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INTRODUCCIÓN. 

Los rotavinis fueron descubiertos por Bishop y colaboradores en 1973, al observar al 

microscopio electrónico biopsias de células de intestino delgado de niños con diarrea 

deshidratante severa. La morfología tan característica de las partículas virales al ser observadas 

al microscopio electrónico hizo que se les denominaran rotavirus. del latín "rota" que significa 

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

Fig. I J\tlicrogn(/ia e/ectrá11ica de 1111a ¡J1"cparaciá11 por ti11ció11 negativa 

de rotavir11s de /111111a110. /.a barra representa I no IWllÓ111etros. 

Los rotavirus (38) son los principales agentes etiológicos de diarreas severas no 

bacterianas en niños menores de tres años y en cachorros de diversas especies de importancia 

cconón1ica para el hombre. Se estima que ocasionan alrededor ele un millón de muertes anuales 

por deshidratación ".n 11iños menores de dos años (21 ). 

Los rota virus han sido clasificados en grupos, los cuales son morfologicami:nte 

indistinguibles al microscopio 'electrónico y contienen el mismo númi:ro ck gi:ni:s, pern son 

distintos antigénicamente. Existen seis grupos, del A al F; los pertenecientes a los grupos A. B 

y C infectan tantoahumanos como a animales. los rotavirus de los grupos D. E y F sólo se han 
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identificado en animales. Los rotavirus pertenecientes al grupo A se han identificado como 

causantes de diarreas severas en niños de 2 años y son los más importantes 

epidcmiológicamcnte (7). 

Características de la partícula viral. 

Los rota virus 

representan uno de los ocho 

géneros de la familia 

Reoviridae, son virus de 

simetría icosaédrica, de 76 

nanómetros de diámetro. 

Carecen de una envoltura 
,..ig ::?. Representación esquemática de la partícula de rola\°inL,. 

lipídica, componiéndose Se i11dica11 las protef11as estructura/es y 110 t'.\"tructuralt•s cmi~{icadas 

por su rt•specli\'O S<'g111e11to de U.NA. a.,·( co1110 tan1bié11 su 

únicamente por tres capas /ocalizae"ic511 en la partfcula tridim<'IL\"icmal. <ietermimuia por 

crio111i1·roscopfa e/ectrc511ica 

concéntricas de proteínas que 

forman la capa externa, intermedia e interna. Las tres capas de proteínas envuelven a un 

genoma de once segmentos de RNA de doble cadena, los cuales tienen un tamaño que varía 

entre los 0.6 y 3.3 kilopares de bases (kpb). Cada segmento de RNA codifica para una proteína 

viral, con excepción del segmento 11 que codifica por dos. Seis son proteínas estructur.tles 

(VPl a VP4, VP6 y VP7) y otras seis son no estructurales (NSPI a NSP6) (Fig. 2). 

Proteí11as estr11ct11rales. 

La nuclcocápside del virión está formada por 60 dímeros de la proteína VP2 y 12 

moléculas tanto de la proteína VPl como de VP3. La proteína VPI, de 1088 aminoácidos, es la 
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''--./-· 

;~·;r;_, . ... 
polimeiasi't::vi~rii,;Ja cual tiene actividad de RNA polimerasa dependiente de RNA. Esta proteína 

~' , . -~·-·'-•.,; ,.._.,;:-··>-·,.,., .. 

¿ontiene i~~i6~~s que tienen homología con motivos conservados entre polimcrasas de RNA 

dependieni;;s d~ RNA de otros virus. La proteína estructural VP2, producto del gen 2, está 

formada por SS r.·aminoácidos y tiene un peso molecular de 94 kDa; es capaz de unir RNA de 

cadena sencilla o doble, aunque tiene una mayor afinidad por los RNAs de cadena sencilla. La 

proteína VP3, de 83.5 arriinoácidos, es una proteína básica a la cual se le atribuye la función de 

guanilil-transferasa del RNA viral (7). 

La capa intermedia de la partícula viral está formada por 260 trímeros de VP6, la cual es 

la proteína más abundante en el vi~ión, ya que constituye el 51 o/o de la masa del virus. VP6 

desempeña un papel importante en la estructura del virus, dado que interacciona con las 

proteínas de capa externa y con VP~ en la nucleocápside. Por lo general, VP6 es el blanco de 
. . ,·. 

ensayos de diagnóstico, debido a qu'e contiene epítopcs conservados entre las diferentes cepas 

de rotavirus pertenecientes a úndetenninado grupo. 

La capa externa del virión la fol1nan las proteínas VP7 y VP4. La proteína VP7 forma 

la superficie lisa del virión, a jJartir de la. cual se prqyeetan 60 dímeros de VP4 que fonnan los 

"spikes" o espíeulas de la partícula viral. La segunda proteína más abundante en el virión es 

VP7, con 780.copias por virus. Es un? glicoproteína de 362 aminoácidos con un peso de 37 

kDa. 

VP4, la otra proteína de la capa externa, es una proteína no glicosilada de 776 
• <" 

aminoácidos con un peso 1l1ol_ecular de 88 kDa. Se le han atribuído diferentes funciones como 
-· . 

la cspecificidÚd dehuÓspcd, la unión inicial del virus con la superficie celular y su capacidad de 

aglutinar eritroCitos Ó). 

La proteína VP4 se corta con tri psi na; en los residuos de arginina 23 1, 24 1 y 24 7, 

generando dos polipéptidos: VPS, que abarca los aminoácidos 1 al 231 y cuyo peso molecular 

es de 28 kDa, y VP5 (aminoácidos 247 a 776) con un peso molecular de 60 kDa. Estos 

polipéptidos representan los extremos amino y carboxilo tenninal de VP4, rcspectivatnentc: (2, 
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6, 23). La infectividad de Jos rotavirus depende del corte proteolítico del virus con tripsina. Sin 

embargo, el mecanismo por el cual dicho corte activa Ja infectividad viral aún no se conoce. El 

corte de VP4 con tripsina no afecta Ja unión del virus a Ja célula, por Jo que está relacionado con 

un paso posterior, probablemente con Ja pcnetmción del virus al citoplasma celular ('.!O). 

Estudios bioquímicos y moleculares han pcm1itido identificar diferentes dominios 

funcionales de VP4 mencionados a continuación en la figura 3. 

HA ce RCT 

1 e e 
231 

241 1111 RH 
VPS 

HA: dominio de hemaglutinación 
RCT: región de corte con tripsina. 
lnt: sitio de unión a Ja integrina u2~ 1 
RH: región hidrofóbica 

e: cisteína 

coilcd-coil 

VPS 

776 

Flg. 3 Representación esquemática de la proteína VP4. Se enlistan los dominios ftmcionales más relevantes. 

El dominio de hemaglulinación comprende los aminoácidos 93 al '.:?.08 localizados en 

VP8 (9). Recientemente se ha encontrndo que los residuos de tirosina 155 y 188 y la serina 

190, son los aminoácidos que están directamente involucmdos ( 16). Este dominio es el 

responsable de la interacción con residuos de ácido síalico en la membrana celular. La proteína 

VP5 contiene Ja secuencia consenso DGE (Aspt'irtico-Glicina-Glut.<'imico) entre los aminoácidos 

308 a 310, que sirve para unir integrinas del tipo <x'.:?.~l. También en VP5 existe una región 

altamente hidrofóbica contenida entre los aminoácidos 384 al 401, que presenta una similitud 
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del 45% con el dominio de fusión de la proteína El de los alfavirus (virus Sindbis y Scmliki) 

por lo que se ha propuesto su función como péptido de fusión a la membrana celular parn el 

caso de los rotavirus (26). Existen dos puentes disulfuro intrnmolcculares entre los residuos de 

cistefna 203 y 216 y entre los aminoácidos 318 y 380. que se encuentr.in conservados en las 

. ce¡:>,ªs_ de rotavirus que infectan animales (30). La prcdicci<.'>n de la cstructurn secundaria de VP4 

y los estudios recientes basados en criomicroscopfa electrónica de la partícula viml acomplejada 

·.eoll .anticuerpos monoclonales (Fig. 4) indican la existencia de un dominio globular rico en 
;-_ ... _,. ··-··---· . -· 

' <~oj~:f3,que abarca aproximadamente el 60% de la región amino terminal de la proteína, y un 
·-.~~ .-.;:_;_,..,.~~-- . '._, 

cic>rr:iillio· rico en a hélices que ocupa el porcentaje restante y que forma la parte basal de la 

proteína VP5 (35). Una región de 63 aminoácidos localizada en el dominio enriquecido de a 

hélices, tiene un motivo que forma una cstructum de tipo "coilcd-coil" (24). 

b j 
/ 

.... --:¡,¡ 

Ciclo replicativo. 

VPB* 
¡3-barrel 

vps· 
1>-shect 

VPS• 
cz-hellx 

Fig. 4 Representación esquemática clt• la prote(na 
VP4. Se indica la topo/og(u general ele VP8 en rojo 
y ele VP 5 en ''erclt•. c/ett•rminatla por 
criomicroscop(a electrónica y procesamiento ele 
imágenes. Tomada ele Ti11m·a . • H. y col. 2002. 

In vivo los rotavirus presentan un tropismo muy específico ya que estos virus sólo 

infectan los enterocitos diferenciados de las vellosidades del intestino delgado (7). Las 

primeras interacciones de los rotavirus con su célula huésped involucr.in los siguientes eventos: 
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· ,:~:·.': .. :,./~ . . :.·.:· ::,·· ,. -, ).t' 
·•·:··.;_·. 'ffJ' ·::¡."!?-.'. :.;t! 

Jiii~s9~éi§~~~'~i]yii:tJS, penetntciph~Í'interior de la célula, desencapsidación de la partícula viral 

y I~ ac:tiv~~¡i·~ d~ la transcripC:i6:ri/ Durante el proceso de adsorción la partícula viral se une a 

. ¡;~t~s 'cie Üh~de sus proteírt~~ di;~;ta externa a una molécula de la superficie celular que actúa 
·~.·. ' . -,,_ . . . . -. - . \' ... · . 

.. 

~'o~o recept~r. En el cas~ de\ot~virus se sabe que algunas cepas del virus se unen inicialmente 
~ ' . .. . 

ri un receptor que contiené"áciclo :síalico, mientras que algunas otras no requieren de ácido 

~ siálico para su unión iniciafr/)rclependientemente de que requieran o no de ácido siálico para 

unirse a la célula, las dif~ie~t~~;6e~as de rotavirus interaccionan, después de la unión inicial, 

con dos o más molécul~s'·ipr~~~~tes en la superficie celular ( 1 ). Se ha establecido que la unión 

ele los rotavirusalr~~epi~; q.ue contiene ácido síalico no es esencial, ya que se han aislado 

variantes del .rotavirüs RRV (que. sí requiere ele ácido siálico para infectar a la célula) 

denominadas nar3, cuya infectivid~Cies inde'peliclié!rite'dela presencia de estos azúcares en la 

superficie celular {7 ;. 29). El proceso d~ ~~~~t;~C:ión, e~ el mecanismo por el cual el virus 
•. . ··., .- :". ".'.,_:_1'."·.:i._. '•'; .. _<·; - .,.·; .. ·. 

ingresa al interior de la célula (aunq~c ~~ ~I C:~~~; d~!los rotavirus aún no es claro como se lleva 

a cabo) durante o int11ecÍiatamente dcspÜé{'de este evento el virus pierde la capa externa 

compuesta por las proteínas VP4 yVP7 (7, 2S), evento conocido como desencapsidación. Este 

paso activa la transcripción del genomaviral, sintetizándose así los RNAs mensajeros del virus 

los cuales tienen dos funciones: como templados para la síntesis de RNAs genómicos y como 

RNAs mensajeros que dirigen la síntesis de las proteínas del virus. La transcripción, selección, 

empaquetamiento y morfogénesis de las partículas subviralcs o pmtículas de doble capa o DLPs 

(del inglés "double-layered particlcs", c¡uc carecen de las proteínas de la capa externa) se lleva a 

c~1bo en estructuras clectrodensas llamadas viroplasmas, las cuales contienen grandes cantidades 

de RNA y proteínas virales .. Uria vez fonnadas, las DLPs geman desde el viroplasma hacia el 

lumén del 1·etícul{) endoplÓ.smico (RE), adquiriendo de esta manera una membrana lipídica 

transitoria que se pierde confonne las partículas migran hacia el interior del RE, la envoltura 

lipídica es reemplazada por las proteínas de superficie del virus, VP4 y VP7. Los virioncs 

maduros son liberados de la célula por lisis celular. 
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Fig. 5. Ciclo rcplicalivo de rotavirus. 

Receptores para rotavir11s. 

Las primeras intcmccioncs de un virus con su célula huésped involucmn el 

reconocimiento y la unión específica del virus a el o los receptores locali:1.ados en la superficie 

celular. En el caso de los rotavirus. la evidencia disponible sugiere que dur .. mtc el proceso de 

infección, es necesario que las partículas vimlcs intcmccioncn con más de una molécula en la 

superficie celular, utilizando dur.mte dicho proceso diferentes dominios de las proteínas de la 

capa externa. Son varios los receptores que se han propuesto y camctcri:1.ado pam los mtavirus, 

dentro de los cuales destacan algunas intcgrinas y la proteína de choque térmico hsc70. 

Las intcgrinas son una familia de proteínas hctcrodiméricas intcgmlcs de la membrana 

plasmática que están compuestas por una subunidad alfa (a) y una subunidad beta (j3). Estas 
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proteínas participan en .las interacciones de la célula con la matriz extracelular y en las 

interacciones célufa~célula. Las integrinas funcionan como señaladoras de una gran variedad de 

procesos celulares enfre los que se encuentran la proliferación, migración y diferenciación 

celular, entre otros.~. 

Las integrinas son moléculas frecuentemente utilizadas como receptores por diferentes 

virus, por ejemplo, la integrina cx.vJ33 es utilizada como receptor celular por el virus coxsackie 

A9 (32), por el virus de la fiebre aftosa ( 18) y por los adenovirus (36). Las integrinas a6J3 l y 

a6(34 son reconocidas como posibles receptores del papilomavirus (8). La integrina (33 media 

la entrada de hantavirus a la célula ( 1 O), en tanto que echovirus 1 utiliza a la integrina a2J3 I (3 1) 

y echovirus 22 reconoce preforencialmente a la integrina cx.vJ31 como receptor celular (4). 

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

une a las integrinas a2J3 I y a4J3 I a través dé. las secuencias peptídicas DG E (aminoúcidos 307 a 
' ·: .·. , :·· 

309) e lDA (lsoleucina-Aspártico-Alani~a) (aminoácidos 541 a 543) respectivamente, las cuales 

están contenidas en .el polipéptido VP5 •... · ( 14; 4.1 ). Zárate y col. rcpc.wtaron que la cepa de 
- . - . 

rota virus nrir3, ~e tií1C .a la célula a través de la proteína VP5, mediante la intcgrina a2J3 I, 
- ' . ' ., ',. ' ' _, 

adc111{1s, se ha reportado' que las integrinas a2J3.I y cx.4¡31, están involucradas en la unión y 

entrada del rota~Írus SA Lle;1 célulasK562, una linea celular de origen humano derivada de 

una leucemia mielocitica: ( 1, 14). Por otra parte, recientemente se ha demostrado que la 

integrina avf33 funciona como un receptor celular común para nar3 y RRV ya que cuando se 
:-- ' :· ,·' 

transfcctan células de ovario de hámster chino (CHO), que nonnalmente son poco pcnnisivas 

para la infección por rofavirus, con el gene de In integrina avf33, éstas células se hacen hasta 

cuatro veces mús suceptib!Cs alaiíúc.cción .viral ( 12) . 
. '~- ,. ' 

Por otro lado, se.luÚeportadci'quc la protcinadelacU'ph'extema VP7 contiene el sitio de 
. . . . ·' - .,· ' ... ,_-:>:¡>;-:, - . 

unión a la integrina axJ32: GP~ (Glicina~Prolinri'..Áfgi~ina). y el motivo LDV ( Leucina­

Aspúrtico-Valina) que ün~ integrin~s de tipo. a4J31(5). Péptidos que incluyen las secuencias 
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~' .. ' . : .. - _._, 

.·._.-, 

DGE, GPR Y, ~J:)"\:':"r,~~t~cuerpos monoclonales dirigidos contra las integrinas cx.2J3 I, cx.4J3 I y 
• - "'-".':.~,'"":.··:'.?.-:c_:~·;~~·'_.-.~· ":·.: 

cx.xJ32 bloquea,~ l~)n[ec,S,~ó~ por rota virus en células de riñón de mono MA 104 (5, 1 1 ) . 

. Recieiléfug:c:tfe~~h ifuestro laboratorio se han obtenido, evidencias indirectas de que la 

::::at~f ~~~lli1/~e!'::: :~~:~.~;:::,:,~ :::";~.~:: p::,~:7::,::":;::" ::: 
c~Úii péptiaÓ'siritetiCc>~J~'~~í{tÍéhi:;~l 'tripéptido CNP (Cisteína-Asparagina-Prolina) es capaz de 

·. . : - -- ... -, ;· < -: ,.-. - -:-:r""';:c.._-;~:·~; .,,. : .: .-. ,.. . -

·bloquear Ja infectivid~d d6 lo~ ~ot~1virus RRV y nar3 ( 40). Este péptido, presenta un 66. 7% de 
'.- ... -'-·.:·-'. 

identidad (6 dé 9 aminoácido~)c~n una región de Ja proteína G 1 G2 de hantavirus, Ja cual se ha 

reportado que interacciona con Ja integrina J33 de manera independiente al motivo canónico 

RGD (10). 

Otra de las moléculas celulares implicadas en el reconocimiento y unión del rotavirus a 

su célula huésped es Ja proteína de choque térmico hsc70. Esta proteína es un miembro 

constitutivo dé la familia hsp70 de proteínas inducibles por calor; es una familia de proteínas 

altmnente conservadas asociadas a un gran número de funciones que incluyen el plegamiento 

correcto de proteínas, translocación a través de membranas biológicas, ensamblaje y 

descnsamblaje de complejos oligoméricos, entre otras. A pesar de que la localización típica de 

la proteína hsc70 se ha descrito como citoplasmática y nuclear, y de que no contiene ninguna 

secuencia que actúe como señal de exportación. se ha observado su presencia en Ja superficie de 

varios tipos celulares ( 1 1 ). 

El papel de la prcít~ína hsc70 en la entrada de rotavirus a las células MA 104 se ha 

evaluado analizando· clefcctO de·rinticuerpos contra la proteína, y la proteína misma. sobre la 

infcctividad viral. Anticuerpos m.onoclonales contra hsc70 bloquean la infcctividad del virus 

RRV y nar3 cuando estos anticuerpos se preincuban con las células antes de la infección. Es 

impo1·tantc hacer .notar que a pesar de su efecto sobre la infectividad de Jos rotavirus. ni Jos 

anticucq1os monoclonales, ni la proteína hsc70 son capaces de bloquear la unión del virus a la 
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célula, por lo que se ha propuesto que hsc70 interacciona con los rotavirus en un paso posterior 

a la unión del virus a la célula ( 12). 

Resultados obtenidos recientemente por S. Zárate en nuestro laboratorio, sugieren que la 

proteína de rotavirus VP4 se une a la proteína de choque térmico hsc70 a través de una región 

comprendida entre los aminoácidos 642 a 659. La mitad carboxilo terminal de la proteína VPS 

expresada en E. coli; así como un péptido sintético que comprende los aminoácidos 642 a 659 

denominado péptido Jqf>, .. son capaces de bloquear la infectividad de los rotavirus RRV y nar3; 

ambos reactivos blo~~~~~Ja unión de los virus a la proteína hsc70 en inmunoensayos en fase 
: . ~-· _; --. 

sólida (ELISA) (41)./· 

Recientemente J~Hy y coL, reportaron varias regiones de VP4 capaces de unirse a la 

superficie de las cé1u1a~-MA104, estas regiones fueron identificadas utilizando 1a técnica de 

despliegue en fagos; dc~tródc .los fagos seleccionados, se encontraron tres quc contienen una 

región entre los aminoácidos650-657 la cual cae dentro de la secuencia del péptido KID (aa 

642-659) ( 1 9). 

1l1odelo de !lis primerlls il!teraccio11es tle rotllvirus co11 s11 célula hlll11co. 

El modelo ele trabajo que se ha propuesto eó el laboratorio a partir de los hallazgos 
. - ., ... _ 

mencionados se muestran en la figura 6. EnesteÚ116delo el rotavirus RRV se une inicialmente, 
.. '· ,. .,_ 

a un receptor que contiene úcido siálico a·través dC la proteína VPS. Proponemos que esta 

primera unión provoca en la proteína vr4• u1~;ca.1116.io confonnacional que le permite al virus 
- . - --> : ,···: _-__ , ._ ._·· ' 

interaccionar subsecuentemcnte a la.i_ntcgrin~ a2(31 a través del motivo DGE, pn:scntc en los . - . . . . . 

aminoúcidos 308 a 310 de.VP5, Est~'.iAteraceión podría facilitar las interacciones posteriores 

del virus con la integrina avf3j y,la~rot~ína de choque ténnico hsc70. La primera interacción 
; - . : :-·. --~· - - . - ., 

estaría mediada por la prot~í;ia VP7, ¡.,través de la región CNP, en tanto que la región del 
~:-
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péptido KID de VP5 está involucrada en la unión con hsc70. Estas interacciones probablemente 

sean importantes para inducir la penetración del virus al citoplasma celular. 

R~ceptor t:on tít:ido siálit:o 

rr 
49 llst:70 rr Illtqrilln avbJ 

Fig. 6 Modelo de las primeras interacciones del rotavirus con su cé/11/a huésped. 

Descripción del sistema de despliegue e11fagos. 

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

(33), se basa en fusionar cualquier DNA extraño al gen de alguna de las proteínas de la cápside 
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del bacteriófago Ml3, con la finalidad de que se exprese en la superficie del mismo (15, 27, 34, 

42). 

El bacteriófago M 13 es un virus que infecta cepas de E. coli que contengan el plásrnido 

F~. Es un virus cilíndrico de 7 nm de díametro por 2000 nm de largo que contiene un DNA de 

.cadena sencilla covalcntemente cerrado que codifica para 11 genes, cada uno de los cuales da 

ºh.igai aun producto peptídico. Las proteínas 1, IV y XI del fago están involucradas en el 

ensamblaje de la partícula, las proteínas 11 y X en la replicación del DNA, la proteína V une 

DNA de cadena sencilla, en tanto que las proteínas III, VI, VII, VIII y IX forman parte de la 

cápside de la partícula viral (3, 22). 

Existen alrededor de 2700 copias de la proteína VIII en la cápside del fago. En la parte 

apical del mismo se localizan 5 moléculas tanto de la proteína VII como de la IX, por el 

contrario, en la parte basal existen 5 moléculas de la proteína Ill y VI (Fig. 7). 

~:"' ................... :-.............. : ........ ";":~~~~:'~ ....... ;"" ............. ...+"' ....... ~ ............. AS' ....... ~~ ...... --:--............. --;"' ..... ~:-'" ..... )]-

..... Á""~~ .................. ~ ............ ~~....-. .......................... ....___._~ .. 'lll-'111 .. 1::...,_.. ...... ~ ...... , ................... ~ 
..-plll 
-pVlll 

;:;! pVI 1 - pi X 
-=- pVI 

Fig. 7 J\/icroscopía electráuica y represe11tac1011 esq11e11uítica del hactcri<~(ago Af 13. en clone/e se n111cstrtl11 lll 

locali=ació11 de las proteínas de la ccípsit/c y la oricntació11 del DNA (Tommla tft• K11y et a/, 1996. (22)) 
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Elproceso de infección de Ml3 (Fig. 8) inicia con una interacción específica del fago a 

través de la prot~ín~HI ~III) 
con el pili. de la bacteria. La 

retracción' ~~del pi! i, 
··' 

(probable~erifo '.por la 

'despblimeri~a~ÍÓn de las 

subunidadet d~ . pilina al 

interior de l~~ membrana 

interna) llevá ~I fago· I1luy 
":_ ·'J~,-- .;:;-.:~< . :1 ·:; ~ -

cerca de la sÜperfl~i~: de 1.a 
' , '.• •'° •''"• · •• V>.,•'.y•,•, 

membrana: ··.'.Priste~iormeÍtte, 
> ' ' ·._,~' ' :·.:~.;-: :, • • 

la proteína pVIIL~·e·iiitegra··a 
' . . . ' - ~· >,; ,. ' ,.- .. -···- -,.·-~ -

f-'.;: 

pro ceso dell'oni i nado 

"i11tegraciÓn",loqJ~ ocasiona 

la transloca~ión del DNA 

viral al citoplasma celular. 

En el citoplasma, las enzimas 

Fig. 8 Reprc~~enwción esquemática ele/ ciclo replicatfro del bacteriófago 
lv/13. Oftf: Afembrana externa, FftfJ:fago. /ftf: membrana interna, (+): 

DNA ele cadena sencilla, (-) DNA complem<•ntario, RF: forma replicatiw1 
ele doble cadena. l'S: se1ial ele empaquetamiento ele/ hactriófago, p V: 
proteína V. 7'omaclo de! Kay y col. 1996 {Kay. 1996 11918}. 

bacterianas sintetizan la hebra complementaria del DNA, convirtiéndola en un DNA de doble 

cadena superenrrollado, que representa la fonna replicativa del genoma viral (RF), h1 cual sirve 

como templado para la t~anscripción. La produeCión de proteínas del fago incrementa con la 

acumulación de.las moléculas RF. Las proteínas involucradas en la replicación del DNA 
- -· -

pennanenceii en: el citoplasma. - _La proteína· pV tiene la capacidad de unir DNA de cadena 

sencilla~ de ta:l;11anera que cuando alca11za concentraciones críticas. secuestra el genoma viral 

de cadena sencilla~ Elco111{>1ejb 1jY-::DNA no puede ser convertido en moléculas RF, pero si 

puede ser enshmbla,cio en ri'u?Y~8: pártículas de fago. El ensamblaje ocurre en la envolturn de la 
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bacteria, en donde la membrana interna y externa están en contacto muy cercano. Durante este 

proceso, el complejo pV-DNA se separa y el DNA es desplazado, permitiendo con ello que las 

proteínas de la cápside, las cuales están presentes en la membrana interna de la bacteria, se 

ensamblen alrededor del mismo. El ensamblaje continúa hasta que todo el DNA se encuentra 

empaquetado y el fago se libera al medio (3, 22) (Ver figura 8). 

Actúalmente se ha desarrollado una 

cantidad muy amplia de vectores 

para despliegue en fagos 

(fagél11idos). Los fagémidos son 

plásmidos que contienen un origen 

de replicación en E. _co/i , un sitio de 

inicio para la replicación y una señal 

de empaquetamiento ·del fago M 13; 

por lo general los. fagémidos 

contienen marcadores de resistencia 

a antibióticos, lo que permite 

seleccionarlos a través de los medios 

de cultivo apropiados. Con el 

propósito de desplegar' ~éptidbs o 

proteínas en la cápsid~'de'l fa~(). los 

·-' .. -... __ .i ...... 

HEN1 
p 4>Ubp 

Fig. 9 l?c¡n·esc11taciá11 esquemática el fagémiclo pHENJ 
Tomado ele lloogenboom. 1991. 

insertos clonados .en el ;·~iÜo múJÚplc de clonación del fogémido, se expresan como proteínas 
.... ,,. . 

rccombinuntcs fusionadÜs a.la proteína plll ó pVIll (según sea el caso) del bacteriófago M 13 y 

a una etiqueta o "tag''~la'<:tal es reconocida por anticuerpos monoclonales, pem1itiendo de esta 

manera la inmunodC:tcbii~n de las proteínas rccombinantcs. Las proteínas rceombinantcs 

también están iusiÓ~;:}adas~a un péptido líder (Pe!B), encargado de la exportación de estas 
-- ';:,:::~ '-~:-, >. i -

proteínas al · pcrÍplil:c;n1a, Jo que pcnnitc su purificación a partir de este compartimento 
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mediante un choque osmótico. En algunos casos, los fagémidos contienen un codón de 

terminación de la traducción (ambar) localizado entre la proteína de interés y la proteína plll, 

con lo cual si estos fagémidos son transfectados en células supresoras del codón ambar, las 

proteínas recombinantes secretadas al pcriplasma estarán fusionadas a plll, por el contrario si la 

cepa utilizada no es supresora del codón de terminación, únicamente se expresará la proteína de 

interés (ver figura 9) ( 15, 39). 

Una vez clonado el fragmento deseado en el gen de la proteína pi 11 (Fig. 1 O). el 

fagémido se transforma en células de E. coli. Las células trasformantcs son infectadas con un 

fago "helper" o ayudador, el cual aporta todas las proteínas del bacteriófago, lo que pcnnite que 

el fagémido se ensamble en partículas infecciosas, las cuales salen de la célula. Los fagos 

ayudadores por lo general tienen un origen de replicación o una señal de empaquetamiento 

defectuosas, lo que pcnnite el empaquetamiento preferencial del genoma del fago, asegurando 

con ello que los fagos que son secretados al medio. en su mayoría contengan el péptido 

fusionado a)a proteína plll. La fonna de selección de aquellas transformantcs que han sido 

infectadas coi1 el .fago hclper es a través de medios selectivos. ya que tanto el fogémiclo como el 

hclpcr contienen genes de resistencia a antibióticos. Una vez que las transformantcs han sido 
. ' . 

infectadas con el fago hclpcr, se pu~dcn,purificar los fagos recombinantcs y pueden ser titulados 
- . ·~c.·. : 

en ensayos en placa para cn~ple~rsc. p~sterionnente en los experimentos de interés ( 17). 
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5' -------3' 
Clonación romo 

fúsión a plll 

~ ... 

n-an.sfonnación a «bi.laz 
t:lecTrocomp!tt!n1e.r. 

ln[ecctón con fago lielper 

E.J·:s!JJn!...AJC v sccrCC1611 de 
pa1nhtlas ·,,;-al<.·;. 

Fig. JO Represe11tació11 esquemática de la técn;ca de despliegue en fagos. 
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OBJETIVOS. 

General 

Determinar mediante la técnica de despliegue en fagos si las proteínas de superficie VP4 

y VP7 de. rc;tavfrus se unen a la proteína de choque ténnico hsc70 y a la integrina cx.vJ33 

respectivamente a través de los dominios KID y CNP. 

Específicos. 

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

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

2. Expresar las proteínas recombinantcs a partir de las construcciones obtenidas en el 

objetivo 1. 

3. Obtener: fagos recombinantcs que expresen como fusión a In proteína plll las 

constrncCionc~0d6ro6jcfi~o 1. 
- -:::.,,,;;· ~~· .. ~:.·'·'o<-,·· 

''·:'.:·,__;~~'/:~~; -·i~::~'. . -.·. ' 

4. Evalu-~ry cldt~~~~~&¿-:sJcCificidad de launión de los fagos rccombinantes con sus 

rcspccti~~~]\~~~él·b~ c11JÚri.óH.vJ3:3),~n.i~1riuri·~e11:sayos_.en fase sólida (ELISA). 
<<~ ··,":.: -;,- <.-·· ... ·: _\: :. :· -

-.; ".~. :2._ ', . 
·,_o T .... ~~,~·:>··" }~.:-· ~ 

Dctcnninar si los fagos ~cco111~ih~~i~sbhi~~idos bloquean la infección de rotavfrus 5. 

en células MAI04. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL. 

Para cumplir con los objetivos de este trabajo, tomando en cuenta las evidencias 

preliminares'que se habían gencrndo en el laboratorio, se decidió clonar en el fagémido pHEN 1 

la secue~cifcorrespondiente a la región de los péptidos KID (aa 642 a 658 de la proteína VP4) 

:>) CNP(aá 161 a 169 de la proteína VP7). Estas construcciones fueron denominadas péptido 

KID (pKID) y CNP {pCNP). Para disminuir la posibilidad de que la conformación de estos 

péptidos en la proteína de fusión no fuera la correcta al ser desplegados en la superficie de los 

fagos, se de~idió generar construcciones adicionales que contuvieran regiones de 30 y 50 
. ·-,·:;.· .. , .¡. ,';·· , .. -

aminoácidos de las proteínas VP4 6VP7'. p6ro que conservaran la secuencia de los péptidos 

KID ó CNP (segúri fii~ra eI{~s~);·:~¡ifa¡:~~~s~deVP7, la región de 30 aminoácidos comprende 
.. ' ·. .. '~· ·, ';,: ,-. • . ' ·'.' .. .- " ! • . -· ' - . 

los aa 151 a 180 (VP7-30aa),.y1ri'd~5Ó<ari1inoácidos va de los aa 141 a 190 (VP7-50aa). Para 

VP4, se incluyen las regiones de los .aminoácidos 636 a 665 ( VP4-30aa) y de los aminoácidos 

625 a 674 ( VP4-50aa). 
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MATERIAL Y MÉTODOS. 

J.- Ohte11ció11 de fagémidos que co11tie11e11 la .\·ec11e11cia de lo.'> péptidos K/D, CNP y las 
regio11e.\· de 30 y 50 ami11oúcidos. 

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

obtuvieron clonando fragmentos de PCR amplificados de plásmidos que contenían los genes de 

las proteínas VP4 y VP7 del rotavirus RRV. A continuación se muestran en las tablas cada uno 

de los oligonucléotidos utilizados para dichas amplificaciones. 

Para VP4: 

Nomhredel Tammio del Oligonucleótidos Nombl"<'det 

ampl[ficado. amplificado oligonuc/eo1/do. 
(#de 

ami11oúcidos) 

Péptido 17 AAA CTG CAG AAG ACT AAA A n· GAT CG Pq>5Pst1A 

KID 

AAA CTG CAG ATC TGG TAA TGT GTr TGG 
Pep5P.<tl8 

VP./-30 "" 30 GCC CCG ere GAG ATA TCT GCT GCA GTA rrG Pep5Xlw13 

GCC CCG CTC GAG ere TGA AGC Trc AGT GAC 
!'cp5Xlw './ 

VP./-50 "" 50 GCC CCG ere GAG GCT ACG CAA ACA GAA GG Pep5Xlw/5 

GCC CCG ere GAG TCT GTA CGC TCT ATr AGG 
Pq>5Xlwl6 

Tabltt l. O/igo1111c/éotidos utilizados para la a111pl(ficació11 de las di(ere/lfes com·tr11ccio11es para VP4. 
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Para VP7: 

Nombre del Tama1iode/ O/igonuc/eótidos Nombrt!del 

amplificado. amplificado ollgonuc/éo1/do. 

(#de 
ami11oácidos) 

CNP 9 AAA CTG CAG AAT GAA TGG CTG TGC CNPPst/A 

AAA CTG CAG ATC CAT TGG A TT GCA C CNPPst/B 

VP7-,30 aa 30 AAA CTG CAG GAC ATG TCT GAA CT A GC VP7CNPl3 
, __ ,_ 

::.-_ ,-: ' A.AA CTG CAG Trc GTC TGT TTG TrG ATA ATA 
VP7CNP14 

VP7-50aa_ 50 AAA CTG CAG GGA AGA TCC CAT AGA AAT C VP7CNP/5 
.. .; 

•, '.(~ A_AACTGCAGCTAATGAAATATGATGC 
VP7CNP/6 

.,t .. :_: 

. Tltbla 2. q1ig<¡m1fclé_otidos llfilizados para la amplificación de las difere11te.s co11stn1ccio11es para VP7. 

·.- :>:F···';,~:-­
'\Y 

· Todos ;il:is;:olÍgonucléotidos contienen en el extremo 5' el sitio de corte para Pst l 

(excepto lo~'blÍg~~ 'prira amplificar V P4 de 30 y 50 m11inoácidos, que contienen la secuencia de 
• -~ \ • ' ~ ' • • '. ' - > • • • • • ' 

corte.para X'1ó1): (negritas), ademús de algunos nuelcótidos adicionales que son irrelevantes, 

_pero 'que mejoran la eficiencia de corte de la enzima (subral'ados). 

La reacción de PCR para cada construcci6n füe la siguiente: 

Temperatura (ºC) Tiempo # ele Ciclos 

94 5 min. 1 

94 ? . _mm. 25 

42 1 min. 25 

72 2min 25 

72 2min. 1 

Tabla 3. Co11dicio11es para las reacciones de PCR para <1111p/(ficar las fi·t1g111e11tos de las d(/erentes 
co11stn1ccio11es. 
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Una vez obtenido el producto de PCR, se digirió con su respectiva enzima Psi/ ó Xhol, 

se extraj()'con fcnol - cloroformo y se ligó al vector pHEN 1, el cual fue previamente digerido 

con la enzima correspondiente y desfosforilado con fosfatasa alcalina (Boehri11ger). El 
. . 

·producto ele la ligación se transformó por eleetroporación en células TG 1 clectrocompetentes 

(con una eficiencia de transformación mayor o igual a 1 x 10 10 colonias/µg DNA), las células se 

,)laquearon en cajas Petri con medio LB /ampieilina ( 100 µg/ml), se incubaron a 37º C toda la 

noche. 

2.- Caracterizació11 de la.v células tra11.efor111a11tes. 

Los fagémidos recombinantes se analizaron por PCR y por seeuenciación, para seleccionar 

aquellas transformantes que tuviesen los insertos correctos, tanto en tamaño como en 

orientación. La presencia y orientación correcta del:inserto se caracterizó por PCR (Fig. 11). 
' . ·~ ' . : . . . . . -

La amplificación se realizó utilizando,un oli~onudcótido que hibrida con el vector pHEN 1 (en 

dirección 5'~3' en relación aLtnRNA cÍc iii protéinapIII, y un segundo que híbrida con el .· ' - _.. -_.' . :;', ,· . : : - . 

inserto en la dirección 3'~5'. Si el fr~gmcnto estaba clonado.en la dirección correcta (5'~3'), 

•al utilizar este par de oligos entonccssc obtendría un producto de tamaño conocido (A) , por el 

contrario, si el fragníento estaba clonado en la dirección incorrecta (3'~5'), no se obtendría 

ningún producto (B) pues ambos oligonucléotidos hibridaríanen el mismo sentido 5'~3'. 
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3' 

VECTORpHENL 

A 

Fig.11. Represemación esquemática de la caracterización por PCR de las clonas 1ra1L,forma111es. 

Pani corroborar la identidad de los productos amplificados por PCR, éstos se digirieron 
- < 

conla misma enzima con que fue clonado (Psi/ ó Xlwl) y se analizó el patrón de digestión en un 

geL de aerilamida al 15%. Aquellos fagémidos cuyo inserto clonado tenía la orientación 

correcta, y el tamaño espcmdo, fueron secuenciados en la Unidad de Secuenciación del Instituto 

de Biotecnología, utilizando un oligonucléotido del vector llamado LMB3 ( 5'CAG GAA ACA 

GCT ATO AC 3'). El oligonucleótido LMB3 hibrida en el extremo 5' de una región cercana al 

péptido Pe/B del vector pHENl, amplificando este péptido, el sitio múltiple de clonación y la 

región correspondiente a la proteína III del fago (pam mayor referencia ver figum 9). 
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3.- I11d11cció11 co11 IPTG de la expresió11 de las bacterias tra11sfor111a11te .... 

Las bacterias que contienen los fagémidos recombinantes, se crecieron en medio 2x YT 

glucosa 2%/ ampicilina ( l 00 µg/ml), hasta una OD,,011 = O. 7 y se indujeron con l mM de 

lsopropil-tio-/3-D-galactósido (IPTG) en presencia de 1 mM de PMSF; el control de no 

inducción se.trató S()lamente con lmM PMSF. Después de una incubación a 37 ºCa 300 rpm 

por 6 horas (post.::inducción) se tomó una muestra de las muestras inducidas y del control. Se 
' ·;·.· ·~ . .. ~:: ;!'~'·\ . , . - . -' 

lllidiÓ la ddrt'.sid~cÜ;ÓpÜcri de cada muestra, ajustando los volúmenes para tener una misma 

ci6;;sidaé(~~ i~ci6~ los cultivos. Las muestras se centrifugaron a 13.000 rpm por 5 minutos en 

una centrífuga Ependorf y se resuspendieron en 500 µI de PBS (Buffer de fosfatos: solución 

salina 0.8%, NaCI 0.02%, KCI 0.115%, Na2 HP04 0.024%. KH 2P04 a pH 7.4)/PMSF lmM. La 

mitad de este volumen fue lisado por sonicación, el resto se empleó para extraer las proteínas 

del periplasma. 

4.- Extracciá11 tle proteínas tle periplasma por e/roque mmuítlco. 

Las bacterias inducidas (250 ~ti) se ccntri fugaron a 5000 rpm por 15 minutos, el 

sedimento se re~uspendió en 1/10 del volumen inicial, en buffer PPB (200 mg/ml sacarosa, 

lmM EDTA, 30 mMTris-HCI pl-1 8) y se incubó en hielo por 20 minutos. Posteriormente, las 

muestras se centrifugaron nuevamente a 5000 rpm por 15 minutos para recuperar el 

sobrcnadante, elctml ~-~11ti~ryel~s proteínas extraídas de peri plasma . 
. ,- .... <::.~~:; :~~;.' -· -·:~}>,-· -:·>: 

-. ·:::;.>L':-;~;t \:3.~i~· ·,: 
-~ ~: :. -,:;~-.:~;~:-}:;t~<::,:~~(·{lf.-~;;L::.~:_;;hY: ~·\_:;: .' -. 

5.- I111111111oblát <le:f~ú/ii/Otei11(1s reéombimmte.,~ 

Las '~f {~¡~~f i~l~j~p:dplúsmícas de las bacterias que contenían los fagémídos 

rccombinantes 'después: de haberse inducido con IPTG, se separaron por electroforesis en geles .... ,_,, •'- ... ·.'.":····. ... · .. 

de poliacrilamicl~~ll 'l1%:' Elg~l se transfirió a una membrana de nitrocelulosa (JHillipore) para 
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- - _<· .-..:.:< :·.~ ' 
realizar el inm~n~bldt. ').:>ara esto, la membrana se bloqueó l h a temperatura ambiente con <'···; , __ _ 

solución de b]oq~:~(;'f(pBS l x, Tween 0.2%, leche 5%). La expresión de las proteínas 
-_ __--,- ;.· .. - - ~-..,-,,,: ... =::-- '';:,~-;:'~~:"'-'.:'-' ::-"=---:~--_: ·-

recombinante~:;c1()J1a'.dá;·como fusión a plll se detectó mediante un tag de c-myc que se 

encüeritrá~~'el':bxi~~~~,'~ino de la proteína plII, utilizando un anticuerpo primario anti c-myc 

· de ratón (CÚJ/1~{i»j_Jff;j~;,ed) a una dilución de l :500; el anticuerpo secundario fue un anti lgG 

;;e:/:nE:::~t~~lfi;~asO, dHuldo 1;2,500 (KPL); In membmnn .e 'eveló con luminol 
En el C:a~o';;~~·~;Ill~"-construcciones que contenían los péptidos derivados de VP4, las 

proteínas recol11biri~~t~s ~~presadas como fusión a pIII, se detectaron también mediante un 
·, - - - ' '•"'~, . ' 

anticuerpo ·policJOÜ~l'dirigido contra los aminoácidos 474 a 776 de Ja proteína VPS (aVP5 m. 

7715)(preparad() por·l~ Dra. Minerva Camaeho Nuez en el laboratorio), el cual se utilizó a una 

dilucióÍ1 1:3)>00; ~l anticuerpo secundario fue un anticoncjo acopludo a pcroxidasa (KPL) 

diluido 1 :5,000;: da membrana se reveló con luminol (Perkin Elmer). 

-,-· .. · 

6.- Obte11ci;í11 y •p11riftc~~;6;,,J'i!j~¡j'1s recombi11a11tes . 
. . · ·-: '·.. :-. ·>·· . .' -·'.··.'.~--·J:\·~;f-:' :<:.::-~ .. --.·~:-\'-' ·' :'-..' :: -. 

Para obtcncrl~~s ~g?~t¿~~;1~inántcs; 1 O mi de medio 2x YT amp ( 100 µg/ml), glucosa 

2%, se inoculáro1l'cÓri)$ w·.~6t~ultivo que contiene las transfonnantes con. los fogémidos 

recombinantes, se incGbó,t6cla~1ii noche a 37 ºC en agitación a 300 rpm. 5 mi de este cultivo 

crecido toda la noche se utilÍ~ó;paraincubar 50 mi de medio 2x YT/amp/glu el cual se incubó a 

37ºC con agitación a 300 rpm, hasta obtener uná ODNJO= 0.7. Posterionnente se agregaron 100 

pi de fago hclper M l 3K07 (NewE11g/a11d Biolabs) con un titulo de 1x1011 ufp/ml y el cultivo se 

incubó a 37°C por 30 minutos sin agitación, cambiándolo después a 37°C y 300 rpm por 30 

minutos. El cultivo .se centrifugó a 4000 xg por 1 O minutos, a 4ºC y el sedimento se 

resus¡Jcndió en 50 mi de n1~d!o *x Y"f ampicilina ( 100 µg/ml)/kanamicina (45 pg/ml) y se 

incubó por 30 111inutc>~a 37ºC con agitación para después cambiarlo a 30ºC con agitación toda 
_,. . ..; -·- , ... ' 
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. la noche. Finalmente el medio se centrifugó a 4000 xg a 4ºC por 20 minutos. Los fagos 

eresentes.en.el sobrenadante, se recuperaron precipitando con 1/10 del volumen con PEG 20% 

(PEG 20%(2.5 .. M NaCJ) en hielo por 15 minutos y colcctándolos a 4000 xg por 20 minutos a 

4°c'. El soblenand~mte de esta centrifugación se incubó nuevamente en hielo por 15 minutos y 

~e ~6ntrirti~J'U;~')~~ mismas condiciones descritas. Los fagos presentes en el sedimento se 
-. - . ,. .·.. ~. ·' ~··-~ .. ;(·"~ ·:· 

· resusperidÍerÓn fn. lml de PBS 1 x y se centrifugaron a 4000 xg por 1 O minutos, el sobrenadante 

se ~IfrÓ ·~·· ~r~vés de un filtro de 0.45 µm. Los fagos recuperados se titularon como a 

continuación se describe. 

7.- Tit11/aciá11 defagos. 

Células TGI se crecieron en medio 2x YT glu 2%, hasta una 00600= 0.7, posteriormente 
.· ' - . ' 

mi de éstas células TG 1 se infectaro!1 a ~7°~ por.30 minutos con diluciones conocidas de los 

fagos. Un décimo del volum~n deest~lnf~c~ión.se plaqucó en cajas Pctri con medio sólido 2x 
. . . . 

YT amp /kan y se incubó. foda Ja noche a 3 7ºC. Para conocer el título de los fagos, se contaron 
' . . . 

las colonias obtenidas y se multiplicó este número por el factor de dilución y por el volumen 

plaqucdo. El título se expresa en unidades fonnadoras de placa por mililitro {ufp/ml). 

8. Eva/11acirí11 de la 1111ió11 de los fagos recombi11ll11tes " sus respectiw1s li'gt111dos por 
i111111111oe11.w1yos en placa (ELISA). 

Para /osJágos de VP4. 

Placas de ELISA de 96 pozos con fondo en "U" (Costar) se scnsibilaron con 500 ng por 

pozo de la proteína purificada hsc70 durante 2 h a 37ºC. Posterionnentc la placa se bloqueó 

eón BSA 1 % a 37°C por 2 h .Y luego, .se agregaron .diluciones conocidas de los fagos por 

duplicado. Estos se incubaron a '.?7ºC por 2 h. Los fagos unidos a Ja placa se detectaron con un 
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anticuerpo anti.:.M,13 acoplado a peroxidasa a una dilución 1 :2,500 (Plzarmacia Biotech); 

. incubándos~.á37°C por 1.5 horas. Se reveló con buffer de citratos y orto-fcnil diamina (OPD} - - . ~ .. - - . -- -.. ---~-'-.; ---, ,, 

cÓmÓ sustratÓ y Ia,reaeción se paró con 1 N H 2S04 • La placa se leyó a una A.= 490 nm. 

Pla~as de ELISA de 96 pozos con fondo en "U" (Costar) fueron sensibilizadas con 100 

ng por pozo de la integrina a.vf33 (Chemico11) a 4ºC por toda la noche; la placa se bloqueó con 

Iec;he 1 %/PBS 1 x por 2 h a 37ºC; se agregaron por duplicado diluciones conocidas de fagos por 

2 h a37ºC. Los fagos de VP7 unidos a la placa de ELISA, se detectaron como se describe para 

los fagos de VP4. 

9.- Ensayos tle co111pete11cia tle los fagos de VP4 y VP7 co11tra los péptidos KID y CNP 
re~\jJectiva111e11te. 

Placas de 96 pozos (Costar) fueron sensibilizadas con 500 ng por pozo de la proteína 

hsc70, ó con 100 ng por pozo de la integrina a.v¡33, incubando toda la noche a 4ºC. Las placas 

se bloquearon con BSA 1%por2 ha 37ºC y postcrionnente se agregaron 50 µ1 del pépticlo K/f) 

(para los ensayos con los fagos de VP4) o del péptido CNP (para los ensayos con los fagos de 

VP7) en cantidades crecientes, desde. 12.5 hasta 200 µg por pozo y se incubaron a 3 7ºC por 2 h. 

Como control negativo se agregaron los péptidos scr-KID y scr-CNP que contienen los mismos 

aminoácidos que los péptidos K/Dy CNP respectivamente, pero su secuencia es distinta. 

Postcrionnentc, se agregaron cantidades constantes de los fagos en presencia de cantidades 

crecientes de los péptidos y se dej.aron incubar a 37ºC por 2 h. Los fagos que se unieron a la 

placa se detectaron como se desc1;be en la sección anterior. 
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JO.- E11sayo de bloqueo de la i1ifectividad de rotavirus e11 células MA/04. 

Células MA 104 (células epiteliales de riñón de mono) crecidas en placas de 96 pozos, 

con medio mínimo esencial de Eagle (MEM) (Gibco/BRL), suplementado con 10% de suero 

-fetal bovino, a 37ºC en una atmósfera húmeda con 5% de C02 , hasta obtener una monocapa 

confluente. Fueron incubadas con diluciones conocidas de los fagos recombinantes por 90 

'minutos a 37ºC, posterionnente se retiró el medio y se agregaron 200 unidades formadoras de 

focos del virus RRV por pozo, en medio MEM frío, las células se incubaron por 45 minutos a 

-:~~f }se lavaron con PBS. Posterionnentc se agregó medio MEM a los pozos y la placa se 

ir~d1l6~ a 37ºC por 14 horas. Para detectar las células infectadas, la monocapa se fijó agregando 

l 09 µl/pozo de acetona al 80% diluida en PBS, por 15 minutos a temperatura ambiente y se 

lavaron dos veces con PBS. Posteriormente se agregaron 50 µl/pozo de un suero policlonal 

ant.irotavirus hecho en conejo (a.YM, a una dilución l: 500) y se incubaron las células a 37ºC 

por l h. Las células se lavaron con PBS y se agregaron 50 µl/pozo de proteína A acoplada a 

peroxidasa, a una dilución 1: 2500. Después de inc_ubar por 1 ha 37ºC, las células se lavaron 

con PBS y finalmente se agregó eJ'.sustrato para peroxidasa (buffer de citratos lx, carbazolc y 

H 20 2), las células se dejaron ,te.ñir por 5 minutos y se enjuagaron con agua bidestilada. El 
- - -

número de células infectada~ se cua~tificaron -al microscopio empicando un sistema 
- - -

semiautomático Visolab- (12); La inhibición de la infectividad se expresa como el porcentaje 

de células infectadas obtenido en presencia del fago, en relución al número de células 

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

rccombinantes. 
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RESULTADOS. 

1. Obte11ció11 de fagémidos q11e expresa11 los péptido.'t de VP4 y VP7 f11si011ado.'t a la 

proteÍllap/II del fago M/3. 

Con la finalidad de obtener fagémidos rccombinantcs que expresen los péptidos KID (de la 

proteína VP4) y CNP (de la proteína VP7) de manera estable y en una conformación adecuada 

(similar o igual a la que tendrían en el contexto de la partícula de rotavirus). se clonaron en el 

fagémido pHEN 1, como fusión a la proteína III (pi II) del fago M 13 y al tag de c-myc, regiones 

de tamaño variable de VP4 y VP7 (9, 30 y 50 aa para VP7 y 17, 30 y 50 aa para VP4). Los 

fragmentos clonados se obtuvieron por PCR. Para determinar si los fragmentos clonados tenían 

la orientación y el tamaño correctos, fo~ construcciones obtenidas se analizaron por PCR (como 

se menciona en materiales y métodos); si el fragmento estaba clonado en la dirección correcta. 

se obtendría un producto de PCR de tamaño conocido; por el contrario. si el fragmento estaba 

clonado en la dirección incorrecta, entonces no se obtendría ningún producto, de tal manera que 

la presencia de un amplificado asegura la fidelidad ele la clonación. En la figura 12 se muestra 

como ejemplo, la caracterización y el análisis de restricción de los productos de PCR de las 

construcciones que contienen las secuencias de los péptidos KID y CNP. El producto de PCR 

esperado para el péptido KID tiene un tamaño de 168 pb (carril 8) y su digestión con la enzima 

Pst/ genera dos fragmentos, uno de 117 y otro de 51 pb (cmTilcs 5, 6 y 7). En el caso de la 

construcción con el péptido CNP, el tamaño del producto de PCR esperado es de 138 pb (carril 

4), mientras que su digestión con Pst/ genera un fragmento de 1 17 y otro de 21 pb (carriles 2 y 

3). Como control se amplificó una región de 266 pb del vector pHEN 1 (carril 1 O). cuya 

digestión con Pst/ genera un fragmento de 149 pb y otro de 117 pb (carril 9). 
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Fig. 12 Caracteri::ación por PCR y digestión en::imcítica de los productos de las c/omL~ 1ra11sforma11tes de pKID y 
pCNP. Carriles: /) Marcador de peso 1110/ec11/ar; 2 y 3) pCNP/Pst /; 4) pCNP; 5,6 y 7) pK/D/Pst /; 8) pKID; 
9)pHENl/Pst /; 10) pl-IENI. Gel de ac:ri/amitla a/ 15%. 

Para determinar que Jos insertos clonados estaban en el n.1arco de Jcctura correcto, las 

construcciones cuyos insertos clonados tenían el tamaño y: la orientación correcta, se 

sccuencim·on utilizando el oligonucleótido LMB3 del, vector pHEN 1. A partir de los fogémidos 

recombinantes obtenidos se obtuvo cuando menos una clona con la secuencia en el marco de 

lectura coITccto para cada ·una de las seis construcciones realizadas, estas clonas se utilizaron 

pura su posterior caracterización, así como para la obtención de los fagos rccomhinantcs, en Ja 

siguiente tabla se muestra la secuencia de aminoácidos de las regiones clonadas en el fagémido. 

Co11.wr11cciá11 A minocícidos Sec11e11cia 

(!) pK/D 64:!-658 KTK 11 JR.\"/Q/S/'.\'71./'l> 

(2) Vl'.J.-30aa 636-665 /.\:·IA J ·¡_¡.;¡-¡.;¡¡ JNSJQISl':\'71./'011 TEASE 

(3) J -'l'.J.-5 º"ª 151-/ 8() ... TQTEG,\JNFD/JISAA J ·u.:n-.:J/IRSJQIS/',\Tl.l'l>/I TEASEKFIPNRA »R 

(./) pCNP /6/-/6<) \°.' 1 ! .l l \.Ji\!! 1 

-
(5) J '1'7-30aa 615-674 1.J,\/SELADl.11. '.I lf / < .\ ! · 1 !.'•/TI. nTQQT/JE 

(6) J '1'7-50aa ¡ .¡ 1-1 C)() l.MKHJA TLQl./J.\ISEl..-1/Jl.IL \ 1 ll I' \./ '.:!•/TI. r>TQQTIJ/o"A1\'J..."ll'/SMGSS 

Tabla./. ,\·,.'-.U'-'ll<'ia el<.· a111i1u1ci,·iclos de las rcgionc.·s clonadas en c.·l/ág,c.:111ido pllf+..:1\1/. 

31 



2. Detección de la expresiá11 de las proteí11a.\· reco111bina11tes. 

Con la finalidad de comprobar la funcionalidad de las construcciones obtenidas, se indujo la 

expresión de las proteínas recombinantes fusionadas a plll y a c-myc. Como controles positivos 

se utilizaron el vector pHEN 1 sin inserto, el cual codifica por la proteína pill, y un fagémido 

que contiene la. región variable de un anticuerpo contra una toxina de alacrán (4EScFv). La 

detección de la expresión de las proteínas de fusión presentes tanto en el lisado total de las 

bacterias recombin:aÍltes, COJl10 en el perip)asma celular, se realizó por inmunob)ot, utilizando 

un anticuerpo contra· c-myc. La síntesis de las proteínas recombinantes a partir de los 

fagémidos se indujo añadiendo IPTq :a los cultivos bacterianos. En el caso de las 

construcciones vp4.:.soaa y ;P7-3~~a~nd~e ~Üdo observar ninguna proteína que se indujera con 

1 PTG (estos resultados no se n1uest~anj .. Por. el contrario, la inducción de las proteínas 

correspondientes a las constru~ci~~~:s pK/D, VP4-30aa, pCNP y VP7-50aa se observaron 

claramente (ver adelante). 

En la figura 13 se pres~ntael inmunobl.ot.de lasprotcínas recombinantcs pKID. VP4-. . . . ' . 
JOaa. pCNP. VP7-50aa Y: el vectoí· pHEN 1 presentes en un lisado total, detectadas con el 

. . . 

anticuerpo anti c-myc. E_11to,daslas muestras se reconoce una proteína de aproximadamente 50 

kDa, que es la banda más enriquecida; enlus muestras. de las proteínas recombinantes VP4-30aa 

y VP7-50aa (carriles 3 y 5, respectivamente) se reconcen además, dos bandas con pesos 

moleculares aproximados de 55 y 60 kDa. Existe otra banda de aproximadamente 40 kDa que 

está presente en todas las muestras incluyendo en el control negativo (carril 1 ), por lo cual se 

considera ruido de fondo del propio anticuerpo. 
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Flg 13. Análisis por inmunoblot de las 
protelnas totales bacterianas obtenidas 
por lisis celular, utilizando el anticuerpo 
anti c-myc. Gel de poliacrilamida al 11%. 
Carriles: 1)pHEN1 SIN inducir; 
2)pHEN 1/IPTG; 3) VP4-30aal/PTG; 
4)pK/D/IPTG; 5) VP7-50aal/PTG; 
6)pCNP/IPTG. 
Los pesos moleculares se indican con las 
flechas adyacentes a Ja figura expresados 
en kDa. 

La figura 14 representa el inmunoblot de las proteínas recombinantcs VP4-30aa. pKID. 

VP7-50aa ypCNP obtenidas por extracción~d.el periplasma de un cultivo bacteriano inducido 

con IPTG. En todas las muest.ras, se:.r_cconocieron tres bandas con pesos moleculares 

aproximados de 50, 55 y 60 kDa; de~t~Ó <lciJ~s cuales Ja banda de 60 kDa es Ja más abundante. 
' " ... ~ ~ . ' 

No se detectó ninguna señal en las muesfr~s del vector pHEN 1 sin inducir e inducido, por lo 

cual esos carriles no se presentánen el inm~noblot. 

c.:> c.:> 
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Fig 14. Anahsis por inmunoblot de las 
proteínas recombinantes obtenidas de 
periplasma. utilizando el anticuerpo 
anti c-myc Gel de poliacrilamida al 
11%. 
Carrlfes.· 1) pHEN111PTG. 2)VP4-
30aal/PTG. 2)pKIDllPTG. 3)VP7-
50aa//PTG. 4)pCNPllPTG 
Los pesos rnoleculares se indican con 
las flecllas adyacentes a la figura 
expresados en kOa. 
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A- ~onti~uación se presenta una tabla que contiene los pesos moleculares observados en 

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

según la composición de aminoácidos de cada proteína recombinante: 

·Proteí11a reco111bi11a11te Peso 1110/ec11/ar kDa Peso nwlec11"'r kD11 Peso molec11/ar kDa 

esperado observado <'11 lisis obserl'ado 1•11 periplasma 

Fig.13 Fig.J.I 

VP4-30aa 49 50,55,60 50,55,60 

pKID 48 50 50,55. 60 

VP7-50aa 52 50,55,60. 50,55,60 

pCNP 47 50 50,55, 60 

pill (control) 42 50 No se detectó. 

Tabla 5. Pesos moleculares esperados y observados ele las proteínas recombi11cuues. 

La migración de lás bandas reconocidas en las muestras de las proteínas recombinantes 

del lisado total y del periplasma fue muy similar. Por lo tanto, para corroborar que las bandas 

detectadas correspondieran.a la expresión de las proteínas recombinantcs, y no solamente a la 

expresión de la proteína plll y al tag ele c-myc, se analizaron las proteínas por inmunoblot con 

un anticuerpo policlonal dirigido contra los aminoácidos 474 u 776 de la protdna VP5 (aVP5 

474• 776 ), para evaluar- la expresión de las proteínas recombinantes VP4-30aa y pKID. La figura 15 

representa el resultado de este ensayo empicando proteínas totales. En las bacterias que portan 

el vector pHEN l no se detectó ninguna señal en las muestras inducidas y sin inducir (can·ilcs 1 

y 2). Por el contario, en las proteínas derivada's de las bacterias que contienen los fogémidos 

VP4-30aa y pKID se detectó una banda ·de 50 kDa (carriles 3 y 5); el carril 4 corresponde a una 

muestra de rota virus activado con tri psi na· en donde se reconoce una banda de 60 kDa que 

corresponde a la proteína VP5. 
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Fi¡: J 5. /111111111oti11ció11 de las proteínas recombin<mtes VP4-30aa y pKID obtenidas por lisis cc/11/ar. 11tiliza11do el 

c111tic11c17m aVP5 , 14.n•. Gel de poliacrilamidll lll //%. Carriles:l)pHEN!, 2) pHE."NllJPTG. 3)VP4-30aa/JPTG, 
4)virus activlldo; S)pKID/JPTG. Los pesos mo/eculllres se indican con las .flechas m~\'Clcentes a la figura 
exprestldos en kDa. 

En base a estos resultados se puede decir que las bandas detectadas en los ensayos de 

inmunoblot utilizando los anticuerpos anti c-myc y aVP547.,_77,., efectivamente corresponden a la 

expresión de los péptidos de VP4 fusionados a la proteína 111 de M 13 y a la etiqueta de c-myc. 

En el caso de los fagémidos VP7-50aa y pCNP esto no se pudo evaluar por carecer de un 

anticuerpo que reconociera el péptido CNP. 

3. Obte11ciá11 ~le lo~':Ja[:os. recombimmtes. 

Los fagÓmi~6'~: construidos se utilizaron para generar fagos recombinantes. (ver la 
"··' 

mctodologhi), !Os 'cuales debieran desplegar en su superficie la proteína plll fusionada a los 

péptidos de ·YP4 y VP7. Estos fagos se nombraron en base a la protcina que estuviesen 

desplcgando:/K/ D.JVP4.;.30aa, fCNP, JVP7-50aa y f4EScF\•. 
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4. Deter111illació11 de la e!>pecijicidad de los fagos recombinantes a sus respectivos ligandos 
(hsc70 ó av{33). 

Para identificar si los fagos recombinantes que despliegan las construcciones de VP4 y 

de VP7 se unen a la proteína de choque térmico hsc70 y a la integrina avf33, respectivamente, 

se realizaron ensayos de unión a las proteínas hsc70 o a la integrina a.vJ33 respectivamente, en 

un formato de ELISA. Los títulos de los fagos utilizados en estos endsayos oscilaron entre 

1x1010 y 2x 1011 ufp/ml. En las secciones 4.1 y 4.2 se describen los ensayos de unión que se 

realizaron para los fagos de VP4 y VP7, respectivamente. 

4.I U11ió11 de los fagos reco111bi11a11tes fKID y JVP4-30aa a la proteína de choque térmico 

hsc70. 

Los ensayos de unión para determinar la especificidad de los fagos de VP4 consistieron en 

sensibilizar una placa de ELISA con la proteína hsc70, a la cual se agregaron por duplicado 

desde 107 hasta 1 oto fagos por pozo de los fagos recombinantes jKJD y jVP4-30aa y como 

controles negativos los fagos defCNP, JVP7-50aa y f4EScFv. en las mismas cantidades. En la 

figura 16 se muestra el resultado de dos ensayos en los que se grafica el promedio (con sus 

respectivas desviaciones estándar), de estos ensayos de unión; los datos se presentan como la 

absorbancia obtenida a 490 nm contra la cantidad de fagos por pozo. 
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Unió" de lo.vfago.o;fKJD y fVP4-30aa a la prote{na de choque térmico hsc70. 

-o-fKID 

)1( JVP-1-30 aa 

--0-- .fCNI' 

--6--fV/>7-50 ªª 
Bl .f-IEScFv 

Fagos /pozo. 

Fig.16 Unión de.los fagosjK/D y jVP4-30aa a la proteúia de choque tém1ico hsc70 en placa de ELlSA. l.ns dalos 
se presentan como la absorbancia oblenida a 490 11111 contra la cantidad tle fagos por pozo. Se grajica la media 
arilmélica y su respectiva desviaci6n estándar de dos ensayos i11Llepe11die111es. 

En la gráfica se puede observar que la unión de los fagos rccombinantcs fl([D y jVP4-

30aa a la proteína hsc70 es dependiente de la conccntraci<.'ín. en t.a.nto que los fagos 

rccombinantesfCNP, JVP7-50aa y f4EScFv que se utilizaron como controles. no se unen a la 

proteína hsc70 o lo hacen mucho menos que los fagos que contienen las secuencias de VP4. 
' "".: 

Además, es dárcí que no existen diferencias entre la uni<.'ín de los fagos rccombinantes fKID y 

¡vp4:..3oaa a la proteína hsc70. 
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4.2 U11ió11 de los fagos recombi11a11tesjCNP y JVP7-50aa a In il1tegri11a avf33. 

Para los ensayos de unión de los fagos recombinanles JCNP y jVP7-50aa a la intcgrina 

a.v(33, se sensibilizó una placa de ELISA con 100 ng por pozo de esta inlcgrina obtenida 

comercialmenle, para añadir posteriormente desde 107 hasta 3xl09 fagos por pozo. Como 

controles negativos se ulili7,aron los fagos recombinanlcs fKID. jVP4-30aa y f4EScFv en las 

mismas cantidades. A continuación se presenta la gráficu del promedio de dos ensayos 

independientes con sus respectivas desviaciones estándar, los dalos se representan como la 

absorbancia obtenida a 490 nm contra los fagos añadidos. 

Unión de lo!>·fago.•· defr::NP y fVJ•7 SOan a la integrinn av/J,3. 

Fagos 

T --0- fCNI' 
1.5-

---<>- JVP7-50aa 

00 .• ,., 1 -<>--- fKIO 

'°' fVl'"'·3<ku> 

0.5- IB f"'E:.scF.-

o -
10' 3*10 7 10" 3*10" 1o" 3*1o" 

Fagos/pozo 

Fig. 17 Unión de los fagos fCNP y fVP7-50aa a la integrina nvj33 en placa de ELISA. Los dalos se presentan 
como la absorba11cia obtenida a 490 11111 co111ra la ca111it/11d de fa~os por pozo. Se ~rajica la media aritmética _v 
sus respectivas desviaciones estándar de dos ensayos i11depe11die111es. 

Al igual que los resultados obtenidos en la unión de los fagos de VP4 a hsc70. en la 

figura 17 se puede observar que los fagos rccombinanles de JCNP y jVP7-50aa se unen de 
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. manera específica a Ja integrina avf33, en tanto que los fagos fKID. _/VP4-30aa y f4EScFv no lo 

hacen. No parece existir diferencia entre Ja unión de los fagos recombinantes fCNP y _/VP7-

50aa a avf33. 

5. Competencia de la unión de lo ... · fagos recombinante.\· contra los péptidm; K/D y CNP. 

Para determinar si Ja unión de los fagos recombinantes de VP4 y VP7 a la proteína de 

choque térmico hsc70 y a Ja integrina avf33, respectivamente, era específica, se realizaron 

ensayos de competencia por Ja unión a sus ligandos, utilizando los péptidos sintéticos KID y 

CNP. Como control negativo se utilizaron péptidos que contienen la misma composición de 

aminoácidos que los péptidos KID y CNP, pero en un orden distinto: péptidos "scramble". A 

contfrtuación en las secciones 5. 1 y 5.2, se presentan las gráficas correspondientes para dichos 

ensayos. 

5.1 U11iá11 de los fagos recombi11a11tes fKID y JFP4-30cw a la proteína de e/roque térmico 
¡,~.,·c70 e11 prese11cia ele los pépticlos ... ·i11téticos KID y ...-cr-KID. 

Se realizaron tres ensayos independientes por duplicado para evaluar si los péptidos KID 

y scr-KID competían la unión de los fagos recombinantcsfK/D yfYP4-30aa a la proteína de 

choque ténnico hsc70. Los ensayos se realizaron como se describe en la metodología. Se 

sensibilizó una placa de ELISA (!On la proteína hsc70 y se agregaron cantidaddes crecientes del 
. . . . : . . 

péptido KID () su'cqr1trol i~1·-/<Jb. Posterionnente. se agregaron cantidades constantes de los 

fagos (las cuales fuerÓride't~;:nÍin,adas mediante ensayos de unión de los fagos a sus respectivos 

ligandos, co~ode~~<)~a~í la .densidad óptica aproximada de una cantidad específica de fagos) en 

presencia de cantidades crecientes de los péptidos. Los fagos que se unieron a la placa, se 

detectaron con una anticuerpo anti-M 13. En las figuras 18 y 19, se muestra el promedio de 
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estos ensayos. Los datos se presentan como el porcentaje de fagos unidos a la placa contr.i. la 

cantidad de péptido añadido por pozo. 

Competencia tle los péptitlos KID y scr-KID por la union tle los fagos recombinantesfKJD a 
la proteína tle choque térmico hsc70. 

120 

..; 100 §'., 
.a T ~ 80 -0- Pépticlo KID 
~ l 
::: -- scr-KID :s 60 § 
~ 
~ 40 ... 

... 
20 

o 0,25 0,5 2 4 

Ca111iclacl de péptido /pozo (µg} 

Fig.18 Competencia de los péptidos KID y scr-KID por la uni6n de los fagosrecombi111111tes JKID a la proteína de 

choque térmico hsc70 en placa de ELJSA. Los datos se presentan como el porcentaje de unión de los faROS <"Cmtra 
la cantidad de péptido presente por pozo. Se grajican por lo menos el promedio ele tres ensayos indepe11clie11tes. 
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Competencia 1/e los pépti1h1s KID y scr-KID por la unión 1/e los fagos 
recombintmtes fKIIJ 11 la proteína 1/e choque térnrico hsc70. 

125 

100 

75 --0-- Péptido KID T 

.L ~scr-KID 
50 

25 

o 
o 0.25 o.s 2 4 

Cantidad ele péptido /pozo (µg). 

Fig.19 Competencia de los pépticlos KID y scr-KID por la 1mi611 ele los fagos recombinallles JVP4-30aa a la 
protefna de e/roque térmico hsc70 e11 placa ele EIJSA. Se grajica el promedio ele/ porcelllaje ele u11it511 de los fagos 
co11tra la cantidad ele pépticlo presellle por pozo de tres ensayos i1Ulepe11clie11tes. 

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

y VP4-30aa y los péptidos KID y scr-KID por la unión a hsc70, revelaron que el péptido KID es 

capaz de bloquear la unión de los fagos de VP4 a la proteína de choque térmico hsc70. Este 
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evento depende de la cantidad de péptido añadido por pozo. Por otro lado, el péptido scr-KID 

afecta la unión de ambos fagos a la proteína hsc70, sin embargo esta inhibición es menor que la 

causada por pKID; tal evento puede deberse a un impedimento estérico del péptido scr-KID 

cuando se encuentra en concentraciones altas ( 100 ó 200 µg por pozo) y no a la unión específica 

del péptido scr-KID a la proteína de choque térmico. Además, cuando se compiten los fagos 

recombinantes contra cantidades menores del péptido KID ( 12.5 ó O µg) por la unión a hsc70, el 

efecto de bloqueo que se observa es mínimo, lo cual nos sugiere que la cantidad requerida del 

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

5.2 U11ití11 de los fago!>· recm11bi11a11e...- fCNP y jVP7-50aa a la i11tegri11a ccv{33 e11 pre ... e11cia de 

los péptidos sintético ... CNP y scr-CNP. 

Para determinar la especificidad de la unión de los fagos rccombinantcs de VP7 a la 

integrina cx.vJ33, se realizaron tres ensayos independientes por duplicado para competir la unión 

a la integrina cx.vJ33 de los fagos recombinantesjCNP y jVP7-50aa con los péptidos CNP y scr­

CNP. Los ensayos se llevaron á cabo como se describe en la metodología. utilizando esta 

integrina para s~nsi~iH.zar u~~ placa de ELISA a la cual se le agregaron cantidades crecientes 

del péptido CNP O~ll co~trol scr-CNP. Posterion11entc se agregaron cantidades constantes de 

los fagos (estas c~~tid~des, se determinaron mediante ensayos de unión de los fagos 

rccombinantes asús respectivos ligandos, lo que pcm1itió detenninar In densidad óptica de una 

cantidad constrifltede f~gos) recombinantes de VP7 en prcscm.:ia del péptido CNP. los fagos que . ·. ,., -,,,,. 

se unieron a la.placa se detectaron con un anticuerpo anti-M 13. En las figuras 20 y 2 l, se 

muestran los resultados obtenidos en estos ensayos. Los datos se presentan como la media 

aritmética, y sus respectivas desviaciones estándar, de la absorbancia a 490 mn, contra la 

. cantidad de péptido añadido por pozo. 
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Competencia 1/e los fagos reco111bin11ntes fCNP y los pépti1los CNP y scr-CNP 
por /11 unión 11 /11 integrina avf13. 

125 

100 

..; 
~ 
~ 75 ..., 
..Q ---0-- Péptido CNP 

~ 
:§ 

50 § 

---<>- scr-CNP 

~ 
~ 

25 

o 
0,25 0,5 2 4 

Ca11tidacl de péptido /pozo (µg} 

Fig.20 Competencia elllre los fagos recombinantes JCNP y los péptidos CNP y scr-CNP por la w1i6n a la 

integrina a.vfJ3 en placa de ELISA. Se grajica el promedio de tres experimelllos independiellles, los datos se 

presentan como el porcentaje de uni6n de los fagos a la placa colllra la cantidad de péptido presente por pozo. 
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Compete11cia de los fagos reco111bi1ia11tesfVP7-50aay los péptidos CNP y 
scr-CNP por la 1111ió11 a la i11tegri11a av{J3. 

-c:r- Péptido CNP 

--<>- sc,...CNP 

o 0.25 0.5 2 4 

Ca11ticlad de péptido /pozo (µg) 

Fig.21 Competencia entre los fagos recombinallles JVP7·50aa y los péptidos CNP y scr·CNP por la unión a la 
integri11t1 avf33 en placa de EIJSA. Se grafica el promedio de tres ensayos indepe11dientes. Los cú.ltos se presenla11 

como el porcentaje de fagos unidos a la placa colllra la cantidad de pépliclo presente en cada pozo. 
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Al igual que en los resultados obtenidos de la competencia de los fagos recombinantes 

de VP4, en este caso se puede observar en las figuras 20 y 21 que el péptido CNP bloquea la 

unión de los fagos recombinantesfCNP y jVP7-50aa a la intc!:,'fina av(33. Este bloqueo depende 

de la cantidad de péptido; pues en las cantidades menores empleadas ( 12.5 ó O µg) el bloqueo es 

mínimo o nulo. Además, se observó que el péptido scr-CNP bloquea la unión de los fagos 

. ·.;~c~mbinantes de VP7 a la integrina av(33, en un evento dependiente de la cantidad de péptido 

·presente en el pozo. Cabe destacar que el bloqueo del péptido scr-CNP es menor al que 

presenta el pCNP, por lo que probablemente se deba a una diferencia en la afinidad de ambos 

péptidos por la integrina av(33, probablemente causado por la cantidad en masa del péptido ser-

CNP o bie.n que la afinidad del péptido a la intcgrina no dependa de la secuencia, si no que sea 

afectada por factores tales como la disposición de las cargas entre otros, aunque dicho evento 

no es posible explicarlo de manera clara. 

6. Bloqueo tle la i11fectb>itlatl tle rot1n•ir11s e11 cé/11/as ~IA 104. 

Basándonos en los resultados obtenidos en los ensayos de unión de los fagos recombinantes 

a sus respectivos ligandos, se realizaron ensayos para determinar si los fagos bloqueaban la 

infcctividad de rotavirus en células MA 104. Sin embargo, en ninguno de los ensayos realizados 

se observaron diferencias significativas que comprobaran el efecto de bloqueo de los fagos en la 

infección de rotavirus. Así, concluimos que los fagos recombinantes a pesar de que sí se unen a 

sus ligandos en los ensayos de ELISA, no son capaces de bloquear la infección por rotavirus en 

células en cultivo. 
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DISCUSIÓN. 

Basándonos en las evidencias hasta ahora obtenidas en el laboratorio, el propósito de 

este trabajo consistió en determinar mediante la técnica de despliegue en fagos si las proteínas 

de superficie VP4 y VP7 de rotavirus se unen a la proteína de choque térmico hsc70 y a la 

integrina av(33, respectivamente a través de los dominios KID y CNP. Para ello se clonaron en 

el fagémido pHEN l regiones de tamaño variable de VP4 y VP7 como füsiones a la proteína III 

del fago M 13. Los fagémidos recombinantes se caracterizaron por PCR (ver figura 12) y por 

secuenciación para seleccionar aquellos cuyos insertos tuviesen el tamaño y la orientación 

correcta. Se obtuvo por lo menos una clona con la secuencia correcta para cada una de las 

construcciones deseadas. 
,;·. ,· -_, 

: Para· comprobar la funcionalidad de estas construcciones, se indujo la expresión de las 

proteínas r'ecombinantes, la cuales se detectaron por inmunoblot. El análisis de las proteínas - -- . ' , .. ·. '.:~ ~ - ·. . . 

VP4-30aa;pkf p.\Vf7~50aa y pCNP presentes en un lisado total, detectadas con un anticuerpo 
- ' <. . ; '-.> !_.·'_:·.· ,,;-;;·,. · . . :- .. 

anti c-myc,re~6)6·tjJ~/en'todas las muestras se reconoce una proteina de aproximadamente 50 
-:. :'.:t.-_:,/:-:{.;··_:'(~:. ',;- :: ' 

kDa, la cual ~s-lt\Ú.)'Üncl~'1l1ás abundante. Se pudieron detectar también otras bandas de 55 y 60 

kDa, cuya intensidad es. claramente menor a la dé 50 kDa, y las cuales aparecen solamente en 

las muestras de Iris p-ro.teínas VP4-30aa y VP7-50aa. En el caso de las proteínas recombinantes 

obtenidas de periplasma, se reconocieron tres bandas de 50, 55 y 60 kDa, siendo esta última la 

banda más abundante. La diferencia entre las intensidades de las bandas detectadas en las 

muestras obtenidas de un lisado total, comparadas con las del periplasma, sugiere que la banda 

de 50 kDa detectada mayoritariamente en el lisado total es producto de degradación proteolítica 

de la banda de 60 kDa que se detectó con mayor intensidad en el periplasma. La exportación a 

este compartimento de la proteína recombinante pudiera protegerla de la degradación por las 

proteasas presentes en el citoplasma. 
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El análisis de las proteínas recombinantes por inmunoblot, mostró que existen 

diferencias claras entre los pesos moleculares calculados para cada construcción y los que se 

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

·Jos pesos moleculares calculados y observados, ciertamente la migración anómala de la proteína 

'plll del fago M 13 ha sido reportada con anterioridad ( 1 7, 28, 3 7), ya que a pesar de que esta 

~?proteína tiene un peso molecular de 42 kDa, migra alrededor de los 55 a 70 kDa. A pesar de que 

<-ta migración intrínseca de la proteína plll ha sido reportada, no se ha dado ninguna explicación 

:de tal comportamiento. Es probable que la fuerza de las interacciones presentes en la 
;_., -.... ·· .. _ ' 

collfi:>rmación tridimensional de la molécula evite que la proteína se desnaturalice 

· completamente durante el tratamiento con SOS y calor, o que se recupere parte de su estructura 
·'' 

.düra~te la migración en el gel de poliacrilamida y ocasione Ja consecuente migración anómala 

·. dc:;)a proteína. La migración anómala de esta proteína apoya la idea de que la proteína de 60 

. kDa,: detectada en todas las muestras, corresponde a las proteínas recombinantcs fusionadas a la 

proteína plll. 

Debido a que la migración clectroforética de las diferentes proteínas rccombinantes fue 
1 ·' • 

si1Í1ilár, se realizó un ensayo de inmunoblot con un anticuerpo específico para comprobar que 

·. las bandas detectadas correspondían únicamente a las secuencias virales fusionadas a pll I y no 

al resultado de la expresión de la proteína p//1-c-myc. Para ello se analizaron las proteínas 

rccombinantes VP4-30aa y pKID, las cuales fueron detectadas con el anticuerpo aVP5 .~ •. 7 ,,, 

(ver metodología). Los resultados de este ensayo revelaron que las bandas detectadas para estos 

dos fagémidos efectivamente correspondían a la expresión de las proteínas reeombinantcs VP4-

30aa-plll y pKID-p/11. En el caso de las fagémidos rccombinantes VP7-50aa y pCNP, esto no 

se pudo evaluar por carecer de un anticuerpo que reconociera al péptido CNP. 

Una vez que se evaluó la expresión de las proteínas rccombinantcs, se generaron fagos 

rccombinantcs a partir de estos fagémidos. Con la finalidad de detectar las proteínas de 

rotavirus fusionadas a la proteína 111 de la cápsidc 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 

detectó ninguna banda. Aunque estos ensayos han sido realizados con anterioridad (28, 37), el 

título de los fagos utilizados ha sido mucho mayor ( 1012 ó 10 13 ufp/ml) a los títulos obtenidos en 

este trabajo. Este punto es determinante ya que sólamente existen cinco moléculas de plll por 

fago y de éstas sólo algunas desplegarán las fusiones. 

Aunque las proteínas recombinantes desplegadas en los fagos no se pudieron detectar 

por inmunoblots se evaluó la unión de los fagos a sus respectivos ligandos mediante 

inmunoensayos en fase sólida (ELISA). Estos ensayos nos permitieron determinar de manera 

conclusiva que los fagos despliegan las proteínas recombinantes en su superficie y que éstas son 

capaces de unirse de manera específica a sus respectivos ligandos. Como se muestra en las 

figuras 16 y 17, los fagos recombinantes}K/D y JVP4-30aa se unieron a la proteína de choque 

térmico hsc70, al igual que los fagos recombinantcs .fCNP y JVP7-50aa reconocieron a la 

integrina av¡33. En ambos casos se demostró que la unión es dependiente de la cantidad de 

fagos por pozo. Además, mediante ensayos de competencia (ver figuras 18 a 21) utilizando los 

péptidos sintéticos KID y CNP se demostró que la unión de los fagos recombinantcs de VP4 y 

VP7 a sus respectivos ligandos es específica, ya que estos bloquearon selectivamente la unión 

de los fagos de VP4 a la proteína hsc70 y de VP7 la integrina av¡33. 

Se evaluó si la confommción de los péptidos y de las construcciones de 30 y 50 aa era 

la correcta al ser desplegados en la superficie de los fagos. mediante ensayos de unión a sus 

respectivos ligandos. Se determinó que no existen diferencias entre la unión de los fagos 

recombinantes que despliegan sólo la región correspondiente a los péptidos ((CNP y jKID) 

respecto a los fagos que contienen regiones más grandes (fVP4-30aa y .fVP7-50aa). Cabe 

mencionar que en el caso de los fagémidos recombinantes que contenían las construcciones para 

p VP4-50aa y p VP7-30aa no se observó ninguna proteína rccombinantc. lo cual de manera 

indirecta sugiere la posibilidad de que la secuencia propia de estas construcciones ocasione que 

las proteínas de fusión sean más lábiles o inestables, y por lo tanto más suceptibles de ser 
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degradadas por proteasas, impidiendo su detección por inmunoblots. Por otro lado, la unión 

específica de los fagos recombinantes a sus respectvos ligandos, nos confirma que los fagos 

efectivamente están desplegando de una manera estable y adecuada conformacionalmente las 

proteínas recombinantes fusionadas a plll. 

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

recombinantes sugieren que la proteína VP4 de rotavirus se une a hsc70 a través de una región 

denominada KID que comprende los aminoácidos 642 a 658 de VP4 , en tanto que la proteína 

'VP7 se une a la integrina av¡33 mediante la región CNP (aminoácidos 161 a 169). Estos 

result.ados constituyen evidencias directas que apoyan los datos obtenidos recientemente en 

nuestro laboratorio (13, 40) los cuales de manera resumida son: 

l. La mitad carboxilo terminal de la proteína VP5 expresada en E. coli bloquea la 

infectividad de los rota virus RR V y nar3 ( 41 ). 

2. Elpéptido KID es capaz de bloquear la infcctividad de los rotavirus RRV y nar3 (41). 

3. Anticuerpos monoclonales contra la proteína hsc70 y la proteína misma, son capaces 

de bloquear la infectividad de los virus RRV y nar3 cuando estos anticuerpos se 

preincuban con las. células antes de la infección ( 12). 

4. Partícula's.vfrales que'Contienen las tres capas de proteínas (TLP's) y no DLP's se unen 
• • - •• - < .• • '---"~- - - • , ' < • "t i -' - ~ - "" .• - : ' 

a la prot.(!íii~ ~s~7ó ~11·'ull.C:~:~l1~º de ELISA y esta unión se compite con la mitad 

carboxil<j'·t~n11iriaí 'de VP5ycon•ei péjJÍid~]aD,(40). 
• '', - ;·-_,,,' : ••. :., ·: :~:. ,.:- ' • :' • •, :·,"V' O-, ' • ' : ·, ... ' O • O' '.; 'O ''• "• ' : "• 

5. El /)e'pl}d~:'ci.Jf>ºse une directamente a la integrina av¡33 en ensayos de ELISA y 

compit~I~ ~i:iióil de los rótavirus RRV y nar3 (40). 

6. El pé11Úo CNP es capaz de bloquear la infectividad de los virus RRV y nar3 ( 41) . 

Tomando. en cuenta las observaciones anteriores, realizamos ensayos de bloqueo de la 

infectividad ,de rota virus en células MA 104 con los fagos. Sin embargo, ninguno de estos fagos 

inhibieron de manera significativa la infección del rotavirus RR V en células MA 1 04. A pesar 
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de_ que los resultados obtenidos en los ensayos de unión en placa de ELISA, muestran 

evidencias directas de la unión específica de los fagos recombinantes a sus ligandos purificados. 

Es posible que los sitios de unión en los ligandos respectivos para los fagos (hsc70 ó a.v(33) no 

estén fácilmente accesibles en la superficie de la célula, impidiendo la unión a estos y por lo 

tanto no se observa ningún efecto en la infección viral. Por otro lado, no se puede descartar que 

los fagos sí interaccionen con sus ligandos en la superficie de la célula, pero que en el contexto 

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

-unidos. Como ya se ha mencionado, se sabe que tanto el péprido KID como el CNP son 

capaces de bloquear la infección por rota virus en células MA 104, en el caso de los fagos 

- re_co~~binantes obtenidos en este trabajo, se observó que no tienen el mismo efecto, 

probablemente porque la cantidad en masa de los péptidos expresados como fusión a plll (los 

cuales son desplegados en la superficie del fago), es menor comparada con la cantidad de 

péptido que se añade en los ensayos de bloqueo. En el caso específico de los fagos, 

posiblemente éstos puedan ser capaces de unirse a sus ligandos, pero no son capaces de 

bloquear todas oJa riiayoría de las moléculas rei::Cpt~ras para rotavirus (en este caso hsc70 ó 

a.v¡33), pcnniticin~k~~-~~taforma q"ue.se d~~ri-611~~na infección viral. 
-.;"_ - . <:,-.· ~ .. ,. ~ ' - . ' ... ,_. ; > 

Indcpendfontementedc:;:ql.lt! l()s~fagos)ecombinantes no fueron capaces de bloquear la 
' - • - •• • • • .- ~- ;" ,'.- ,, •• ,. • ••• > - - - - - -

infcctividad de los rotavirus, los'.fcsÜlt~ad~ ~btenidos en este trabajo proporcionan evidencias 
,· .·. - .. -'i· '·-_: . 

directas sobre la unión <l,g;l~;;p'r~teína VP4, a través de la región comprendida entre los 

aminoácidos 642 a 658._(KID), a la proteína de choque tém1ico hsc70, y de la unión de la 
,";,',, -:· .. ;. :»,_ .· . 

proteína VP7 a la integri!iá a.v(33, mediante la región denominada CNP (aa 161 ·a 169). 

Además, -~osfa¡o~generados proporcionan una herramienta que pcnnitc (mediante el 

uso de mutagé~e~i~ dirigida), delimitar los aminoácidos responsables y necesarios para la unión 

de dichas proteínas a los receptores celulares. Por otro lado, ofrece la posibilidad para que 

mediante mutagéncsis al azar y subsecuentes rondas de selección ("biopa1111i11gs''), se obtengan 

fagos con mayor grado de afinidad por los receptores y utizarlos en ensayos de bloqueo de la 
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infección para determinar de manera más clara cuál es el papel de las interacciones VP4-hsc70 

y VP7-a.vJ33 durante el proceso de entrada de los rotavirus a su célula blanco. Finalmente, el 

.uso de la técnica de despliegue en fagos para la creación de bibliotecas al azar de los genes 

.~'.YP4 y VP7, permitirán seleccionar de entre una colección de secuencias, aquellas que sean más 

. afines por las células, lo que proporcionaría información acerca de si existen dominios no 
-~-- - _-,--=---=--=--

identificados hasta ahora en las proteínas de superficie de rotavirus que estén implicadas en las 

,·primeras interacciones del virus con su célula huésped. 
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