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Existe el consenso general de que la
salud es producto y a la vez determi-—
narte de umn proceso global de desarro-
llo cuyo fin es el bienestar comin. '
Se reconoce cada vez mas la estirecha
relacién gque los indicadores de salud
tradicionales guardan con los factores
del contexto socioceconomico...”" (1)



INTRODUCCION

Estudios realizados en paises subdesarrollados de Asia, Africa y América

Latina muestran que los fendmenos bioldgicos responsables de la mortalidad

infantil estadn relacionados con el deterioro de las condicjones ambientales, de

vivienda, de alimentacion y de educacién: factores que caracterizan el estilo y

la calidad de vidae de estas sociedades (1).

Entre 1976 y 1879 las enfermedades del aparato respiratorio v las del apa-—

rato digestive fueron las que provocaron el mayor nimero de bajas en la pobla-

cion infantil latincamericana menor de 4 afios (ver anexo I).

En paises del tercer mundo, la diarrea aparece como la causa mas importan-

te de morialidad infantil. Tan sdlo en 1982, se reportan 4.8 millones de muer-—

tes, por ese motivo, de infanmtes menores de 4 afos (Z2).

Todavia.hasta hace dos décadas imperaba, particularmente entre los nutri-

cionistas, la idea de fnue gran parte de los cases gue se presentaban de diarrea

eran imputables a la mala alimentaciéon. Esta posicidon se robustecia por 1la

asociacidn enire la diarrea y la desnutricion —comun en paises en vias de desa-—
rrollo- y por la incapacidad de demcstrar en el laboratorio la eticlogies infec—

ciosa de la mayoria de los casos. En el momento actual no queda ninguna duda
de que la mayoria de las diarreas que se observan en le poblacion infanmtil,

tienen un origen infeccioso.

Dentro de las enfermedades dirréicas, la gastroenteritis viral aguda es



muy comin entre los nifios. Aunque este padecimiento es aparentemente producido

por distintos tipos de virus, hoy se reconocce al rotavirus como uno de sus a-

gentes etioldgicos mas importantes (3).

En México, el rotavirus es el responsable de aproximadamente el 25% de los

casos de diarrea en nifios menores de 3 afios que, por el alto grado de deshidra-

tacidén que llegan a alcanzar, requieren de hospitalizacidon (4.

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

rotavirus aparece durante el otofio, en especial en nifios desde 6 meses hasta 3

afios (5. Este virus es altamente contagiose por via orofecal y tiene un pe—

riodo maximo de incubacidédn de 48 horas. El cuadro clinico presente durante la

‘infecciébn se caracteriza por diarrea severa (que suele durar hasta cinco dias),

fiebre, vomito, deshidratacion vy deterioro del estado nutricional, pudiendo

llegar a ser letal adun en lugares con buena atencidn médica (6).

Los rotavirus también han sido detectados en otras especies de mamiferos.

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

por este agente producen grandes pérdidas econémicas, tanio 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 educacién en los grupos

de mayor riesgo: mientras gQue la investiigacion biomédica trabaja en la elabo-

racion de una vacuna contra rotavirus, con el afan de disminuir la morbilidad

y la mortalidad por esta causa (10}.
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lLos primeros reportes de este agente viral corresponden a los estudios de

microscopia electrénica realizades por Adams y Kraft en 1958 (11), guienes es—

tablecieron que el agente causal de la diarrea no bacteriana que presentaban
ratones jovenes, era un virus aque se multiplicaba en las células epiteliales

del intestino delgado. Lo llamaron virus EDIM (Epizootic Diarrhea of Infant

Mice). En 1963, Malherbe vy otros (12) describieron el aislamiento, a partir

del exhudado rectal de un mono sano, de un virus de 70 nm de diametro, al que

dernominaron SAll (Simian Agent). En 1871, Mebus reporté el exitoso cultivo en

lineas primarias de células de feto de bovino, de un virus qQue provocaba dia-

rrea en el ternero de Nebraska (NCDV) (13).

No fue sino hasta 1873 gque R. Bishop descubrido a los rotavirus que infec-—
tan al hombre. Al examinar biopsias duodenales de nifios que presentaban gas-—
troenteritis aguda no-bacteriana, el microscopio electronico le permitid obser—

var estas particulas virales, hasta entonces desconocidas en humanos (14).

En la actualidad, el conocimiento de la biologiae de los rotavirus como de la e—

pidemiologia d; la diarrea que causan, ha aumentado considerablemente (15).

lLLos estudios realizados por Bishop sobre la patogénesis de la infeccion
causada por rotavirus en humanos (15) vy los estudios hechos en animales de ex-—
perimentaciéon (16), han mostrado que estas particulas proliferan en las célu-—
las epiteliales de la punta de las vellosidades del intestino delgado, causan-
do vacuelizacidn y su desprendimiento prematuro. Varios trabajos de microsco-—
pia electronica e inmunofluorescencia sugieren gue sdlo las células spiteliales
diferenciadas son susceptibles al atagque de los rotavirus, ya que las particu-
las. o los antigenos virales solo se pueden»localizar en el extremo superior de

la vellosidad v no en las células inmaduras generadas en las criptas (17).

o e et et ek 2 e
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Posteriormente, debido a la acelerada pérdida de células infectadas en las

Puntas, las vellosidades se recubren de célulaes inmaduras (provenientes de

las criptas), incapaces de desarrollar normalmentie las funciones de adsorcidn.

Aparentemente, estas células son resistentes a este tipo de infeccidén debide a

Que, probablemente, carecen de receptores del virus en cuestidén: éste podria

ser un mecanismo para limitar el tiempo de la infeccidn (18).

Actualmente, se han lograde crecer en ceélulas de rifidsn de mono, rotavirus

aislados de humanos (Wa, ST3 y DS1, por ejempleo) v de algunos animales: ternera

{NCDV y U#), simio (SAl1) y cardo (YM y 0SU); con lo gue se dispone de sistemas

modelo para el estudio de la enfermedad. Sin embargo, ante la imposibilidad i-

£ "
nicial de crecer in vitro los rotavirus de humano, el primero que logro imple-—

mentarse fue el cultivo de rotavirus de simio SAli. Es por ello que gran parte

de la informacidon esta basada en este modelo.

Mediante microscopia elecirdnica se observa qQue el diametro de las parti-

culas virales completas (de SAll)Y oscila entre 70 v 75 nm (19). Estan consti-~-

fuidos por un genoma viral de RNA de doble cadena, envuelio por una doble cép-

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

(rueda) debido-a gue puede verse gue las subunidades de la capa interma semejan

a fila mentos que sostienen un delgado aro que constituye la capa externa, como

una rueda rediada (ver fig. 1). Por su forma y su composicién, estos virus han

sido clasificados como un género independiente dentro de la familie Reoviridae

(21).

Los rotavirus se componen de, cuando menos, cinco proteinas estructurales:

tres de capa interna, VUPl, UP2 y VUPGE; y dos de capa externa, UP3 y UP7 (22).



Figura 1.-—

Rotavirus provenientes de heces de un nifio con gastroententeritis.
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Existen también, particulas incompletas que carecen de la capside externa Yy mi-—-

-
den V55 nm de diametro.

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

externa, importante en la adsorcion y penetracion del virus a la célula hués-—

ped;: la remocién 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 las perticulas de doble capa (con densidad de

32 -2
1,36 g/cm en CsCl) en particulas de capa sencille (1.38 g/cm en CsCl). Sin

embargo, una vez dentro de la célula huésped, la remocidn de la capa externa es

necesaria para la postierior activacidn de la polimerasa de RNA viral, indispen-—

sable para la transcripcién del genoma del virus (23).

El genoma viral se encuentra dividido en 11 segmentos —que contienen desde

BED a 4,000 pares de bases— de RNA de doble cadena.

diante eleciroforesis, lo gue ha permitido encontrar diferencias =2n la migra-

ciéon de los segmentos de RNA entire distintas especies de rotavirus (24,25) (ver

fig. 2).

Los rotavirus analizados hasta la fecha, independientemente de la especie

animal de procedencia, comparten cuando menos un determinante antigenico. Ex—
perimentos con anticuerpos monoclonales han permitido identificar a UPBE (el po-

lipéptido mas abundante de la capa interna) como el portador de los determiman—

tes antigénicos comunes (26,27). Ne obstante, el analisis seroldogico de re-—

arreglantes virales (que se obtienen al coinfectar células con dos distintas
cepas de rotavirus) muestra la presencia en VPE, de zuando menos un determinan-—
te antigénico no comun. Esto ha servido para clasificar a los rotavirus en 2

subgrupos (I vy II) bien definidos (28,29).

Estos pueden sSepararse me—



Figura 2.-
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-En las proteinas de capa externa, VP3 y UP7, se encuentran los determinan-
tes antigénicos que inducen en el huésped la produccién de anticuerpos neutra-—
lizantes, capaces de inhibir la infeccién viral. Esto se ha determinado me-
diante pruebas de neutralizacion —utilizando anticuerpos policlonales (30) y
monoclonales (31) que reconocen ambas proteinas— y analisis genéticos e inmuno-
logicos de rearreglantes virales (32,33). A través de ensayos de neutraliza-—
cidén cruzada se han podido clasificar cuatro diferentes clases de rotavirus de
humano, denominadas "serotipos" (34). Esta itécnica permite observar que el
rotavirus de simio SAll es similar, si no es ue idéntico, al rotavirus de hu-—

mano perteneciente al serotipoc 3 (35).

Otras funciones particulares de las proteinas virales han sido reconocidas
mediante el uso de anticuerpos monoclonales (35,37) yv el analisis de los feno—
tipos de distintos rotavirus rearreglantss (32,38:. Asimismo, le traduccidn in
vitro de los segmentos separados de RNA viral, ha permitido determinar cudl es
lé proteina codificada por cada uno de los genes (40,41). Los estudios a este

respecto fueron recopilados por Cukor y Blacklow. (ver anexo II)

En la capa externa la proteina mas abundante es UP7, ae 37,008 daltones.
Esta glicosilada con oligosacaridos de "alta manoga" (406) vy ha sido relacionada
con la adsorcion del virus a la célula huésped (42). Su precursor no glicosi-
lédo. estd identificado como el producto de la traduccion del segmento 9 del
genoma de las cepas de rotavirus de simio SA1ll; de humano, Wa y HuS5: de bovino,
NCDV; y del seamento 8 de la cepa de rotavirus bovine, UK. Actualmente, estos.
genes se han clonado y secuenciado, lo que ha dado la oportunidad de comparar
secuencias nucleotidicas y de aminocédcidos de genes que correaesponden a virus con

diferente serotipo y especificidad (43,44,45).
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La otra proteina de capa externa es UP3Z, de 88,000 daltones. Se ha iden-—
tificado como el producto de la traduccion del gene 4 (41), del cual se conoce
aproximadamente el BQ@Z de su secuencia, gracias a la clonacion del genoma del

rotavirus de simio SAll (46).

En los rotavirus, el gene 4 es el responsable de codificar por la funcidn
que limita el crecimiento in vitro de ciertos rotavirus "no cultivables". Esto
se dedujo al ver gque después de coinfectar celulas en cultivo, con un rotavirus
humano no cultivable y uno de bovino adaptado al cultivo de células, se obte-
nian rearreglantes cultivables del serotipo de humano, donde siempre aparecia

el segmento 4 del genoma del rotavirus de bovino (38).

La propagacidn eficiente de los rotavirus en cultivo de células, requiere
de un tratamiento con tripsina de las particulas virales: esto puede aumentar
su infectividad hasta en 1,000 veces (47). Se ha demostirado que el efecto de
esta proteasa recae directamente sobre el virug y no schre la célula (48). El
resultado principal de esta accidn es el rompimiento especifico de VUP3 en dos
proteinas menores: UPS5 (de 60,000 daltones) y UP8 (de 28,000 daltones) (22).

Este proceso no afecta significativamente al resto del virion (ver fig. 3)..

Es probable que el mencionado tratamiento active un paso temprano en la
replicacioéon viral. Esto se piensa debido a gque un incremento semejante, con-—
secuencia del rompimiento proteolitico especifico de una proteina viral, se o-
pera en otras familias de virus como los Paramixovirus (virus del sarampién,
parotiditis, etc.) y los Mixovirus (virus de la influenza). El analisis de los
productos resultantes de dicho corte, ha mostrado qQue la secuencia de amino-

acidos del extremo amino terminal recién generado, se asemeja en las dos fami-
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lias de virus. La proteima (F en Paramixovirus y HA en Mixovirus) que sufre
este rompimiento es la responsable de la fusién de la membrana viral y celular
durante la infeccidn (49). Esto sugeria la necesidad de una secuencia especi-—
fica en el extremo amino terminal recién generado, para que la proteina tuvie-—
ra dicha activided bioiégica. Gracias a la mimesis de la secuencia del extre-—
mo amino antes mencionado y a través de la sintesis uimica de péptidos, se ob-

servo que dichos péptidos eran capaces de inhibir la fusién de las membranas

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

El incremento de la infectividad mediado per tripsina, se ha observado en
un gran nimero de rotavirus de diferentes especies. En SAll se ha visto que la
secuencia de aminoacidos de la regidn amino terminal del sitio de corte de UP3,
muestra dos sitios ~separados por 50lo seis amincécidos- que pueden ser los in—
volucrados en el efecto de la tripsina sobre el virus (486). No se sabe si es
uno o ambos sitios los gue intervienen en el rompimiento asociado con el aumen—
to de la infectividad. Cabe afadir gue esta region de corte se mantiene en los

rotavirus que pertenecen a distintos serotipos (51).

fAunado a su papel en el aumento de la infectividad, VUP3 es responsable de
la actividad hemaglutinante en ciertos rotavirus animales {(52). Durante el a-—
nalisis de virus rearreglantes obtenidos de células coinfectadas con rotavirus
rhesus (hemaglutinante) y rotavirus UK de bovino (no hemagiutinante), se obser-—
vé que los énticuerpos monoclonales, con actividad inhibitoria de la hemagluti-
nacion, sélo 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 atribuyd a

UP3, un papel menos importante en la neutralizacidon que a VUP7.
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Recientemente se han ohtenido anticuerpos dirigidcs contra UP3 de los ro-—
tavirus SAl1 y NCDV, que neutralizan la infectiwvidad viral en forma equiparable
a aguéllos dirigidos contra UP7 (53). Estos anticuerpos reaccionaron con UPS8,
el producto menor del rompimiento de UP3; uno de ellos neutralizé a las dos ce—
pas de rofavirus y cuando se incubdé con los virus antes de gque fueran tratados
con tripsina, evitd el rompimiento de UP3. Esto sugiere que el sitio de rompi-
miento o un sitio cercano a éste, puede ser capaz de inducir anticuerpos gue

neutralicen cruzadamente.

Otros estudios (54,55) describen el aislamiento de anticuerpos monoclona-
les dirigidos contra VUP3, que neutralizan a algunas cepas de rotavirus que per-—
tenecen a distintos serotipos. En uno de los estudios (54), se demostrd 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 investigacion de la gastroenteritis viral es
el desarrollo de una vacuna efectiva, basado en el conocimienteo de la naturale-

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

en la obtencién de un inmunégeno, no han arrojado resultados alentadores. Por

IR 41 SR |

ejemplo, cuando se utilizd una cepa atenuada de NCDV (bovino) no fue posible

generar una respuesta inmune proteciora en bovinos (S5B6). También se han hecho.
estudios er cerdos, para evaluar la capacidad protectora de rotavirus de bovi-~
no, contra infecciones provocadas por rotavirus de humano; sin embargo, los re-—

sultados tampoco han sido conclusivos (57).

Cabe afiadir que la utilizacién de patdgenos completos en la elaboracidn de




vacuna no representa el sistema ideal, debido a una posible reactivacion de la
virulencia, en el caso de las cepas atenuadas: como a una deficiente inactiva-—
cion, si se trata de virus inactivados (S58). Aunado a esto, en los paises sub-
desarrollados, la falta de equipo adecuado dificulta el mantenimiento de una
cadena fria, tan necesaria para mantener la integridad de las particulas vifa~

les.

Una alternativa para evitar el empleo del microorganismo completo es la
utilizacidén, como inmmunégenos, de lals) proteinal(s) o las regiones de ésta(s),
que estén involucradas en la induccidon de anticuerpos neutralizantes. Es con-
veniente pues, identificar y caracterizar a las proteinas virales participan—

tes en la induccion de inmunidad.

lLa identificacion de las regiones antigénicas de algunos virus, se ha
realizado a través de la utilizacidén de anticuerpos monoclonales (589) y del
analisis de los perfiles de hidrofilicidad de los polipéptidos de interés (60).
Al contar con - este infeormacidén, ée ha considerado la posibilidad de sintetizar,

quimica o bioldégicamente, dichas regiones para probar su capacidad inmunogéni-—

ca.

Un camino para la sintesis de proteinas es la expresidon de estas a par-—
tir de genes especificos. La aplicacion de la tecnologia de ONA recombinante,
ha permitido gyue los genes portadores del codigo de un producto determinado
puedan ser aislados, seleccionados en clonas individuales y propapgados median—

te la insercidn del material genético (natural o sintético) en un vector ade-

cuado.

Hoy en dia existen técnicas de expresion controlada de genes insertos en

73.




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

mas celulares adecuados, es factible la produccidn de proteinas gue contengan,
por ejemplo, epitopes de neutralizacidn pertenecientes a microorganismos gue

son de interés para la induccidn de una respuesta inmune protectora.

Dos de los métodos utilizados en la produccidén de la proteina de interés son:
1> La proteina se sintetiza en células procariotas o eucariotas, tranformadzs
con vectores gque llevan inserto al gene respectivo. Esto se ha realizeado,
exitosamente, con varios antigenos virales como la hemaglutinina de in-—
fluenza A (B1), el antigenc de superficie del virus de la hepatitis B (62),

la glicoproteina D del virus herpes simple tipo 1 (63) y el polipéptido UF3

del virus de la fiebre aftosa (§4). En todos estos casos, el producto sin-—

tetizado ha sido capaz de inducir anticuerpos que neutralizanm la infeccidn
viral in vitroi y en el caso del virus de la fiebre aftosa, logra inducir
proteccidn in vivo.

2) La proteina se sintetiza en las células que sor infectadas con virus recom-—
binantes infecciosos, portadorés de secuencias de DNA que codifican para el
producto deseado. De esta forma se han logrado construir, por éjemplo. vi=—
rus recombinantes de vaccinia, que expresan genes que determinan antigenos
de superficie de hepatitis B (65), de herpes (86), de rabia (£7), etc. l.as
ias células infectadas con estos virus, sintetizan el antigeno respectivo.
Asimismo, se han construido recombinantes del virus herpes simple, con el
ohjeto de obtener, en células infectadas, al antigeno de superficie de la

hepatitis B (BB).
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Objetivo.~

En base a los resultados positivos alcanzados en la sintesis de proteinas

de origen eucariote en cepas de E. coli (61-64), este trabajo pretende disefar

y desarrollar una estrategia que permita la sintesis de una regidén de VP3 que
contenga, primordialmente, a UPB y al sitio de cortie con tripsina. La impor-—
tancia de esta regidén radica en que el sitio de corte, © una regidén cercana, ha
sido sugerido como el responsable de la induccién de anticuerpos neutralizan-

tes (53).
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MATERIALES Y METODOS

CEPAS BACTERIANAS

Se utilizaron dos cepas de Escherichia coli K—12 como células receptoras
para los experimentos de transformacién:
RR1 (A )Y L F7 hsdS28(ry ,mz), ara—14, proA2, lacY!l, galKl2, rpsl20(Sm*), xvyl-5,
mtl-1, supEd44, AN 1. Esta cepa sintetiza, a partir de un gene cromosomal ¢I, al
represor para el promotor Pl de lambda; de este modo, mantiene reprimida la
transcripciéon de dicho promotor.
l.a otra, MS5219 (cepa M72 lac Zam itrpam SmY - Abio 252cI857AH1-) contiene inte-—
grado, en el genoma celular, un profago defectivo de lambda (68). Dicho pro-
fago porta al gene mutante éISS?, mismo qQue determina a un represor termosen-—

sible del promotor PL del fago lambda.

PLASMIDOS

Se utilizd el pléasmido pSR4-2, derivado del_pMTZl, obtenido del banco  de
nenas.resultante de la clonacién del genoma del rotavirus de simio SAll (43,
46 ). Este plasmido- contiene inserto, aproximadament=, el 45% del gene 4 del
rotavirus de simio SAll, incluida la region del gene que codifica para el si-

tio suscebtlble a ser cortado con tripsina en UP3 (46) (fig. 4A).

En los estudios de expresidn se utilizdé el vector pPLc24- (69). Este vec—

tor cuenta con el promotor PL del bacteridfago lambda y con la regién del gene



de la polimerasa del bacteriofago MSZ que codifica por los primeros 88 aminoa-—
cidos de la misma. Este plasmido ccocntiene ademas, el gene de resistencia a am-

picilina.

MEDIOS DE CULTIVO

Caldo de Luria (LB}:

— peptona de caseina (Bioxon) al 1%

— extracto de levadura (Difco) al @.5%

NaCl al 9.5%
— 3mM de NaOH

vLa siembra de bacterias transformantes y el aislamiento de cepas, se prac-—
ticaron en caldo de Luria, suplementado con bactoagar (Difco) al 2% y ampicili-

na en una concentracidon de lﬁﬁ‘pg/ml cuando fue requerida.

Medio maximo de indu:&ién (MX):

— peptona de caseina al 3.2%

- extracto de levadura al 2%

- 0.1 mM MgS80y

— sales M3 1x (6 g de NajzHPO4 , 3 g de KHaPO« , 0.5 g de NaCl y 1 g de NH«C1:

en un liltro de HZx0)

PURIFICACION DEL DNA DE FLASMIDO

El método gque se siguid para purificar el DNA de los plasmidos pSR4-2 y

pPlc24, =s el siguiente:
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Inocular de S a 10 ml de LB (adicionada con 25,ug/m1 de ampicilina) con la
cepa de Escherichia coli portadora del plasmido deseado.

Agregar S ml del cultivo obtenido, a 500 ml de Luria con ampicilina

(25 pg/ml)d.

Incubar el medio a 37°C con aereacidn hasta gque la densidad o6ptica del cul-

tivo, a 858 nm, llegue a 1. En este momento se debe adfadir 170 ug/ml de

cloramfenicol, continuando la a2ereacidn por, aproximadamente, 12 hr. Esto

aumentarad el crecimiento del plasmido en el cultivo.
Centrifugar en el rotor GSA (S5orvall) a 7,000 rpm y a 4°C, durante 10 min.

tavar las células centrifugadas con 4 del volumen inicial de una solucidn

amortiguadora de 10mM Tris pH 8.5, 1mM EDTA. Centrifugargnuevamente (se—~

gun inciso 4).
Resuspender la pastilla de células en 3 ml por cada 50 a 180 ml de medio de

cultivo, de solucidén de sacarosa al 18% en S0mM Tris pH 7.5, 80mM EDTA.

Con el fin de lisar la pared celular, agregar por cada 50 a 1920 ml del cul-
tive inicial, 4@®‘pl de lisozima (12mg/ml en amortiguador de sacarosa).

Mezclar suavemente y dejar 18 min incubando a temperatura ambiente.

Congelar (a -70°C) las células y descongelarlas a 37°C. Repetir el proce-

S0 una vez mMas.

Centrifugar en el rotor Sw40 (ultracentrifuga Beckman) a 30,000 rpm y a

4°C, durante 32 min.

Decantar el sobrenadante en tubos de policarbonato de 50 ml y, posterior—

mente, afadir 3 volumen de LiCl al 20% y un volumen de isopropanol frio.

Congelar a -70°C y descongelar a temperatura ambiente.
Centrifugar a 10,009 rpm vy a 4°C, durante 20 min en el rotor 5534
(Sorvall).

Lavar la pastilla con etanol frio al 70%: secar el precipitado con aire y
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resuspenderlc en 4 ml de amortiguador TE (10mM Tris pH 7.5, 1mM EDTA) por

cada 50 a 100 ml de medio original.

Agregar 3.7 g de CsCl y 9.8 ml de una solucidon de EiBr (100 mg/ml en H, 00

por cada 4 ml del resuspendido del paso 4.

Centrifugar a 12,0008 rpm, durante 20 min en el rotor 5%34 (Sorvall).

Rescatar el sobrenadante con una pipeta Pasteur, evitando la peliculs gue

flota en la superficie, formada por agregados de proteinas y EtBr.

Transferir las muesiras a tubos afines al rotor Beckman SW5SS.

Centrifugar a 35,000 rpm vy a temperatura ambiente, de 48 a 60 hr. Ruran-

te este tiempo se formara un gradiente en el gque las moléculas habrén mi-—

grado de acuerdo a su densidad.

Iluminar, en la oscuridad, los tubos con luz UV. Con esto se observaran

dos bandas: la superior, formada por el DNA bacteriano roio y el DNA reia-—

jadoi y la inferior, formada por el plasmido superenrrollado.

Recuperar la banda inferior.

Para eliminar el EiBr, afiadir un volumen de isobiutanol saturado con amorti-

guador 10mM Tris pH 7.5, imM EDTA y SM NaCl. Mezclar v dejar que las fa-

ses se separen.

Eliminar la fase superior y repetir el proceso hasta que el color rosa

desaparezca de las muesiras.
Pasar lo obtenido a un tubo de vidrio y agregar dos voliumenes de Hy0. Afia-

dir a la mezcla 1/10. de volumen de 2M NaAc y 6 volumenes de etanol. Dejar

la solucidén a —-20°C, duranie toda una noche.

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

L.avar el precipitado con etanol frio al 70%4 y resuspender en 1/20 del volu~
men del sobremadante, de 1@mM Tris pH 7.5, 1mM EDTA. E1 DNA obtenido de

este modo, puede almacenarse a —-20°C.

Para determinar la concentiracion del DNA, medir la densidad aptica
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(a 26@ nm) de las muestras.

ENZIMAS

Para la construccién del vector de expresion se utilizaron las siguientes

enzimas:

a) ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION Hhal, HindlIJ

b)

a
~

d>

fueron extraidas dos veces con u

BamHI y EcoRI. (New England
Biolabs).

Las reacciones enzimaticas se llevaron a cabo a 37°C en presencia de ArmM

de espermidina vy amor+tiguador MS o HS segun el caso (50 o 100mM NaCl res—

pectivamente, con 10mM Tris pH 7.5, 1Gmtt MgClg., imM ditiotreitold.

KLENOW ¢ ERAGMENTO GRANDE DE POLIMERASAH

1 DE DNA DE E.COLI. (New England

Biolabs).

Esta enzima se utilizo en las siguientes condiciones: amortiguador MS, ﬁpCi

de dATP, 5@uM de dNTPs; incubando durante 30 min a temperatura ambiente. Yy,

posteriormente, 19 min a 7@°C para jnactivar a la enzima.

FOSFATASA ALCALINA BACTERIANA . (Amersham)

B R

Condiciones de reaccion: en 10mM Tris pH 8.3 a §65°C, durante 30 min.

LIGASA DE DNA DEL EAGC T4.

(Amersham)

Condiciones de reaccion: en amortiguador de ligasa 1% (@.05M Tris pH 7.4,

2.01M ditiotreitol. 1mM espermidina, 1mM ATP, @.1 mg/ml albumina de suero

bovino?), a i6°C, durante 12 hr. La reaccion se l1levo a cabo con un exceso

2 molar del inserto sobre el vector.

Cuando se requirio en cada una de las reacciones anteriores, las muestras

n volumen igual de fenol saturado vy dos veces
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c¢on un volumen de cloroformo. Al DMA en la fase acuosa, se le agregd 2.5 volu-

menes de etanol y @.1 volumen de 2M Nafhc. Después, de congelar a -70°C por 15
min, el agregado se centrifugd durante 19 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 fusion (Seakem) en amortiguador E (9.4 :

g de NaAc, 4.8 g Tris base, 1.83 ml de &acidoc acético glacial: en un liiro de i

Hzo). . i

lLa electroforesis se realizd a 100 Volts y los geles se tifteron con Brgt

(1mg/1l en HL0). Con una lampara de luz UV de onda largs se localizé el frag- |

mento deseado, mismo gque posteriormente fue cortado con bisturi. Una vez fun-—

dida la agarosa & 65°C, se extrajo el DNA con fenol, isobutanol y cloroformo.

l.uego se precipito con etanol y NafAc de la misma manera que se describid ante—

riormente.

TRANSFORMACION DE ESCHERICHIA COLT K—-12

Las cepas de E. coli RR1I y M5219, se hicieron competentes para la trans-

formacion de acuerdo al método siguiente:

1. Inocular 5@ ml de LB con 1/100 de un cultivo de la cepa (RR1 o M5213) cre—
cido toda la noche. Dejar que el cultivo alcance una densidad 6ptica de

2.5, a 500 nm.

2. Colocar el cultivo en un tubo estéril, incubarlo 15 min en hielo. Poste-
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con un volumen de cloroformo. Al DNA en la fase acuosa, se le agregd 2.5 volu-—

menes de etanol y 0.1 volumen de 2M Nafc. Después, de congelar a -78°C por 15

min, el agregado se centrifugd durante 10 min a 12,600 » g.

ELECTROFQORESIS PREPARATIVA EN GELES DE AGAROSA

Para separar preparativamente los fragmentos de DNA, se hicieron geles ho-

rizontales de agarosa de bajo punto de fusion (Seakem) en amortiguador E (0.4

g de NaAc, 4.8 g Tris base, 1.83 ml de Acido acético glacial;

Hy0).

en un litro de

La electroforesis se realizdé a 100 Volis y los geles se tifieron con BrEt

(img/1 en Hy0). Con una lampara de luz UV de onda larga se localizd el frag-—

mento deseado, mismo qQue posteriormente fue cortado con bisturi. Una vez fun-

dida la agarosa a B5°C, se extrajo el DNA con fenol, isobhutanol y cloroformo.

Luego se precipitdé con etanol y Nafc de la misma manera que se describio ante—

riormente.

IRANSFORMACION DE ESCHERICHIA COLI K~-12

Las cepas de E. coli RR1 y M5E2198, se

hicieron competentes para la trans-—.

formacién de acuerdo al método siguiente:

1. Inocular 50 ml de LB con 1/190 de un cultivo de la cepa (RRlno MS218) cre-
cide toda la noche. Dejar que el cultivo alcance una densidad optica de
2.5, a 508 nm.

2.

Colocar el cultivo en un tubo estéril, incubarlo 1S min en hielo. Poste-—

e e st S St b i e A
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HIBRIDIZACION EN COLONIA
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riormente, centrifugar en el rotor S$534, a 6,000 rpm vy a 4°C durante 10 min
Decantar y resuspender las células en 25 ml de 50mM de CaCly 4 1@8mM Tris pH

7.5, dejéndolas 22 min en hielo, y nuevamente centrifuger (segun paso 2).

Decantar y resuspender en 3.3 ml de 50mM CaCll , 1®mM Tris pH 7.5, incubar
en hielo de 1 a 5 hr.

Colocar 0.2 ml de esta suspension en un tubo de 1 ml y afiadir 1 ng del plas-—
mido superhelicoidal o 100 ng del relajado. Dejar los tubos en hielo duran-—
te 3@ min.

Incubar las células con el DNA a 42°C, durante 2 min.

Agregar | ml de LB a cada tubo e incubarlos durante 1 hr a 37°C, para luego

centrifugar.

Resuspender en LB y platear en medio sodlido de LB con ampicilina (1@@ug/ml).
Incubar durante toda la noche, a 30°C si se trata de la cepa M521i9 y a 37°C

si es la RR1.

Este procedimiento se siguié para detectar secuencias especificas de DNA,

v consistido en:

Crecer las colonias transformantes sobre filtros de nitrocelulosa (Schlei-
cher y Schuell) en LB sdlido, con ampicilina <L0®/u9/ml).
Para lisar las colonias, colccar los filtros mencionados: a) una vez durante
S min, en un papel filtro humedecido con ©.5M NaOH, 1.5M NaCl; y b)) dos ve-—
ces, 5 min cada una, sobre papel humedecido con 0.5M Tris pH 7, 1.5M NaCl.

Dejar secar al aire y hornear al vacio y a 88°C, durante 2 hr.

Colocar los filtros de nitrocelulosa en bolsas de plastico y prehibridizar a
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42°C durante 3 hr o mas, con 5x SSPE (©.9M NaCl, 50mM NaH,P04,5SmM EDTA pH 7)

en 50% de formamida desionizada, 1x solucién Denhardt (0.1% Ficoll, @.1% po-—

livinilpirrolidona, ©.1% BSA), ©.3% SDS, 1086 pg/ml DNA de esperma de salmén.

Afadir la sonda de DNA, que fue marcada con LL-32P 1dATP mediante la técnica

de "Nick Translation"™ (70). Hibridizar durante 12 hr o mas, a 42°C.

LLavar los filiros: a) una vez durante 15 min a 42°C, con 2x SSPE; y b) cua-

tro veces, durante 15 min cada una, a 42°C con 0.2x SSPE.

Secar los filtros y exponerlos en una placa fotografica, a -70°C.

SECUENCIACION NUCLEOTIDICA

tremo 3' con foésforo radiactivo,

Los fragmentos de DNA a secuenciarse, fueron marcados previamente en el ex-

del siguiente modo:

Digerir €l DNA del plasmido con la endonucleasa de restriccidén conveniente

—de acuerdo a la regidéon del DNA que se desea secuenciar—.

Incubar la muestra antes digerida con b(*3RP1dATP, rnucléotidos d6TP, dCTP,

. dTTP (cada uno a una concentracion final de SQ/JM) y 1 unidad de Klenow,

durante 30 min a temperatura ambiente.
Agregar dATP frio a una concentracién final de 1®®‘FM. Incubar la reaccion

durante 30 min a temperatura embiente.

Inacitivar la enzima calentando a 7@°C, durante 10 min.

Someter la muestra a la accidén de una segunda endonucleasa, con el fin de

suparar los extremos 3' marcados.
Separar,

en un gel de agarosa de bajo punto de fusion (1.5%), los fraagmen—

ic¢. generrados por las endonucleasas. Cubrir el gel con una pelicula delga-

da de plastico (Kleen Pack) y ponerlo en contacto con una placa fotografica

3.
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Exponer la placa fotografica de 15 min a 1 hr.

8. Detactar, mediante la placa revelada, los fragmentos marcados radiactiva-

mente, para posteriormente separar del gel las bandas daseadas.

8. Fundir la agarosa a B5°C, extraer el DNA corn fenol y cloroformo; precipitar

con etanol y NaCl.

19. Resuspender el precipitado en 11@/41 de H,0 desionizada y dividir en cuatro

alicuotas, que se utilizan para las cuatro reacciones de secuenciacidén nu-

cleotidica descritos por Maxam vy Gilbert (71). Su técnica de secuenciaciédn

se basa en la modificaciédn parcial y selectiva de bases —con ciertos reac—

tivos qQuimicos— para posteriormentie cortar con piperidina, el enlace fosfo-

diéster del nucledtido modificado.

11. Los fragmentos de DNA producidos en el paso anterior, y marcados en el ex-—

tremo 3’ se separan en geles (48 cm de largo y ©.75 mm de espesor) de a-
crilamida—-bisacrilamida (19:1} y 7M Urea. La electroforesis se sfectua a

50 Watts hasta que el xilen—-cianol migre 12 cm a lo largo del gel.
.12. Para obtener la autorradiocgrafia, cubrir el gel con una pelicula de plasti-
co y exponerlo, en contacto con una placa fotografica, durante 2 6 3 dias,

a ~70°C.

INDUCCION DE LA EXPRESION

Para inducir la expresidon de genes a partir del promotor Pl del bacterio-

fago lambda, se siguié la técnica descrita por Mottt E. y col. (72), consisten—

1%
te en:

1. Crecer las transformantes en medio maximo de induccién (MX) a 28°C, durante

toda la noche.
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2. Con 1/1020 de este cultivo bacteriano, inocular 20 ml de MX con ampicilina

(100 Pg/nl). Incubar a 28°C hasta una densidad éptica 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

Bs°C.
4. incubar durante 12 hr o mas, a 42°C.

5. Enfriar las muestras en hielo.

Tomar una alicuota de 1 ml y centirifugar a

12,000 x g durante 1 min.

L.avar con TE (18mM Tris pH 7.5, 0.1imM EDTA) v re- :
suspender en S@/Jl de solucidn disruptora (50mM Tris pH 6.8, 10% glicerol, l
1% 8DS, Z2mM EDTA, azul de bromofenol y 1®/Jl/m1 de B-mercapitoetanol).

6. Hervir durante 3 min, centrifucar en Eppendorf por 5 min y colocar la mues-—

tra en un gel de acrilamid&a—-SDS.

Se utilizaron geles de acrilamida-SDS de acuerdo al sistema descrito por

Laemmli (73). Los geles se preparan en dos partes: la inferior consistente En

12 & 158% de acrilamida-bisacrilamida (30:0.8) en solucidn amortiguadora de Tris

pH 8.8:; la parte superior, se hace con 5% de acrilamida-bisacrilamida (30:0.8)

en solucidn de Tris pH 6.8, Esta discontinuidad del gel ayuda a concentrar las

muestras en la parte superior, obteniendo asi una mejor separacion.

Se utiliza Tris—glicina como solucidén de corrida. La electroforesis se e—

fectua a 10 mA has{a nue el azul de bromofenol alcanza el gel inferior, enton—

" ces se aumenta la corriente a 20 mA hasta gque el colorante salga del gel. Pos-—

teriormente, los geles se fijan y tifen con una solucidn al 30% de metanol, 10%

de acido acético y 0.06% de azul brillante de Coomasiec.

Para medir el porcentaje de las proteinas de interés, con respecto al to-—

tal de las proteinas sintetizadas en E. coli, se hacen curvas densitométricas,
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a 600 nm, de los geles tefiidos. Para ello se utiliza un espectrofotéometro Gil-

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

INMUNOEL ECTROTRANSFERENCIA

Para la deteccioén de proteinas especificas se siguid el método "Western",

consistente en:

1. Separar las proteinas en geles al 10% de acrilamida-bisacrilamida (32:0.8).

2. Transferir las proteinas a un papel de nitrocelulosa (BABS), humedecido
con solucidn de fransferencia (G.025M Tris pH 8.35, ©.193M glicina, 20%
metanol) v colocarlo entre dos papeles filtro igualmente humedecidos. tLa
transferencia se lleva a8 cabo a | Amperio, durante 3 hr.

3. Para corroborar la eficiencia del método, se tifie alguno de los carriles
de nitrocelulosa con amido negro (0.1 g de amido negro, 45 ml de metanol,-
19% de acido acético, 45 ml de H,;0) vy se revela con una solucion de 82% de
metanol y.2% de acido acético.

4. Después de la transferencia, los papeles de nitrccelulosa se incuban duran-—
te toda la noche en amortiguador de gelatina TNTG (10mM Tris pH 7.4, 0.97%
NaCl, ©.3% de Tween, 3% de gelatina)d.

5. Los papeles de nitrocelulosa se colocan en bolsas de plastico, donde se
agregan los antisueros diluidos en TNTG.

6. Incubar a 37°C, durante 98 min.

7. Lavar los papeles 4 veces en TNTG, con agitacion, 15 min cada una.

8. Incubar 1 hr a 37°C con 0.5 uCi/ml de proteina A de $S. aureus, marcadé con
1 ,25—51, disuelta en TNTG.

Kd
8. Remover la proteina H—I’a Qque no se haya pegado, lavando los filtros
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cuatro veces en TNTG, segQun lo indicado en el paso 7.

1®@. Dejar que los papeles se sequen al aire y exponerlos para autorradiografia.

ENRiQUECIHIENTO E LA PROTEINA HIBRIDA

Para obtener mayor proporcidén de la proteina de interés sintetizada en

E. coli, se siguid la siguiente técnica:s

1. Las bacterias recombinantes se colectan por centrifugacion a 4,600 < g,
durante 1@ min a 4°C.
2. Resuspender en 1/10 del volumen inicial de TEN (50mM Tris pH 7.5, @.SmM

EDTA, @.3M NeCl) y afadir 1 mg/ml de lisozima, dejando 15 min en hielo.

3. Agregar NP-40 a una concentracién final de ©0.5%, dejando 10 min en hielo.
4. Agregar a la muestra 1/6 del volumen inicial de 1.5M NaCl y 12mM MgCl Y

agitar sobre hielo, junto con 2 ug/ml de deoxirribonucleasa, durante ! hr.

5. Centrifugar a 4,000 x g por 15 min, a 4°C.

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

7. Resuspender el precipitado en TEN. : i



RESULTADOS

CONSTRUCCION DE UN PLASMIDO PARA LA EXPRESION DEL GENE 4(5') DEL ROTAVIRUS DE
SIMIO SAll

El plasmido pSR4-2 utilizado, contiene un fragmento de cDNA que correspon-—

de al extremo 5’ del gene 4 de SAll;: fraamento 4(5'). Dicho fragmento codifica

para un polipéptido que denominamos UP8' y que abarca la secuencia de VP8

(excepcién hecha de los primeros ires aminoacidos) y 1687 ¢ 173 aminoacidos (de-—

pendiendo del sitio de corte con itripsina) correspondientes a UPG (ver fig.4A).

Para dirigir la sintesis del polipeptido UPB’ en E. coli, se selecciond el

vector pPLc24 (derivado de pBR322), que cuenta con el promotor izquierdo PL del

bacteriofago lambda. PL e&s un promotor fuerte cuya actividad es regulable por

el producto del gene clI del fago lambda (74). Como el plasmido pPLc24 no cuen-—

ta con el gene cl Que codifica para el represor, lea expresién regulada de ge-—

nes, a partir de dicho promotor, se lleva & cabo en cepas de E. coli que produ-—

cen un represor termosensible de PL. De este modo, estas bacterias transforma-

das con el plasmido, se crecen a una temperatura gue no inhiba la actividad del

represor, y una vez alcanzado =21 crecimiento deseado el represor se inactiva,

mediante la elevacion brusca de la temperatura del cultivo, para inducir la ex-—

presion del gene.

Adyacente 2 la region operador—promotor PL del plasmido pPLc24, se encuen—

tra una region nut. Se sabe gue los sitios nut, junto con el producto del gene

N del fago lambda, impiden la terminacidén prematura de la transcripcién inicia—
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da en PL o PR. Por esta razon se utilizan cepas de E. coli con un lambda inte-

grado que tenga un gene N activo, de tal manera que el prodﬁcto de este gene,
junto con el sitio nut del plasmido, sea capaz de impedir una terminacidén pre-—

matura debido a la posible presencia, &n el fragmento clonado, de regiones de

terminacién similares a las que ocurren en lambda.

Inmediatamente después de la regiéon nut antes mencionada, se encuentra urna
secuencia de DNA que tiene el sitioc de unidn de ribosomas, asi como la informa-—
cidon que codifica a los primeros 98 aminocacidos de la polimerasa del bacterid-
fago MSZ2. A continuacion, se localiza una secuencia “linker" donde se ubican
los sitios de corte para las enzimas de restriccion BamHI v HindIII (separados
por 19 nucledtides). El uso de este vector posibilita gue cualguier segmento
de DNA que se inserte en alguno de &stos sitios, sz exprese bajo la direccion
del promotor PL, a condicidén de encontrarse en la misma fase codificadora de la

polimerasa MS2.

La figura 4B nos muestra la esirategia empleada en la construccion de un
vector gue dirige la sintesis de UPB*. El plasmido pSR4-2 fue digerido con la

endonucleasa Hhal. El fragmento 4(5') resuliante, de 1043 pares de bases (1239

después de digerir con Klenow), codifica aproximadamente el B85% de VP8 y el 35%

de UPS5, lo gue representa cerca del 45% de VUP3.

Con la ligasa de DNA del fago T4, el inserto 4(5') se ligd al sitio
HingIIx del vector pPlLc24, tratado con fosfatasa alcalina para evitar su recir-
cularizacién. Previamante, fueron rasurados los extremos sobresalientes de los
dos fragmentos de DNA para que fueran compatibles en la reaccion de ligasa.

»Para los extremos 3° sobresalientes, generados por Hhal, se‘utilizé la activi—

dad de exonucleasa del fragmento Klenow de la ONA polimerasa I de E. coli;
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?1gura 4.-

Construccion de un vector de expresion para el gene 4(5') de rotavirus SAll.
A) Posicion relativa, con respecto a la leongitud completa del gene 4, del
serto de cDNA viral contenido en el plasmido pSR4-2. El inserto contiene del
nucledtido 19 hasta el 1251 del gene 4. La flecha sefiala la regidn del sitio
de corte con tripsina asociada con el aumento de infectividad del rotavirus

SAl1l. B) Secuencia de eventos en la construccidn del plasmido de expresion
pUMA4BIML .

in—
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mientras que para rellenar los extremos 3' recesivos, generados por HindIIl, se

utilizo la actividad de polimerasa de la misma enzima. Vector e inserto trata-—

tados de la manera descrita, se unieron afiadiendo un exceso de 2 molar de in—

.serto, para favorecer la formacién de hibridos.

Las nuevas moléculas de DNA fueron recuperadas mediante su transformacidn

en la cepa RR1 de E. coli. Esta cepa produce las moléculas de represor capa-

ces de inhibir completamente al promotor PL (ver Materiales y iMéitodos): aun-—

que este represor no es termosensible y no permite la desrepresidon, con la cepa

RR1 se logra obtener una alta eficiencia en la transformacidén (6 x lbé'colng

de plasmido), facilitando la seleccidén inicial de los plasmidos recombinantes.

Mediante la hibridizacion en colonia, las bacterias transformantes resis-—

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

inserto 4(5'), aislado de la clona pSR4-2 con las enzimas EcoRI v HindIIl v

marcado con & —-*2pP1dATP, mediante la técnica de "Nick Transiation® (69). Casi

todas las colonias obtenidas contenian el inserto viral.

La secuencia nucleotidica en la regidén de la fusion, se establecis median-—

te la técnica de Maxam y Gilbert. Para ello, los pléasmidos hibridos fuerom di-

geridos con_la endonucleasa BamHI (ver fig. 4B) y los extremos 3*' generados se

marcarornr con [A -31P]dﬁTP, usando el fragmento Klenow. Los plésmidos lineari-—

zados se cortaron con la enzima Pstl,

con el fin de aislar los segmentios de DNA

(marcados en un sélo extiremo) en geles de agarosa.

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

rrecta, mostird que el marco de lectura del gene 4(5') estaba desfasado en re-—

lacién a la secuencia de la polimerasa MS2. Al plasmido hibrido gue contenia

. 3a.



este gene fuera de fase, se le llam¢ pUMA4BOML. La secuencia fue la siguiente:

5° 3
.« - TTG-TCA~-TGGE-GAT-CCH5~ACC-AAG-CTC-AAA-CAR-ATT.. .
...AﬁC—ﬁGT~ﬁCQ—CTA—EGC—TGG—TTC—GAP—TTT—GTT—TAA...

Polimerasa MS2 linker UpP8*

El primer codén TGG (aminoacido triptdéfano) corresponde a la posicidén 88

de la polimerasa MS2.

Para corregir el marco de lectura del pUMA48BOML, el plasmido se digirid

con BamHI, los extremos 3' sobresalientes se rellenaron con el fragmenio

Klenow, y el plasmido se recircularizé sobre si mismo con ligasa de DNA del fa-

go T4. De este proceso resultd una insercion de cuairo pares de bases en el

sitio de fusion, lo gue dejd al gene 4(5°) en una fase de lectura continua con

respecto al gene de la polimerasa MS2. A este nuevo plasmido se le denomind

pUMA4BIML.

El conocimiento de la secuencia del pene de la polimerasa M52, del plasmi-

do pBR322 y del inserto 4(5') originado del gene 4 del rotavirus SAll, permite

predecir que en el primer coddn AUG de la polimerasa tMS2 (localizado a 312 nu-

cleotidos del gene 4(5*')], se iniciarda la iraduccién de la proteina hibrida:

mientras que ésta finalizard en =21 codén UGA ubicado en la secuencia del vector
pPl.c24 (45 nucledtidos desnués del inserto). El polipéptido de fusidn esperado
consiste en 415 aminoacidos: 98 de la polimerasa MS2:

6 codificados por el vec-—

tor en la unidon MS2-UP8'(linker ); 346 correspondientes a UP8'; y finalmente,

i
i
uf
{
i
:
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Figura S5.-

A) Representacion de MS2-UP8®, polipéptido hibrido esperado de la expresion del
pUMA4B1IML. El asterisco indica el sitio de rompimiento con tripsina. B) Se-
cuencias de nucledtidos y de aminoacidos de las uniones encuadradas en (A),
dichas de acuerdo a la construccidn cdel plasmido.

pre
bre los aminoacidos sefialan su posicil

Los numeros gQue aparecen 50~

on en la proteina original. El codon de
terminacion de la traduccidén se indica con una X.




o

A
DR

los 15 codificados por el pPLc24 (ver fig. S). De acuerdo a la composicidén de

aminoacidos, el pesoc molecular tedrico de este polipéptido es de S5¢,531 dalto-—

nes.

El plasmido pUMA481IML fue introducido en la cepa RRY1 y posteriormente, fue

transferido a la cepa MS5219 de E. coli. Esta ultima es la cepa que tiene inte-—

agrado un profago defectivo de lambda que codifica para un producto funcional
del gene N y para un represor termosensible de PL (producto del gene ¢gI857>). En

©
M5219 se obtuvo una eficiencia en transformacion de 4 x 19 col4ug de plasmido.

EXPRESION DEL GENE 4(5’) DEL ROTAVIRUS SA1ll

En la cepa de E. coli MBE218, la transcripcion a partir del promotor PL del

plasmido, puede inducirse al elevar la temperatura del cultitivo en crecimiento,

de 28°C a 42°C. A esta nueva temperatura, el represor de PL se inactiva.

tos cultivos de las bacterias transformadas con los plasmidos pUMA48BOML vy

pUMA4B1IML (crecidos a 28°C), fueron incubados a 42°C. Posteriormanie se toma-

ron alicuotas de las distintas bacterias recombinantes, para el analisis de las

proteinas totales mediante electroforesis en geles de acrilamida-SDS. En las

muestras tomadas 12 horas después de la induccion, se observd la presencia de

algunas proteinas que no fueron sintetizadas por las bacterias sin inducir’

(ver fig. BA carriles 1 y 2). En este momento, se aprecio en el extracto con

el pUMA4BIML, la presencia de un polipétido con un peso molecular aproximado de

52 Kd {(ver fig. BA carril 2), valor muy cercano a los 50.6 Kd del péptido hi-

brido MS2-UP8', esperado en la construccion. Esta banda no se observo en la

cepa transformada con el pUMA480OML.
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Figura B6.-

A) Gel de poliacrilamida—-S0S al 184, en el cual se analizaron las proteinas to-
tales sintetizadas en la cepa M5218 de E. coli con el pUMA4BIML, antes de indu—
cir (carril 1) y después de 12 horas de induccidén con temperatura (carril 2)..
ta flecha del carril 2, sefiala a la supuesta proteina MS2-VUP8°’. Los marcadores
de peso molecular son: miosina (cadena pesada), de 200 Kd; fosforilasa B, de 897
Kd: albtmina de suero bovino, de 68 Kd: ovalbumins, de 43 Kd: qQuimotripsindge-
no, de 27.5 Kd.- B Analisis en un gel al 1S%, de las proteinas totales de la
cepa M5219 conteniendo al plasmido pPlLc24 (carril 1) o con el pUMA481IML después
de 12 horas de induccién (carril 2). Las proteinas se observan mediante su
tincidon con azul Coomasie. La flecha superior sefala a la proteina de interes
MS2-VUP8°*. lLa flecha inferior indica la posicidon de una proteina de 12 Kd, que
aparece en las bacterias con el plasmido pPLc24.




Como se sabe que algunas proteinas bacteriamas se inducen o repriman con
calor (768), se analizaron las proteinas sintetizadas, después de la induccién,
en las cepas MB5218 transformadas con el pUMA4BIML v con el pPlLc24.

A las 12
horas de induccion,

los extractos difirieron en la produccion de la proteina de

52 Kd, exclusivamente en les hacterias con el pUMA4BIML: y en una proteina de
12 Kd, en las bacterias con el pPLc24 (ver fig. 6B carriles 1§ y 2). l.as dos
proteinas

parecen corresponder, respectivamente, al hibrido MS2-UP8’' v a los
898 eminoacidos del gene de la polimerasa MS2. Concluimos entonces nue esto es

privativo de cada cepa transformante y no resulta de une induccion inespecifi-
ca con calor.

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

combinantes, se efectud un analisis densitoméirico de diferentes extractos bac-
terianos (en estado de induccidén), conteniende al plasmido pUMA4B8LIML. las pro-
teinas se separaron en un gel de acrilamida al 10% y se tifieron con Coomasie.
Su analisis mostrd que el polipénptido en cuestidn representa,

aproximadamente,
un 15%

de las proteinas totales.

IDENTIFICACION INMUNOLOGICA DEL POLIPERTIOQ MS2-URS®

Con el fin de determinar si la proteina obienida presentaba determfnantes
antigénicos relacionados con el rotavirus SAll, se prepararon proteinas totales
de bacterias MSZ213 portadoras del plasmido pUMA4BOML vy del pUMA4BIML,

previa-
mente inducidos durante 12 horas {(ver Materiales y Métodos>.

Aproximadamente
12 pug de proteina total de cada uno de los extractos bacterianos,

se separaron
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida—~-§DS al 10%

{ver fig. 7 ca-

e
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Figura 7.-

Analisis, por inmunoelectrotranferencia, de las proteinas sintetizadas por las
bacterias recombinantes. El lisado de proteinas de la cepa M5219 de E. coli
(inducida con calor durante 12 horas), conteniendo al pUMA4BOML (carriles A vy
C), o al pUMA4BIML (carriles B y D) se separaron en un gel de acrilamida al 10%Z
v se tifAeron con azul de Coomasie (carriles A y B) o fueron transferidas a pa-—

pel de nitrocelulosa (carriles C y D). Las proteinas transferidas se incubaron
con una diluciéon 1/500, de suero de cobayo anti-SAll. El anticuerpo unido se
identificd con proteina a-1/ , de S. . IL2 flessha musstra 2 la supuessts

proteina MS2-UP8".




rriles A a D) y posteriormente, se tifieron con Coomassie (carriles A yv 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
dilucidén 1/500 y luego, con proteina A de S. aureus marcada con I’Rsi Poste—
riormehte, los papeles se lavaron exhaustivamente para evitar la adhesién in—
especifica de marca radiactiva. La figura 7 (carriles C yv D) muestra la au-—
torradiografia de esta inmunolectrotransferencia. Se observa gque los anticuer-—
pos dirigidos contra SAll reaccionaron especificamente con la proteina de 52 Kd
(carril D) sintetizada solamente en la bacteria con el pUMA481IML. Una proteina
de menor peso molecular reacciond con el antiSAll. Esta misma proteina apare-
cid en la cepa con el pUMA48OML, cuyo inserto 4(5') esté fuera de fase con res-—
pecto al gene de MS2 (carril C). Estos resultados sugieren que el polipéptido

MGS2-UP8' es el producto de fusion esperado.

ENRIQUECIMIENTO DE LA PROTEINA HIBRIDA

Las bacterias en estado de induccidn, transformadas con el pUMA4B1IML, fue-—
ron trata&as con lisozima para romper la pared celular; y con NP-49 para solu-—
bilizar les membranas. Después de centrifuger a baja velocidad se analizaron,
en geles de acrilamida-SDS, las proteinas insolubles recuperadas del precipita-
do (ver fig. 8 carril 2), asi como las solubles obtenidas del sobrenadante (ca-—
rril 3). En esta forma encontramos a MS2-UPB' enriquecida entre las proteinas
insolubles precipitadas, representando ahora mas del 40% del total de las pro-—

teinas celulares.

40.
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Enrigquscimianic ds la proteina hibrida. Em un gel da =crilamida al 10%,

se

analizaron las proteinas de las bacterias (con el pUMA481ML) en estado de in-—

duccidon, que fueron tratadas con lisozima y NP49Q vy,
cidad. 1) Proteinas totales, obtenidas antes del tratamiento descrito.
teinas recuperadas del precipitado.
l.a flecha sefiala la proteina MS2-UP8'.

centrifugadas a baja velo-

2) Pro-

3) Proteinas recuperadas del sobrenadante.

{s3conren,
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DISCUSION

El resultado de este trabajo es la expresidén, en E. coli, del fragmento
4(5') del gene 4 del rotavirus SAll que, junto con un fragmento del gene de la
polimerasa MS2, did como producto la proteina hibrida MS2-VUPS8'. Tenemos la
certeza de haber logrado la sintesis de le proteina mencionada, pues se obtuvo
un producto bacteriano de 52 Kd (valor muy cercano a los 50.8 Kd esperados en
la construccidn del plasmido), que reacciond con los anticuerpos dirigidos con-—
tra los viriones de SAl1l con capa externa. Esto indica que algunos de los de-~

terminantes antigénicos de UP3, estan presentes en dicheo producto.

Los anticuerpos anti-SA1l también reaccionaron con otra proteina de menor
peso molecular;: sin embargo, se descarta la posibilidad de su origen viral, ya
que.aparecié tanto en el extracto que zontiene al plésmido con el gene viral
fuera de fase (pUMA48BOML), como en las células transformadas con el pUMA48IML.
La reacciodn de este proteina se debe, presumiblemente, a la presencia en el

suero, de anticuerpos dirigidos contra algun determinante bacteriano.

La expresion del fragmento 4(5') depende de la induccidén controlada de su

transcripcién, a partir del promotor Pl. La cepa de E. ¢oli utilizada (M52189),

produce suficientes moléculas del represor de PL, mismas que mantienen una
inhibicién totel de la expresion del gene viral clonado! El polipéptido MS52-
UPB8', no aparece hasta que el represor se inactiva al elevar la temperatura del
cultivo celular; es entonces cuando comienza la sinlesis de la proteimna hibrida

de 52 Kd.

" Y.



A las 12 horas de iniciada su sintesis, MS2-UPS8' alcanza una cantidad
que se mantiene constante, al menos 36 hores después de la induccidn. Este
resultado nos permite suponer: o bien una estabilidad de MS52~UP8', probable-—
mente debido a su.sintesis en forma hibride (esto es, incluyende un polipép—
tido de origen procariote); o bien un proceso de degradacidn y sintesis que

mantiene constante la cantidad que la proteina alcanza a las 12 horas.

La secuencia de aminocacidos codificada por el inserto en el plasmido
pSR4~2, carece de los tres aminoadcidos amino terminales de la proteina UP3
(77). Por ello, para lograr su expresion, se utilizoé un vector que contenia el
coddn inicial de la polimerasa MS2. El fragmento del gene 4 gque se clond en el
vector de expresidén pPLc24, abarca la regidn comprendida entre el aminocacido 42
y el 387 de la secuencia de UP3. Como el polipéptido UPB termina en el amino-—
aAcido 241, el polipéptido hibrido sintetizado en E. coli, debe contener el 85%
de la secuencia carboxile terminal de UP8 y aproximadamente, el 354 de la se-

cuencia amino terminal de VPSS, incluyendo la regidon correspondiente al sitio ..

de corte con tripsina (del aminoacido 241 al 247).

En el sistema descrito, la proteina MS2-UP8' sintetizada, representa al-
rededor de un 15% del total de las proteinas celulares bacterianas: proporcién
gque se puede aumentar hasta llegar a mas del 4Q%, utilizando la propiedad de
esta proteina de precipitar mediante el centrifugado a baja velocidad de las
bacterias lisadas. Este enriguecimiento puede resultar favorable para la pos—
terior caracterizacion de MS2-UP8', ya gque permite cbtener en una forma rela-
tivamente pura, hasta 112 mg de la proteina hibrida por litro de cultivo bac-
teriano. Sin embargo, debido a que una caracterizacidon fina de la proteina

probablemente requiera un mayor grado de pureza de la misma, hay gue contem-—



plar la necesidad de utilizar otros métodes que permitan recuperarla libre de

proteinas bacterianas.

El desarrcllo de una vacuna efectiva contra rotavirus puede favorecerse
con el conocimiento sobre la naturaleza antigénica del virus y en particular,
de los determinantes especificos involucrados en el proceso de neutralizacion.
Estgdios a este respecto podrian facilitarse gracias a la disponibilidad de

MS2-VUP8', proteina hibrida cuya obtencidén reporta el presente trabajo.

Sabemos gue la secuencia de aminocacidos de la region asociada con el au-
mento de infectividad causado por tripsina, es similar en algunos rotavirus que
pertenecen a distintos serotipos (52). Esto sugiere gue esta regioén de UP3
puede ser responsable de inducir los anticuerpos neuiralizantes heterotipicos
descritos. Luego entonces, parece importante probar la capacided de la protei-
na MS2-UP8' para inducir anticuerpos que neutralizan a rotavirus pertenecientes

.a serotipos diferentes al de SAll.

Debido a gue MS2-UP8' contiene solo una regién de UP3, su estudio pudiera
permitir localizar er la molécula, otras funciones de la proteina viral, como
son la hemaglutinacidén y la adsorcidén y/o penetracidén a la célula huésped. Sin
embargo, para la localizacion de tales funciones, podria ser necesario sinteti-
zar la protcina completa o regiones de VUP3 no contenidas en MS2-UP8’. Esto pu-
diera lograrse utilizando el sistema aqui reportado, o alguno que permita la
la expresion de polipéptidos cuya estructura sea lo mas cercano posible a la de

s
la proteina nativa.




Lo g

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

UP7, el otro polipéptido de la capa externa, responsable de la induccion de an—
ticuerpos neutralirzantes, se ha logrado sintetizar bajo el control del promotor

del operodon de lactosa (78). La disponibilidad de estas proteinas capaces de

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

teger contra las infecciones causadas por rotavirus. De este modo, las porcio—

nes antigénicamente relevaenrtes de UP3 y UP7 (producidas en bacterias), solas o

combinadas, representan una alternativa en la posible produccion de una vacuna
contra rotavirus, que también pudiera ser funcional contira diferentes seroti—

pos.

SOPUIN SRR
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ANEXO I

Cuadro 4. Porcentaje de distribucién de las defunciones en nifios menores de un ano y de 1 a 4 aiios, segin

determinados grupos de causas,” en paises seleccionados de las Américas, alrededor de 1979.

Menores de un afo

Pals
Afo A B D E F G Total
Argentina 1979 11.8 10,4 10.0 2.5 0.3 13,6 14,4 100.0
Barbados 1978 16.0 4.0 11.2 3.2 1.6 10.8 5.2 100.0
Colombia 1977 23,7 23,2 8.9 1.0 0,2 9.9 1,1 100.0
Costa Rica 1979 12.7 9.8 7.2 1.4 0.8 8.2 21.8 100.0
Cuba 1978 14.2 8,7 6.9 b 0.4 6,1 20.6 100.0
ElSalvador 1974 14,7 25,1 6.0 0.4 0.1 7.6 30,0 100.0
Guatemala 1978 21.7 19.2 10,6 b 0.1 5.8 13.5 10,0
México 1976 30.1 25,3 6,9 2.0 0.2 3.0 15,2 100,00
Nicaragua 1977 10.2 36.5 14,4 0.7 0,2 7.3 28.6 1000
Republica
Dominicana 1978 8,3 17,2 14.4 0.6 0.2 11,0 20,8 100.0
Trinidad y Tabago 1977 13.8 27.5 2,0 2.2 0.2 7.G 10.9 100,0
Uruguay 1978 7.9 11,7 7.4 1,9 0.2 8,2 19.8 100,0
Venezuela 1978 11.8 18,0 8.5 2.8 0.2 9.0 17,2 100.0
De 1 a 4 anos
rgentina 1979 13,4 10,9 11,9 17.8 5.0 9.7 100.0
Barbados 1978 34,6 - - 19.2 15.4 7.7 100.0
Colombia 1977 23,7 23,0 17,4 7.3 1.2 3.7 100.0
Costa Rica 1979 1301 10,2 15,3 21.1 4.0 3.6 100,06
Cuba 1978 20,5 6.3 12.3 b 8.4 5.9 100,0
El Salvador 1974 11,8 31.8 6.1 2.5 0.4 2,7 100,0
Guatemaia 1978 19.6 31.6 22,2 b 0.3 56 100,0
México 1876 24,0 26,1 16.8 7.7 0.9 4,3 100.0
Nicaragua 1977 9.5 31.0 19.7 4.4 0.7 3.1 100,0
Republica
Dominicana 1978 14.3 16,8- 9,7 5.1 0,7 4.7 48, 100.0
Trinidad y Tabago 1977 15,0 353 1.5 211 3.0 7.5 16. 10G,0
Uruguay 1978 11,8 8,3 4,8 21.4 8.7 8.8 49, 100,0
Venczucla 1978 19,4 16,4 10,8 13.6 2,6 10.6 26, 100,0

Fuente: Las condiciones de salud en las Asmiéricas, 1977-71980. Washington, D.C., Organizacién Panamericana de la Salud,
1982 (Publicacién Cieatifica No, 427).

‘Los grupos estdn definidos como sigue:
A - Causas relacionadas con el aparato respiratorio, excluida la tuberculosis (CIE-9, 460-519);
B - Causas relacionadas con el aparate digestivo, incluidas la enteritis y la disenteria (008, 009 520-579);

C - Causas de moralidad perinatal (760-779):
‘D - Enfermedades infecciosas y parasitarias (000-007, 010-136)

E - Accidentes y otras muertes violentas (ES800-E999);

¥F - Tumores (140-239);

‘G - Todas las demss enfcrmedades, excepto los estados mal definidos y desconocidos; y
H - Signos, sintomas y cstados morbosos mal definidos y causas desconocidas (780-799).
¥Se incluyen en ¢l grupo G.




AFEXO IX
GERES Y PROTEIRAS DE ROTAVIRUS®

segmento de localizacidn

RRA gendmico

pesc mclecular
del RRA x 10

nombre dal producto
final ds 1la traduccidn
(poso molecular x 10°)

funciones ansociadase

comentarios

1 2.05 vP1 (125) cfpeide interna
2 1.68 vrz (94) oépmide interna
3 1.60
4 1.60 vP3 (88) cépside externa
5 0.98 RS53 (53)
6 0.81 vP6 (41) cédpside interns
7 0.5 N34 (34)
- 8 0.5 - R335 (35)
.
-] 0.5 vFP7 (37} cdppide externs
‘10 . 0.3 §S29 (20)° no estructural o
. componente menor
del viridn.
11 _‘ ) vPS (26) tcépside externa?

restriccidn del creci
miento en cultivo ds
células; hemaglutini-—
na; antigenc de neu-—
traliszacidn; reeponsa
ble del sumenic en 18
formacidn de placeas,

debido & proteasas.

esta proteins contie-—
ne 8 los dos diferen—
tes pitios antigéni——
coB, Que corrasponden
a la especificidad de
sub-grupo y sl antfigs
no comin de los rota—
virus.

antfgeno de neutraliga
cidn; responuabdle .de —
la especificidrd del -
serotipe; probablewen—
te &8 importente en le
inmunidad protectora.

se glicesila convir~ -
tiéndose en una proted
na de 29 E; tlera un =
papel impertante en el
enpemblaje de la cépai
de sxterna. -

e Tomps oon 1§1P5101‘9
para producir los seg—
mantos 4a 88 y B4 xX.

el gens 3 se traoscribde
pobrements, tento in vi
vo como in vitro. :

VYF3 Be rompe con tripei
pa para producir los =
fragmentos de 60 y 28 X

loe segmentos 7, 8 y S -
diffciimente ®me puedon '’
8eparar mediante eleo—
troforesis sn gelss dwe’
poliacrilanidn; s mi—
gracidn de los genes ¥a
rim de cepa = oepa..

so-he determinndo- lr-se
cuencia tomplets. del g3
ne 8 as Si11, ésta pre-
penta el 96X de rowoloe
Zis con la protsina

po he dsterminado la se
cuancia completa del ge
ne 9; la secusncia de @
minodcidos dmducidsm,. & —
muestra gues VE7 tiene -
ung - longitud & 326 ami
nodcidos con dos regio-,
nes amipoterminales hi-.
drofdbicas y un sitio =
Snico de zlicosilacidny
este glicoproteins mues.
tra une grean wariabilis
dad electrofordtica eo—
tre pislados virales in
dependienten. -

este nsignumiento de cd
digo para loe genen 10
¥ 11 ep real para SA11
Y HVH con electroferoti
Pos "largos™, pero la.—
sos8icidn de estoe dos =
genes se revierte para

'5?’13 con un patrdén “cor-
0.

8 :los datoa se obtuvieron del modelo.de._Totevirus mejor estudisdo: SAli. VI, protefna virel; KS, no-estructurnl.
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