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" Existe el consenso general de que la 
salud es producto y a la vez deterMi­
nante de un proceso global de desarro-
1 lo cuyo fin es el bienestar coMún. 
Se reconoce ceda vez Más la estrecha 
relación que los indicadores de salud 
tradicionales guardan con los factores 
del contexto socioeconóMico ... " (1) 
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INTRODUCCION 

Est~dios realizados en paises subdesarrollados de Asia, Africa y AMérica 

Latina Muestran que los fenóMenos biológicos responsables de la Mortalidad 

infantil están relacionados con el deterioro de las condiciones aMbientales, de 

vivienda, de aliMentación y de educación; factores que caracterizan el estilo y 

la calidad de vida de estas sociedades ( 1 ). 

Entre 1976 y 1979 las enferMedades del aparato respiratorio y las del apa­

rato digestivo fueron las que provocaron el Mayor núMero de bajas en la pobla­

ción infantil latinoaMericana Menor de 4 años (ver anexo!). 

En países del tercer Mundo, la diarrea aparece coMo la causa Más iMportan-

te de Mortalidad infantil. Tan sólo en 1982, se reportan 4.6 Millones de Muer-

tes, por ese ~otivo, de i~fantes Menores de 4 años (2). 

Todavía hasta hace dos décadas iMperaba, particule.rMente entre los nutri­

cionistas, la idea de que gran parte de los casos que se presentaban de diarrea 

eran iMputables a la Mala aliMentación. Esta posición se robustecía por la 

asociación entre la diarrea y la desnutrición -coMún en países en vías de desa­

rrollo- y por la incapacidad de deMcstrar en el !aboratorio la etiología infec~ 

ciosa de la Mayoría de los casos. En el MoMento actual no queda ninguna duda 

de que la Mayoría de las diarreas que se observan en la población infantil, 

tienen un origen infeccioso. 

Dentro de las enferMedades dirréicas, la gastroenteritis viral aguda es 
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MUY coMún entre los niños. Aunque este padeciMiento es aparenteMente producido 

por distintos tipos de virus, hoy se reconoce al rotavirus coMo uno de sus a-

gentes etiológicos Más iMportantes (3). 

En México, el rotavirus es· el responsable de aproxiMadaMente el 25X de los 

casos de diarrea en niños Menores de 3 años que, por el alto grado de deshidra-

tación que llegan a alcanzar, requieren de hospitalización (4). 

En la Cd. de México, la Mayor incidencia de gastroenteritis causada por 

rotavirus aparece durante el otoño, en especial en niños desde 6 Meses hasta 3 

años ( 5 >. Este virus es altaMente contagioso por vía orofecal y tiene un pe-

riodo MáxiMo de incubación de 48 horas. El cuadro clínico presente durante la 

·infección se caracteriza por diarrea severa (que suele durar hasta cinco días>. 

fiebre, vóMito, deshidratación y deterioro del estado nutricional, pudiendo 

llegar a ser letal aún en lugares con buena atención Médica <6>. 

Los rotavirus taMbién han sido detectados en otras especies de MaMiferos 

jóvenes y en aves (7,8). En algunos aniMales de crianza, las diarreas causadas 

por este agente producen grandes pérdidas econóM1cas, tan~o por retardo en la 

ganancia de peso coMo por Muerte (9). 

En este Marco, los servicios de salud encaMinan sus esfuerzos a Mejorar-

las condiciones sanitarias generales, la higiene y la educación en los grupos 

de Mayor riesgo; Mientras que la investigación bioMédica trabaja en la elabo-

raci~n de una vacuna contra rotavirus, con el afán de disMinuir la Morbilidad 

y la Mortalidad por esta causa (10). 

11 
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Los priMeros reportes de este agente viral corresponden a los estudios de 

Microscopia electrónica realizados por AdaMs y Kraft en 1958 <11 ), quienes es-

tablecieron que el agente causal de la diarrea no bacteriana que presentaban 

ratones jóvenes, era un virus aue se Multiplicaba en las células epiteliales 

del intestino delgado. Lo llaMaron virus EDIM CEpizootic Oiarrhea of Infant 

Mi ce). En 1963, Malherbe y otros <12) describieron el aislaMiento, a partir 

del exhudado rectal de un Mono sano, de un virus de 70 nM de diáMetro, al que 

denoMinaron SAll CSiMian Agent ). En 1971, Mebus reportó el exitoso cultivo en 

lineas priMarias de células de feto de bovino, de un virus que provocaba dia-

rrea en el ternero de Nebraska <NCDV> <13>. 

No fue sino hasta 1973 que R. Bíshop descubrió a los rotavirus que infec-

tan al hoMbre. Al exaMinar biopsias duodenales de niños que presentaban gas-

troenteritis aguda no-bacteriana, el Microscopio electrónico le per~itió obser-

var estas partículas virales, hasta entonces desconocidas en huManos (14). 

En la actualidad, el conociMiento de la biología de los rotavirus coMo de la e-

pideMiologia de la diarrea que causan, ha auMentado considerableMente <15). 

Los estudios realizados por Bishop sobre la patogénesis de la infección 

causada por rotavirus en huManos <15) y los estudios hechos en aniMales de ex-

periMentación <16), han Mostrado que estas partículas proliferan en las célu-

las epiteliales de la punta de las vellosidades del intestino delgado, causan-

do vacuolización y su desprendiMiento preMaturo. Varios trabajos de Microsco-

pía electrónica e inMunofluorescencia sugieren que sólo las células apiteliales 

11 ,;;u 
diferenciadas son susceptibles al ataque de los rotavirus, ya que las particu-

lasco los antígenos virales sólo se pueden localizar en el extreMo superior de 

la vellosidad y no en las células inMaduras generadas en las criptas (17>. 

11 



~------::__-_-.. -----.--.--_.-_-.--------.----------.--.-.. ------.~---·-·--· ····---·-··------

PosteriorMente, debido a la acelerada pérdida de células infectadas en las 

puntas, las vellosidades se recubren de células inMaduras (provenientes de 

las criptas), incapaces de desarrollar norMalMente las funciones de adsorción. 

AparenteMente, estas células son resistentes a este tipo de infección debido a 

que, probableMente, carecen de receptores del virus en cuestión; éste podría 

ser un MecanisMo para liMitar el tieMpo de la infección <18>. 

ActualMente, se han logrado crecer en células de riñón de Mono, rotavirus 

aislados de huManos <Wa, ST3 y 051, por ejeMplo) y de algunos aniMales< ternera 

<NCDV y UK>, siMio CSAll) y cerdo IYM y OSU); con lo que se dispone de sisteMas 

Modelo para el estudio de la enferMedad. Sin eMbargo, ante la iMposi~ilidad i-

nicial de crecer in vitro los rotavirus de huMano, el pr1Mero que logr~ iMple-

Mentarse fue el cultivo de rotavirus de siMio SAll. 

de la inforMación está basada en este Modelo. 

Es pnr ello que gran parte 

Mediante Microscopía electrónica se observa que el diá~etro de las partí-

culas virales coMpletas (de SAll) oscila entre 70 y 75 nM <19). Están consti-

tuídos por un genoMa viral de RNA de doble cadena, envuelto por una doble cáp-

side protéica (20). Los rotavirus han adoptado su noMbre de la voz latina rota 

(rueda) debido a que puede verse que las subunidades de la capa interna seMejan 

a fila_!'lentos que sostienen un delgado aro que constituye la capa exte:-na, coMo 

una rueda radiada (ver fig. 1 ). Por su forMa y su coMposición, estos virus han 

sido clasificados COMO un género independiente dentro de la faMilia Reoviridae 

( 21 ) . 

Los rotavirus se coMponen de, cuando Menos, cinco proteínas estructurales' 

tres de capa interna, VPl, VP2 y VP6; y dos de capa externa, VP3 y VP7 122). 
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Figura 1.-

Rotavirus provenientes de heces de un niño con gastroententeritis. 
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Existen taMbién, particulas incoMpletas que carecen de la cápsiue externa y Mi-
• 

den -55 nM de diáMetro. 

La capacidad infectiva del virión es conferida por la presencia de la capa 

externa, iMportante en la adsorción y penetración del virus a la célula hués-

ped; la reMoción de dicha capa Mediante agentes quelantes de Metales bivalentes 

COMO EDTA o EGTA, conlleva a la pérdida de la infectividad del virus. Estos a-

gentes quelantes convierten a l~s perticulas de doble capa (con densidad de 

1.36 g/cM
3

en CsCl> en partículas de capa sencilla (1.38 g/crf en CsCl>. Sin 

eMbargo, una vez dentro de la célula huésped, la reMoción de la capa externa es 

necesaria para la posterior activación de la poliMerasa de RNA viral, indispen-

sable para la transcripción del genoMa del virus (23). 

El genoMa viral se encuentra dividido en 11 segMentos -que contienen desde 

660 a 4,000 pares de bases- de RNA de doble cadena. Estos pueden separarse Me-

diante electroforesis, lo que ha perMitido encontrar diferencias en la Migra-

ción de los segMentos de RNA entre distintas especies de rotavirus (24,25) <ver 

f ig. 2). 

Los rotavirus analizados hasta la fecha, independienteMente de la especie 

aniMal de procedencia, coMparten cuando Menos un deterMinante antígenico. Ex-

periMentos can anticuerpos Monoclonales han perMitido identificar a VP6 (el po-

lipeptido Más abundante de la capa interna) COMO el portador de los deterMin·an-

tes antigénicos coMunes <26,27). No obstante, el análisis serológico de re-

arreglantes virales (que se obtienen al coir1fectar células con dos distintas 

cepas de rotavirus) Muestra la presencia en VP6, de cuando Menos un deterMinan-

te antigénico no COMÚn. Esto ha servido para clasificar a los rotavirus en 2 

subgrupos <I y II> bien definidos <28,29>. 

. 6. 
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Figura 2.-

Patrones electroforéticos de RNA de distintas cepas de rotavirus' 1) de simio 
SAll; 2> de cerdo YM; 3> de huMano. 
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En las proteínas de capa externa, VP3 y VP7, se encuentran los determinan-

tes antigénicos que inducen en el huésped la producción de anticuerpos neutra-

11 
'¡ 

lizantes, capaces de inhibir la infección viral. Esto se ha determinado me-

diente pruebas de neutralización -utilizando anticuerpos policlonales (30> y 

1 Monoclonales (31) que reconocen ambas proteínas- y análisis ge~éticos e inmuno-

1 
lógicos de rearreglantes virales <32,33>. de neutraliza-A través de ensayos 

ción cruzada se han podido clasificar cuatro diferentes clases de rotav11-us de 

1 humano, denoMinadas "serotipos" (34l. Esta técnica perMite observar que el 

rotavirus de siMio SAll es siMilar, si no es que idéntico, al rotavirus de hu-

1 Mano perteneciente al serotipo ~ (35). 

Otras funciones particulares de las proteínas virales han sido reconocidas 

1 
Mediante el uso de anticuerpos Monoclonales <36,37) y el análisis de los feno-

tipos de distintas rotavirus rearreglc~te5 \38,39}. fü:.ir·1i5P:o, la traducción in 

vitro de los segMentos separados de RNA viral, ha perMitido deterMinar cuál es 

la proteína codificada por cada uno de los genes ( 40 ,41). Los eotudios a este 

respecto fueron recopilados por Cukor y Blacklow. <ver anexo IIl 

] 
En la capa externa la proteína Más abundante es VP7, de 37,000 deltones. 

] Está glicosilada con oligosacáridos de "alta Manosa" (40) y ha sido relacionada 

con la adsorción del virus a la célula huésped (42). Su precursor no glicosi-

J lado, está identificado COMO el producto de la traducción del segMento 9 del 

J 
genoMa de las cepas de rotavirus de siMio SAll; de huMano, Wa y Hu5; de bovino, 

NCOV; y del segMento 8 de la cepa de rotavirus bovino, UK. ActualMente, estos 

_] genes se han clonado y secuenciado, lo que ha dado la oportunidad de coMparar 

secuencias nucleotidicas y de aMinoácidos de genes que corresponden a virus con 

J diferente serotipo y especificidad (43,44,45). 

j 



La otra proteína de capa eAterna es VP3, de 88,000 daltones. Se ha iden-

tificado coMo el producto de la traducción del gene 4 (41), del cual se conoce 

aproxiMadaMente el 80% de su secuencia, gracias a la clonación del genoMa del 

rotavirus de siMio SAll <46). 

En los rotavirus, el gene 4 es el responsable de codificar por la función 

que liMita el crec1Miento l..!l vitre de ciertos rotavirus "no cultivables". Esto 

se dedujo al ver que después de coinfectar células en cultivo, con un rotavirus 

huMano no cultivable y uno de bovino adaptado al cultivo de células, se obte­

nían rearreglantes cultivabies del serotipo de huMano, donde sieMpre aparecía 

el segMento 4 del genoMa del rotavirus de bovino <38>. 

La propagación eficiente de los rotavirus en cultivo de células, requiere 

de un trataMiento con tripsina de las partículas virales; esto puede auMentar 

su infectividad hasta en 1,000 veces <47). Se ha deMostrado que el efecto de 

esta proteasa recae directaMente sobre el virus y no sobre la célula <48). El 

resultado principal de esta acción es el roMpiMiento especifico de VP3 en dos 

proteínas Menores: VPS <de 60,000 daltones) y VP8 (de 28,000 daltones) <22>. 

Este proceso no afecta significativaMente al resto del virión (ver fig. 3) .. 

Es probable que el Mencionado trataMiento active un paso teMprano en la 

replicación viral. Esto se piensa debido a que un increMento seMejante, con-

secuencia del roMpiMiento proteolitico específico de una proteína viral, se o­

pera en otras faMilias de virus coMo los ParaMixovirus (virus del saraMpión, 

parotiditis, etc.) y los Mixovirus (virus de la influenza). El analisis de los 

productos resultantes de dicho corte, ha Mostrado que la secuencia de aMino­

acidos del extreMo aMino terMinal recién generado, se aseMeja en las dos faMi-



Figure 3.-
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Proteínas de SA11 (en un gel de acrila01ida-SDS ), 01arcadas con.35" S e incubadas 
con diferentes concentraciones de tripsina' 1) sin tripsina; 2> l f1g/01l; 
3) Zpg/01!; 4) Sµg/01!; S> 10pg/01l; y 6l 100µg/01l. 
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1 ias de virus. La proteina <F en ParaMixovirus y HA en Mixovirus) que sufre 

este roMpiMiento es la responsable de la fusión de la MeMbrana viral y celular 

durante la infección (49). Esto sugeria la necesidad de una secuencia especi-

fica en el extreMo aMino terMinal recién generado, para que la proteína tuvie-

ra dicha actividad bidlógica. Gracias a la MÍMesis de la secuencia del extre-

MO aMino antes Mencionado y a través de la síntesis quiMica de péptidos, se ob­

servó que dichos péptidos eran capaces de inhibir la fusión de las MeMbranas 

viral y celular, atenuando la infectividad del virus en cultivo celular (50). 

El increMento de la infectividad Mediado por tripsina, se ha observado en 

un gran núMero de rotavirus de diferentes especies. En SAll se ha visto que la 

secuencia de aMinoácidos de la región aMino terMinal del sitio de corte de VP3, 

Muestra dos sitios -separados por sólo seis aMinoácidos- que pueden ser los in-

volucrados en el efecto de la tripsina sobre el virus (46). No se sabe si es 

uno o aMbos sitios los que intervienen en el roMpiniento asociado con el auMen-

to de la infectividad. Cabe añadir que esta región de corte se Mantiene en los 

rotavirus que pertenecen a distintos serotipos <51). 

Aunado a su papel en el auMento de la infectividad, VP3 es responsable de 

la actividad heMaglutinante en ciertos rotavirus aniMales C52). Durante el a-

nálisis de virus rearreglantes obtenidos de células coinfectadas con rotavirus 

rhesus (heMaglutinante) y rotavirus UK de bovino (no heMaglutinantel, se obser-

vó que los anticuerpos Monoclonales, con actividad inhibitoria de la heMagluti­

nación, sólo reaccionaban con los rearreglantes cuyo gene 4 se derivara del ro-

tavirus rhesus original (31). Algunos de estos Monoclonales taMbién neutrali-

zaron al rotavirus rhesus, en un titulo Moderado, por lo que se le atribuyó a 

VP3, un papel Menos iMportante en la neutralización que a VP7. 

//. 



RecienteMente se han obtenido anticuerpos clirigidcs contra VP3 de los ro­

tav~rus SAll y NCOV, que neutralizan la infectiv~dad viral en forMa equiparable 

a aquéllos dirigidos contra VP7 <53). Estos anticuerpos reaccionaron con VPS, 

el producto Menor del roMpiMiento de VP3; uno de ellos neutralizó a las dos ce­

pas de rotavirus y cuando se incubó con los virus antes de que fueran tratados 

con tripsina, evitó el roMpiMiento de VP3. Esto sugiere que el sitio de roMpi-

Miento o un sitio cercano a éste, puede ser capaz de inducir anticuerpos que 

neutralicen cruzadaMente. 

Otros estudios <54,55) describen el aislaMiento de anticuerpos Monoclona­

les dirigidos contra VP3, que neutralizan a algunas cepas de rotavirus que per-

tenecen a distintos serotipos. En uno de los estudios (54), se deMostró la ca-

pacidad de estos anticuerpos para proteger pasivaMente a ratones lactantes que 

fueron retados con tres diferentes serotipos. 

Uno de los objetivos en la investigación de la gastroenteritis viral es 

el desarrollo de una vacuna efectiva, basado en el conociMiento de la naturale-

za antigénica del rotavirus. Hasta ahora, los Métodos tradicionales utilizados 

en la obtención de un inMunógeno, no han arrojado resultados alentadores. Por 

ejeMplo, cuando se utilizó una cepa atenuada de NCDV <bovino) no fue posible 

generar una respuesta inMune protectora en bovinos (56). TaMbién se han hecho. 

estudios en cerdos, para evaluar la capacidad protectora de rotavirus de bovi-

no, infecciones provocadas por rotavirus de huMano; sin eMbargo, los re-

sultados taMpoco han sido conclusivos (57). 

Cabe añadir que la utilización de patógenos coMpletos en la elaboración de 

/.:l.. 



vacuna no representa el sisteMa ideal, debido a una posible reactivación de la 

virulencia, en el caso de las cepas atenuadas; COMO a una deficiente inactiva-

ción, si se trata de virus inactivados (58). Aunado a esto, en los países sub-

desarrollados, la falta de equipo adecuado dificulta el ManteniMiento de una 

cadena fria, tan necesaria para Mantener la integridad de las partículas vira-

les. 

Una alternativa para evitar el eMpleo del MicroorganisMo COMpleto es la 

utilización, coMo inMunógenos, de la(s) proteína(s) o las regiones de ésta<s>, 

que estén involucradas en la inducción de anticuerpos neutralizantes. Es con-

veniente pues, identificar y caracterizar a las proteínas virales participan-

tes en la inducción de inMunidad. 

La identificación de las regiones antigénicas de algunos virus, se ha 

realizado a través de la utilización de anticuerpos Monoclonales (59) y del 

análisis de los perfiles de hidrofilicidad de los polipéptidos de interés <60). 

Al contar con esta inforMación, se ha considerado la posibilidad de sintetizar, 

quiMica o biológicaMente, dichas regiones para probar su capacidad inMunogéni-

ca. 

Un caMino para la síntesis de proteínas es la expresión de éstas a par-

tir de genes específicos. La aplicación de la tecnología de DNA recoMbin~nte, 

ha perMitido que los genes portadores del código de un producto deterMinado 

puedan ser aislados, seleccionados en clonas individuales y propagados Median-

te la inserción del Material genético (natural o sintético) en un vector ade-

cuado. 

Hoy en día existen técnicas de expresión controlada de genes insertos en 



vectores de procariotas o eucariotas. Con estas técnicas y a través de siste-

Mas celulares adecuados, es factible la producción de proteínas que contengan, 

por ejeMplo, epitopes de neutralización pertenecientes a MicroorganisMos que 

son de interés para la inducción de una respuesta inMune protectora. 

Dos de los Métodos utilizados en la producción de la proteína de interés son• 

l> La proteína se sintetiza en células procariotas o eucariotas, tranforMades 

con vectores que llevan inserto al gene respectivo. Esto se ha realizado, 

exitosaMente, con varios antígenos virales coMo la heMaglutinina de in-

fluenza A (61), el antígeno de superficie del virus de la hepatitis 8 (62>, 

la glicoproteína O del virus herpes siMple tipo l 163) y el polipéptido VP3 

del virus de la fiebre aftosa 164>. En todos estos casos, el producto sin-

tetizado ha sido capaz de inducir anticuerpos que neutralizan la infección 

viral in vitre; y en el caso del virus de la fiebre aftosa, logra inducir 

protección in vivoª 

2> La proteína se sintetiza en las células que son infectadas con virus recoM-

binantes infecciosos, portadores de secuencias de ONA que codifican para el 

producto deseado. De esta forMa se han logrado construir, por ejeMplo, vi-

rus reco~b1nantes de vaccinia, que expresan genes que deterMinan antígenos 

de superficie de hepatitis B (65), de herpes (66), de rabia <67), etc. Las 

Las células infectadas con estos virus, sintetizan el antígeno respectivo. 

AsimisMo, se han construido recoMbinantes del virus herpes siMple, con el 

objeto de obtener, en células infectadas, al antígeno de superficie de la 

hepatitis 8 C68>. 
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Objetivo.-

En base a los resultados positivos alcanzados en la síntesis de proteínas 

de origen eucariote en cepas de E_,_ coli (61-64), este trabajo pretende diseñar 

y desarrollar una estrategia que perMita la síntesis de una región de VP3 que 

contenga, priMordialMente, a VPS y al sitio de corte con tripsina. La iMpor-

tancia de esta región radica en que el sitio de corte, o una región cercana, ha 

sido sugerido COMO el responsable de la inducción de anticuerpos neutralizan-

tes ( 53). 



MATERIALES Y METODOS 

CEPAS BACTERIANAS 

Se utilizaron dos cepas de Escherichia coli K-12 coMo células receptoras 

para los experiMentos de transforMación: 

RR1 (::;>..) [ F-;- hsdS20<r.;,M¡;>, ara-14, proA2, lacYl, galf{12, rpsL20(SM'"), !:S.:%'..1.-5, 

Mtl-1, supE44,?I- J. Esta cepa sintetiza, a partir de un gene croMosoMal gI, al 

represor para el proMotor Pl de laMbda; de este Modo, Mantiene repriMida la 

transcripción de dicho proMotor. 

La otra, M5219 (cepa M72 lac Zaro tr·paM SM"" - ;l.bio 252~I857AH1-) contiene inte-

grado, en el genoMa celular, un profago defectivo de laMbda (69>. Dicho pro-

fago porta al gene Mutante gl857, MisMo que deterMina a un represor terMosen-

sible del proMotor PL del fago laMbda. 

PLASMIDOS 

Se utilizó el plásMido pSR4-2, derivado del pMT21, obtenido del banco de 

genes resultante de la clonación del genoMa del rotavirus de siMio SAll (43, 

46). Este plásMido· contiene inserto, aproxiMadaMent~, el 45% del gene 4 del 

rotavirus de siMio SAll, incluida la región del gene que codifica para el si-

tio susceptible a ser cortado con tripsina en VP3 <46> (fig. 4A). 

En los estudios de expresión se utilizó el vector pPLc24·· (69>. Este vec-

tor cuenta con el proMotor PL del bacteriófago laMbda y con la región del gene 

/'6. 



de la poliMerasa del bacteriófago MS2 que codifica por los priMeros 98 aMinoá-

cidos de la MisMa. 

picilina. 

MEDIOS DE CULTIVO 

Este plásMido contiene adeMás, el gene de resistencia a aM-

Caldo de Luria <LB): 

peptona de caseína <Bioxon) al lY. 

extracto de levadura (Difco) al 0.SY. 

NaCl al 0.SY. 

3MM de NaOH 

La sieMbra de bacterias transforMantes y el aislaMiento de cepas, se prac­

ticaron en caldo de Luria, supleMentado con bactoagar (Difco) al 2Y. y aMpicili­

na en una concentración de 1001-'g/Ml cuando fue requerida. 

Medio MáxiMo de inducción <MX): 

peptona de caseína al 3.2Y. 

- extracto de levadura al 2Y. 

0.1 MM MgSO~ 

sales M9 lx <6 g de Na~HPO~, 3 g de KH~PO~ , 0.5 g de NaCl y 1 g de NH~Cl; 

en un liltro de H~O) 

PURIFICACION DEL DNA DE PLASMIDO 

El Método que se siguió para purificar el DNA de lo5 plásMidos pSR4-2 y 

pPlc24, es el siguiente: 
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1. Inocular de 5 a 10 Ml de LB <adicionada con 25 _,.ug/Ml de aMpicil ina) con la 

cepa de Escherichia coli portadora del plásMida deseado. 

2. Agregar 5 Ml del cultivo obtenido, a 500 Ml de Luria con aMpicilina 

( 25 pg/Ml). 

3. Incubar el Medio a 37ºC con aereación hasta que la densidad óptica del cul-

tivo, a 550 nM, llegue a l. En este MOMento se debe añadir 170,ug/Ml de 

cloraMfenicol, continuundo la 2ereación por, aproxiMadaMente, 12 hr. Esto 

auMentará el creciMiento del plásM1do en el cultivo. 

4. Centrifugar en el rotor GSA CSorvall> a 7,000 rpM y a 4"C, durante 10 Min. 

S. Lavar las células centrifugadas con i del voluMen inicial de una solución 

aMortiguadora de 10MM Tris pH 8.5, lMM EDTA. Centrifugar4nuevaMente Cse-

gún inciso 4). 

6. Resuspender la pastilla de células en 3 Ml por cada 50 a 100 Ml de Medio de 

cultivo, de solución de sacarosa al 10% en 50MM Tris pH 7.5, 80MM EDTA. 

7. Con el fin de lisar la pared celular, agregar por cada 50 a 100 Ml del cul-

tivo inicial, 400pl de lisoziMa C10Mg/Ml en aMortiguador de sacarosa). 

8. Mezclar suaveMente y dejar 10 Min incubando a teMperatura aMbiente. 

9. Congelar Ca -70"C) las células y descongelarlas a 37ºC. Repetir el proce-

so una vez l"lás. 

10. Centrifugar en el rotor SW40 <ultracentrífuga BeckMan) a 30,000 rpM y a 

4"C, durante 30 Min. 

11. Decantar el sobrenadante en tubos de policarbonato de 50 Ml y, posterior-

Mente, añadir ~ voluMen de LiCl al 20% y un voluMen de isopropanol frío. 

12. Congelar a -70ºC y descongelar a teMperatura aMbiente. 

13. Centrifugar a 10,000 rpM y a 4"C, durante 20 M!n en el rotor SS34 

( Sorval 1). 

14. Lavar la pastilla con etanol frío al 70%; secar el precipitado con aire y 
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resuspenderlo en 4 Ml de aMortiguador TE (10MM Tris pH 7.5, lMM EDTAl por 

cada 50 a 100 Ml de Medio original. 

15. Agregar 3.7 g de CsCl y 0.8 Ml de una solución de EtBr (100 Mg/Ml en H~Q) 

por cada 4 Ml del resuspendido del paso 14. 

16. Centrifugar a 12,000 rpM, durante 20 Minen el rotor 5534 (Sorvalll. 

17. Rescatar el sobrenadante con una pipeta Pasteur, evitando la película que 

flota en la superficie, forMada por agregados de proteínas y EtBr. 

lB. Transferir las Muestras a tubos afines 31 rotor BeckMan SW55. 

19. Centrifugar a 35,000 rpM y a teMperatura aMbiente, de 48 a 60 hr. Duran-

te este tieMpo se forMará un gradiente en el que las Moléculas habrán Mi-

grado de acuerdo a su densidad. 

20. IluMinar, en la oscuridad, los tubos con luz UV. Con esto se observarán 

dos bandas: la superior, forMada por el DNA bacteriano roto y el ONA rela-

jado; y la inferior, forMada por el plásMido superenrrollado. 

21. Recuperar la banda inferior. 

22. Para eliMinar el EtBr, añadir un voluMen de isobutanol saturado con aMorti-

guador 10MM Tris pH 7.5, lMM EDTA y 5M NaCl. Mezclar y dejar que las fa-

ses se separenª 

23. EliMinar la fase superior y repetir el proceso hasta que el color rosa 

desaparezca de las Muestras. 

24. Pasar lo obtenido a un tubo de vidrio y agregar dos volúMenes de H.;i..O· Aña-

dir a la Mezcla 1/10. de voluMen de ZM NaAc y 6 volúmenes de etanol. Dejar 

la solución a -20"C, durante toda una noche. 

25. Centrifugar en el rotor 5534 a 10,000 rpm, durante 20 Min. 

26. Lavar el precipitado con etanol frío al 70% y resuspender en 1/20 del volu-

Men del sobrenadante, de 10MM Tris pH 7.5, lMM EDTA. El DNA obtenido de 

este Modo, puede alMacenarse a -z0•c. 

27. Para deterMinar la concentración del ONA, Medir la densidad óptica 
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(a 260 nM> de las Muestras. 

ENZIMAS 

Para la construcción del vector de expresión se utilizaron las siguientes 

enziMas'; 

a> ENDONUCLEASAS DE RESTRICCIÓN HhaI, Hind!II. BaMHI y EcoRI. (New England 

Biol.abs). 

Las reacciones enziMáticas se llevaron a cabo a 37'C en presencia de 4AM 

de esperMidina y aMortiguador MS o HS según el caso <50 ó 100MM NaCl res-

pectivaMente, con 10MM Tris pH 7.5, 10MM MgCl..z. lMM ditiotreitol>. 

b) KLENOW ~FRAGMENTO GRANDE DE POLIMERASA l DE ONA DE E.COLI. <New England 

Biolabs >. 
Esta enziMa se utilizó en las siguientes condiciones' aMortiguador MS, Sf'Ci 

de dATP, s011M de dNTPs; incubando durante 30 Min a teMperatura aMbiente y, 

posteriorMente, 10 Min a 70•c para inactivar a la enziMa. 

el FOSFATASA ALCALINA BACTERIANA. (AMershaM) 

Condiciones de reacción' en 10MM Tris pH 8.3 a ss·c. durante 30 Min. 

Condiciones de reacción' en aMortiguador de ligasa lx (0.05M Tris pH 7.4, 

0.01M ditiotreitol. lMM esperMidina, lMM ATP, 0.1 Mg/Ml albúMina de suero 

bovino>, a 16ºC, durante 12 hr. 
La reacción se llevó a cabo con un exceso 

2 Molar del inserto sobre el vector. 

Cuando se requirió en cada una de las reacciones anteriores, las Muestras 

fueron extraídas dos veces con un voluMen igu~l de Penol saturad0 y dos veces 



con un voluMen de cloroforMo. Al DNA en la fase acuosa, se le agregó 2.5 vol~­

Menes de etanol y 0.1 voluMen de 2M NaAc. Después, de congelar a -70'C por 15 

Min, el agregado se centrifugó durante 10 Min a 12,000 x g. 

ELECTROFORESIS PREPARATIVA EN GELES DE AGAROSA 

Para separar preparativaMente los fragMentos de DNA, se hicieron geles ho­

rizontales de agarosa de bajo punto de fusión <SeakeM) en aMortiguador E <0.4 

g de NaAc, 4.8 g Tris base, 1.83 Ml de ácido acético glccial; en un litro de 

H.2.0 >. 

La electroforesis se realizó a 100 Volts y los geles se tiñeron con BrEt 

{ lMg/ 1 en Hpt_O). Con una láMpara de luz UV de onda larga. se local izó el frag­

Mento deseado, MisMo que posteriorMente fue cortado con bisturí. Una vez fun­

dida la agarosa a 65'C, se extrajo el DNA con fenal, isobutanol y cloroforMo. 

Luego se precipitó con etanol y NaAc de la MiSMa Manera que se describió ante-

riorMent.e. 

TRANSFORMACION DE ESCHERICHIA COLI K-12 

Las cepas de k coli RRl y M5219, se hicieron cor"petentes para la trans­

forMación de acuerdo al Método siguiente: 

l. Inocular 50 Ml de LB con 1/100 de un cultivo de la cepa <RRl o M5219) cre­

cido toda la noche. Dejar que el cultivo alcance una densidad óptica de 

0.5, a 500 nM. 

2. Colocar el cultivo en un tubo estéril, incubarlo 15 Min En hielo. Poste-

. .:<l. , 
1 • 
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con un voluMen de cloroforMo. Al DNA en la fase acuosa, se le agregó 2.5 volú-

¡ 
Menes de etanol y 0.1 voluMen de 2M NaAc. Después, de congelar a -70ºC por 15 

Min, el agregado se centrifugó durante 10 Min a 12,000 x g. 

ELECTROFORESIS PREPARATIVA EN GELES QJ;. AGAROSA 

Para separar preparativaMente los fragMentos de DNA, se hicieron geles ho-

rizontales de agarosa de bajo punto de fusión <SeakeM) en aMortiguador E (0.4 

g de NaAc, 4.8 g Tris base, 1.83 Ml de ácido acético glacial; en un litro de 

H.)..O l. 

La electroforesis se realizó a 100 Volts y los geles se tiñeron con BrEt 

( lrog/ 1 en H~O). Con una láMpara de luz UV de onda larga se localizó el frag-

roento deseado, MisMo que posteriorMente fue cortado con bisturí. Una vez f un-

dida la agarosa a 6S"C, se extrajo el DNA con fenal, isobutanol y cloroforroo. 

Lueqo se precipitó con etanol y NaAc de la MisMa Manera que se describió ante-

riorMente. 

TRANSFORMACION DE ESCHERICHIA COLI K-12 

Las cepas de E_,_ coli RRl y MS219, se hicieron coMpetentes para la trans-

forMaci6n de acuerdo al Método siguiente: 

l. Inocular 50 Ml de LB con 1/100 de un cultivo de la cepa (RRl o MS219) ere-

cido toda la noche. DeJar que el cultivo alcance una densidad óptica de 

0.5, a 500 nM. 

2. Colocar el cultivo en un tubo estéril, incubarlo 15 Min en hielo. Poste-



riorMente, centrifugar en el rotor 5534, a 6,000 rpM y a 4'C durante 10 Min 

3. Decantar y resuspender las células en 25 Ml de 50MM de CaCl~ , 10MM Tris pH 

7.5, dejándolas 2~ Minen hielo, y nuevaMente centrifugar (según paso 2). 

4. Decantar y resuspender en 3.3 Ml de 50MM CaCl~ , 10MM Tris pH 7.5, incubar 

en hielo de 1 a 5 hr. 

S. Colocar 0.2 Ml de esta suspensión en un tubo de 1 Ml y añadir 1 ng del plás-

1 
Mido superhelicoidal o 100 ng del relajado. Dejar los tubos en hielo duran-

( te 30 Min. 

6. Incubar las células con el DNA a 42"C, durante 2 Min. 

7. Agregar 1 Ml de LB a cada tubo e incubarlos durante hr a 37"C, para luego 

r centrifugar. 

8. Resuspender en LB y platear en Medio sólido de LB con aMpicilina (!00¡ig/Ml). 

9. Incubar durante toda la noche, a 30'C si se trata de Ja cepa M5219 y a 37'C 

L si es la RRl. 

HIBRID!ZACION EN COLONIA 

[ 

[ Este procediMiento se siguió para detectar secue~cias especificas de DNA, 

y consistió en' 

[ 
l. Crecer las colonias transforMantes sobre filtros de nitrocelulosa <5chlei-

[ cher y 5chuell) en LB sólido, con aMpicilina (100/-'g/Ml ). 

l 
2. Para lisar las colonias, colccar los filtros Mencionarlos' a) una vez durante 

5 Min, en un papel filtro huMedecido con 0.SM NaOH, 1.SM NaCl; y b) dos ve-

l ces, 5 Min cada una, sobre papel huMedecido con 0.SM Tris pH 7, 1.SM NaCl. 

3. Dejar secar al aire y hornear al vacío y a 80"C, durante 2 hr. 

4. Colocar los filtros de nitrocelulosa en bolsas de plástico y prehibridizar a 



42'C durante 3 hr o Más, con Sx SSPE 10.9M NaCl, 50MM NaH~PO~,SMM EDTA pH 7> 

en 507. de forMaMida desionizada, lx solución Denhardt <0.17. Ficoll, 0.17. po­

liv~nilpirrolidona, 0.17. BSA>, 0.37. SOS, 100pg/1"11 DNA de esperMa de salMón. 

S. Añadir la sonda de DNA, que fue Marcada con t:.1..-·3.tPJdATP l'lediante la técnica 

de •Nick Translation" 170>. Hibridizar durante 12 hr o Más, a 4z•c. 

6. Lavar los filtros: a) una vez durante 15 Mina 42•c, con Zx SSPE; y b) cua­

tro veces, durante 15 Min cada una, a 4z•c con 0.2x SSPE. 

7. Secar los filtros y exponerlos an una pla'-a fotográfica, a -70'C. 

SECUENCIACION NUCLEOTIDICA 

Los fragMentos de DNA a secuenciarse, fueron ~arcados previaMenie en el ex­

treMo 3' con fósforo radiactivo, del siguiente Modo: 

l. Digerir el DNA del plásMido con la encionucleasa de restricción conveniente 

-de acuerdo a la región del DNA que se desea secuenciar-. 

2. Incubar la l'luestra antes digerida con f.o{-
3 .;¡PldATP, nucléotidos d6TP, dCTP, 

dTTP (cada uno a una concentración final de 50pM> y 1 unidad de Kienow, 

durante 30 Min a teMperatura aMb1ente. 

3. Agregar dATP frío a una concentración final de 100 pM. 

durante 30 Min a teMperatura aMbiente. 

Incubar la reacción 

4. Inactivar la enziMa calentando a 70'C, durante 10 Min. 

S. SoMeter la Muestra a la acción de una segunda endonucleasa, con el fin de 

&~parar los extreMos 3' Marcados. 

6. S~narar, en un gel de agarosa de bajo punto de fusión 11.SZI, los fragMen-

t<-'-' gene1·ados por las endonucleasas. Cubrir el gel con una película delga-

da .de plástico IKleen Pack) y ponerlo en contacto con una placa fotográfica 
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7. Exponer la placa fotográfica de 15 Min a 1 hr. 

8. Detactar, Mediante la placa revelada, los fragMentos Marcados radiactiva-

Me11te, para posteriorMente separar del gel las bandas deseadas. 

9. Fundir la agarosa a ss·c, extraer el DNA con fenal y cloroforMo; precipitar 

con etanol y NaCl. 

10. Resuspender el precipitado en 110 J.Jl de H~O desionizada y dividir en cuatro 

alícuotas, que se utilizan para las cuatro reacciones de secuenciacíón .nu-

cleotidica descritos por MaxaM y Gilbert <71). Su técnica de secuenciación 

se basa en la Modificación parcial y selectiva de bases -con ciertos reac-

tivos quiMicos- para posteriorMente cortar con piperidina, el enlace fosfo-

diéster del nucleótido Modificado. 

11. Los fragMentos de ONA producidos en el paso anterior, y Marcados en el ex-

treMo 3' se separan en geles (40 CM de largo y 0.75 MM de espesor) de a-

crilaMida-bisacr"ilaMida ( 19, 1) y 7M Urea. La electroforesis se efectúa a 

50 Watts hasta que el xilen-cianol Migre 12 CM a lo largo del gel. 

12. Para obtener la autorradiografía, cubrir el gel con una película de plásti-

co y exponerlo, en contacto con una placa fotográfica, durante 2 ó 3 dias, 

a ·-70·c. 

INDUCCION DE LA EXPRESION 

Para indur.ir la expresión de genes a partir del proMotor Pl del bacterió-

fago laMbda, se siguió la técnic~ descrita por Mott E. y col. (72), consistan­
,r 

1. Crecer las transforMantes en Medio MáxiMo de inducción <MX> a 2a·c, durante 

toda la noche. 
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2. Con 1/100 de este cultivo bacteriano, inocular 20 Ml de MX con aMpicilina 

( 100 jJg/Ml). Incubar a 28"C hasta una densidad óptica de 1, a 550 nM. 

3. Separar 1 Ml de la Muestra anterior, para utilizarla COMO control no indu-

cido y agregar al resto del cultivo un voluMen igual de MX precalentado a 

6s·c. 

4. Incubar durante 12 hr o Más, a 42"C. 

5. Enfriar las Muestras en hielo. ToMar una alícuota de 1 Ml y centrifugar a 

12,000 x g durante 1 Min. Lavar con TE (10MM Tris pH 7.5, 0.lMM EDTA) y re-

suspender en 50 JJl de solución disruptora (50MM Tris pH 6.8, 10% glicerol, 

1% SOS, 2MM EDTA, azul de broMofenol y 10 /'l/Ml de ~-Mercaptoetanol ). 

6. Hervir durante 3 Min, centrifugar en Eppendorf por 5 Min y colocar la Mues-

tra en un gel de acrilaMida-SDS. 

ELECTROFORESIS EN GELES DE ACRILAMIDA 

Se utilizaron geles de acrilaMida-SOS de acuerdo al sisteMa descrito por 

LaeMM l i < 73 ) . Los geles se preparan en dos partes' la inferior consistente en 

10 ó 15% de acrilaMida-bisacrilaMida (30,0.8) en solución aMortiguadora de Tris 

pH 8.8; la parte superior, se hace con 5% de acriiaMida-b1sacr1laMida (30,0.8) 

en so·lución de Tris pH 6.8. Esta discontinuidad del gel ayuda a concentrar las 

Muestras en la parte superior, obteniendo así una Mejor separación. 

Se utiliza Tris-glicina coMo solución de corrida. La electroforesis se e-

fectúa a 10 MA hasta que el azul de broMofenol alcanza el gel inferior, enton-

ces se auMenta la corriente a 20 MA hasta que el colorante salga del gel. Pos-

teriorMente, los geles se fijan y tiñen con una solución al 30% de Metano!, 10% 

de ácido acético y 0.06% de azul brillante de CooMasie. 

Para Medir el porcentaje de las proteínas de interés, con respecto al to-

tal de las proteínas sintetizadas en E. coli, se hacen curvas densitoMétricas, 
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a 600 nM, de los geles teñidos. Para ello se utiliza un espectrofotóMetro Gil-

ford Modelo 250, adaptado con un transportador lineal Gilford Modelo 2410s. 

INMÜNOELECTROTRANSFERENCIA 

Para la detección de proteinas especificas se siguió el Método "Western", 

consistente en: 

l. Separar las proteínas en geles al 10% de acrilaMida-bisacrilaMida (30,0.8). 

2. Transferir las proteínas a un papel de nitrocelulosa <BABS>, huMedecido 

con solución de transferencia (0.025M Tris pH 8.35, 0.193M glicina, 20% 

Metano!) y colocarlo entre dos papeles filtro igualMente huMedecidos. La 

transferencia se lleva a cabo a 1 AMperio, durante 3 hr. 

3. Para corroborar la eficiencia del Método, se tiñe alguno de los carriles 

de nitrocelulosa con aMido negro <0.1 g de aMido negro, 45 Ml de Metano!, 

10% de ácido acético, 45 Ml de H~O> y se revela con una solución de 907. de 

Metano! y 2% de ácido acético. 

Después de la tr~nsferencia, los papeles de nitrocelulosa se incuban duran-

te toda la noche en aMortiguador de gelatina TNTG <10MM Tris pH 7.4, 0.9% 

NaCl, 0.37. de Tween, 37. de gelatina). 

Los papeles de nitrocelulosa se colocan en bolsas de plástico, donde se 

agregan los antisueros diluidos en TNTG. 

Incubar a 37•c, durante 90 Min. 

Lavar los papeles 4 veces en TNTG, con agitación, 15 Min cada una. 

Incubar 1 hr a 37ºC con 0.5 uCi/Ml de proteína A de 2-... aureus, Marcada con 

I f~S" y disuelta en TNTG. 

ReMover la proteína A-I ¡;z.s- que no .se haya pegado, lavando los filtros 



cuatro veces en TNTG, según lo indicado en el paso 7. 

10. Dejar que los papeles se sequen al aire y exponerlos para autorradiografía. 

ENRIQUECIMIENTO DE LA PROTEINA J:iIBRIOA 

Para obtener Mayor proporción de la proteína de interés sintetizada en 

¡;;__,_ coli, se siguió la siguiente técnica: 

1. Las bacterias recoMbinantes se colectan por centrifugación a 4,000 x g, 

durante 10 Min a 4"C. 

2. Resuspender en 1/10 del voluMen inicial de TEN (50MM Tris pH 7.5, 0.5MM 

EDTA, 0.3M NoCll y añadir 1 Mg/Ml de lisoziMa, dejando 15 Minen hielo. 

3. Agregar NP-40 a una concentración final de 0.5%, dejando 10 Min en hielo. 

4. Agregar a la Muestra 1/6 del voluMen inicial de l.SM NaCl y 12MM MgCl y 

agitar sobre hielo, junto con 2 ug/Ml de deoxirribonucleasa, durante 1 hr. 

S. Centrifugar a 4,000 x g por 15 Min, a 4"C. 

6. Separar el sobrenadante y lavar el precipitado tres veces con TEN. 

7. Resuspender el precipitado en TEN. 
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RESULTADOS 

CONSTRUCCION QE. 1!.ti PLASMIDO PARA LA EXPRESION DEL GENE ~<2' > ~ ROTAVIR...!,lli QE. 

SIMIO J2.ill..!. 

El plásMido p5R4-2 utilizado, contiene un fragMento de cDNA que correspon-

de al extreMo 5' del gene 4 de SA11; fragMento 4(5' ). Dicho fragMento codifica 

para un polipéptido que denoMinaMos VP8' y que abarca la secuencia de VPB 

(excepción hecha de los priMeros tres aMinoácidos) y 167 ó 173 aMinoácidos (de-

pendiendo del sitio de corte con tripsina) correspondientes a VP5 (ver fig.4Al. 

Para dirigir la síntesis del polipéptido VPB' en~ col1, se seleccionó el 

vector pPLc24 (derivado de p8R322>, que cuenta con el proMotor izquierdo PL del 

bacteriófago laMbda. PL es un proMotor fuerte cuya actividad es regulable por 

el producto del gene QI del fago laMbda <74>. CoMo el plásMido pPLc24 no cuen-

ta con el gene Ql que codifica para el represor, la expresión regulada de ge-

nes, a partir de dicho proMotor, se lleva a cabo en cepas de E_,_ coli que produ-

cen un represor terMosensible de PL. De este Modo, estas bacterias transforMa-

das con el plásMido, se crecen a una teMperatura que no inhiba la actividad del 

represor, y una vez alcanzado el creciMiento deseado el represor se inactiva, 

Mediante la elevación brusca de la teMperatura del cultivo, para inducir la ex-

presión del gene. 

Adyacentu a la región operador-proMotor PL del plásMido pPLc24, se encuen-

tra una región nut. Se sabe que los sitios nut, junto con el producto del gene 

N del fago laMbda, iMpiden la terMinación preMatura de la transcripción inicia-



da en PL o PR. Por esta razón se utilizan cepas de .E_,_ coll con un laMbda inte-

grado que tenga un gene N activo, de ta! Manera que el producto de este gene, 

Junto con el sitio nut del plásMido, sea capaz de iMpedir una terMinación pre-

Matura debido a la posible presencia, en el fragMento clonado, de regiones de 

terMinación siMilares a las que ocurren en laMbda. 

InMediataMente después de !a región nut antes Mencionada, se encuentra una 

secuencia de DNA que tiene el s~tio de unión de ribosoMws, asi coMo la inforMa-

ción que codifica a los priMeros 98 aMinoácidos de la poliMerasa del bacterió-

fago MS2. A continuación, se localiza una secuencia "linker·· donde se ubican 

los sitios de corte para las enziMas de restricción BaMHI y HindIII (separados 

por 10 nucleótidos). El uso de este vector posibilita que cualquier segMento 

de DNA que se inserte en alguno de esto~ sitios, se exprese bajo la dirección 

del proMotor PL, a condición de encontrarse en la MisMa fase codificadora de la 

poliMerasa MS2. 

La figura 48 nos Muestra la estrategia eMpleada en la construcción de un 

vector que dirige la síntesis de VPS'. El plásMido pSR4-2 fue digerido con la 

endonucleasa HhaI. El fragMento 4(5') resultante, de 1043 pares de bases <1039 

después de digerir con Klenow), codifica aproxiMadaMente el 85% de VP8 y el 35% 

de VP5, lo que representa cerca del 45% de VP3. 

Con la ligasa de DNA del fago T4, el inserto 4(5') se ligó al sitio 

HindIII del vector pPLc24, tratado con fosfatasa alcalina para evitar su recir-

~ularización .. PreviaMente, fueron rasurados los extreMos sobresalientes de los 

dos fragMentos de DNA para que fueran COMpatibles en la reacción de ligasa. 

-·Para los extreMos 3' sobresalientes, generados por HhaI, 5e utilizó la activi-

dad de exonucleasa del fragMento Klenow de la DNA poliMerasa I de .E_,_ coli; 
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Figura 4.-

Construcción de un vector de expresion para el gene 4(5') de rotavirus SAll. 
Al Posición relativa, con respecto a la longitud coMpleta del gene 4, del in­
serto de cDNA viral contenido en el plásMido pSR4-2. El inserto contiene del 
nucleótido 19 hasta el 1251 del gene 4" La flecha señala la región del sitio 
de corte con tripsina asociada con el auMento de infectividad del rotavirus 
SAll. B> Secuencia de eventos en la construcción del plásMido de expresión 
pUMA4BlML. 
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Mientras que para rellenar los extreMos 3' recesivos, generados por HindIII, se 

utilizó la actividad de poliMerasa de la MisMa enziMa. Vector e inserto trata-

tados de la Manera descrita, se unieron añadiendo un exceso de 2 Molar de in-

serta, para favorecer la forMación de híbridos. 

Las nuevas Moléculas de ONA fueron recuperadas Mediante su transforMación 

en la cepa RRl de¡;_,_ coli. Esta cepa produce las Moléculas de represor capa-

ces de inhibir coMpletaMente al proMotor PL (ver Materiales y Métodos); aun-

que este represor no es terMosensible y no perMite la desrepresión, con la cepa 

RRl se logra obtener una alta eficiencia en la transforMación 16 x 10b col0-'g 

de plásMido), facilitando la selección inicial de los plásMidos recoMbinantes. 

Mediante la hibridización en colonia, las bacterias transforMantes resis-

tentes a aMpicilina fueron seleccionadas por su capacidad de hibridizar con el 

inserto 415' ), aislado de la clona pSR4-2 con las enziMas EcoRI y HindIII y 

Marcado con [.,.(. -~PldATP, Mediante la técnica de "Nick Tra:'lslation" (69). Casi 

todas las colonias obtenidas contenían el inserto viral. 

La secuencia nucleotídica en la región de la fusión, se estableció Med!an-

te la técnica de MaxaM y Gilbert. Para ello, los plásMidos híbridos fueron di-

geridos con_la endonucleasa BaMHI (ver fig. 48) y los extreMos 3' generados se 

Marcarori con [o(. -3~PldATP, usando el fragMento Klenow. Los plásMidos lineari-

zado~ se cortaron con la enziMa PstI, con el fin de aislar los segMentos de DNA 

(Marcados en un sólo extreMo) en geles de agarosa. 

La secuencia obtenida de los insertos que estaban en la orientación co-

rrecta, Mostró que el Marco de lectura del gene 4(5') estaba desfasado en re-

lación a la secuencia de la poliMerasa MS2. Al plásMido híbrido que contenía 

. 3.2. 
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este gene fuera de fase, se le llaMÓ pUMA480ML. La secuencia fue la siguiente' 

s• 3' 

... TTG-TCA-TGG-GAT-CCG-ACC-AAG-CTC-AAA-CAA-ATT ... 

.. . AAC-AGT-ACC-CTA-GGC-TGG-TTC-GAG-TTT-GTT-TAA ... 

PoliMerasa MS2 linker VPB' 

El priMer codón TGG <aMinoácido triptófano) corresponde a la posición 98 

de la poliMerasa MS2. 

Para corregir el Marco de lectura del pUMA480ML, el plásMido se digirió 

con BaMHI, los extreMos 3' sobresalientes se rellenaron con el fragMento 

Klenow, y el plásMido se recircularizó sobre sí MisMo con ligasa de DNA del fa-

go T4. De este proceso resultó una inserción de cuatro pares de bases en el 

siiio de fusión, lo que dejó al gene 4(5') en una fase de lectura continua con 

respecto al gene de la poliMerasa MS2. A este nuevo plásMido se le denoMinó 

pUMA481ML. 

El conociMiento de la secuencia del gene de la poliMerasa MS2, del plásMi-

do pBR322 y del inserto 4<5') originado del gene 4 del rotavirus SAll, perMite 

predecir que en el priMer codón AUG de la poliMerasa MS2 [localizado a 312 nu-

cleótidos del gene 4(5' )), se iniciará la traducción de la proteína híbrida; 

Mientras que ésta finalizará en al codón UGA ubicado en la secuencia del vector 

pPLc24 (45 nucleótidos des~ués del inserto). El polipéptido de fusión esperado 

consiste en 415 BMinoácidos' 98 de la poliMerasa MS2; 6 codificados por el vec-

tor en la unión MS2-VP8'Clinker); 346 correspondientes a VPB'; y finalMente, 
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Figura 5.-

A> Representación de MS2-VP8', polipéptido híbrido esperado de la expresión del 
pUMA481ML. El asterisco indica el sitio de roMpiMiento con tripsina. Bl Se­
cuencias de nucleótidos y de aMinoácidos de las uniones encuadradas en (A), pre 
dichas de acuerdo a la construcción del plásMido. Los núMeros que aparecen so­
bre los aMinoácidos señalan su posición en la proteína original. El codón de 
terMinación de la traducción se indica con una X. 
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los 15 codificados por el pPLc24 (ver fig. 5>. De acuerdo a la coMposición de 

aMinoácidos, el peso Molecular teórico de este polipéptido es de 50,631 dalto-

nes. 

El plásMido pUMA481ML fue introducido en la cepa RRl y posteriorMente, fue 

transferido a la cepa M5219 de L coli. Esta últiMa es la cepa que tiene inte-

grado ~n profago defectivo de laMbda que codifica para un producto funcional 

del gene N y para un represor terMosensible de PL <producto del gene ~I857>. En 
(o 

M5219 se obtuvo una eficiencia en transforMación de 4 x 10 col/,µg de plásMido. 

EXPRESION DEL GENE ~(.2.2._) DEL ROTAVJRlJS SAll 

En la cepa de S.,.. coli M5219, la transcripción a partir del proMotor PL del 

plásMido, puede inducirse al elevar la teMperatura del cultivo en creciMiento, 

de 2a·c a 42ºC. A esta nueva teMperatura, el represor de PL se inactiva. 

Los cultivos de las bacterias transforMadas con los plásMidos pUMA480ML y 

pUMA481ML <crecidos a 28"C), fueron incubados a 42ºC. PcsteriorMente se toMa-

ron alícuotas de las distintas bacterias recoMbinantes, para el análisis de las 

proteínas totales Mediante electroforesis en geles de acrilaMida-SDS. En las 

Muestras toMadas 12 horas después de la inducción, se observó la presencia de 

algunas proteínas que no fueron sintetizadas por las bacterias sin inducir· 

(ver fig. 6A carriles 1 y 2>. En este MOMento, se apreció en el extracto cor. 

el pUMA481ML, la presencia de un polipétido con un peso Molecular aproxiMado de 

52 Kd <ver fig. 6A carril 2>, valor MUY cercano a los 50.6 Kd del péptido hi-

brido MS2-VP8', esperado en la construcción. Esta banda no se observó en la 

cepa transfornada con el pUMA480ML. 
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A) Gel de poliacrilaMida-SDS al 10%, en el cual se analizaron las proteínas to­
tales sintetizadas en la cepa M5219 de ~ coli con el pUMA481ML, antes de indu­
cir (carril 1) y despu&s de 12 horas de inducción con temperatura (carril 2). 
La flecha del carril 2,- señala a la supuesta proteína MS2-VP8'. Los Marcadores 
de peso Molecular son: Miosina (cadena pesada), de 200 Kd; fosforilasa 8, de 97 
Kd; albúMina de suero bovino, de 68 Kd; ovalbúMina, de 43 Kd; quiMotripsinóge­
no, de 27.S Kd.- 8) Análisis en un gel al 15%, de las proteínas totales de la 
cepa M5219 conteniendo al plásMido pPLc24 (carril 1) o con el pUMA481ML después 
de 12 horas de inducción (carril 2). Las proteínas se observan Mediante su 
tinción con azul CooMasie. La flecha superior señala a la proteína de interés 
MS2-VP8'. La flecha inferior indica la posición de una proteína de 12 Kd, que 
aparece en las bacterias con el plásmido pPLc24. 
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CoMo se sabe que algunas proteínas bacterianas se inducen o repriMan con 

calor (76), se analizaron las proteínas sintetizadas, después de la inducción, 

en ~as cepas M5219 transforMadas con el pUMA481ML y con el pPLc24. A las 12 

horas de inducción, los extractos difirieron en la producción de la proteína de 

52 Kd, exclusivaMente en las bacterias con el pUMA481ML; y en una proteína de 

12 V.d, en las bacterias con el pPLc24 (ver fig. 6B carriles y 2). Las dos 

proteínas parecen corresponder, respectivaMente, al híbrido MS2-VPB' y a los 

98 aMinoácidos del gene de la poliMerasa MS2. ConcluíMos entonces que esto es 

1 
privativo de cada cepa transforMante y no resulta de una inducción inespecífi-

ca con calor. 

Para cuantificar a la prote1na de 52 kd sintetizada en las bacterias re-

coMbinantes, se efectuó un análisis densitoMétrico de diferentes extractos bac-

terianos (en estado de inducción), conteniendo al plásMido pUMA481ML. Las p.ro-

teinas se separaron en un gel de acrilaMida al 10% y se tiAeron con CooMasie. 

Su análisis Mostró que el polipéptido en cuestión representa, aproxiMadaMente, 

un lSY. de las proteinas totales. 

IDENTIFICACION INMUNOLOGICA Q~ POLIPEPTIOO MS2-VP8' 

Con el fin de deterMinar si la proteína obtenida presentaba deterMinantes 

antigénicos relacionados con el rotavirus SA11, se prepararon proteinas totales 

de bacterias M5218 portadoras del plásMido pUMA4B0ML y del pUMA481ML, previa-

Mente inducidos durante 12 horas (ver Materiales y Método5). AproxiMadaPiente 

10pg de proteína total de cada uno de los extractos bacterianos, se separaron 

Mediante electroforesis en geles de poliacrilaMida-SDS al 10% (ver fig. 7 ca-
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Figura ?.-

Análisis, por inMunoelectrotranferencia, de las proteínas sintetizadas por las 
bacterias recoMbinantes. El lisado de proteínas de la cepa M5219 de E,_ coli 
(inducida con calor durante 12 horas), conteniendo al pUMA480ML (carriles A y 
C>, o al pUMA481ML (carriles B y D> se separaron en un gel de acrilaMida al 10% 
y se tiñeron con azul de CooMasie (carriles A y 8) o fueron transferidas a pa­
pel de nitrocelulosa <carriles C y D>. Las proteínas transferidas se incubaron 
con una dilución 1/500, de suero de cobayo anti-SAll. El anticuerpo unido se 
identificó con prntei~e A-! 1 ~6 • de S. eur 0 U5. L= flecha Muestra e la supue~ta 
proteína MS2-VP8'. 



rriles A a D> y posteriorMente, se ti~eron con CooMassie (carriles A y B> o se 

transfirieron a filtros de nitrocelulosa (carriles C y D>. Los filtros se in-

cubaron: priMero, con un suero antirotavirus SAll (producido en cobayo) en una 

dilución 1/500 y luego, con proteína A de h aureus Marcada con I '"'-""-.. Poste-

riorMente, los papeles se lavaron exha~stivaMente para evitar la adheEión in-

especifica de Marca radiactiva. La figura 7 <carriles e y 0) Muestra la au-

torradiografia de esta inMunolectrotransferencia. Se observa que los anticuer-

pos dirigidos contra SAll reaccionaron especificaMente con la proteína de 52 Kd 

(carril Dl sintetizada solaMente en la bacteria con el pUMA481ML. Una proteína 

de Menor peso Molecular reaccionó con el antiSAll. 

ció en la cepa con el pUMA480ML, cuyo inserto 4(5' 

Esta MisMa proteína apare­

está fuera de fase con res-

pecto al gene de MSZ (carril Cl. Estos resultados sugieren que el polipéptido 

MSZ-VP8' es el producto de fusión esperado. 

ENRIQUECIMIENTO DE LA PROTEINA HIBRIDA 

Las bacterias en estado de inducción, transforMadas con el pUMA481ML, fue­

ron tratadas con lisoziMa para roMper la pared celular; y con NP-40 para solu-

bilizar las MeMbranas. Después de centrifugar a baja velocidad se analizaron, 

en geles de acrilaMida-SDS, las proteínas insoiubles recuperadas del precipita­

do (ver fig. 8 carril 2l, así coMo las solubles obtenidas del sobrenadante (ca-

rri l 3). En esta forMa encontraMos a MSZ-VPB' enriquecida entre las proteínas 

insolubles precipitadas, representando ahora Más del 40% del total de las pro-

teinas celulares. 

/{O. 
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Figure 9.-· 

EnriqueciMientc de la protei~a híbrida. En un gel de ecrila~ida al 10X, se 
analizaron las proteínas de las bacterias (con el pUMA4BlML) en estado de in­
ducción, que fueron tratadas con lisoziMa y NP40 y, centrifugadas a baja velo­
cidad. 1) Proteinas totales, obtenidas antes del trataMiento descrito. 2) Pro­
teinas recuperadas del precipitado. 3) Proteinas recuperadas del sobrenadante. 
La flecha señala la proteína MSZ-VPB'. 
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DISCUSION 

El resultado de este trabajo es la expresión, en ~ ~. del fragMento 

4(5') del gene 4 del rotavirus SA11 que, junto con un fragMento del gene de la 

poliMerasa MS2, dió coMo producto la proteína híbrida MS2-VP8'. TeneMos la 

certeza de haber logrado la síntesis de la proteína Mencionada, pues se obtuvo 

un producto bacteriano de 52 Kd (valor MUY cercano a los 50.6 Kd esperados en 

la construcción del plásMido), que reaccionó con los anticuerpos dirigidos con-

tra los viriones de SAll con capa externa. Esto indica que algunos de los de-

terMinantes antigénicos de VP3, están presentes en dicho producto. 

Los anticuerpos anti-SAll taMbién reaccionaron con otra proteína de Menor 

peso Molecular; sin eMbargo, se descarta la posibilidad de su origen viral, ya 

que apareció tanto en el extracto que ~ontiene al plásMido con el gene viral 

fuera de fase (pUMA480ML), coMo en las células transforMadas con el pUMA48!ML. 

La reacción de esta proteína se debe, presuMibleMente, a la presencia en el 

suero, de anticuerpos dirigidos contra algún deterMinonte bacteriano. 

La expresión del fragMento 4<5') depende de la inducción controlada de su 

transcripción, a partir del proMotor PL. La cepa de~ coli utilizada CM5219l, 

produce suficientes Moléculas del represor de PL, MiSMas que Mantienen una 

inhibición total de la expresión del gene viral clonado: El polipéptido MS2-

VPS.', no aparece hasta que el represor se inactiva al elevar la teMperatura del 

cultivo celular; es entonces cuando coMienza la síntesis de la proteína hibrida 

de 52 Kd. 
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A las 12 horas de iniciada su síntesis, MS2-VP8' alcanza una cantidad 

que se Mantiene constante, al Menos 36 horas después de la ind~cción. Este 

resultado nos perMite suponer: o bien una estabilidad de MS2-VP8', probable-

Mente debido a su síntesis en forMa híbrida (esto es, incluyendo un polipép-

tido de origen procariote); o bien un proceso de degradación y síntesis que 

Mantiene constante la cantidad que la proteína alcanza a las 12 horas. 

La secuencia de aMinoácidos codificada por el in~erto en el plásMido 

pSR4-2, carece de los tres aMinoácidos aMino terMinales de la proteína VP3 

<77). Por ello, para lograr su expresión, se utilizó un vector que contenia el 

codón inicial de la poliMerasa MS2. El fragMento del gene 4 que se clonó en el 

vector de expresión pPLc24, abarca la región coMprendida entre el aMinoácido 42 

y el 387 de la secuencia de VP3. CoMo el polipéptido VPS terMina en el aMino-

ácido 241, el polipéptido híbrido sintetizado en.~ coli, debe contener el 85% 

de la secuencia carboxilo terMinal de VPS y aproxiMadaMente, el 35% de la se-

cuencia aMino terMinal de VP5, incluyendo la región correspondiente al sitio 

de corte con tripsina idel aMinoácido 241 al 247). 

En el sisteMa descrito, la proteína MS2-VP8' sintetizada, representa al-

rededor de un 15% del total de las proteínas celulares bacterianas; proporción 

que se puede auMentar hasta llegar a Más del 40%, utilizando la propiedad de 

esta proteína de precipitar Mediante el centrifugado a baja velociúad de las 

bacterias lisadas. Este enriqueciMiento puede resultar favorable para la pos-

terior caracterización de MS2-VP8', ya que perMite obtener en una forMa rela-

tivaMente pura, hasta 112 Mg de la proteína híbrida por litro de cultivo bac-

teriano. Sin eM_bargo, debido a que una caracterización fina de la proteína 

probableMente requiera un Mayor grado de pureza de le MisMa, hay que conteM-



plar la necesidad de utilizar otros Métodos que perMitan recuperarla libre de 

proteínas bacterianas. 

El desarrollo de una vacuna efectiva contra rotavirus puede favorecerse 

con el conociMiento sobre la naturaleza antigénica del virus y en particular, 

de los deterMinantes específicos involucrados en el proceso de neutralización. 

Estudios a este respecto podrían facilitarse graciaz a la disponibilidad de 

MS2-VP8', proteína híbrida cuya obtención reporta el presente trabajo. 

SabeMos que la secuencia de aMinoácidos de la región asociada con el au-

Mento de infectividad causado por tripsina, es siMilar en algunos rotavirus que 

pertenecen a distJntos serotipos 152 ). Esto sugiere que esta región de VP3 

puede ser responsable de inducir los anticuerpos neutralizantes heterotipicos 

descritos. Luego entonces, parece iMportante probar la capacidad de la proteí-

na MS2-VP8' para inducir anticuerpos que neutralizan a rotavirus pertenecientes 

a serotipos diferentes al de SAll. 

Debido a que MS2-VPB' contiene solo una región de VP3, su estudio pudiera 

perMitir localizar en la Molécula, otras funciones de la proteína viral, COMO 

son la heMaglutinación y la adsorción y/o penetración a la célula huésped. Sin 

eMbargo, para la localización de tales funciones, podría ser necesario sinteti-

zar la proteína coMpleta o regiones de VP3 no contenidas en M52-VP8'. Esto pu-

diera loQrarse utilizando el sisteMa aquí reportado, o alguno que perMita la 

la expr:e-S.ión de polipéptidos cuya estructura sea lo Más cercano posible a la de .. 
la proteína nativa. 



.l¡.S. 

Este no es el priMer reporte de un gene de rotavirus expresado en E. coli. 

VP7, el otro polipéptido de la capa externa, responsable de la inducción de an-

ticuerpos neutralizantes, se ha logrado sintetizar bajo el control del proMotor 

del operón de lactosa <78>. La disponibilidad de estas proteínas capaces de 

inducir anticuerpos neutralizantes, nos perMitirá probar su capacidad para pro-

teger contra las infecciones causadas por rotavirus. De este Modo, las porcio-

nes antigénicaMente relevantes de VP3 y VP7 (producidas en bacterias>, solas o 

coMbinadas, representan una alternativa en la posible producción de una vacuna 

contra ·rotavirus, que taMbién pudiera ser funcional contra diferentes seroti-

pos. 
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ANEXO I 

Cuadro 4. Porcentaje de distribución de las defunciones en niños menores de un año y de l a 4 años, según 
determinados grupos de causas,• en paises seleccionados de las Américas, alrededor de 1979. 

Menores de un año 
Pais 

Año A o e D E F G H Total 

Argentina t979 t 1.8 t0.4 37.0 10.0 2.5 0.3 13,6 14.4 100,0 
Barbados 1978 16,0 4.0 48.0 11.2 3,2 t,6 10.8 5,2 too.o 
Colombia 1977 23,7 23.2 22,0 8,9 t.u 0,2 9.9 11. t too.o 
Costa Rica 1979 t2.7 9,8 38.1 7,2 1,4 0.8 8.2 21.8 100.0 
Cuba t978 t4.2 8,7 43,I 6.9 b 0.4 6.1 20.6 too.o 
El Salvador 1974 14.7 25,I 16.1 6,0 0.4 0.1 7,6 30.0 too.o 
Guaremala 1978 2t.7 t9.2 29,1 10,6 b 0.1 5.8 13.5 100,0 
México 1976 30,I 25.3 17,3 6.9 2.0 0.2 3.0 t5,2 too.o 
Nicaragua t977 10.2 36,5 2,1 14,4 0.7 0.2 7,3 28.6 too.o 
República 

Dominicana t978 8,3 17,2 t7.5 14,4 0.6 0.2 t 1,0 20,S too.o 
Trinidad y Ta bago 1977 13.8 27.5 40.8 2,0 2,2 0.2 7,G 10.9 too.o 
Uruguay 1978 7,9 11.7 42.9 7.4 t,9 0,2 8,2 t9.8 100.0 
Venezuela 1978 11.8 t8.0 32.5 8,5 2.8 0.2 9,0 t7.2 100,0 

De 1 a 4 años 

Argentina 1979 13.4 l0,9 t 1,9 17.8 5.0 9.7 3t.3 too.o 
Barbados 1978 34.6 19.2 t5.4 7.7 23.t !00.0 
Colombia 1977 23.7 23.0 t7,4 7.3 t.2 3,7 23.8 100.0 
Costa Rica t979 t3.t J0,2 t5.3 2t.t 4.0 3.6 32.7 100.0 
Cuba t978 20.5 6.3 l2.3 b S.4 S.9 46.6 100.0 
El Salvador 1974 11.8 3t.8 6.t 2.5 0.4 2.7 44,7 100.0 
Guatemala 1978 t9.6 31.6 22,2 b 0.3 S.6 20.7 100,0 
M~xico 1976 24.0 26,_I 16,8 7.7 0.9 4,3 20.2 100.0 
Nicaragua 1977 9.5 3t.O t9,7 4.4 0.7 3.t 31.6 100,0 
República 

Dominicana 1978 14.3 t6.8· 9,7 5.t 0.7 4,7 48,7 100.0 
Trinidad y Tabago t977 t5,0 35,3 t.5 2t ,t 3.0 7,5 16.6 too.o 
Uruguay 1978 t 1,8 8,3 4.8 21.4 8,7 8,8 49,4 100.0 
Venezuela t978 19,4 t6,4 t0,8 13.6 2,6 I0,6 26.6 too.o 

Fuentt!: Las condiciones de salud en las A!'!1!!ricas. 1977-1980. Washington. D.C .. Organiz:\ción Panamericana de la Salud, 
J 982 (Publicación Cic:nffica No. 427). 

'Los grupos están definidos como sigue: 
i..A. - Causas relacionadas con r:I aparato respiratorio, excluida la tuberculosis CClE-9. 460-!i 19); 
~ - Causas "relacionadas can el aparJ.to digestivo, incluidas la enterilis y la discntcda ({>OS. OC>?· 520-579); 
C - Causas de monalidad perinatal (760-779): 
..D - Enfc_nncdndcs infecciosas y parasirarias (000-007, 010-136); 
E - Accidentes y otrtls mucnes violentas (E800-E999); 
iF - Tumores (140-239): 
'o - Todas las demás enfermedades, excepto los estados mal definidos y desconocidos: y 
H - Signo~. síntomas y estados morbosos mal definidos y causas desconocidas (780-799). 

bSe incluyC'n en el grupo G. 



segmento de 
RN.A. gen6túco 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

peso mo1ecuJ.ar 
del. RNA x 106 

2.05 

1.68 

1.60 

1 .60 

0.98 

0.81 

0.5 

0.5 

0.3 

Al"EXO II 
GE!lES Y PROTEINAS DE ROTAVIRUS 8 

nombre del producto 
~ina1 de 1a traducción 
(;peso molecular :z: 1o3) 

VP1 (125) 

VP2 (94) 

VP3 (88) 

NS53 (53) 

VP6 (41) 

NS34 (34) 

NS35 (35) 

VP7 (37) 

fül29 (20) 

VP9 (26} 

1oce.11.zación 

cd.pe::!.de :1.uterno. 

oá:pl!ide i.Dterna 

cápe1de externa 

oápaide 1.nterna 

cé.paide externa. 

no eatructura1 o 
componente menor 
de1 virión. 

¿cápaide externa? 

a :toe datos ee obtuv~eron de1 mode.1..o-de--.rotav1.rue mejor eotudindoi SA11. 

~unciones aaociedae 

reatr1cc1Ón de1 crec:1 
miento en cu1t1vo de­
c61u1es; hemag1utin:1-
na¡ antígeno de neu­
tra11.zao16n; reeponea 
b1e de1 aumento en ia 
~on::.sción de plecas, 
deb~do a proteaeae. 

esta proteína cont1&­
ne a 1oe doe d:i~eren­
tea aitío~ a.ntigéni~ 
coa. que corr~sponden 
a 1a eBJ>f')ci~ici~ad de 
sub-grupo y a1 a.nt~ge 
.no común de 1oe rota= 
virus. 

antígeno ~e n~ut~al.1~n 
cidn; respon~ab1e de = 
1a ee~ec:1ric1dad del -
eerot:ipo ¡ probab1e111en­
"te ee importante en 1o 
inmunidad protec'tora. 

ee g1icoai1a convir- -
ti~odooe en una prote! 
na de 29 E; tiena un = 
pape1 imJ'Ortn.nte en e1 
enee.mb1aje de 1a cápei 
de externa. -

comenta.rloe 

ae rompe oon trlps1..Da ~ 
para :¡:oi.·oauci.r 1o• eeg-­
mantoe 4• 88 y 84 x.. 

e1 geDe 3 ee tranecr1.be 
pobremente. tanto .1.D. Ti. 
vo como :1..n v:1. tro. -

VF3 Bl!I rompe COD trlpe1. 
os para producir 100 -
:f'rn.e:men'tos de 60 T 28 x, 

1oe segmentos 7 9 8 7_ 9 .. 
d~rícil.menta ee puedan 
eepa..rar med:ia.nte e1eo-­
tro:foree.111 en gti;1•• d.e .-­
po1:1.a.crllsm1du.; _i.._ lld"­
grecj.6n de 1oa f!raZ19B T~ 
ría de cepa a cepa. 

ee bs deter:a.i.nado-1a-~~ 
cuencia comp1eta de1 ~ 
De 8 de 5Á11y ésta.pre­
sente e1 96~ de ~omo1o­
gia oon 1a prota!.na a.ni 
1oga_ de1 ro1;a.Tj.ru11 iae =:. 
bortno. 

l!!e ha de'termi.nado 1a se 
cu~ncia comp1eta de1 gé 
n~ 9; 1B Becuencia'de & 
Jd.noácidos dequc.1aa, -
muestro que VF'7 tienP -
una J.oogi tud de 326 WÓ:I.. 
noácidoa con dos regiO::. 
Des mtinoterm:1na19s.h.1-
dro~dbicas y un sitio -
único de g1.1coei1ac:16n1 
eatn g11coprote!na :muee. 
tra una gren Tar:1nb:111..= 
dad e1ectroforética en­
tre aieladoe rtra1ee 3.D 
dependientes. -

eete n.aigna..m.:l.ento de ccf 
digo parn loe &enes 10-
y 11 es real para SJ.11 
y RVH con e1ectro~erot~ 
poa "1argoswr pero 1a = 
posición de eetoe dos ~ 
genes se r~v-1.ert~ ~ara 
"RVH con un patrón •cor--" 
to". · 

vr, proteína V"irnJ.; NS, no-es~ructurnl.. 

D1ack1.ow R & Cukor Gt ~ ~ Gaetroenteritin. !l.iorobiolo;::ica.1 R~v. .!.§.~ 157 - 179, 1984. 
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