - El tltulo sc expresa en umdadcs formadoras de placa por mililitro (ufp/mt).

8. Evaluaciion de la union de los fagos recombinantes a sus respectivos ligandos por

inmunoensayos en placa (ELISA).

Para los fagos de VP4,

Placas de ELISA dc 96 pozos con fondo en "U" (Costar) sc sensibilaron con 500 ng por
pozo de la plotcum punhcadd hsc70 duramc h a 37°C. Posteriormente la placa se bloqueo
con BSA 1% a .J7°C' por 2 ; h y. lucg,o, sc ag,rcg,aron diluciones conocidas de los fagos por

duplicado. Estos se incubaron a g7°Cpor2 h. ,Los fagos unidos a 1a placa se detectaron con un
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antxcuerpo »'antiQMf13}‘acop1ado a peroxidasa a una dilucién 1:2,500 (Pharmacia Biotech);

por‘ l‘.5 horas. Sec reveld con buffer de citratos y orto-fenil diamina (OPD)

F' “Pi’avc}i;dé ELISA de 96 pozos con fondo en "U" (Costar) fueron sensibilizadas con 100
ngpor Ap'oyzéude‘ la integrina avB3 (Chemicon) a 4°C por toda la noche; la placa sec bloqued con

- lechel%/PBS 1x por 2 h a 37°C; se agregaron por duplicado diluciones conocidas de fagos por
2ha37°C Los fagos de VP7 unidos a la placa de ELISA, se detectaron como se describe para

e los fagos de VP4,

9.- Ensayos de competencia de los fagos de VP4 y VP7 contra los péptidos KID y CNP
respectivamente.

Placas de 96 pozos (Costar) fucron sensibilizadas con 500 ng por pozo de la proteina
Tlisé70, 6-con 100 ng por pozo de la integrina avf33, incubando toda la noche a 4°C. Las placas
50b10quém‘0n con BSA 1% por 2 h a 37°C y postcriormente sc agregaron 50 ul del péptido KiD
(parrayylos cn$ziybs~c’on Vlos’ fagos de VP4) o del péptido CNP (para los ensayos con los fagos de
: VP7),’cn canytidadcs ci‘cciC:ﬂéS, dcskdc_'IFZ.S hasta 200 ug por pozo y sc¢ incubaron a 37°C por 2 h.
C’omo,control negativo éc ag’i‘egarrcv:ﬁl.os péptidos scr-KID v scr-CNP que contiencn los mismos
aminoacidos qﬁc lo’s' ’péptkido.;‘:“K'IDi__\nr CNPEcspcctivamcnfc, pero su sccuencia es distinta.

Postcriormente, sc dgrcgaroncantldades constantes de los fagos en presencia de cantidades
crecientes de lo$ pclmdos y's_c :c'ltcjraroﬁ"i:ncubar a 37°C por 2 h. Los fagos que se unicron a la

placa sc detectaron como - se deseribe en la seccién anterior.
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10.- Ensayo de bloqueo de la infectividad de rotavirus en células MA104.

Células MA 104 (células epiteliales de rifion de mono) crecidas en placas de 96 pozos,
- con medio minimo esencial de Eagle (MEM) (Gibco/BRL), suplementado con 10% de suero
“‘fetal bovino, a 37°C en una atmoésfera humeda con 5% de CO,, hasta obtener una monocapa

“‘confluente. Fueron incubadas con diluciones conocidas de los fagos rccombinantes por 90

l"h‘inu»t'os a 37°C, posteriormente se retird ¢l medio y se agregaron 200 unidades formadoras de
focosdel virus RRV por pozo, en medio MEM f{rio, las células sc incubaron por 45 minutos a
y se lavaron con PBS. Posteriormente se agregd medio MEM a los pozos y la placa se
mcubo‘a 37°C por 14 horas. Para detectar las células infectadas, la monocapa se fijé agregando
;,L /pozo de acetona al 80% diluida en PBS, por 15 minutos a tempcratura ambiente y se
' ,J"lavaron dos veces con PBS. Posteriormente sc agregaron 50 pl/pozo de un suero policlonal
f.antlrotavu'us hecho en conejo (YM, a una dilucién 1: 500) y se incubaron las células a 37°C
: por 1 h Las células se lavaron con PBS y se agregaron 50 ul/pozo de proteina A acoplada a
: peroxldasa, a una dllucmn 1:2500. Despues de incubar por 1 h a 37°C, las células se lavaron
: con PBS y finalmente se agregé el sustruto para pcro‘udasa (buffer de citratos 1x, carbazole y

H,0,), las células se dejaron temr’por 5 mmutos y se en_]uag,aron con agua bidestilada. El

namero de celulas mfectadas, c"cuantlficaron al mlcroscopto cmpleando un sistema

semiautomatico Vlsolab (1 2) : La mh1b1c16n de la infectividad se expresa como ¢l porcentaje

dc células mfectadas "btemdo en presencia del fago, en relacion al nimero de células

infectadas presentes en los pozos controles a los cuales no se les agregaron los fagos

rccombmantes
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RESULTADOS.

1. Obtencion de fagémidos que expresan los péptidos de VP4 y VP7 fusionados a la
proteina pIIl del fago MI13.

.Con la finalidad de obtener fagémidos recombinantes que expresen los péptidos KI/D (de la
proteina VP4) y» CNP (de la proteina VP7) de manera estable y en una conformacién adecuada
(similar o igual a la que tendrian en ¢l contexto de la particula de rotavirus), sc clonaron en el
fagémido pHENI1, como fusidn a la proteina 111 (pIIl) del fago M 13 y al tag de c-myc, regiones
de tamaiio varlable de VP4 y VP7 (9 30 v 50 aa para VP7 y 17, 30 y 50 aa para VP4). Los

fragmentos clonados se obtuv:cron por PCR Para determinar si los fragmentos clonados tenian

la oricntacién y el tamafio correcto las vonstruccmnes obtenidas s¢ analizaron por PCR (como

se menciona en materiales y metodos), 51 el fragmento cstaba clonado ¢n la direccién correcta,

sc obtendria un producto de PCR de tnmano conocido; por cl contrario, si el fragmento estaba
clonado cn la dircccion mcorrccm,"entonccs no se obtendria ningun producto, de tal mancra que
la presencia de un ampliﬁca'dpi‘ascglljra Ia fidelidad dc la clonacion. En la figura 12 se mucstra
como cjemplo, la é@ractcrfzacién y cl andlisis de restriccion de los productos de PCR dc las
construcciones quét‘coﬁticn_c’h las secuencias de los péptidos K/D y CNP. El producto de PCR
esperado para ¢l péptido KID tienc un tamaiio de 168 pb (carril 8) y su digestion con la enzima
Pstl genera dos fragmentos, uno de 117 y otro de 51 pb (carriles 5, 6 y 7). En ¢l caso de la
construccién con cl )Jéptido 'CNP, cl tamaiio del producto de PCR esperado es de 138 pb (carril
4), micentras que,’su"digcs’tién con Pstl gencra ujn fragmento dc ‘l 17 y otro dc 21 pb (carriles 2 y
3). Como control se amplificé una rf:gi(')n’ de 266 pb del vector pHENI1 (carril 10), cuya

digestion con Pst/ genera un fragmento de 149 pb y otro de 117 pb (carril 9).

30



603
281
234

194

118

17 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10

Fig. 12 Caracterizacion por PCR y digestion enzimdtica de los productos de las clonas transformantes de pKID y
PCNP. Carriles: 1) Marcador de peso molecular: 2 v 3) pCNP/Pst I; 4) pCNP; 5.6 y 7) pKID/Pst I: 8) pKID;
QpHENI/Pst 1: 10) pHENI. Gel de acrilamida al 15%,

Para determinar quc los inscrtos clonados cstaban en cl marco dc lectura correcto, las

construcciones cuyos insertos clonddos lcman cl tamano - ln oncntacxon correcta, se

sccuenciaron utilizando el oligonucledtido LM BB dcl vector pHENl A partir de los fagémidos
rccombinantes obtenidos se obtuvo cu'mdo m(.nos una clona con la secuencia en ¢l marco de
lectura correcto para cada una de las scis construccmncs rcalwud'm ecstas clonas sc utilizaron
para su posterior caracterizacion, asi como para la obtcnctén dc los fagos recombinantes, en la

siguicnte tabla se muestra la secuencia de aminodcidos de las regiones clonadas en ¢l fagémido.

Construccion | Aminodcidos Secuencia
(1) pKID 642-658 KIRIDRSTOISPNTLID
(2)VP4-30aa 636-665 ISAAVLKTKIDRSTQISPNTLPDIVTEASE
(3) VP4-50aa 151-180 ATQTEGAMNEDDISAAVLK TKIDRSTQISPNTLPDI TEASERFIPNRAYR
(4) pCNI 161-169 NEHECON
(5) VP7-30aua 0623-674 DMSELADLIL NEUWHCNPAINTLYYYQQTDE
(6) VP7-50au 141-190 LAMIRYDATLOLDNSELADLIINI [ NP IATLYYYQQTDEANKIWISMGSS

Tubla 4. Sccrucncia de aminaodceidos de las regiones clonadas en ol fagémido pHENT.
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2. Deteccion de la expresion de las proteinas recombinantes.

Con la finalidad de comprobar la funcionalidad de las construcciones obtenidas, se indujo la
expresion de las proteinas recombinantes fusionadas a plll y a c-myc. Como controles positivos
se utilizaron el vector pHEN1 sin inserto, ¢l cual codifica por la proteina plll, y un fagémido

que contiene laf:régién variable de un anticuerpo contra una toxina de¢ alacran (4EScFv). La

deteccion de ~]a‘fe" resxon de las proteinas de fusidn presentes tanto en el lisado total de las

bacterias recombmantes como en el periplasma celular, se realizé por inmunoblot, utilizando

un antlcuerpo contra c-myc ' La smte515 de las proteinas recombinantes a partir de los

'fagcmldos se - mdujo anadlendo IPTGV"a los cultivos bacterianos. En el caso de las

construcciones I’P4-50qq y VP7530qq\ no'se pudq observar ninguna proteina que se indujera con
IPTG (estos rcsu]tado’s hd se mﬁ st an) ,Po‘ll'_clconlrario, la induccion de las proteinas
correspondientes a. las construccnones KID.':P'P4-300(I. PCNLP y VP7-50aa sc obscrvaron
claramente (ver adcl'mtc) b V B

En la hg,ura 13. sc, pres cl_nmunob]ot dc las protcmas recombinantes pK/D, VP4-

.)()au pCNP, VP7-50aa Y cl vectox pHENl presentcs cn un lisado total, dctcctadas con el
anticuerpo anti c-myc. En todas las muestr'm se rcconocc una protecina de aproximadamente 50
I\Dd que cs la banda mas (.nnquccula cn las mucelras de las protcinas recombinantes ¥P4-30aa
v FP7-30aa (carulc% 3 y 5 rcspectnvam&.ntc) sc reconcen ademads, dos bandas con pesos
moleculares apno\lmados dc 55 y 60 kDa. Existe otra banda de aproximadamente 40 kDa que
csta presente en todas las muestras incluyendo en cl control negatlvo (carril 1), por lo cual sc

considera ruido de fondo del propio anticuerpo.
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Vector
Vector/IPTG
VP4-30aa/1PTG
pKIDAPTG

VP7-50a2/IPTG
pCNPIPTG

Fig 13. Analisis por inmunoblot de las
proteinas totales bacterianas obtenidas
por lisis celular, utilizando el anticuerpo
anti c-myc. Gel de poliacrilamida al 11%.

Carriles: 1)pHEN1 SIN inducir;
2)pHEN1/IPTG.: 3)VP4-30aa/IPTG;
4)pKID/IPTG; 5)VP7-50aa/IPTG;
6)pCNF/IPTG.

Los pesos moleculares se indican con las
flechas adyacentes a la figura expresados

en kDa.

La figura 14 representa el inmunoblot de las proteinas recombinantes VP<4-30aa. pKID,

, VP7-50aa y pCNP obtenidas por extraccxén del penplasma de un cultivo bacteriano inducido

-con IPTG
‘ aproxmmdos de 50 “55 y 60 kDa;

No se dctccto ninguna ecnal en la'

cual csos carriles no sc prcscntan en cl mmunoblot

—» 60
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Fig 14. Analisis por inmunoblot de las
proteinas recombinantes obtenidas de
periplasma. utilizando el anticuerpo
anti c-myc. Gel de poliacrilamida al
11%.

Carrlles: 1) pHEN1/IPTG. 2)VP4-
30aa/IPTG: 2)pKID/IPTG, 3)VP7-
50aa/IPTG. 4)pCNF/IPTG.

Los pesos moleculares se indican con
las flechas adyacentes a la figura
expresados en kDa.

En todas las muestras se’reconocieron tres bandas con pesos moleculares
o de las cuales la banda de 60 kDa es la mas abundante.

iuesti‘as dcl vector pHENI sin inducir ¢ inducido, por lo
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‘A-continuacién se presenta una tabla que contienc los pesos moleculares observados en

-se muestran en las figuras 13 y 14, y los pesos moleculares calculados

'S‘Veg‘l’m,la composiciéon de aminoacidos de cada proteina recombinante:

P gl’r()tciné recombinante Peso molecular kDa Peso molecular kDa Peso molecular kDa
i esperado observado en lisis | observado en periplasma
Fig.13 Fig. 14
VP4-30aa 49 50,55,60 50, 55, 60
prKID 48 50 50,55, 60
VP7-50aa . 52 50,55,60. 50, 55, 60
pCNP N S 47 S0 50,55, 60
pHI (control) . ’ 42 L ‘ 50 No se detecto.

Tabla 5. Pesos moleculares e\pL’I (ldm » observadas dc Iav proteinas r ecomhmanlc\

La migracién de ias _Bz?ndasy Vt;'éc'on'oci;das cn laS mL‘xés'tr.as de las proteinas recombinantes
del lisado total y del'péri‘ylﬁ:lasihka‘fuc»muy‘?iihili\h Por lo tanto, b‘ara corroborar que las bandas
detectadas coi’resl)pﬁdigxfgﬁ a flajf:x'i)jrcéibén‘dé las protcinas reccombinantes, y no solamente a la
cxpresion de la pr(:),téiyri)afpll‘l_:y al tag de ¢-111yc, sc analizaron las proteinas por inmunoblot con
un anticucrpo p‘owl'icl'o‘nbzﬂv Vfd'ir»igid:o' contra los axnﬁxozicidos 474 a 776 dc la proteina VPS5 (al’P3
4‘74.775) para evaluaf lq'é‘crireléi(")n delas proteinas recombinantes VP4-30aa y pKiD. La figura 15
representa cl rcsultado dc cstc ensayo emp]cando protcmas totales. En las bacterias que portan
el vector pHENl no sc dctccto nmg,unfl suml en las mucstras inducidas y sin inducir (carriles 1

y 2). Por cl contano, en lae protemas dcnvadas de las bactcrlas quc contienen los fagémidos
Vl’4-.>()aa y pl\lD se detccto una b'mda dc 50 kDa (carnlcs 3 y 5); el carril 4 corresponde a una
muestra de notavnus actlvado con. tnpsma cn dOl’\dL se reconocce una banda de 60 kDa que

corresponde a la protema VPS
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< — 50

pHENI
pHENI/IPTG
VP4-3022/IPTG
Virus activado
pKIDAPTG

Fig 15. Inmunotincion (Ie las pl'oteinas Vrecombinanles VP4-30aa y pKID obtenidas por lisis celular, utilizando el
anticuerpo oVPS 4;4.5;4. Gel de p()llaculamtda al 11%. Carriles: I)pHENl 2) pHENI/IPTG, 3)VP4-30aa/IPTG,
4)virus activado; 5)[7I\ID/II’TG Ios pesos moleculares se. indican  con las flechas advacentes a la figura
expresados en kDa. :

En basc a cstos lcsulmdos sc pucdc decir que lds bandas detectadas en los ensayos de
inmunobliot unh/ando los antlcucrpos dntl c-myc y aVPS,,NJM, efectivamente corresponden a la
c,\'prcsmn de los pcpudos de VP4 t'usmnados a la proteina 11l de M 13 y a la ctiqueta de c-myec.

En el caso dc los Iag,cmldos FP7-50aa y pCNP esto no se pudo cvaluar por carccer de un

'mtn.ucrpo qun. 1cconocwla el péptido CNP.

3. Obtencion de los fagos recombinantes.

Los fagémidos® construidos sc utilizaron para gencrar fagos recombinantes, (ver la

mctodologia), ]os;éualcs debicran desplegar en su superficie la proteina plll fusionada a los

p¢éptidos dc P4 y VP7 Estos fagos sc nombraron cn base a la proteina que estuviesen

d(,sp]n,g‘mdo /kID fVP4-30aa.fCNP,‘ﬂ"P7-50aayf4EScFv.
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4. Determinacion de la especificidad de los fagos recombinantes a sus respectivos ligandos
(hsc70 6 ov[33).

Para identificar si los fagos recombinantes que desplicgan las construcciones de VP4 y
de VP7 se unen a la proteina de choque térmico hsc70 y a la integrina avP3, respectivamente,
se realizaron ensayos de unidn a las proteinas hsc70 o a la integrina av33 respectivamente, en
vun‘ formato de ELISA. Los titulos de los fagos utilizados en estos endsayos oscilaron entre
1x10" y 2x10' ufp/ml. En las sccciones 4.1 y 4.2 se describen los cnsayos de unién que se

realizaron para los fagos de VP4 y VP7, respectivamente.

4.1 Union de los fagos recombinantes fKID y fVP4-30aa a la proteina de choque térmico
hsc70.

Los ensayos de unidn para determinar la especificidad de los tagos de VP4 consisticron en
sensibilizar una placa de ELISA con la proteina hsc70, a la cual se agregaron por duplicado
desde 107 hasta 10" fagos por pozo de los fagos recombinantes fKID v /VP4-30aa y como
controles negativos los fagos de fCNP, fVP7-50aa y f4EScFv, en las mismas cantidades. En la
figura 16 sc muestra el resultado de dos ensayos en los que se grafica ¢l promedio (con sus
respectivas desviaciones cstandar), de estos ecnsayos de union; los datos s¢ presentan como la

absorbancia obtenida a 490 nm contra la cantidad de fagos por pozo.
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Union de los fagos fKID y fVP4-30aa a la proteina de choque térmico hsc70.

1.5
—0—J/KID
14
—N— [VFP+4-30 aa
OD4go —O— JUNP
e ts—— fVI?7-50 aa
0.5 1
—f8— SFEScFv
o

107 3*107 10° 3*10° 10° 3~10° 10"°

Fagos / pozo.

Fxg.l 6 Um6n dc, los fagos fKID y fVP4-30aa a 1a proteina de choque térmico hse70 en placa de ELISA. Los datos
se presentan como la absorbancia obtenida a 490 nm contra la cantidad de fagos por pozo. Se grafica la media
aritmética y su respectiva desviacion estdndar de dos ensayos independientes.

En la grifica se puedc obscrvar que la unién de los fagos recombinantes fKID y fVP4-
30(1(1 a la protefna hsc70 cs dcpendiente de la concentracién, en tanto que los fagos
rccombmanlcs jCNP JVP7-50aa y f4EScFv quc sc utilizaron como controles, no sc uncn a la

prolcma hsc70 o lo hacen mucho mcnos que los fagos que conticnen las sccucncias de VP4,

Adcm.ﬁs cs cl> o que no existen diferencias cntre la unién de los fagos recombinantes /KID y

jVP4-30(m a la protefna hsc70.
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4.2 Union de los fagos recombinantes fCNP y fVP7-50aa a la integrina avf3.

Para los cnsayos dc unién de los fagos recombinantes fCNP y fVP7-50aa a la integrina
avf33, sc scnsibilizé una placa de ELISA con 100 ng por pozo dc csta integrina obtenida
comercialmente, para afiadir posteriormente desde 107 hasta 3x10° fagos por pozo. Como
controles negativos sc ulilizaron los fagos recombinantes fKID, fVP4-30aa y f4EScFv cn las
mismas cantidades. A continuacién sc presenta la grafica del promedio de dos cnsayos
independicentes con sus respectivas desviaciones cstindar, los datos se representan como la

absorbancia obtenida a 490 nm contra los fagos anadidos.

Unicdn de los fagos de fOCNP y fVP7 50aa a la integrina avfl3.

2
Fagos
1.5~ —_— JONP
—O—— yvP7.50aa
OD 450 1 = 0 SKID
O ;VPr4.30aa
0.5 sy JIEScE Y
o -

170" 3*107 10° 3*10° 10° 3*10°

Fagos /pozo

Fig. 17 Unién de los fagos fCNP y fVP7-50aa a la integrina avB3 cn placa de BELISA. Los datos se presentan
como la absorbancia obtenida a 490 nm contra la cantidad de fagos por pozo. Se grafica la media aritmdtica v
sus respectivas desviaciones estdndar de dos ensavos independientes.

Al igual que los resultados obtenidos en la unién de los fagos de VP4 a hsc70, ¢n la

figura 17 se puede obscrvar que los fagos recombinantes de fCNP y fVP7-50aa sc¢ unen de
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,fnaﬁera especifica a la integrina oovPB3, en tanto que los fagos fKID, fVP4-30aa y f4EScFv no lo
‘hacen. No parece existir diferencia entrc la unién de los fagos recombinantes fCNP y fVP7-

" 50aa a avpB3.

5. Competencia de la union de los fagos recombinantes contra los péptidos KID y CNP.

Para determinar si la union de los fagos recombinantes de VP4 y VP7 a la proteina de
choque térmico hsc70 y a la integrina ovf33, respectivamente, cra especifica, se realizaron
ensayos de competencia por la unién a sus ligandos, utilizando los péptidos sintéticos KID y
CNP. Como control negativo se utilizaron péptidos que contienen la misma composicion de

;Vj‘-‘:a'r’hinoécidos que los péptidos KID y CNP, pero en un orden distinto: péptidos "scramble”. A

i ~contmuac1on en las secciones 5.1 y 5.2, se presentan las graficas correspondientes para dichos

~f ensayos.

5.1 Unién de los fagos recombinantes fKID y fVP4-30aa a la proteina de choque térmico
»It'sc70 en presencia de los péptidos sintéticos KID y scr-KID.

Se realizaron tres ensayos independientes por duplicado para cvaluar si los péptidos KID
¥ scr-KID competian la unién de los fagos recombinantes fK/ID y fVP4-30aa a la proteina de
“choque térmico hsc70 Los ensayos se realizaron como se describe en la metodologia. Se

,sen51b1111‘0 una placa de ELISA con la protema hsc70 y se agregaron cantidaddes crecientes del

péptido I\ID o su’control sc AID‘ Postenormcntc se agregaron cantidades constantes de los

-fagos (las cuales fueron etcmunadas mediante ensayos de union de los fagos a sus respectivos

ligandos, conocx ; sx la den51dad Optica aproximada dc una cantidad especitica de fagos) en
prescencia - de cantldades crecientes de los péptidos. Los fagos que sc unicron a la placa, se

detectaron con una anticuerpo anti-M13. En las figuras 18 y 19, s¢ muestra ¢l promedio de
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estos ensayos. Los datos sc presentan como ¢l porcentaje de fagos unidos a la placa contra la

cantidad de péptido anadido por pozo.

Competencia de los péptidos KID y scr-KID por la union de los fagos recombinantes fKID a
la proteina de choque térmico hsc70.

—O— Péptido KID
————  scr-KID

% de unién de los fagos.

20

Y T N —

Y 025 05 1 2 4

Cantidad de péptido / pozo (ug)

Fig.18 Competencia de los péptidos KID y scr-KID por la unién de los fagosrecombinantes fKID a la proteina de
choque térmico hsc70 en placa de ELISA. Los datos se presentan como el porcentaje de unidn de los fagos contra
la cantidad de péptido presente por pozo. Se grafican por lo menos el promedio de tres ensayos independientes.
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Competencia de los péptidos KID y scr-KID por la union de los fagos
recombinantes fKID a la proteina de chogque térmico hsc70.

125

—LY— Péptido KID
e scr-KID

% de union de los fagos.

Cantidad de péptido /pozo (ug).

Fig.19 Competencia de los péptidos KID y scr-KID por la unién de los fugos recombinantes fVP4-30aa a la
protefna de choque térmico hsc70 en placa de ELISA. Se grafica el promedio del porcentaje de union de los fagos

conira la cantidad de péptido presente por pozo de tres ensayos independientes.

Los resultados obtenidos en los ensayos de competencia entre los fagos recombinantes KID

y VP4-30aa y los péptidos KID y scr-KID por la unién a hsc70, revelaron que cl péptido KID cs

capaz dc bloquear la unién de los fagos de VP4 a la protefna de choque térmico hsc70. Este
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evento depende de la cantidad de péptido afiadido por pozo. Por otro lado, ¢l péptido scr-KID
afecta la unién de ambos fagos a la proteina hsc70, sin embargo esta inhibicién es menor que la
causada por pKID; tal evento puede deberse a un impedimento estérico del péptido ser-KI1D
cuando se encuentra en concentraciones altas (100 6 200 pg por pozo) y no a la unién especifica
del péptido scr-KID a la protecina de choque térmico. Ademads, cuando se compiten los fagos
,rccbmbinantes contra cantidades menores del péptido K7D (12.5 6 0 ug) por la unién a hsc70, el
efecto de bloqueo que sc observa es minimo, lo cual nos sugierc que la cantidad requerida del

béptido para competir con los fagos, debe ser por lo menos, mayor a 12.5 ug por pozo.

5.2 Union de los fagos recombinanes fCNPy fVP7-50aa a la integrina cvf33 en presencia de
los péptidos sintéticos CNP y scr-CNP.

Para dcterminar la especificidad de la unién de los fagos recombinantes de VP7 a la
integrina av3, sc rcalizaron tres cnsayos indepéndicntcs por duplicado para competir la unién
ala integrina ot.vB3 de los: faz,os rccombmantcstNP y fVP7-50aa con los péptidos CNP v scr-

‘CNP Los ensayos se llevaron a cabo como sc describe en la mectodologia. utilizando esta

mtcgrma para sensxbllwar una placa de ELISA a la cual sc le agregaron cantidades crecientes

del préptido CNP o u ontrol scr CNP Posteriormente sc agregaron cantidades constantes de

los fagos (estascantldades, se determinaron mediante cnsayos de union de los fagos

recombinantes_.a sus respectivos ligandos, lo que permitié determinar la densidad optica de una

camidad constant‘ de,fagés) recombinantes de VP7 en presencia del péptido CNP, los fagos que

sc umcron ala p aca»se dctectaron con un anticuerpo anti-M13. En las figuras 20 y 21, sc¢
_}nuestran los rcsu]tddos obtenidos cn estos ensayos. Los datos se presentan como la media
“aritmética, y sus respectivas desviaciones estandar, dec la absorbancia a 490 nm, contra la

Ac‘:ahtidad de péptido afiadido por pozo.
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Competencia de los fagos recombinantes fCNP y los péptidos CNPy scr-CNP
por la union a la integrina ovp3.

125

—{L3— Péptido CNP
—_——O—— scr-CNP

% de union de los fagos.

0 0,25 0.5 1 2 E|

Cantidad de péptido /pozo (ug)

Fig.20 Competenbia enire los fagos recombinantes fCNP y los péptidos CNP y scr-CNP por la unién a la
integrina avB3 en placa de ELISA. Se grafica el promedio de tres experimentos independientes, los datos se
presentan como el porcentaje de union de los fagos a la placa contra la cantidad de péptido presente por pozo.
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Competencia de los fagos recombinantes fVP7-50aa y los péptidos CNP y
scr-CNP por la union a la integrina avfi3.
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Fig.21 Competencia entre los fagos recombinantes fVP7-50aa y los péptidos CNP v scr-CNP por la union a la
integrina avB3 en placa de ELISA. Se grafica el promedio de tres ensayos independientes. Los datos se presentan
como ¢l porcentaje de fagos unidos a la placa contra la cantidad de péptido presente en cada pozo.



Al igual que en los resultados obtenidos de la competencia de los fagos recombinantes

“de VP4, en estc caso se pucde observar en las figuras 20 y 21 que el péptido CNP bloquea la
>71ir'1i6n de los fagos recombinantes fCNP y fVPP7-50aa a la integrina auvB3. Este bloqueo depende
de la cantidad de péptido; pucs en las cantidades menores empleadas (12.5 6 O ug) el bloqueo es
;nfnimo o nulo. Ademas, se observo que el péptido scr-CNP bloquea la unidon de los fagos
Leck’:;ml:)inantcs de VP7 a la integrina avf33, en un cevento dependiente de la cantidad de péptido
' presentc en el pozo. Cabe destacar que cl bloqueco del péptido scr-CNP es menor al que
7 hrééenta'él pPCNP, por lo que probablemente sc deba a una diferencia en la afinidad de ambos
bé}‘)tid'c;s'pox" la integrina ov33, probablemente causado por la cantidad en masa del péptido scr-
CNP db‘i'c:fpkque la afinidad del péptido a la integrina no dependa de la secuencia, si no que sca
éfectadavbof factores tales como la disposicion de las cargas entre otros, aunque dicho evento

no . es posible explicarlo de mancra clara.

6. Bloqueo de la infectividad de rotavirus en células MA104.

Basadndonos en los resultados obtenidos cn los ensayos de union de los tagos recombinantes

;. a sus respectivos ligqndos, se realizaron ensayos para detcrminar si los tagos bloqueaban la
‘infectividad de f@)tayifﬁs en éélulas MA104. Sin embargo, en ninguno de los ensayos rcalizados
se 6bscryaron c:l‘ifeix;kcn;cviasA‘svigniﬁ_cativa.s que comprobaran ¢l efecto de blogqueo de los fagos en la
infeccion de roikz‘llx"ifrus; Asi, concluimos que los fagos recombinantes a pesar de que si se unen a

sus ligandos en‘losk énsayos de ELISA, no son capaces de bloquear la infeccion por rotavirus cn

células en cultivo. -
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DISCUSION.

Basandonos en las evidencias hasta ahora obtenidas en el laboratorio, el propédsito de
este trabajo consistié en determinar mediante la técnica de despliegue en fagos si las proteinas
de—éuperﬁcie VP4 y VP7 de rotavirus sc unen a la proteina de choque térmico hsc70 y a la
iﬁteéfina av33, respectivamente a través de los dominios K/D y CNP. Para cllo se clonaron en

él faéér’nido pPHENI regiones dec tamaiio variable de VP4 y VP7 como fusiones a la proteina I1I
i del fago M13. Los fagémidos recombinantcs se caracterizaron por PCR (ver figura 12) y por
k secuencxacnén para seleccionar aquellos cuyos insertos tuviesen ¢l tamafio y la orientaciéon
y.'correcta. Se obtuvo por lo menos una clona con la secuencia correcta para cada una dce las

construccnones deseadas.

zPara-comprobar la funcionalidad de estas construcciones, se indujo la expresion de las

las muestras dc las protemas VP4 30aa By VP7—50aa. En el caso de las protecinas recombinantes

obtemdas de. perlplasma, se reconocteron tres bandas de 50, 55 y 60 kDa, siendo esta ultima la
banda mas abundantc La dlferencla entre las intensidades de las bandas detectadas en las
mucstras obtcmdas de un- llsado total comparadas con las del periplasma, sugiere que la banda
dc 50 kDa detcctada mayontanamcnte en el lisado total es producto de degradacion proteolitica
de la banda de 60 kDa que s_g d¢tecto con mayor intensidad ¢n el periplasma. La exportaciéon a
este compartimento dela prétéina '(ec_émbinante pudicra protegerla de la degradacion por las

protcasas presentes en el citoplasma.
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El andlisis de las proteinas recombinantes por inmunoblot, mostré que existen
diferencias claras entre los pesos moleculares calculados para cada construccién y los que se

-.observaron en los geles. Aunque no podemos explicar con certeza la causa de las diferencias en

los pésos moleculares calculados y observados, ciertamente la migraciéon anémala de la proteina
pI'II del fago M13 ha sido reportada con anterioridad (17, 28, 37), ya que a pesar de que esta
prbteina tiene un peso molecular de 42 kDa, migra alrededor de los 55 a 70 kDa. A pesar de que

la"f migracién intrinseca de la proteina plll ha sido reportada, no se ha dado ninguna explicacidon

‘\tél'comportamiento. Es probable que la fuerza de las interacciones presentes en la

~conformacién tridimensional de la molécula evite que la proteina se desnaturalice
.completamente durante el tratamiento con SDS y calor, o que se recupere parte de su estructura

durante la migracién en el gel de poliacrilamida y ocasionc la consecuente migracién anémala

dé la proteina. La migracidon anémala de csta protcina apoya la idea de que la proteina de 60
letectada en todas las muestras, corresponde a las proteinas recombinantes fusionadas a la

" proteinaplll.

..Debido a que la migracion clectroforética de las diferentes proteinas recombinantes fue

yrijsilql_'vil‘zizr, S c ‘rié‘al:izé‘ un ensayo de inmUnob]ot con un anticuerpo especifico para comprobar que
lasbandas déteétadas correspdndian unicamente a las secucncias virales fusionadas a plll y no
al resultado de la expresion de la proteina pll/-c-myc. Para ello sec analizaron las proteinas
recombinantes VP4-30aa y pKID, las cuales fucron detectadas con ¢l anticucrpo al’P5 -, -4
(ver metodologia). Los resultados de este ensayo revelaron que las bandas detectadas para estos
dos fagémidos efectivamente correspondian a la expresion de las proteinas recombinantes 1/P24-
30aa-plll v pKID-plll. Enel ééso de las fagémidos recombinantes VP7-50aa v pCNP, esto no
“-se pudo evaluar por czireéér d¢ ';irg aﬁticucrpo que reconociera al péptido CNP.
Una vez qué se eva1u6 la jex'p‘rcsién de las protecinas recombinantes, s¢ generaron fagos
recombinantes a partir dec ésfos fégén]idos. Con la finalidad de¢ detectar las proteinas de

rotavirus fusionadas a la proteina lll de la cépside del fago, se realizaron ensayos de inmunoblot
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de cada uno de los fagos recombinantes, utilizando un anticuerpo anti M-13; sin embargo, no se
detecté ninguna banda. Aunque estos ensayos han sido realizados con anterioridad (28, 37), el
titulo de los fagos utilizados ha sido mucho mayor (102 6 10** ufp/ml) a los titulos obtenidos en
este trabajo. Este puntd es determinantc ya que s6lamente existen cinco moléculas de plll por
fégo y de éstas s6lo algunas desplegaran las fusiones.

Auhque las proteinas recombinantes desplegadas en los fagos no sc¢ pudieron detectar
por inmunoblots se evalud la unién de los fagos a sus respectivos ligandos mediante
ininunoensayos en fase sélida (ELISA). Estos ensayos nos permiticron determinar de manera
conclusiva que los fagos desplicgan las proteinas recombinantes en su superficie y que éstas son
capaces de unirse de manera especifica a sus respectivos ligandos. Como se muestra en las
figuras 16 y 17, los fagos recombinantes fK/D y fVP4-30aa se unicron a la protcina de choque
térmico hsc70, al igual que los fagos recombinantes JCNP vy fVP7-50aa reconocicron a la
integrina avf33. En ambos casos sc demostré que la unién es dependiente de la cantidad de
fagos por pozo. Ademas, mediante ensayos de competencia (ver figuras 18 a 21) utilizando los
péptidos sintéticos K/ID y CNP se demostrd que la unioén de los fagos recombinantes de VP4 y
VP7 a sus respectivos ligandos es especifica, ya que estos bloquearon selectivamente la unién
de los fagos de VP4 a la proteina hsc70 y de VP7 la integrina ovB3.

Se cvalué si la conformacién de los péptidos y de las construcciones de 30 y 50 aa cra
la correcta al ser desplcgados en la superficie de los fagos, mediante ensayos de unidén a sus
respectivos ligandos. Se determind que no existen diferencias entre la unién de los fagos
recombinantes que despliegan sélo la region correspondiente a los péptidos (JCNP y fKID)
respecto a los fagos que contienen regiones mas grandes (fVVP4-30aa v fVP7-50aa). Cabe
mencionar que en el caso de los fagémidos recombinantes que contenian las construcciones para
pVP4-50aa y pVP7-30aa no se obséryé ninguna proteina rccombinante, lo cual de manera
indirecta sugiere la posibilidad de que la secuencia propia de estas construcciones ocasione que

las proteinas de fusidon sean mas labiles o inestables, y por lo tanto mas suceptibles de ser
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':éélgfa‘fladas por proteasas, impidiendo su detecciéon por inmunoblots. Por otro lado, la unién
";ﬁe}gi)’éciﬁca de los fagos recombinantes a sus respectvos ligandos, nos confirma que los fagos
‘ l\éfé‘cvtivamente estan desplegando de una manera estable y adecuada conformacionalmente las

':*'v»’v‘ffp-rd’t/einas recombinantes fusionadas a plII.

Los resultados obtenidos a partir de los ensayos de unién y de competencia de los fagos

7?{.;xrjé<7:>(‘>nk1binantes sugieren que la proteina VP4 de rotavirus sc une a hsc70 a través de una regidn
f’deﬁorﬁinada KID que comprendc los aminoacidos 642 a 658 de VP4 , en tanto que la proteina
VP7 se une a la integrina avp3 mediante la region CNP (aminoacidos 161 a 169). Estos
‘resu]tados constituyen evidencias directas que apoyan los datos obtenidos recientemente en
E nuestrq laboratorio (13, 40) los cuales de manera resumida son:
o ‘1..La mitad carboxilo terminal de la proteina VP5 expresada en E. coli bloquea la
infectividad dc los rotavirus RRV y nar3 (41).
2. El péptido KID cs capaz de bloquecar la infectividad de los rotavirus RRV y nar3 (41).
3. Anticucrpos monoclonales contra la proteina hsc70 y la proteina misma, son capaces

dc bloquear la infectividad de los virus RRV y nar3 cuando cstos anticuerpos sec

preincuban ‘cyopvzlz‘\sﬁ células antes de la infeccion (12).

6. El peptzdo{CNP es capaz de bloquear la infectividad de los virus RRV y nar3 (41) .

Tomando en cuenta las observaciones anteriorces, realizamos ensayos de bloqueo de la

mtectlvxdad de rotavnrus en células MA104 con los fagos. Sin embargo, ninguno de estos fagos

" 1nh1b1eron de manera sugmﬁcatwa la infeccién del rotavirus RRV en células MA104. A pesar
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) deque los resultados obtenidos en los ensayos de unién en placa de ELISA, muestran
eyidencias directas de la unién especifica de los fagos recombinantes a sus ligandos purificados.
Es posible que los sitios de unidén en los ligandos respectivos para los fagos (hsc70 6 avf3) no
estén facilmente accesibles cn la superficie de la célula, impidiendo la unién a estos y por lo
tanto no sc observa ninguin efecto en la infeccidon viral. Por otro lado, no se puede descartar que
105; fagos si interaccionen con sus ligandos en la superficie de la célula, pero que en el contexto

ikdtfc» las primeras interacciones del virus con la célula, éste sea capaz dc desplazar a los fagos ya

umdos Como ya se ha mencionado, se sabe que tanto el péptido KID como el CNP son

. ,capziéés de bloquear la infeccion por rotavirus en células MA104, en ¢l caso de los fagos

~“reco binantes obtenidos cn este trabajo, s¢ observd que no tienen el mismo efecto,

i p bablemente porque la cantidad en masa de los péptidos expresados como fusién a pllIl (los
cuales son desplegados en la superficie del fago), es menor comparada con la cantidad de
'peptldo que se afiade en los ensayos de bloquco. En el caso especifico de los fagos,

pos:blemente cstos'-pueda_n ser capaces de unirse a sus ligandos, pcro no son capaces de

bloquear todas o' la mayoria de las' moléculas receptoras para rotavirus (cn este caso hsc70 6

ovp3), bénﬁitxé’ndo de esta forma que sc desarrolle una infeccién viral.

Indcpen 1entcme tc cbnibinanles no fucron capaces de bloqucar la

mfccthdad de los rotavu'us los’ csultados obtcmdos en este trabajo proporcionan cvidencias
dlrcctas sobre la umén d protema VP4 a través de la region comprendida entre los
'lmmoamdos 642 a 658 I\, a'la protcina de choque térmico hsc70, y de la union de la

proteina VP7 a la mtegn a: owB3 mediante 1a region denominada CNP (aa 161 a 169).

: Adcmas, :lo fagos gencrados proporcionan una herramienta que permite (mediante el

uso de mutagénesis dirigida), delimitar los aminoacidos responsables y necesarios para la unién
dc dichas proteinas a los receptores celulares. Por otro lado, ofrece la posibilidad para que
mediante mutagénecsis al azar y subsecuentes rondas de scleccion ("biopannings'), sc obtengan

fagos con mayor grado de afinidad por los receptores y utizarlos c¢n ensayos de bloqueo de la
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.‘infeccién para determinar de manera mas clara cuil es el papel de las interacciones VP4-hsc70

:"y'VP,7;0LvB3 durante el proceso de entrada de los rotavirus a su célula blanco. Finalmente, el

“‘uso de la técnica de despliegue en fagos para la creacion de bibliotecas al azar de los genes
P4y VP7, permitiran scleccionar dc entre una coleccién de secuencias, aquellas que sean mas

fines por las células, lo que proporcionaria informacién acerca dc si existen dominios no

“identificados hasta ahora cn las protcinas de superficie de rotavirus que estén implicadas en las

“’primeras interacciones del virus con su célula huésped.
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