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1. INTRODUCCION

La diarrea es una enfermedad tan antigua ¥y comin, que tanto la poblacién como los
servicios de salud lo ven ya como algo natural e inevitable. La complicacidén principal de
esta enfermedad es la deshidratacién, la cual ocasiona un elevado nimerc de defunciones
en paises donde prevalecen el mal saneamiento y la desnutricidén (1), Tan sélo en 1982 la
Organizacién Mundial de la Salud reporté la muerte por diarrea de 4.6 millones de nifios
menores de 5 afios de edad en Asia, Africa y America Latina (2). Ese mismo afio en
México, las enfermedades infecciosas intestinales ocuparon el primer lugar entre las causas
de mortalidad en nifios de 1 a 4 afios y el segundo en menores de 1 afio, superadas solamente
por las infecciones respiratorias agudas (3).

Aunque puede ser provocada por causas diversas, en nuestro pafs predomina la dia-
rrea de etiologfa infecciosa. Quince afios atris la causa de la mayoria de las diarreas en
la poblacién infantil no podia identificarse (4). Sin embargo, el empleo del microscopio
electrénico permitié identificar virus asociados a gastroenteritis, los cuales no crecen facil-
mente en cultivos celulares. En la actualidad, se sabe que los virus son los agentes infecciosos
mis comunes que causan diarrea en nifios menores de 2 anos.

De esta manera se describieron los adenovirus entéricos, los astrovirus, los coronavirus
{5}, ¥ en 1972 Kapikian (6) logré identificar a los virus Norwalk. '

Un afio mas tarde, Bishop ¥ colaboradores (7) informaron el hallazgo de rotavirus en
células de mucosa intestinal obtenida de biopsias de nifios que presentaban gastroenteritis
aguda no bacteriana. Desde entonces han aparecido reportes en todo el mundo que acredi-
tan a los rotavirus como el grupo de virus mas importante asociado a episodios diarréicos en
nifios (5,8-12). En algunos pafses han sido causantes de hasta el 50% de los casos de diarren
infantil (4). Cabe mencionar que estos virus también se han detectado en las crias de otras
especies de mamliferos y en aves (13). . '

Desde la primera descripcion de los rotavirus a la fecha, las investigaciones en este
campo han avanzado enormemente. En México, R. Espejo y col. realizaron los primeros es-
tudios epidemiolégicos sobre este tipo de virus (14,15). En ecllos demuestran que los rotavirus
son responsables de aproximadamente ¢l 25% de loa casos de diarrea en nifios menores de
3 afios que, por el alto grado de deshidratacién que llegan a alcanzar, requieren de hos-
pitalizacién. Apuntan que la mayor incidencia de gastroenteritis causada por rotavirus se

pPresenta en los meses mds frios del afio, provocando brotes epidémicos (18,17).
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Los rotavirus son altamente infecciosos y sobreviven periodos largos de tiempo en
¢l medio ambiente {18). Estin presentes en gran nimero en las heces de los pacientes con
diarrea y se contagian de persona a persona, aparentemente por medio de la via oro-fecal.
La enfermedad tiene un periodo de incubacién de 1 a 3 dies. Las manifestaciones clinicas
de la infeccién incluyen fiebre, vémito y diarrea deshidratante que puede llegar a ser fatal
(19).

Las infecciones por rotavirus ocurren en todas las edades, sin embargo, las de sin-
tomatologia clinica mas severa se presentan en nifios de 6 a 24 meses de edad (20). En nifios
mayores de 3 afios las infecciones generalmente son asintomdticas debido, probablemente, a
que ya han desarrollado anticuerpos antirotavirus (4).

Ante esta situacién aparecen como tareas ineludibles el desarrollo de medidas no sélo
terapéuticas, sino también y sobretodo preventivas, tendientes a evitar la diseminacién de los
rotavirus, tales como: el mejoramiento de las condiciones sanitarias en general; la educacidén
en las zonas de alto riesgo, inclufdas las campatnias de rehidratacién oral; y la obtencién de
una vacuna eficiente destinada a los nifios menores de dos afios.

Hasta hace poco resultaba dificil propagar in vitro algunos tipos de rotavirus, por ello
gran parte de la informacién con la que se cuenta estd basada en el rotavirus de simio SA1l,
que fue uno de los primeros que logré cultivarse in vitro en células de rifién de mono, Sin
embargo, ahora el conocimiento de que la infectividad en cultivos celulares puede ser activada
con enzimas proteolitices, ha permitido propagar diversos tipos de rotavirus, incluyendo a
los obtenidoa de humano (21,22).

Los rotavirus son partfculas icosahédricas con un didmetro de aproximadamente 70
nm (23). Pertenecen a la familia Reoviridae y estén constituidos por un genoma segmen-
tado de RNA de doble cadena, envuelto por una doble capside protéica (24). El genoma
viral consiste en 11 segmentos, que al separarse en geles de poliacrilamida, forman perfiles
caracterfsticos de la cepa de rotavirus de la cual proceden (25,26).

La infectividad de los rotavirus depende de la presencia de la capa externa, ya que
cuando los virus son convertidos a particulas de capa sencilla, mediante el tyatamiento con
agentes quelantes de metales bivalentes, dejan de ser infecciosos (27). Sin embargo, una
vez dentro de la célula, se requiere de la pérdida de la capa externa para que se inicie la
transcripcién del genoma viral. Esta funcién la lleva a cabo una polimerasa de RNA asociada
@ la particula de capa sencilla (28). El microscopio electrénico ha permitido observar cierto
tipo de canales en la capa interna (29), que pudieran estar involuerados en el transporte de
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los metabolitos requeridos para la transcripcién y en la salida de las cadenas nacientes de
RNA. '

Los rotavirus se componen de, cuando menos, cinco proteinas estructurales: VPI1,
VP2 y VP8 corresponden a la capa interna y VP3 y VP7 forman la capa externa (30).
Recientemente se ha sugerido que la capa interna contiene 4 ¥ no 3 proteinas (31).

Estudios recientes sobre la estructura de los rotavirus, determinada por microscopfa
electrénica, han revelado que las particulas virales presentan peplémeros en su superficie
(20). Venkataram y col, (29) sugieren que estos peplémeros, con longitud de 45 A a 60 A,
corresponden a regiones sobresalientes de la molécula de VP3.

Las infecciones por rotavirus inducen un amplio espectro de anticuerpos hacia com-
ponentes estructurales ¥ no estructurales del virus. ‘Todas las cepas hasta hoy analizadas
comparten al menos un determinante antigénico comiin, llamado antigeno de grupo. me-
diante diversos métodos genéticos e inmunolégicos, este determinante se ha identificado en
el polipétido méds abundante de la capa interna, VP8 (32,33). En forma semejante, en VP68 se
han localizado los determinantes especificos de subgrupo (34). Hoy en dia se han diferenciado
por lo menos dos subgrupos (35).

Por otro lado, los epitopes contra los cuales reaccionan los anticuerpos que neutralizan
la infectividad viral se encuentran en las dos proteinas de la capa externa, VP3 y VP7 (38,37).
Estos determinantes antigénicos han permitide clasificar a los rotavirus aislados de humano
en por lo menos seis serotipos (38,39). Se ha encontrado que ciertos rotavirus de humano y de
animales comparten la especificidad de serotipo. Tal es el caso del rotavirus de simio SA11
que es inmunoldgicamente semejante, si no idéntico, a los virus humanos pertenecientes al
serotipo 3.

La electroforesis es un método ampliamente usado para el estudio de la epidemioclogfa
de los rotavirus (10,41). El andlisis de estos virus se hace en base a la distinta movilidad
electroforética que presentan los 11 segmentos de RNA de doble cadena de cada cepa. En
las cepas aisladas de humano se ha revelado la existencia de dos patrones caracterfsticos
de migracién del RNA: uno “corto” con desplazamiento lento de los segmentos 10 ¥ 11;
y otro “largo”, donde el movimiento de dichos segmentos es riapido. Estos dos patrones
de RNA estén relacionados con las especificidades antigénicas de subgrupo y serotipo: los
rotavirus con patrones “cortos” de RNA pertencen al subgrupo I v al serotipo 2, y aquéllos
con patrones “largos™, al subgrupo II y serotipos 1, 3 6 4 (42,43).
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Dada la naturaleza segmentada del RNA viral, los genes de rotavirus se intercambian
frecuentermnente durante una co-infeccién in vitro (44) 0 in vive (45). El andlisis de los rotavirus
obtenidos con genes rearreglados ha brindado mucha de la informacién que actualmente se
tiene sobre las propiedades funcionales de sus productos gendémicos (46). As{mismo, la
traduccién sn wvitro de los segmentos separados de RNA viral ha permitido determinar cudl
es la proteina codificada por cada uno de los genes {47,48).

Merced a este andlisis se ha demostrado que: el cuarto segmento de RNA viral codifica
para VP3, la hemaglutinina del virus (49); el sexto para VP8, el principal antigeno de grupo
(50,51,52); ¥ el séptimo, octavo o noveno segmento, dependiendo de la cepa viral, para VP7,
el principal antigeno de neutralizacién (37,50,62) {fig. 1). Las otras proteinas de capa interna,
VP1 y VP2, estin codificadas por los segmentos 1 y 2, respectivamente (47). Informacién
reciente seniala que el gene 3 codifica para una proteina también contenida en la capa interna
(31).

En el andlisis funcional y estructural de los rotavirus, los anticuerpos monoclonales
han sido de gran utilidad. As{, se observa que cuando estos anticuerpos van dirigidos contra
VP3 {el producto del cuarto gene viral), presentan actividad neutralizante e inhibidora de
la hemaglutinacién (37,61,53); cuando los anticuerpos monoclonales son especificos de grupo
¥ subgrupo, reconocen a VP8, producto del gene 6 (36); mienttas que cuando estin dirigidos
contra VP7 presentan una alta actividad neutralizante {37,53,54,55).

" Hallazgos mis recientes demuestran que no sélo los determinantes de neutralizacién
de VP7 intervienen en la especificidad del serotipo sino que, en forma independiente, VP3
también contiene epitopes que desempeiian un papel importante en esta tipificacién (58,57).
Esto sugiere la necesidad de una reclasificacidon, un sistema que permita identificar las di-
versidades antigénicas presentes en VP3 y en VP7 de cada cepa de rotavirus,

Con el fin de entender la respuesta inmune protectora del huésped en una infeccién
por rotavirus, muchos estudios se han avocado a la caracterizacién de VP3 ¥y VP7. Un
conocimiento detallado de estas protefnas, responsables de la neutralizacién de Ia infectivi-
dad viral /n wiro y de la proteccién sn wvivo, puede ser relevante para el desarrollo de una
vacuna eficiente,

VPT es la protefna més abundante de la capa externa, su peso es de 38 KDa y estd
glicosilada con oligosacérides de “alta manosa” (47). Ciertos estudios han demostrado que
VP7 es la proteina por medio de la cusal el virus se adsorbe a células de rifién de mono en
cultivo (58,59). VP7 ha sido identificada como e} producto de la traduccién del segmento
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9 de las cepas de rotavirus de simic SAll, de humano Wa y Hu5, de bovine NCDV; del
segmento 8 del rotavirus bovine UK; y del segmento T del rotavirus de simio MMU (60,61,62).
Ista proteina es una de las responsables de la neutralizacidn especifica de serotipo tn vitro
e in vivo (37,58,63,64).

Trabajos de mapeo con anticuerpos monoclonales neutralizantes han identificado 3
regiones de VPT que estdn involucradas en la neutealizacién (65). Dos de estas regiones,
aunque alejadas en la secuencia lineal (aminoacidos 87 a 98 y aminodcidos 211 a 223, res-
pectivamente), parecen formar un epitope conformacional inmunodominante.

VP3, la otra proteina de la capa externa, tiene un peso de 88 KDa. Es la hemaglu-
tinina viral (49) v est4 codificada por el gene 4 (47). Se ha demostrado que este polipéptido
tiene la misma potencia para inducir anticuerpos neutralizantes que VP7, tanto en inmu-
nizaciones por via oral, como parenteral (45,56,57,68). Adem#s de producir una inmunidad
protectora en animales (66,67), VP3 es inmunogénica en humanos (e8,69).

Algunos estudios genéticos han establecido que el cuarto gene de los rotavirus s el
responsable de ln limitacién del crecimiento in vitro y que al ser sustituido por el gene co-
rrepondiente de la cepa cultivable, se hace posible que los reatreglantes de rotavirus crezean
eficientemente (49,50),

Por otro lado, Offit y col. (70} demostraron en un sistema murino, que ‘el segmento
4 de RNA determina las diferencias de virulencia entre dos cepas de rotavirus animales.
Aparentemente este gene también es responsable de la virulencia de distintos rotavirus
aislados de humano (71,73).

Cuando las particulas virales son tratadas con tripsina, VP3 se corta especificamente
generando dos proteinas: VPS5 (60 KDa) y VP8 (28 KDa). Este rompimiento da lugar a un
incremento de la infectividad viral (73,74}, apuentemehte asociado con el paso del virus a
través de la membrana plasmaética (75).

La secuencia de aminodcidos de la proteina VP3 del rotavirus SAll se pudo deducir
a partir de Ia secuencia de nucleétidos de una copia de cDNA del gene 4 (76,76s). Con tal
informacién, y junto con la secuenciacién del extremo amino terminal de los fragmentos VPS5
y VP8, se determind que el corte con tripsina puede ocurrir en cualquiera de dos argininas
localizadas en las posiciones 241 y 247.

Todas las proteinas VP3 hasta hoy estudiadas (provenientes de distintas cepas de

rotavirus) contienen ambas argininas en la posicién sefialada. Por otro lado, las secuencias
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de aminoicidos adyacentes & los sitios de corte con tripsina se encuentran aitamente con-
servadas entre rotavirus de distintas especies y serotipos (77). Todo esto sugiere que esta
regién de VP3 estd involucrada en un paso jimportante durante el procese de infeccién de
los rotavirus.

No se conoce el mecanismo preciso por e] cual este rompimiento proteolitico da lugar al
aumento de la infectividad viral. Kaljot ¥ col. (75) proponen que el tratemiento con tripsina
convierte a los virus en particulas infecciosas, susceptibles de penetrar directamente en la
membrana plasmadtica.

Andlogamente, el tratamiento con quimetripsina del reovirus tipo 3 se asocia con
un aumento en la infectividad en células I, de ratén (78). La microscopia electrénica, ha
evidenciado la correlacién entre este aumento y la penetracién directa de] virus a través
de la membrana celular. Por lo tanto, esta manera de infectar, dependiente de proteasas,
puede ser un mecanismo comin entre la familia Reoviridae.

La activacién en los rotavirus, debido al rompimiento de VP3 por tripsina, es andloga
a la activacién de los orto y paramixovirus, donde se requiere que la hemaglutinina y la
proteina de fusién, respectivamente, sean procesadas por tripsina para que los virus sean
infecciogoy (79). Sin embargo, probablemente estos mecanismos sean diferentes, ya que el
rompimiento de la protefna de fusién en los paramixovirus expone un nuevo extremo amino
altamente hidrofébico (80). Este extremo amino recién generado estd altamente conservado
entre los paramixovirus y tiene un papel importante durante la penetracién del virus a Ia
célula huésped. Esta afinmacién encuentra su sustento en el hecho de que el mencionado
proceso puede set competido por péptidos homélogos al extremo amino (81).

En el caso de los rotavirus, ninguno de los extremos generados en VI3 por el corte
con tripsina es netamente hidrofébico (72,76,77). Ademés, oligopéptidos que mimetizan la
nueva terminal amino, no compiten la entrada del virus infeccioso a ia célula (82,83). Sin
embargo, no se descarta ia posibilidad de que las interacciones de VP3 con la membrana
celular pudieran ocurrir en regiones hidrofébicas lejanas al sitio de corte. De acuerdo con este
punto, Mackow y col. (84) encontraron en VP5 una regién cuya secuencia de aminosdcidos es
similar al sitio propuesto como el responsable de la fusién en protginaa de los virus semliki
forest y sindbis. Esto va de acuerdo con la hipStesis de que VP3 estd involucrada en Ia
entrada del rotavirus a Ia célula.

Los anticuerpos dirigidos contra VP3 inhiben la hemaglutinacién viral (34,37}, neutra-
lizan al virus in wvitro (24,53) y protegen pasivamente a ratones contra el reto de rotavirus del
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mismo y de diferentes serotipos (64). Il estudio de los epitopes de neutralizacion en VP3,
especialmenté de aquéllos involucrados en la neutralizacién heterotipica, resulta esencial en
el desarrollo de una vacuna efectiva.

Mediante el anilisis de variantes antipénicos de rotavirus, seleccionadas por su ca-
pacidad de crecer en presencia de anticuerpos monoclonales neutralizantes, Mackow y col.
(84) identificaron cinco regiones de neutralizacién en VP8 ¥ una en VP5. La region en VP5
{aminodcidos 388 y 393) resulta de gran interés puesto que se identificé con tres anticuer-
pos monoclonales gue neutralizaban a varios serotipos de rotavirus y coincide con la zona
hidrofébica que representa al sitio de fusién potencial. Por ello, esta regién pudiera estar
conservada entre virus de distintos serotipos y desempeiiar un papel importante en el inicio
de la infeccifén viral.

La identificacién de las regiones antigénicamente conservadas en VP3 que partici-
pan en la neutralizacién viral, es importante para el diseno de una futura estrategia de
inmunizacidén contra rotavirus, sea con proteinas o con péptidos sintéticos.

Ha habido algunos progresos encaminados a Ia produccién de vacunas para combatir
a los rotavirus utilizando los métodos tradicionales. Hasta hoy, la estrategia de vacunacién
més utilizada ha sido el uso de rotavirus animales que estin naturalmente atenuados para
el hombre, pero que comparten caracteristicas antigénicas con rotavirus de humano. Asi,
se han desarrollado dos posibles vacunas: la primera es RIT 4237, que se deriva de la cepa
NCDYV de bovino y estd adaptada a crecer en cultivo. Esta cepa, induce seroconversién en
humanos, pero con titulos relativamente bajos {85). Cuando se probé en ninos finlandeses,
los resuitados obtenidos fueron satisfactorios (86); sin embargo, dada la alta dosis viral
requerida, su produecién resulta incosteable en pafses subdesarroliados. Por otro lado, en
las pruebas realizadas en estos paises, la efectividad de esta vacuna resulté de un nivel
mucho menor (87). Esta disminucién se agravé por la aparente interferencia de una previa
vacunacién con poliovirus (8s).

La segunda posible vacuna para humano es la cepa MMU 18006 (RRV), derivada de
un rotavirus que fue aislado de un mono rhesus {89). Esta cepa es similar si no idéntica a
los rotavirus humanos pertenecientes al serotipo 3 y por ser més inmunogénica que la RIT
4237, puede utilizarse en dosis menores resultando més econémica. La cepa RRV est4 menos
atenuada .que RIT 4237 y ocasionalmente causa respuestas febriles significativas en niios

inmunizados (8590). En los estudios realizados en Venezuela (91) las reacciones adversas



fueron menores que en las reportadas en E,U,A. debido, presumiblernente, a las diferencins
en innunidad preexistente que presentan las poblaciones.

Actualmente, los estudios con animales de crianza dejan a un lado la inmunizacién
activa y se enfocan primordialmente a la proteccién pasiva. Esta dltima consiste en la
administracién de la vacuna a hembras gestantes para que eleven sus niveles de anticuerpos
en el calostro y la leche, esperando que los animales lactantes se protejan pasivamente en el
periodo de mayor sensibilidad a la infeccién. En becerros y en cerdos, este periodo parece
ubicarse previo al destete. mediante este procedimiento se han obtenido algunos logros,
especialmente en ganado vacuno (92,93). Sin embargo, en los nifios ¢l periodo de mayor
sensibilidad a la infeccidn ocurre posterior a la lactancia, entre los seis meses y los dos afios
de edad, por lo que en muchos pafses esta proteccién pasiva no resulta practica.

Loz estudios sobre inmunidad activa generalmente reportan una proteccion especifica

‘para el serotipo de rotavirus utilizado como vacuna, con una pobre o ninguna proteccién
heteréloga. Dado el problema que representa la complejidad scrolégica de los rotavirus
en la inmunizacién, recientemente se ha analizedo la posible proteccién, en animales de
experimentacién, que pueden brindar cepas de virus rearreglantes que intercambien genes
derivados de serotipos distintos (66,67). En estos estudios se ha visto que la infeccidn con un
rotavirus rearreglante que contenga los antigenos de neutralizacién VP3 y VP7 derivados
de dos virus de diferentes serotipos, induce inmunidad hacia los dos virus originales.

Hasta el momento, se han aislado rotavirus pertenecientes a once serotipos diferentes
(seis de humano). Sin embargo, las cepas de rotavirus aisladas de humano sdlo se han logrado
crecer a bajo t{tulo. Esto constituye un obstédculo técnico importante para el desarrollo de
vacunas cfectivas, siguiendo las rutas tradicionales con virus atenuados o inactivados.

La tecnologia del DNA recombinante, encaminada a la produccién de a.nti‘genos vi-
rales relevantes en la induccién de proteccién, en bacterias, levaduras o células animales,
ofrece posibilidades importantes para la elaboracién de inmunégenos efectivos. Este enfogue
abre ademds nuevas perspectivas, tanto para el estudio de las funciones de las protefnas vi-
rales, como para el desarrollo de alternativas en ensayos de diagnéstico. Finalmente, esta
tecnologia apunta a la produccién de vacunas de subunidades, en oposicién a las vacunas
elaboradas con virus completos. Esto trae posibles ventajas en términos de seguridad, ya
que siempre existe el riesgo de la reactivacién de la virulencia en vacunas atenuadas, o de
unea inactivacién incompleta en las vacunas inactivadas.
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En la actualidad se cnenta con la informacién bdsica necesaria y con los reactivos
biolégicos adecuados para explorar la posibilidad de una vacuna contra rotavirus, empleando
de la tecnologia del DNA recombinante.

Recientemente, mediante diversos vectores de expresién se han obtenido proteinas
recombinantes que contienen secuencias tanto del principal polipéptido de capa interna
VP6 (94), como de las proteinas de cipside externa, VP3 (95) y VP7 (96,97,98,99), Algunos de -
estos trabajos resultan alentadores dado que los polipéptidos producidos han sido capaces
de inducir en animales de experimentacién, la produccién de anticuerpos que neutralizan in
vitro la infectividad de los rotavirus (95,06,07,08).
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II. ANTECEDENTES

La mayoria de los anticuerpos monoclonzales neutra]izm.:tcs que hasta ahora se han
aislado, dirigidos contra la proteina VP3 de los rotavirus SA11 y NCDV (100}, reconocen
a VPR, producto menor del rompimiento de VPVS {ver Introduccién). Por otro lado, la
incubacién de uno de dichos anticuerpos con los virus, evita el rompimiento de VP3 con
tripsina. Esto sugeria que el sitio de corte, o una regién cercana a éste, era responsable
de inducir anticuerpos neutralizantes. Por ello, esta zona parecia importante en el camino
hacia la construccién de una vacuna por métodos de DNA recombinante.

En el laboratorio sintetizamos en E. eoli una porcién de la proteina VP3 del rotavirus
SAll, la cual contiene a VP8 y a una fraccién de la secuencia de VP5 (95). - Cerca del
45% del gene 4 se insert6 en el plismido de expresién termoinducible pPLc24, bajo el
control del promotor PL del bacteriéfage lambda. Este fragmento del gene 4 comprende
346 aminodcidos: del 42 al 387 de VP3. Esto representa el 85% de la secuencia de VP8 y el
35% de la secuencia de VP5. De este modo, el fragmento clonado incluye al sitio de corte
con tripsina asociado al aumento de la infectividad viral.

El plismido construfdo, pUMA481ML, dirige la sintesis de una proteina hibrida que
contiene a los primeros 98 aminodcidos de la polimerasa del fago MS2 seguidos por los
346 aminodcidos de la secuencia de VP3. Esta proteina hibrida termina su traduccién 15
aminodcidos dentro de la secuencia del vector. EIl polipéptido recombinante fue llamado
MS2-VP8’ ¥ la secuencia esperada se muestra en la figura 2.

Al ser sintetizado, este polipéptido represents el 15% del total de las protefnas bacte-
rianas, Con anticuerpos dirigidos en contra del virus SA11 se pudo corroborar la identidad
de MS2-VP8’ en el extracto bacteriano.

Dada su insolubilidad, la protefna recombinante MS2-VP8® pudo enriquecerse hasta
representar el 45% del extracto celular. De esta manera se pudo obtener hasta 112 mg del

polipéptido hibrido por litro de cultivo bacteriano.
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III. OBJETIVO

Informacién reciente (84,101) ha demostrado que existen epitopes de neutralizacién en
regiones de VP3 {esencialmente en VP5), no comprendidos en ¢l polipéptide MS2-VP8’ (ver
. Antecedentes). Estos epitopes parecen desempefiar un papel importante en la neutrali-
zacién heterotipica (hacia diferentes serotipos). En este contexto el presente trabajo tiene

" como objetive lograr la sintesis en E. eolf de la mitad carboxilo terminal de VP3 (la cual no
esta contenida en MS2-VP8’) y evaluar la capacidad de esta nueva proteina y de MS2-VP8’,
tanto de inducir anticuerpos neutralizantes, como de sensibilizar la respuesta inmune hacia
una posterior exposicién a rotavirus.

Por otra parte, sabemos que VP3 es la hemaglutinina de los rotavirus; sin embargo, -
la regién protéica en que se ubica esta funcién no ha sido localizada con precisién. Por
ello, con el uso de los polipéptidos recombinantes, también se pretende asignar la capacidad
hemaglutinante a la mitad amino o carboxilo de VP3,

Para la consecucién de cstos objetivos generales se plantean las siguientes metas
especificas:

1) La construccién de un vector que nos permita sintetizar una regién de VP2 que
contenga primordialmente a VP5. Esta regién, aunada a MS2-VP8' nos representarfa un
91% de la secuencia de VP3 clonada en vectores de expresién.

2) La determinacién de algunas earacterfsticas de las protefnas recombinantes produ-
cidas en E. coli: su estabilidad y toxicidad en la bacteria, asf como su capacidad hemagluti-
nante,

3) La obtencién de anticuerpos contra los productos de expresién y su deteccién
mediante la interaccién con protefnas virales especificas o con el virus completo.

4) La determinacién del efecto de los anticuerpos en la neutralizacién in wvitro de los
rotavirus homélogos o heterdlogos. ’ )

5) La determinacién de la capacidad de las proteinas recombinantes de sensibilizar la

respuesta inmune de ratén hacia un reto posterior con rotavirus.
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. Virus y células.-

El rotavirus de simio SA1l fue obtenido de H. H. Malherbe (Universidad de Texas).
Los rotavirus de humano Wa y ST3 fueron donados por el Dr. Y. Hoshino del NIAID, NIH
(Washington).
Los virus se cultivaron en monocapas de células epiteliales MA104, provenientes de
rifién de mono, lzs que después de mostrar del 80 al 100% de efecto citopitico fueron proce-
- sadas para la obtencién de virus de- la forma descrita por Espejo y col. (30). Brevemente,
el medio con células infectadas se extrajo con un volimen igual de trifluorotricloroetano y
el virus obtenido en la fase acuosa se precipité con 8% (peso/volhimen) de polietilén glicol
{Union Carbide Corp., New York, N. ¥.). Después de incubar a 4°C el precipitado obtenido,
y centrifugarlo a 10,000 rpm por 20 min, se resuspendié en 200 gl de amortiguador TSM
{0.01 M Tris-HCI, 0.15 M NaCl y 0.001 M MgCl,.6H;0, pH 8.2). Seguidamente, se colocé
sobre una solucién de CsCl con una densidad de 1.36 g/cmj, que se centrifugd a .40,000 rpm
por 17 horas, para obtener un gradiente & equilibrio. El virus, concentrado en una banda,
fue colectado, diluido en TSM y centrifugado a 40,000 rpm durante 1 hora, para eliminar los
restos de CsCl. Las particulas virales obtenidas en el precipitado se resuspendieron en TM
v su absorbancia especifica se determiné a 260 nm (5.4 unidade's de absorbancia equivalena
1 mg de RNA viral. El RNA del virus representa aproximadamente el 15% de la particula,
el 85% restante corresponde a las proteinas). Finalmente, los polipéptidos se analizaron

mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 10%, tenidos con nitrato de plata.

2. Cepas bacterianas.-

La cepa de E. coli RR1 (A} F,khsdS20 (rp—, mp~), ara-14, proA2, 1ac¥1l, galK2,
rpali20 (Sm"), zyl-5, mitl-1l, supE44, )], fue obtenida de A. Covarrubias {Universidad Na-
cional Auténoma de México), Esta cepa sintetiza constitutivamente, a partir de un gene
cromosomal eI, al represor para e} promotor PL del bacteriéfago lambda, manteniendo as{
reprimida la transcripeién a partir de este promotor. La cepa de E. coli M5219, repor-
tada por Remaut y col. (102), es la cepa M72 lacZam, trpam, Sm® {Abio 2521857 AH1) .
Esta cepa contiene al gene mutante ¢I857, que codifica para un represor termosensible del
promotor APL. De este modo, con la temperatura ndecuada se puede reprimir o activar la
expresién a partir de dicho promotor. Asf, a 28°C la transcripcién de los genes regulados

F
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por el promotor APL se encuentra abajo de los limites dectectables y el estado totalmente
inducido se obtiene a 42°C.

3. Plismidos.-

El plasmido pSR4-4 se obtuvo del banco de genes resultante de la clonacién del
genoma del rotavirus de simio SA1l (60,76). Kl insérto de rotavirus contenido en este
plésmido representa, aproximadamente, el 46% del gene 4.

El vector pPLc24 cuenta con el promotor PL del bacteriéfago lambda y con una

porcién de DNA que codifica para los primeros 98 aminodcidos del fago MS2 (102).

4. Preparacion de DINA recombinante.-

El trabajo con el DNA de los plasmidos se llevo a cabo esencialmente de la forma
que resiimen Maniatis ¥ col. (103). Las endonucleasas de restriccidn, la ligasa de DNA del
fago T4, y el fragmento grande de la polimerasa I de DNA de E. cofi (fragmento Klenow) se
obtuvieron de New Englana Biolabs. La fosfatasa alcalina bacteriana fue obtenida de BRL
(Bethesda Research Laboratories).

5. Secuenciacién nucleotfdica.-

Mediante la técnica de Maxam y Gilbert (104) se determind, en el pUMA450ML,
1a secuencia nucleot{idica en la regién en que el gene de la polimerasa de MS2 se une con
el gene VP5'. Para obtener esta secﬁencia, ¢! plismido recombinante se linearizé con la
enzima BamHIL Seguidamente, se marcé en el extremo 3’ con fésforo radiactivo (3?P-dATP},
utilizando el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I. A continuacién, la muestra se
sometié a la accidén de una segunda endonucleasa, con el fin de separar los extremos 3’
marcados, La segunda endonucleasa utilizada fue la enzima Pstl, que corta en la zona del
gene de F-lactamasa contenida en el plismido. Los fragmentos asf producidos, se separaron

en geles de agarosa de bajo punto de fusién para ser posteriormente secuenciados.

8. Construccién de un pldsmlido para la expresién del gene 4(3') ;]el rotavirus
SA11.-

En la construccién del vector de expresién se utilizé el ¢cDNA viral contenido en el
pldsmido pSR4-4. A este gene lo denominamos 4(3%) ya que contiene secuencias de la region
3* del gene 4 de rotavirus SAll, abarcando del nuclestido 1057 al 2252 (ver fig 3a.). El
¢DNA 4(3%) comprende aproximadamente el 75% de la secuencia codificadora de VP5, uno
de los dos ,productos generados por el rompimiento de VP3.
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En la construccién se siguié la cstrategia general descrita por Arias ¥ col. {95) con
algunas modificaciones que se detallan en la fig, 3b. El plismido de expresién empleado
fue ¢l plasmido pPLc24. Este vector contiene al promotor PL seguido por una porcién de
DNA con el sitio de unién a ribosomas y la secuencia correspondiente a los primeros 98
aminodcidos de la polimerasa del fago MS2. Inmediatamente después de esta secuencia se
localiza una regién con los sitios de restriccidon BamHI y HindIIL De esta manera, cualquier
DINA que sea insertado en alguno de estos dos sitios, puede expresarse bajo el control del
promotor PL, como una quimera junto con el gene de MS2.

Para la construccién del vector de expresién, el plismido pSR4-4 fue digerido con
Hhal y Frudll. Asf, se obtuvo el fragmento 4(3') de 1085 pares de bases, que fue ligado
al sitio HendIlII de pPLc24. Este fragmento abarca del nucledtido 1163 al 2247 de VP3,
lo que representa el 46% del total de la proteina. Para que pudieran ligarse, los extremos
sobresalientes del vector y del inserto fueron rasurados; para los extremos 3’ sobresalientes
generados por Hhal se usd la actividad de exonucleasa del fragmento Klenow de la DNA
polimerasa I de E. coli, y los extremos 3’ recesivos del vector se rellenaron con la actividad
de polimerasa de la misma enzima. El plismido as{ generado fue recuperado mediante su
transformacién en la cepa RR1 de E. ¢cols. )

La secuencia de este plasmido en el sitio de unién del vector con el inserto, se establecié
como se describe en la seccién anterior. La secuencia indicé que el gene 4(3’) no estaba en
el mareo de lectura adecuado con respecto a la secuencia del gene de la polimerasa MS2,

A este vector fuera de fase se le llamé pUMAA4S0ML. La secuencia obtenida se muestra a
continuacién:

5 BamAI * 3
. ..TTG-TGA-TGG-GAT-CCG—ACC—AAG-CTrC-_’I"I"C-CAG-TTG-GTA...
. AAC-AGT-ACC.CTA-GGC-TGG-TTC-GAG-AAG-GTC-AAC-CAT...
Polimerasa MS2 linker VP5

*Fase correcta de traduccién . del gene VP5*

Para corregir el marco de lectura del gene hibrido en el pUMAJ450ML, el plismido se
digirié con BamHI, los extremos sobresalientes se rellenaron con Klenow, y el plasmido se

s
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recircularizé con ligasa de DNA del fago T4. De este proceso resultd una insercién de 4 pares
de bases, que dejé al gene 4(3') en la misma fase de lectura que el gene de la polimerasa
MS2. A este pldsmido le llamamos pUMA451ML.

El nuevo vector se recuperd primero en la cepa RR1 y luego fue transferido a la cepa
M5219 que, gracias al represor termosensible de PL que contiene, permite la regulacién de
la expresién de genes bajo el control del promotor PL. .

De las secuencias conocidas del gene de MS2 (105); del gene 4 de rotavirus SA11 (76);
vy de pBR322 (106), podemoskpredecir que la traduccién de la proteina hibrida se va a iniciar
en el primet codén AUG de la polimerasa MS2, y terminaré en el codén UGA de pBR322
localizado a 150 nucleétidos después del gene 4(3’). Con esto tendriamos un polipéptido
de fusién de 517 aminodcidos: 98 de la polimerasa MS2; 6 codificados por el vector en la
unién de MS2 con VP5'; 361 aminodcidos de VP5 (del aminodcido 389 al 749 de VP3); 2
aminoécidos del linker y 50 de pBR322 (ver fig.4).

7. Crecimiento e Induccién de bacterias recombinantes.-

Las bacterias fueron crecidas a 28 °C en medio méximo de induccién MX (peptona de
caseina al 3.2%, extracto de levadura al 2%, 0.1 mM MgSQy, sales M9 1x -42mM Na;HPO,,
22mM KH3;POy, 8.5mM NaCl y 18mM NH,Cl-) hasta alcanzar una densidad éptica a 600

nm de 1. En este momento, mediante un cambio de temperatura, se indujo la expresién de

- genes a partir del promotor PL del bacteriéfago lambda. Primero, se afiadi6 al cultivo de

bacterias un volimen igual de medio de induccién precalentado a 85°C y luego se incubé a
42°C durante 12 horas o més.

8. Electroforesis en geles de pollacrilamida.- Para detectar las proteinas hibridas
MS2-VP5' y MS2-VP8’ expresadas en nuestro sistema y calcular su porcentaje, las muestras
se analizaron en geles de poliacrilamida-SDS de acuerdo al método descrito por Lacmmli
(101},

Las proteinas bacterianas se solubilizaron en un bafio de agua hirviendo por 3 min
en amortiguador de Leemmli (50 mM Tris pH 6.8, 10% glicerol, 1% SDS, 2mM EDTA, azul
de bromofenol y 10 zl/ml de f-mercaptoetanocl). Antes de colocarse en el gel, ]as muestras
se centrifugaron a 12,000 x g por 5 min para quitar los restos insolubles. Después de la

electroforesis el gel fue tefiido con azul de Coomassie,
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Para medir el porcentaje de las proteinas de interéds, con respecto al total de las
proteinas sintetizadas en E. coli, se hizo un andilisis densitométrico de los geles teiiidos, »

una longitud de onda de 600 nm.

9. Inmunoelectrotransferencia.-

Para comprobar la identidad de los polipéptidos de fusién, las proteinas bacterianas
se analizaron por el método de inn;unoelectrotransferencia. descrito por Tsang y col. (108).
Las protefnas se separaron por electroforesis y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
(NC) (BAS5 de Schleicher v Schuell, con un tamafio de poro de 0.45 rium). Para evitar
uniones inespecificas, los filtros de NC se bloquearon con TNTG (10 mM Tris-HC! pH
7.4, 0.9% NaCl, 0.3% gelatina); seguidamente fueron incubados por 80 min a 37°C, con
una dilucién 1/500 de suero hiperinmune anti-rotavirus SAll, producido en conejo (con
un titulo neutralizante de 1:30,000), Los filtros se lavaron con TNTG y se incubaron con
0.5 pCif/ml de proteina A marcada con '?°I. Después de lavar la marca libre, los filtros se
Secaron y ge expusieron para autorradiografia.

Para determinar la especificidad de loa sueros de los ratones hiperinmunizados con las
proteinas MS2-VP8' y MS2-VP5’, se utiliz6 el proceso anterior con algunas variaciones. Las
proteinas estructurales de SA11 separadas por electroforesis, se transfirieron a la membrana
de nitrocelulosa. Posteriormente se hicieron reaccionar con los antisueros de interés (en
una dilucién aproximada de 1/250), para luego incubarlos con anti-IgG de ratén unido a
peroxidasa (Sigma), diluido 1/1500. La reaccién se revel6 con cloronaftol (Sigma).

10. Enriquecimiento de la proteina hibrida.- _

La proteina recombinante MS2-VP5’ se sintetiza en E. colf en una cantidad aproxi-
mada de 2% del total de las proteinas bacterianas. Sin embargo, mediante repetidos lavados
¥ centrifugaciones a baja velocidad, la proteina puede enriquecerse hasta representar el 15%

El método utilizado para ello, es el reportado_por Kleid y col. (109), que aprovecha
Ia insolubilidad de las protefnas recombinantes. Brevemente, las bacterias transformadas e
inducidaa se colectan por centrifugacién a 4,000 x g. Se resuspenden en 1/10 del voléimen
inicial! de TEN (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 0.5 mM EDTA, 0.3 M NaCl), se afiade 1 mg/ml de
lisozima y‘se incuba por 15 min en hielo. Posteriormente, se afiade NP40 a una concentracién
final de 0.5%. Despuéa de 10 min, se agrega NaCl y MgCl; para dar una concentracién final
de 0.9 M y 7.2 mM, respectivamente, y 2 pg/ m! de DNAsa I, para incubarse en hielo por

L
L
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60 min . La proteina MS2-VP5' se recupera mediante centrifugacion a 4,000 x g por 15 min,

se resuspende ¥y se lava 3 veces con TEN.

11. Microscopia electrénica.-

La proteina MS2-VP8’ anteriormente sintetizada (95), se expresa en altas propor-
ciones dentro de E. coli (15%). Por este motivo se quiso observar si dada su concentracién,
como se ha visto para otras proteinas de fusién (110, 111,112), este polipéptido forma cuerpos
de inclusién dentro de la bacteria recombinante. En colaboracién con M. Merchant (1IBM,
Universidad Nacional Auténoma de México), las bacterias se fijaron por 2 horas en sus-
pensién de Karnosky ¥ se lavaron durante 1 hora en solucién ameortignadora de Cacodilato
0.1 M pH 7.3 {113). Posteriormente se fijaron durante 2 horas en tetradxido de osmio al 1%
en amortiguador Cacodilato. Después de deshidratar las muestras en aleoholes progresivos
desde el 70% hasta el absoluto, se procedié a fijarlas en epén. Para la microscopfa electrénica
se llevé a cabo la tincién de Reynolds (114): las rejillas con los cortes finos de las muestras
respectivas, se colocaron en acetato de uranilo al 5% durante 10 min y en citrato de plomo
durante 2 min. Se utiliz6 un microscopio Joel 100-B en el que se tomaron fotografias con
una amplificacién de 3,000 veces.

12. Toxicidad y estabilidad de la protefna hibrida.-

Para resolver si los productos MS2-VP8’ y MS2-VP5’ son téxicos para E. coli, se
hicieron curvas de crecimiento bacteriano con la induccidn, a etapas tempranas, de la ex-
presién de las bacterias transformadas con los vectores pUMA4SIML y pUMAASIML. La
cinética de crecimiento se siguié a 42°C en medio mdximo de induccién con 100 pg/ml de
ampicilina, Para mantener la selectividad del medio, cada hora se afiadieron 100 pg/ml de
AMP.

Con el objeto de determinar la estabilidad de las protefnas recombinantes dentro de
E. ¢oli, se efectud un experimento de pulso y caze de las proteinas bacterianas en estado de
induccién. Las becterias con el pUMAASIML, el pUMAA451ML o el pPLc24, se crecieron a
28°C hasta alcanzar una D.0.gpp= 1. Entonces se les agregd un volimen igual de medio
a 65 °C y se incubaron a 42°C. Después de 2 horaa, las bacterias se centrifugaron a b;aja
velocidad, se resuspendieron en medio minimo que contenia aminodcidos sin meticnina y se
incubaron de nuevo a 42°C por 2 horas, Luego, las bacterias se marcaron con 15 #Ci/ml de
metionina 3*S durante 30 min. A continuacién, se agreg6 metionina fria a una concentracién
final de 50,‘ pg/mly se tomaron alfcuotas a distintos tiempos de la incubacién. L.as muestras
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colectadas se centrifugaron y se resuspendieron en amortiguador de Laemmli. Después de
hervirse por 5 min, se corricron en un gel de poliacrilamida-SDS al 10%, el cual fue tratado
para fluorografia con dimetilsulféxico y PPO (115).

13. Esquemas de inmunizacién.-

Se utilizaron ratones machos BALB/c de 7 a 9 semanas de edad. Se probd que los
sueros preinmunes de estos animeles tuvieran titulos bajos de anticuerpos neutralizantes
e inhibidores de la hemaglutinacién de SAl1l. Los animales cuyos sueros tenfan titulos
de inhibici6én de la hemaglutinacién menores de 1/200 y titulos de neutralizacién menores
de 1/50, fueron inoculados por via subcutinea con 200 pl de una emulsién de antigeno y
adyuvante en proporciones iguales. En la primera inmunizacién se usé adyuvante completo
de Freund; para las inmunizaciones subsecuentes, se utilizé adyuvante incompleto.

Segiin ¢l antfgeno aplicado los ratones se dividieron en grupos. Para la obtencién
de sueros hiperinmunes contra las proteinas recombinantes, cada grupo recibié 5 inmuniza-
ciones que se suministraron en los dfas 0, 14, 29, 44 y 59. Una semana después de cada
inmunizacién, los ratones se sangraron mediante la puncién del plexo capilar retroorbital.
Los sueros se inactivaron a 56°C por 30 min y mientras se analizaban, fueron almacenados
a -20°C.

Para evaluar la sensibilizacién de la respuesta inmune, los grupos de ratones recibieron
una dosis del ant{geno respectivo y a los 15 dias, otra con rotavirus purificado. Los sueros
se colectaron cada semana., En cada uno de los sueros obtenidos se buscd la presencia de
anticuerpos neutralizantes o inhibidores de la hemaglutinacién.

14. Ensayos de neutralizacién.-

Los titulos de anticuerpos neutralizantes en sueros de ratén, se midieron de acuerdo al
método descrito por Shaw y col. (116), con algunas modificaciones, Brevemente, vohimenes
iguales de rotavirus SA11l, Wa o ST3 (2 diluciones tales que tuvieran 100 a 200 particulas
virales infecciosas por 50 ul de solucién), pretratados con tripsina (Difco, a una concen-
tracién final de 10 ug/ml), se mezclaron con diluciones seriadas de los sueros de ratén y se
incuybaron 1 hora a 37°C. 50 pl de cada mezcla se afiadieron a monocapas de células MA104
(en cajas de cultivo de 96 pozos), y se dejaron adsorber por 1 hora a 37°C. Seguidamente,
se retird el inéculo y se aiiadieron a los pozos 200 ul de medio minimo esencial, Las células
se incubaron por 12 horas a 37°C, después de lo cual se lavaron con buffer PBS y se fijaron

en 80% acetona- PBS, por 15 min. Posteriormente, se lavaron y se incubaron 1 hora a 37°C
]
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con suero anti-5A1l de cuyo o de ratén (con un titulo neutralizante de 1:30,000), diluido
mil veces, Luego de ser lavadas dos veces, se incubd a las células con una dilucién 1/2500
de proteina A peroxidase (Amersham) durante 2 horas a 37°C. Las células se lavaron y se
aplicé el sustrato, 3-amino-0-etilcarbazol (Sigma). Después de aproximadamente 10 min,
los pozos se lavaron con H30, se dejaron secar y se leyeron en un microscopio invertido.

El titulo neutralizante de un anticuerpo se define como el inverso de la dilucién mas

alta, en que el mimero de focos infecciosos se reduce en un 60%, con respecto al control.

15. Ensayos de hemaglutinacién,-

En cajitas de microtitulacién de 96 pozos (de fondo en pico), se hicieron diluciones
seriadas del rotavirus SAl1 o del lisado de bacterias transformadas, preparadas como antes se
describié. A estas diluciones se afiadieron eritrocitos tipo O de humano a una concentracién
final de 0.4% (v/v), dilufdos en PBS con 0.2% de albimina de conejo (RSA). Las cajitas
se incubaron a temperatura ambiente por 90 minutos antes de determinarse los titulos de
hemaglutinacién.

Para los estudios de inhibicién de la hemaglutinacién, los sueros a probar se diluyeron
seriadamente en cajitas de microtitulacién en PBS/0.2% RSA. A continuacién, se mezclaron
con 4 unidades hemaglutinantes del rotavirus SAl1ll o, en su caso, de lisado bacteriano
transformado con el pUMA481ML o el pUMAA451ML. Las cajitas se incubaron a temperatura
ambiente por espacio de una hora y luego, se agregé un voliimen igual de eritrocitos tipo
O de humano, diluidos al 0.4% en PBS/0.2% RSA. E} anélisis se efectud después de una
incubacién de 60 minutos a temperatura ambiente,

16. Anilisis estadfstico.- .

Se utilizé la prueba t de Student para series pequefias (n < 30) con distribucién
normal (117). A través de ésta se determiné el significado de las diferencias entre las medias
de los t{tulos de neutralizacién o de inhibicién de la hemaglutinacién, obtenidas de los sueros

de ratones inoculados con protefnas recombinantes o protefnas control.

s

19



V. RESULTADOS

:

1. Construccién del plasmido pUMAA451ML y expresién del gene 4(3%).

En “Materiales y Métodos™ se describe la estrategia empleada para la construccién
del plismido de expresién pUMA451ML (ver fig. 3). Dicho pldsmido contiene un fragmento
del gene de VP3 (el 46% del gene completo, correspondiente al 68% de VP5) fusionado con
los primeros 98 aminoicidos de la polimerasa del fago MS2. La expresién del gene hibrido
se encuentra bajo el control del promotor PL del bacteriéfago lambda (fig. 4).

Entre ¢l pUMA481ML previamente construido (95), el cual contiene el 86% de la-
secuencia carboxilo terminal de VP8 y el 35% de la secuencia amino terminal de VP5, v
el pUMAA451ML, se cuenta con un total del 91% del gene de VP3 clonado en vectores de
expresién. La caractetizacién de los productos de ambos plasmidos pudiera permitir un
conocimiento mds preciso de los determinantes antigénicos de VP3.

Para poder controlar la transeripeién del gene hfbrido a partir del promotor Pi;, el
pldsmido pUMA451ML se introdujo por transformacién en la cepa M5210. Esta cepa de E.
coli contiene integrado a su genoma un profago mutado de lambda que es capaz de producir
un represor termosensible de PL. De este modo, la transcripcién a partir de dicho prometor
se induce cuando la temperatura del cultivo bacteriano se eleva de 28°C a 42°C.

Las proteinas sintetizadas f)i)r l1as células M5219 transformadas con el pUMA451ML
se analizaron en geles de poliacrilamida-SDS. En las muestras colectadas desde 5 hasta 12
horas después de efectuar la induccién, se observé que aparecian proteinas que no estaban
presentes en las bacterias incubadas a 28°C. .

Se sabe que varios genes de E. colf se activan con choques de calor (118). Para
diferenciar aquélloa genes que se activan a 42°C de aquél regulado por el promotor PL, se -
compard, después de la induccién por 12 horas a 42°C, el patrén protéico de la cepa que
contiene el plismido pUMAJ451IML (fig, 5A, carril 3) con el de las bacterias transformadas
con el pUMA481IML (carril 1) o el vector pPLc24 (carril 2). En estos geles se pudieron
distinguir dos proteinas no sintetizadas por la cepa que contiene el vector pPle24: una de 52
KDa sintetizada por la cepa transformada con el pUMA481ML (carril 1), correspondiente
a la ya identificada M52-VP8’ (95), v otra de 57 KDa (en adelante p57) en la cepa con el
plismido pUMAJ4BIML (carril 3) y cuyo peso es muy cercano aI esperado para la nueva
proteina recombinante, que es de 56 KDa

4
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Para conocer que proporcién representa p57 del total de las proteinas bacterianas,
éstas se separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida, y se tifieron con azul de
Coomassie. Los geles asi tefiidos fueron analizados por densitometria a 600 nm. El andlisis
mostré que p57 constituye aproximadamente un 2% de las protefnas. Esta proporcién
resulta ser considerablemente menor que el 15% que MS2-VP8’ constituye en E. coli (95).

Como sucede con MS2-VP8’, p57 resultd ser altemente insoluble pues aparecié en el
sedimento de un lisedo bacteriano centrifugado = baja velocidad (fig. 5B). Las proteinas
bacterianas obtenidas en el sedimento, se separaron por electroforesis y el gel se analizé
nuevamente por densitometria. La proteina p57 representd el 15% del total de las protefnas
insolubles, pudiéndose obtener hasta 40 mg de} polipéptido por litro de cuitivo bacteriano.

2. Deteccién de epfitopes virales en la proteina p57.

Con el objeto de confirmar si p57 contenfa determinant_es antigénicos relacionados
con el rotavirus SA1l, se analizé su capacidad de reaccionar con un antisuero anti-rotavirus
SAll. Para ello, de !a manera anteriormente descrita, se indujo la expresidn de las cepas de
E. coli transformadas con et pPLc24, el pUMAA4S1IML o el pUMA451ML. Las proteinas de los
lisados bacterianos enriquecidos (ver “Materiales y Métodos") fueron separados mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (fig, 6, carriles A-F); y se tifieron con azul
de Coomassie {carriles A, B y C); o se transfirieron a papel de nitrocelulosa (carriles D,
E y F). Las protefnas en los filtros de nitrocelulosa se incubaron con suero anti-rotavirus
SAll producido en conejos y posteriormente se incubaron con proteina A marcada con 1351
La autorradiograffa de la inmunoelectrotransferencia (carriles D, E y ¥) muestra que el
antisuero reacciond especificamente con la proteina MS2-VP8’ producida por las bacterias .
con el pldsmido pUMAA4BIML (carril D) y con p57 sintetizada en las bacterias transformadas
con el plasmido pUMAA45IML (carril E) , lo que sugiere que ésta tltima es la proteina MS2-
VP5’ esperada en la construccién. Es interesante ver que en los carriles E y D también se
observan bandas de menor peso molecular que reaccionaron con el antisuero; ello sugiere
la posibilidad de que representen productos de degradacién de las proteinas recombinantes,

sefiales internas de iniciacién de la traduecién, o bien de una terminacién temprana de la
transcripeidn.
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3. Estabilidad en FE. ¢oli de las proteinas recombinantes.

La cantidad del polipéptido MS2-VP5’ detectada en células M5219 transformadas con
¢l plismido pUMA451ML, es aproximadamente 7 veces menor que la gque se obtiene de la
proteina MS2-VP8’, sintetizada a partir de]l mismo vector. Para explorar si esta diferencia
se debfa a una mayor inestabilidad del producto MS2-VP5’ en el citoplasma de E. coli, sc
recurrié a un método que permitiera determina'r y comparar la estabilidad intracelular de
ambas proteinas recombinantes.

Con el fin de facilitar el seguimiento de las proteinas recombinantes sintetizadas en un
corto lapso de tiempo, los polipéptidos se marcarorn radiactivamente. Después de crecer las
cepas transformadas con el pUMA48IML vy el pUMA451ML e inducir su expresién durante
2 horas, se dié un pulso de metionina-3*3 durante 30 min. Al término de este tiempo se
agregd un exceso de metionina fria para diluir la incorporacién de la metionina marcada
radiactivamente y se tomaron alfcuctas & diferentes tiempos de incubacién. El procedimiento
descrito permitiria el seguimiento de la integridad de los polipéptidos sintetizados en los 30
min de marcaje. .

El comportamiento de las protelnas recombinantes, se siguié mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida-SDS y su posterior fluorograffa. En la figura 7 se observa que la
proteina M52-VP8’ resulta ser muy estable, puesto que su proporcién no disminuye después
de una caza de la marca de 12 horas; tampoco aparecen productos de degradacion en el
mismo lapso de tiecmpo. Desafortunadamente, el polipéptido hibride MS2-VP5’ no se pudo

detectar bajo estas condiciones de marcaje, lo que impidié determinar su estabilidad.

4. Efecto inhibidor del crecimiento bacteriano.

Para evaluar el efecto de la sintesis de MS2-VP8' y MS2-VP5’ sobre el crecimiento
bacteriano, células M5219 transformadas con los plasmidos pUMA481ML, pUMAA451ML,
pPLc24, o sin transformar, se crecieron & baja densidad, dando de inmediato un choque
térmico de 42°C. Para evitar el crecimiento de las bacterias que habian segregado los
plismidos recombinantes, se mantuvo la selectividad del medio agregando ampicilina cada
hora. )

Como se puede observar en la figura 8, las cepas transformadas con pUMA481ML

o con pUMAA451ML fueron incapaces de continuar su erecimiento, mientras que las células
2
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transformadas con pPLc24 o sin transformar si fueron capaces de crecer, aunque aparente-
mente con tiempos de duplicacién prolongandos en relacién al crecimiento a 37°C.

La ausencia de crecimiento en células M5219 produciendo activamente MS2-VP8!,
no es sorprendente dada la carga metabédlica extra que puede causar la sintesis de una
proteina sin utilidad que representa el 15% del total de las proteinas de la bacteria. Sin
embarpo, ésta no parece se la explicacién mds plausible para la inhibicién del crecimiento de
las células que sintetizan la otra proteina recombinante, MS52-VP5’, ya que solo representa
aproximadamente el 2% de la protefna total. En este dltimo caso, pudiera mds bien tratarse

de un efecto toxico especifico de las secuencias virales.

5. Formacién de cuerpos de inclusién por la protefina MS2-VP5?

Tomando en cuenta la alta concentracién de la protefna MS2-VP8' en las células
bacterianas y su demostrada insolubilidad, decidimos estudiar su distribucién en E. coli
mediante tﬁicroscopfa. electrénica. Varios reportes han mostrado que ciertas proteinas re-
combinantes altamente concentradas en E. coli se agregan en el citoplasma en masas electro-
densas e insolubles llamadas cuerpos de inclusién (110,111,112). En nuestro caso, cotejando
las proteinas de fusién de VP3 de los lisados celulares, hemos visto que éstas sedimentan
mediante centrifugacién a baja velocidad. Esta insolubilidad pudiera deberse a la formacién
de agregados protéicos intracelulares.

Los datos de microscopfa electrénica (fig. 9) mostraron que la proteina MS2-VP8*
forma agregados que se organizan en masas irregulares localizadas en los polos de la bacte-
ria. Estos agregados representan tipicos cuerpos de inclusién y Hegan a ocupar hasta una
cuarta parte del drea total. Algunas células tienen una inclusién cerca de cada uno de los
polos. Bajo ias mismas condiciones, no se encuentran cuerpos semejantes en las células que
contienen al plismido pPLc24. ’

.El extracto celular enriquecido logré solubilizarse mediante un tratamiento con Urea
8 M, utilizando como agente reductor f-mercaptoetano! al 0.1 M, Sin embargo, independi-
entemente a la concentracién salina, al retirar la Urea las protefnas se precipitaron de nuevo
aun en presencia del S-mercaptoetanol. Probablemente las proteinas en los agregados se
empaquetan tan densamente, que para lograr su solubilidad se requiere de la accién de un
fuerte agente desnaturalizante que mantenga la accesibilidad al agente reductor. De este
modo vemos que los puentes disulfuro pueden ser un componente importante, aunque no

&
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¢} iinico, que participa en la insolubilidad del agregado protéico. Por otro lado, cuando los
extractos celulares se analizan por electroforesis calentdindolos previamente a 95°C en una
solucién amortiguadora de Tris-SDS sin‘ﬁ-mercaptoet.anol, observamos que existe cierto
grado de desagregacion de los polipéptidos recombinantes. Esto apoya que otro tipo de

fuerzas intermoleculares también juegan un papel en la formacién de los agregados.

6. Capacidad hemaglutinante de MS2-VP8’ y MS2Z-VP5'.

El andlisis de rearreglantes virales ha demostrado que ademds de estar involucrada en
la penetracién del virus a la célula hospedera (75), la proteina VP3 es también la hemaglu-
tinina de los rotavirus (49).

Para explorar la conservacién de sitios funcionales de VP3 en las dos proteinas recom-
binantes y a su vez asignarlos a una de las dos regiones estudiadas, se determind la capacidad
hemaglutinante de MS2-VP8’ y M52-VP5'. Dado que estas dos proteinas se producen en
forma de agregados, consideramos que estos agregados podrfan actuar como entidades mul-
tivalentes capaces de mantener la capacidad de aglutinar eritrocitos. La aglutiha.cién con
proteinas‘ recombinantes aisladas, ya ha sido reportada para la hemaglutinina de reovirus
{119).

De este modo, al analizar si los extractos de las bacterias transformadas con pPLc24,
pUMA45IML o pUMAAJ4BIML podian aglutinar eritrocitos tipo O de humano, vimos que |
hemaglutinaron sélo los extractos que contenfan al polipéptido MS2-VP8’ (fg. 10). Los
lisndos de células transformadas con el pUMA481ML consistentemente mostraron un titulo
de hemaglutinacién entre 1:32 y 1:64, lo que éorresponde a un equivalente de 20 2 40 ug/ml
del polipéptido MS2-VP8’,

El efecto hemaglutinante del lisado enriquecido para la proteina MS2-VIP8' es es-
pecifico, ya que esta hemaglutinacién se inhibe cuando el extracto protéico se incuba pre-
viamente con a.nticueri:os dirigidos contra el rotavirus SA11 (fig 11).

De acuerdo a estos datos concluimos que la capacidad hemaglutinante de VP3 estd
localizada en su mitad amino terminal ¥ que este sitio de interaccién esté preservado en la
proteina recombiante MS§2-VP8&".

.
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7. Inmunogenicidad de las proteinas de fusion MS2-VP8’ y MS2-VP5’,

Al considerar la posibilidad de utilizar a los polipéptidos recombinantes como in-
mundgenos que puedan proteger contra la diarrea causada por rotavirus, resulta importante
determinar si logran inducir una respuesta inmune funcional en animales de experimenta-
cién. De igual forma es necesario comparar su eficacia en relacién a la respuesta provocada
por el virus completo.

Para determinar la inmunogenicidad de los polipéptidos hibridos, estos fueron admi-
nistrados a ratones, con objeto de producir sueros hiperinmunes. Se trabajé con animales
que estuvieron libres de anticuerpos anti-rotavirus SAll, con tf{tulos de neutralizacién <
1:50 y de inhibicién de la hemaglutinacién < 1:200. El esquema de inmunizacién se detalla
en la tabla L.

Dos grupos de ratones recibieron 5 inmunizaciones a intervalos de 15 dias, con lisados
bacterianos conteniendo 40 pug de MS2-VP§' o MS2-VP5’, segun fuera el caso (los 40 ug
contienen aproximadamente 30 ug de la porcién viral de la proteina hibrida). Se incluyeron
ademés dos grupos control: uno inoculado con antfgenc bacteriano, carente de prc.)te[nas :
recombinantes y otro con 50 ug de rotavirus SAll. .

Previendo la posibilidad de una infeccién por rotavirus ajena al experimento, en
cada grupo se i.ncluyeion dos ratones sin inmunizar, cuyos sueros también fueron objeto de
andlisis. Durante los cinco sangrados realizados, estos ratones “vigilantes” no mostraron au-
mento sobre el nivel basal de anticuerpos neutralizantes e inhibidores de la hemaglutinacién
de S5A11.

" El andlisis de los sueros hiperinmunes generados fue encaminado a contestar dos
preguntas: primero, si las proteinas de fusién contenfan epitopes que pudieran inducir an-
ticuerpos capaces de reaccionar con las particulas virales completas; y segundo, si estos
anticuerpos lograban neutralizar In infectividad viral,

La existencia de anticuerpos que reaccionaron con el virus completo se determind
mediante ensayos de inhibicién de la hemaglutinacién. En la tabla II se presentan los
resultados obtenidos. .

Encontramos que tanto MS2-VP8’ como MS2-VP5’ fueron capaces de inducir anti-
cuerpos que interaccionan con las particulas virales a diferencia del grupo contrel, inmu-
nizado con antigeno bacteriano, que no indujo anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacién

Y
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de SA 11, Los anticuerpos inducidos por las proteinas hibridas alcanzan un titulo equipara-
ble al inducido por la particula viral completa, aproximadamente de 1:2000, que es 10 veces
mayor al del suero preinmune.

Por otro lado, la determinacién de la capacidad de neutralizacién viral por estos an-
tisueros, es importante en el camino hacia la construccidén de una vacuna efectiva. Este
segundo punto se estudid empleando un ensayo de neutralizacién de focos infeccicsos de
SA1l en monocapas celulares (ver tabla II).

El estudio mostré un incremento aproximado de 30 veces en los titulos neutralizantes
de loa sueros hiperinmunes, inducidos por MS2-VP8’ frente a io detectado en los sueros
preinmunes y en los controles con antfgeno bacteriano,

A las 5 semanas de iniciado e} estudio, cuando ya se habfan suministrado 3 dosis
de las protefnas hibridas, los sueros anti- MS52-VP8’ ya presentaban anticuerpos neuirali-
zantes. Dstos fueron aumentando hasta alcanzar un titulo de 1:1600 después de la quinta -
inmunizacién. Este titulo es similar al reportado por Arias y col. (96), obtenido al inmunizar
ratones con un polipéptido de fusién derivado de VP7 (la otra proteina de capa externa del
rotavirus). Sin embargo, al compararlo con los anticuerpos neutralizantes inducidos por la
particula viral completa (1:34,000), el titulo de anticnerpos es aproximadamente 20 veces
menor. |

Por otro lado, los sueros anti-MS2-VP5’ no mostraron actividad neutralizante, per-
maneciendo al mismo nivel que el que muestran los suercs de los ratones control { < 1:50),
aun después de las 5 inmunizaciones.

Para determinar la especificidad de los sueros hiperinmunes generados frente a las
proteinas virales, se realizé un ensayo de inmunoelectrotransferencia. Las proteinas del
virus SAll purificado, separadas por electroforesis y transferidas a papel de nitrocelulosa,
se¢ incubaron con los distintos antisueros. En la figura 12 se observa que el ensayo mostré.
un fondo de reaccidén inespecifico aun en ausencia de suero (carril 8). Sin embargo, a pesar
de ser negativos para anticuerpos neutralizantes de SA11, los sueros preinmunes reconocen
de forma ligeramente més intensa al patrén de proteinas virales (carril 5). Cabe entonces
la posibilidad de que la cepa de ratones utilizada hubiera tenido algun contacto previo con
un rotavirus murino distinto al serotipo 3.

A pesar de este fondo inespecifico, se logro ver un reconocimiento preferencial para los
productos de rompimiento de VP3: VP5 y VPR . Es decir, la inmunizacién con M52-VP8’
induce una clara respuesta hacia VP8 (fig. 12 carril 2), mientras que MS2-VP5’ induce

4
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una respuesta mis intensa parn VP5 (fig. 12 carril 3). Parece entonces que los sueros

hiperinmunes son capaces de reaccionar con las proteinas virales adecuadas.

8. Neutralizacién heterotipica.

Los sueros hiperinmunes producidos contra particulas de rotavirus completas, ge-
neralmente neutralizan de manera especifica la infectividad del rotavirus empleado en la
inmunizacién, o de rotavirus pertenecientes al mismo serotipo. Esto se conoce como una
neutralizacién homotipica.

Se sabe que la glicoproteina de capa externa VP7 es la principal responsable de
la especificidad de serotipos (56,57). Sin embarpo, recientemente también a VP3 se le ha
atribufdo un papel en esta especificidad.

Por otro lado, dos grupos de investigacién han obtenido anticuerpos monoclonales
dirigidos contra VP3 ¥y VP7 que son capaces de neutralizar a rotavirus in vitro en forma
heterotipica (53,64). Esto es, que son capaces de neutralizar a rotavirus pertenecientes a
cuando menos dos serotipos diferentes, Algunos de estos anticuerpos han sido capaces de
proteger pasivamente a ratones lactantes retados con tres diferentes serotipos de rotavirus
(64). '

Para evaluar la posibilidad de que los anticuerpos generados por el polipéptido MS2-
VP8’ neutralizan ademds del rotavirus SA1l (serotipo 3) a rotavirus pertenecientes a otros
serotipos, analizamos su capacidad de neutralizar a los rotavirus de humano, ST3 (serotipo
4) y Wa (serotipo 1).

Se probaron los sueros de 4 ratones inoculados con el polipéptido MS2-VP8’ {con
titulos de neutralizacién para SAll de 1/1800) y se encontré que ninguno neutralizé al
rotavirus Wa (con titulos < 1:50). Sin embargo, estos neutralizaron la infectividad del
rotavirus ST3 (serctipo 4}, en un titulo promedio de 1/400. Este titulo resuita aproximada-
" mente 4 veces menor que aquél con el que neutralizan a SA11. También se analizaron dos
de los sueros del grupo control con antigeno bacteriano y dos del grupo inoculado con virus.
Ninguno de ellos neutraliza a los virus heterélogos.

Esto indica que aunque la respuesta inducida por MS2-VP8’ es primordialmente es-

pecifica. para SA1l, presenta cierta neutralizacién cruzada con un virus del serotipo 4.

~
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9. Sensibilizacién de la respuesta inmune.

El potencial que tiene una proteina de ser un inmunégeno adecuado para vacunacién,
generalmente se ha determinado por su capacidad de inducir la preduccién de anticuerpos
neutralizantes. Sin embargo, existen evidencias con péptidos y proteinas de origen viral (120,
121, 122), que muestran que estos pueden scnsibilizar al sistema inmune en forma especifica
y cficiente, aunque se administren en dosis subinmunizantes o sean incapaces de inducir
anticuerpos neutralizantes por si mismos. Esto se debe a que provocan el establecimiento
de células de memoria, que dan lugar a una respuesta inmune secundaria ante un contacto
posterior con el mismo antigeno o antigenos relacionados.

Por otro lado, los experimentos realizados por Milich y col. (123) con antfgencs deriva-
dos del virus de la hepatitis B, muestran que la respuesta inmune hacia una proteina de
envoltura (presentada en el virus completo), puede sensibilizarsc con la previa adminis-
tracién de un determinante de células T derivado de la nucleocdpside del virus, no obstante
que este determinante no esté localizado en la proteina de envoltura.

De acuerdo a lo anterior, quisimos analizar la capacidad de las proteinas hibridas
MS2-VP8' y MS52-VP5’ para sensibilizar la respuesta inmune de ratones hacia un posterior
contacto con el virus SA1l. Para esto fue necesario encontrar un intervalo de tiempo éptimo
entre la inyeccién primaria de antigeno y la inoculacién subsecuente del virus. Este es el
tiempo que probablemente requiere el sistema inmune del ratén para producir células de
memoria capaces de reconocer, en su momento, a las particulas virales (121). En el presente
estudio, el intervalo elegido (15 dias) se establecié basado en experimentos preliminares.

Con base en lo anterior, se disefi6 el experimento esquematizado en la tabla III. En la
tabla IV y la figura 13 se muestran los titulos de anticuerpos neutralizantes obtenidos como
resultado de este protocolo de inmunizacién., Se observa que no hay presencia de anticuerpos
neutralizantes en ninguno de los grupos al momento de la inoculacién del segundo antigeno
(virus complcto). Sin cmbargo, una semana después de haber suministrado el virus, hay una
diferencia estadisticamente significativa entre la media de los titulos de sueros de ratones
previamente inoculados con la proteina MS2.VP8’ (1:2,360), y la del grupo control inmu-
nizado con protefna bacteriana (1:430), o la del grupo inmunizado con MS2-VP5' (1:460).
Después de inmunizar con el virus, los anticuerpos neutralizantes van aumentando en todos
los grupos, pero la diferencia en relacién al que recibié MS2-VP8’ como inmunégeno pri-
mario se sigue manteniendo hasta 4 semanas después. Hasta este momento no llega a verse

un decrem;nto en la respuesta inmune.



Los datos parecen indicar que tanto en el grupo control como en aquel primoin-
munizado con M§2-VP5’, la respuesta hacia el virus es de tipo primario, mientras que la
respuesta de anticuerpos neutralizantes hacia el rotavirus SA1ll es secundaria para el grupo
sensibilizado con la proteina MS2-VP8’,

Para analizar la induccién de anticuerpos totales generados contra rotavirus en este
ensayo de sensibilizacién, se eligid la medicidn de anticuerpos inhibidores de la hemagluti-
nacién (IHA). En la tabla Vy la figura 14 podemos apreciar que 2 los 14 dias de haber sido
suministrade la proteina MS2.VPB', los ratones ya muestran titulos de anticuerpos IHA
equiparables a los obtenidos con el suero hiperinmune anti-rotavirus SA11 (entre 1/1600 y
1/3200). Parece claro que una sola dosis de proteina M52-VP8’ es suficiente para despertar
una buena respuesta de anticuerpos contra rotavirus, aunque esta no sea de anticuerpos
neutralizantes. Sin embargo, el titulo de anticuerpos THA no varfa significativamente a lo
largo del tiempo, después de inmunizar con el virus. Por ello, este método no parece ser el
adecuado para hacer un seguimiento del aumento de anticuerpos totales.

Por otro lado, el grupo de ratones inmunizados con MS2-VP5' a las dos semanas
presenta titulos de anticuerpos IHA que estdn casi al nivel basal o que son equiparables al
grupo control (inoculado con antigeno bacteriano). Los titulos de anticuerpes IHA aumentan
tGnicamente una semana después de haber inoculado el virus. Esto implica que una sola dosis
de este polipéptido de fusién resulta menos inmunogénica que la misma cantidad de M52-
VP8 )

En suma, los resultados sugieren que la proteina M52-VFEP8’, ademds de contener al-
guno o varios epitopes importantes de neutralizacién , probablemente puede iniciar su propia
respuesta sensibilizante, Es decir, con una vinica desis de la proteina, se establecen células
de memoria que producen una respuesta inmune secundaria de anticuerpos neutralizantes,’

ante un contacto posterior con el virus homélogo .
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VI. DISCUSION

La produccién en gran escala de proteinas virales ofrece nuevos caminos al estudio
de sus funciones y al desarrollo de ensayos de diagnéstico y vacunas. Aunque las protcinas.
de algunos virus pueden obtenerse a partir de cultivar al virus in vitro, el proceso resuita
costoso y en ocasiones complicado. De ahi la necesidad de implementar otros sistemas para
la produccién de proteinas de origen viral, '

El papel que VP3 desempeiia en la infectividad viral y en la induceién de una respues-
ta inmune neutralizante, hace deseable su anilisis biolégico ¢ inmunolégico. Dicho andlisis
resulta nahora mds viable merced a la relativa facilidad de produccién de altos niveles de las
protefnas hibridas M52-VP8® y MS2-VP5’, Asimismo, el contar con estas protefnas de fusién
nos permitié caracterizar las regiones virales contenidas en ambas y establecer y analizar
sus diferencias, asf como localizar, en una de cllas, la funcién de hemaglutinacién de VP3.

A las 12 horas después de la induccién del cultivo bacteriano, ‘la proteina recombi-
nante MS2-VPb’, representa aproximadamente el 2% de la proteina total. Esto contrasta
con MS2—VEP8’, que en las mismas condiciones representa aproximadamente el 15% de las
proteinas bacterianas. De acuerdo a los resultades mostrados en la ﬁgura 6, consideramos
que esta diferencia puede deberse esencialmente a una de dos posibles causas. La primera
seria una inestabilidad de MS2-VP5’, aungue esto no lo hayamos podido demaostrar con
los experimentos realizados (fig. 7). Sin embargo, hemos observado que a las 5 horas de

iniciada su j)roduccién MS2-VP5’ alcanza un nivel que se mantiene constante, al menos 12

horas después de la induceién. Esto dltimo puede representar la estabilidad de MS2- VP5’ -

o un proceso de degradacién y sfntesis que mantiene un nivel constante de la proteina.

Una segunda alternativa, consiste en que la proteina MS2-VP5’ no se acumule en
proporciones mayores al 2% debido a terminaciones tempranas, en la transcripcion del
gene quimera o en la traduccién del RNA mensajero hibrido, dando lugar a los productos
protéicos relacionados con MS2-VP5’ que se obgervan en la figura 6, Finn]mente; el inicio
de traduccién en codones internos del RNA mensajero hibrido también podria explicar
este resultado y el rendimiento final que se obtiene de la proteina MS2-VP5® completa. Sin
embargo, para entender cual o cuales factores influyen principalmente en la baja acumulacién
de MS52-VP5’ ¥ en la generacién de productos parciales relacionados, se requiere de una
mayor investigacién.
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La insolubilidad de las proteinas hibridas, generalmente considerada como una cua-
lidad poco deseable, nos ayudd en cambic a demostrar la actividad hemaglutinante de la
proteina hibrida MS2-VP8’. La interaccién de esta proteina con los eritrocitos es especifica,
ya que la hemaglutinacién es inhibida con anticuerpos dirigidos contra el virus completo. En
contraste, la proteina MS2-VP5’, analizada en las mismas concentraciones que su homdloga,
no es capaz de hemaglutinar. Estas observaciones sugieren que MS2-VP8’ contiene domi-
nios estructurales conservades en relacidén a VP3 y que la actividad hemaglutinante es una
funcién localizada en la mitad amino terminal de esta proteina, Esto habia sido sugeride
previamente, mediante el uso de anticuerpos monoclonales (132).

El aislamiento en forma soluble de lrs proteinas expresadas puede requerir el uso
de agentes caotrépicos o desnaturalizantes. Serd interesante determinar si las proteinas
presentan actividades biolégicas después de tales tratamientos. La disponibilidad de canti-
dades abundantes de nuestras protefnas hibridas en forma soluble, sin duda puede facilitar
el entendimiento de VP3 en términos de sus caracterfsticas bioquimicas, y funcionales.

El trabajo de mapeo con anticuerpos monoclonales ha permitido identificar diferen-
tes regiones en VP3 que estdin involucradas en la neutralizacién (84,101). Estas regiones
se encuentran tanto en VP8 (aminoécidos 87-89, 100, 114-135, 148-150, 173-188) como en
VP5 (aminodcidos 388-303). Ademés, el aminodcido 393 forma parte de un determinante
antigénico capaz de inducir anticuerpos que neutralizan a varios serotipos. Con esta in-
formaci6n resultaba interesante determinar la capacidad de los determinantes antigénicos
contenidos en MS52-VP8' y en MS2-VP5’ para inducir anticuerpos neutralizantes, y as{ eva-
luar su posible uso como vacunas.

Los resultados obtendidos con.los ensayos de inhibicién de hemaglutinacién y con la
inrpunoelectrotrasferencia, indican que los anticuerpos inducidos tanto por MS2-VP5’ como
por MS2-VP8'’ reconocen al rotavirus SAll. Esto implica que estas proteinas hibridas son
capaces de adoptar, al menos en algunas regiones, la conformacién correcta y de presentar
al sistema inmune epitopes similares a los de las particulas virales completas.

Por otro Iat'lo, sé6lo los anticuerpos inducidos por MS2-VP8’ son capaces de neutralizar
la infectividad de SA1l. Los animales inoculados con MS2-VP8’ presentan un titulo de
anticuerpos neutralizantes de 1/1,600. Este resulta equiparable al inducido por una proteina
hibrida derivada de VP7 (96), suministrada a ratones con un esquema de inmunizacién
semejante'al que se utilizé en este trabajo.
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Vemos que mientras las proteinas recombinantes derivadas de VP7 (VP 7-Bgal; ref.06)
¥ VP3 (MS2-VPB’) estimulan la produccién de anticuerpos neutralizantes en titulos simi-
lares, la particula completa de SAll induce un titulo aproximadamente 20 veces mayor. Esta
diferencia puede deberse a que en el virus las proteinas de la capa externa adquicren una
conformacién que les permite exponer ciertos epitopes de neutralizacién que permanccen
ocultos o en conformaciones incorrectas en las protefnas recombinantes, Ademds, en la con-
formacién de VP3 o de VP7 en el virién probablemente influyen tanto interacciones con
moléculas adyacentes como interacciones de las diferentes regiones de una misma proteina.

Los anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacién inducidos por MS2-VP5' y MS2-
VP8’ alcanzan titulos de 1/2,000. Estos, a diferencia del tftulo neutralizante inducido por
MS2-VP8’, es semejante al obtenido con la particula viral completa.

Las diferencias en los titulos de neutralizacién y las similitudes en los de inhibicién
de la hemaglutinacién que aparecen entre el virus y' MS2-VP8’, pudieran deberse a que
los epitopes de neutralizecién se encuentran menos accesibles en MS2-VP8' que los de
hemaglutinacién. Por otro lade, pare que el virus sea neutralizado, aparentemente los
anticuerpos deben reaccionar con regiones muy especificas de VP3 (epitopes de neutral-
izacién). Mientras que pudiera ser que los anticuerpos dirigidos contra VP3 logren inhibir
la hemaglutinacién ya sea reconociendo al epitope hemaglutinante, o logi'ando causar un
cambio eonformacional de la hemaglutinina o un impedimento estérico que bloquee su ac-
tividad. De hecho, se ha observado que anticuerpoa policlonales y monoclonales dirigidos
contra VP7 también son capaces de inhibir la hemaglutinacién (37).

Observamos que una semana después de inmunizar con MS2-VP8' aparece una buena
respuesta de anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacién (fig. 14), pero todavia no se
detectan anticuerpos neutralizantes (fig.13). Esto puede deberse a que son pocos los epitopes
de neutralizacién que existen en la protefna ¥ que un indculo no resulta suficiente para
inducir una respuesta de esta forma detectable; o, tal vez se requieren clonas productoras
de anticuerpos de mayor afinidad para llevar a cabo la neutralizacién.

Los anticuerpos inducidos por MS2-VP5’ no fueron capaces de neutralizar la infec-
tividad del rotavirus SAll, pero sf de interaccionar con él, basados en el ensayo de inhibicién
de la hemaglutinacién y de inmunoelectrotransferencia, Esto sugiere que el determinante
antigénico que comprende al aminoécido 393 no se encuentra en la conformacién adecuada

en Ia proteina de fusién o no estd accesible para interaccionar con el sistema inmune de
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los ratones. Mientras tanto, otros epitopes no relacionados con neutralizacién permanecen
integros.

En la figura 14 se aprecia que una sola inmunizacién con MS2-VP8’ induce anticuerpos
inhibidores de la hemaglutinacién en titulos de alrededor de 1/2000. Mientras tanto, para
llegar a estos niveles con M32-VP$' se requieren dos inmunizaciones. Esto pareceria indicar
que MS2.VPB’ es mas inmunogénica que MS52-VP5'. Sin embargo, es dificil sustentar este
tipo de explicacién, dado que en nuestros ensayos, las protefnas hibridas no estén puras y
cada una va acompafiada de distintas cantidades de protefna bacteriana. Por este motivo,
el extracto con MS2-VP5’ se inoculé en una dosis de proteina total 3 veces mayor que el
extracto con MS2-VP8'. Como se ha demostrado en otros casos (124), esto podria resultar en
un efecto de competencia antigénica que oscureciera la respuesta inmune hacia MS2-VP5'’en
particular, o hacia ambas proteinas de fusidn.

La reaccidén de los sueros antiMS2-VP8’ y antiMS2-VP5® con los polipéptidos de
SAll separados y fijados a papel de nitrocelulosa, corroboré la inmunogenicidad de ambas
protefnas hibridas. Como se esperaba, estos sueros hiperinmunes estaban claramente en-
riquecidos en anticuerpos dirigidos contra VP8 o VP5, segiin fuera el caso. Por su parte, los
sueros preinmunes reaccionaron sobre todo con VP8 y VP2. Esto aparece como un fondo
inespecifico propio del ensayo, dado que en controles en donde no se anadié suero de ratdn,
alpunas de las proteinas virales también se tifieron con el sustrato de la peroxidasa. Sin
embargo, cabe la posibilidad de que al inicio del experimento, nuestros ratones hubieran sido
ya infectados por rotavirua de origen murino. Sin embargo, si este fuera el caso, el rotavirus
infectante perteneceria a un serotipo diferente al 3, ya que no se encontraron anticuerpos
neutralizantes contra este serotipo en los sueros preinmunes.

Aunque los anticuerpos neutralizantes inducidos por MS2-VP8’ estAn dirigidos prin-
cipalmente contra SA1l (serotipo 3), son capaces de neutralizar, aunque en menor medida
{1/400), al rotavirus ST3 (serotipo 4) . Descartamos el hecho de que esta reaccién eruzada
se deba a anticuerpos inducidos por algin rotavirus murino, puesto que los sueros del grupo
control con antigeno bacteriano, no neutralizaron a ST3. En cambio, puede ser que los ro-
tavirus de serotipo 3 y 4 compartan algiin determinante de neutralizacién que se encuentre
contenido y sea presentado por MS2-VPS§'.

La administracién, a ratones, de una sola dosis de la proteina M52-VP8' no indujo
anticuerpos neutralizantes contra el rotavirus SA11; sin embargo, sf fue capaz de sensibilizar
&l sistema inmune de los animales para una respuesta secundaria, de la misma manera como

'
F
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ha sido mostrado con péptidos sintéticos derivados de la hemaglutinina de influenza (121);
la proteina VP’1 de poliovirus (120) ¥ el virus de la fiebre aftosa (121); la proteina VP7 de
rotavirus (133); ¥ con un polipéptido de fusién sintetizado en E. coli derivado de la proteina
VP1 del virus de la hepatitis A (122).

La rdpida conversién de los sueros de los ratones inmunizados con MS2-VP8’ de no
neutralizantes a neutralizantes en titulos altos después de administrar el virus completo, es
consistente con el clisico modelo de hapteno-acarreador (134). Pensamos que esta proteina
recombinante actiia como acarreador para inducir una respuesta de linfocitos T ayudadores
{Th), la cual facilita la respuesta de anticuefpos neutralizantes anti-virus dirigida contra
epitopes especificos (haptenos) después de administrar al virus.

En ratones inmunizados tanto con una de las glicoprotefnas purificadas del virus
del herpes simple (125), como con virus vaccinia recombinante que expresa el gene env del
retrovirus de la lencemia Friend. (135), se han inducido respuestas proliferativas’ especificas
de células T en ausencia de una respuesta humoral detectable. En ambos casos hubo un
aumento significativo de anticuerpos neutralizantes, después de retar a los animales con el
virus completo. Es todavi{a més importante el hecho de que estos animales no desarrollaron
los sintomas clinicos inducidos en los ratones control,

La’ sensibilizacién con el polipéptido MS2-VP8’ induce una respuesta humoral au-
mentada de anticuerpos neutralizantes ¢ontra el rotavirus SA1l. Esta respuesta puede
estar dirigida tdnicamente contra los epitopes que MS2-VP8’ comparte con la VP3 viral,
o bien contra estos y otros que no fueron presentados al sistema inmune por la proteina
hibrida. Esto 1ltimo irfa de acuerdo con el trabajo de -Milich ¥ col. (123) quienes repor-
tan que un péptido de la proteina de nucleocipside del virus de la hepatitis B es capaz de
sensibilizar la respuesta inmune hacia epitopes presentes en la proteina de superficie. Estos

_investigadores postulan que cuando los inmunégenos son agregados protéicos, como son los,
virus, el sistema inmune los procesa como si fueran una séla molécula. Asi, la estructura
. polimérica es internalizada por células B, cuyo receptor ha interaccionado con uno de los
epitopes del virus. En consectienciz, en la superficie de estas células B aparecen los determi-
nantes de células T-ayudadoras de cada una de las proteinas virales, asociados a antigenos
de histocompatibilidad de clase II, provocando que estas células B interaccionen con las
células T previamente sensibilizadas con una proteina de nucleocépside. Esto desencadena
la produccién de a:;ticuerpos contra antigencs tanto de envoltura como de nucleocdpside,
dependiendo de la especificidad de las células B que internalizaron al virus.
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Por otro lado, MS2-VP5' no produce un efecto sensibilizador de la respuesta inmune.
Esto puede ser debido a que la proteina MS2-VP5’ no contiene epitopes para células T
ayudadoras; a que esta regién de VP3 tiene epitopes para células supresoras; o a otro
mecanismo que no conocernos.

En relacidén a la sensibilizacidon del sistema inmune por MS2- VP8', es interesante

_notar que aparentemente la p‘rimern infeceién por rotavirus es la causantie de diarrcas mis
severas que requieren de hospitalizacién, mientras que las subsecuentes infecciones suceden
de manera asintomatica o con sintomatologia leve (128). Esto sugiere que una vacuna,
capaz de sensibilizar la respuesta inmune, podria causar que una infeccién primaria por
rotavirus se comportara como secundaria. Esta estrategia de vacunacién estaria dirigida no
a prevenir la infeccién, sino a reducir o eliminar los sintomas de la misma, lo que serfa de gran
utilidad para reducir, principalmente, el alto indice de mortalidad causado por rotavirus. Sin
embargo, es importante mencionar que para que una vacuna contra rotavirus sea efectiva,
debe estimular la respuesta inmune local (ver adelante} , y que todos los experimentos aquf
descritos fueron realizados utilizando la via parenteral {(subcutinea) para la administracién
del inmunégeno. ‘

En el anilisis de inmunégenos contra rotavirus también se ha trabajado con péptidos
sintetizados de secuencias de VP3 (127). Uno de estos péptidos, comprende los amincicidos
220 a 233 de VP3, regién también contenida en MS2-VP8’. Resulta interesante que este
péptido es capaz de sensibilizar la reapuesta inmune contra SA1l y contra ST3 (serotipo 4)
pero no contra rotavirus de serotipos 1 y 2, lo cual estd de acuerdo con los resultados de
neutralizacién obtenidos con los sueros anti-MS2-VP8’.

En la actualidad ya se estd probando la capacidad de ciertas protefnas recombinantes
como inmunégenos contra enfermedades especificas {(109,125). Recientemente se realizaron
pruebas en humanos para analizar !a proteccién, que podria brindar una proteina viral
construida en E. coli, contra Plasmodium Falciparum (128). Si bien los resultados no son
conclusivos, sl resultan alentadores en cuanto a que las personas que fueron inmunizadas con-
dicho antigeno y expuestas al patégeno, desarrollaron sfntomas clinicos de menor severidad
que los controles no inoculados con la proteina recombinante. En el caso de las proteinas
recombinantes de rotavirus, todavia se esti lejos del terreno de la aplicacién. El trabajo
que aquf se presenta plantea tinicamente los primeros pasos en la posible realizacién de una

. Vacuna por métodos de DNA-recombinante. Quedan muchas interrogantes por resolverse.

35



Sabemos que las infecciones por rotavirus estin confinadas al tracto gastrointestinal,
por lo que para que una vacuna contra este patdgeno sea efectiva, debe generar una respuesta
inmune local. Todos los experimentos aqui descritos fueron realizados administrando el
inmundgeno por via parenteral. Esto {mplica que, aunque los resultados obtenidos hasta
ahora son prometedores, es de suma importancia evaluar la capacidad de la proteina MS2-
VP8’ para sensibilizar la respuesta de anticuerpos IgA secretores en el intestino. En este
sentido, surge la posibilidad de sintetizar las regiones importantes de VP3 en cepas atenuadas
de Salmonella (129}, ya sea a partir de plismidos recombinantes o mediante la incorporacién
de estos genes quimera en el genoma de la bacteria, para probar las cepas recombinantes
como vacunas vivas orales.

Las contribuciones relativas de las proteinas VP3 y VP7 a la generacién global de
proteccion, estd todavia por establecerse. Pudiera ser que un buen inmundégeno debiera
estar constitufdo de una mezcela de antigenos derivados de ambas proteinas, por lo que los
datos obtenidos con esta caracterizacién de antigenos derivados de VP3, deben sumarse
a los resultados que hasta hoy se tienen de caracterizaciones inmunolégicas de proteinas
recombinantes derivadas de VP7. Ademés, no sélo las proteinas de la capa externa del
rotavirus deben considerse como candidatos de vacuna. En algunos estudios se ha observado
que, aunque la mayorfa de los anticuerpos neutralizantes se producen contra VP3 y VP7,
los componentes internos del virus también presentan esta actividad inductora (93). Otros
investigadores han reportado la presencia de epitopes menores de neutralizacién en VP8
(130). Por ello no se-descerta la posibilidad de que esta proteina de capa interna también
pueda desempeiar algin papel en la proteccidn contra la infeccién o la enfermedad.

Por otra parte, existen evidencias, utilizando becerros como sistema experimental,
de que se puede obtener proteccién heterotipica aun en ausencia de anticuerpos neutrali-
zantes para el rotavirus heterotipico {131). Esto indica que pueden y muy probablemente
existen, otros mecanismos, diferentes a la actividad neutralizante, también importantes en
la proteccién contra rotavirus. )

Queda aun mucho trabajo por hacer para determinar el significado que la inmuno-
genicidad de MS2-VP8’ pueda tener en Ia proteccién contra la infeccién o la enfermedad
causada por rotavirus. Sin embargo, la expresion de niveles altos de un antigeno viral capaz
de inducir anticuerpos neutralizantes y de sensibilizar la respuesta inmune contra rotavirus,
representa un paso adelante en el camino hacia la posible obtencién de una vacuna efectiva-
contra rotavirus basada en la ingenieria genética.

s/
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-Figura 1.-

Estructtga‘ésquemétic_a del rotavirus. Protefnas estructurales y asignamiento genético.
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Figura 2.~ i
A} Representacién esquemética del polipéptido hibrido M52-VP8’, esperado en la con-
struccién del pUMA481ML. El asterisco senala el sitio de corte (aminoicidos 241 al 247).
B) Secuencia nucleotidica y de aminodcidos de las regiones de unién enmarcadas en (A),
predichas en base & la construccién del plésmido. Los niimeros arriba de los aminoécidos

representan la posicién de los mismos en la proteina original. La X denota el codén de
terminacién.
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Construccién de un vector de expresién para el gene 4(3°) del rotavirus SA11. A) Posicién
relativa, con respecte a la longitud completa del gene 4, del inserto de cDNA viral contenido
en el plismide pSR4-4. El inserto contiene del nucle6tido 1057 al 2252 de la secuencia
codificadora de VP3. B) Pasos involucrades en la construccién del plésmido de expresién
pUMA451ML. '
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Fjgura 4.-

A} Representacién esquemdtica del polipéptido MS2-VP5’, esperado de la expresién del
pUMAM4SIML. El asterisco indica el sitio de rompimiento con tripsina. B) Secuencias de
nuclestidos y de aminoécidos de las uniones encuadradas en (A), p-redicha.s de acuerdo a
la construccién del plasmido. Los nimeros que aparecen sobre los aminodcidos sefialan su
posicién en la proteina original. El codén de terminacién de la traduccidn se indica con una

X.
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Figura 5.- '

A) Gel de poliacrilamida-SDS al 10% en que se analizaron las proteinas totales sintetizadas
después de 12 horas de induccién, por las bacterias M5219 transformsadas con los plésmidos:
1) pUMAA4SIML; 2) pPLc24; y 3) pUMAM45IML, 'Las flochas sefialan a las proteinas de
interés: MS2-VP8' (52 Kd) y la supuesta protefna MS2-VP5' (de 57 Kd). Los marcadores, -
de peso molecular son: miosina {cadena pesada) de 200 Kd; fosforilasa B, de 97 Kd; albiniiiva
de suero bovino, de 88 Kd; ovalbimina, de 43 Kd; quimotripsinégeno, de 27.5 Kd.

B) Anilisis en un gel de acrilamida-SDS al 10% de las protefnas hibridas enriquecidas por
centrifugacion a baja velocidad. Se observan las proteinas obtenidas en el sedimento de
una centrifugacién a baja velocidad de lisados de bacterias M5219 conteniendo el vector
PUMAASIML (carril 1), el vector pUMA481ML {carril 2) y el vector pPLc24 (carril 3).

¢
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Figura 8.-

Andlisis por inmunoelectrotransferencia de las protefnas sintetizadas por las bacterias re-
combinantes. Los extractos protéicos enriquecidos, provenientes de la cepa M5219 de E, coli
(inducidas con calor durante 12 horas), conteniendo el plismido pUMA481ML {carriles A
y D), pUMAA451IML (carriles B y E}, o pPLc24 (carriles C y F); se separaron en un gel de
acrilamida al 10% y se tifieron con azul de Coomassie (carriles A, B y C) o fueron trans-
feridas a papel de nitrocelulosa (carriles D, E y F). Las proteinas transferidas se incubaron
con una dilueién 1/500, de suero de conejo anti-SA11, El a.nt.ictierpo unido se identificé con

proteina. A-17°T de S. aureus. Las flechas sefialan las posiciones de las proteinas MS2-VP8’
(carril D) y MS2-VP5’ (carril E).
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Figura 7.- -

Estzbilidad de las protemiis-.recombinantes en E. coli. Se muestra la fluorografia de les

protéf'nas bacterianas marcadas con metionina-?°S y separadas en un gel de acrilamida-SDS
al 10%. Después de crecer la cepa de E. coli M5219, transformada con el pldsmido pPLc24
(A); pUMA48IML (B); 0 pUMA_ASlML (C), hasta una ODggo=1, se indujo la expresién a
42°C en medio mfnimo. Al cabo de 2 horas se dié un pulso de 30 min con metionina-3%S e
inmediatamente se agregé un exceso de metionina fria. Se tomaron zlfcuotas a los tiempos G,
1, 3, 6 ¥ 12 horas, después de agregar la metionina frfa. D) Grupo de alicuotas equivalente
a (B), que previo al pulso de marca radiactiva, se incubé durante 5 min con el exceso de

metionina frfa.
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Efecto de la sfntesis de MS2-VP8§’ ¥y MS2-VP5’ sobre el crecimiento bacteriano., La ex-

presién de los genes hibiridos en cultivos bacterianos crecidos a baja densidad (cepa M5219),

contemendo los plésmidos pPLc24 (II), pUMA451ML (I}, pUMA4B1ML (IV), o sin trans--
formar (I}, ee indujeron con un cambio de temperatura (de 28°C a 42°C). A intervalos de

45 miy se tomaron alicuotas que se leyeron a une densidad dptica de 600 nmm. Se observa

que a esta temperatura las bacterias crecen normalmente sélo en ausencia de las proteinas

recombinantes.

44




Figura 9.-

Microscopin electrénica de bacterias M5219 inducidas a 42 °C, transformadas con los
plismidos pUMA4SIML (A), ¥y pPLc24 (B). (Amplificacién de 3,000 veces).
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Figura 10.-

Actividad hemaglutinante de las proteinas de fusién de VP3 expresadas en E. coli. En
una placa de microtitulacién se hicieron diluciones dobles seriadas en PBS, de un lisado de
rotavirus (H) o de extractos bacterianos en estado de induccién y enriquecidos, transfor-
mados con los pldsmidos pWA{BIML (B,C), pPLc24 (D,E) o pUMA451ML (F,G). La
concentracién protéica inicial en los extractos bacterianos fue de 3.2 mg/ml . La hilera (A)
corresponde a PBS/0.2% RSA como control negativo. A cada pozo se le afiadié un volimen
igual de una suspensién de eritrocitos tipo O de humano al 0.4% (V/V) en PBS/0.2% RSA
¥ la reaccién de hemaaglutinacion se llevé a cabo a temperatura ambiente durante 80 minu-
tos. Los mimeros en la parte superior indican los factores de dilucién del lisado de rotavirus
o de los extractos bacterianos. La flecha seniala la dilucién final del extracto con MS2-VP8®

que produjo hermnaglutinacién.
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Figura 11.- ' }

Inhibicién de la hemaglutinacién. Se hicieron diluciones dobles seriadas de un suero anti- -

SAll en PB5/0.2% RSA, con excepeidn de las hilerss B y E, en donde no se afiadié suero
“anti-SA11 sino sélo PBS/.O.Z% RSA. A cada pozo se agregaron 4 unidades hemaglutinantes

del lisado de rotavirus SA11 (B,C,D) o del extracto bacteriano conteniendo la protefna MS82-

VP8’ (E,F,G). Después de una hora de incubacién a temperatura ambiente, se anadieron

eritrocitos tipo O de humano y se prosiguié la incubacién por 90 minutos antes de leer la ’

placa.
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Figura 12.- )

Inmunoelectrotranferencia de las proteinas estructurales del rotavirus SA11. Las protefnas
de la particula viral completa se separaron en un gel de acrilamida-SDS al 10% y se trans-
firieron a papel de nitrocelulosa. Los papeles se incubﬁton con una dilucién 1 /250 de sueros
de ratones colectados el dia 668 después de inmunizados con: 1) rotavirus SAll; 2) extracto
enriquecido con el polipéptido MS2-VP8"; 3) extracto enriquecido con la proteina MS2-
VP5'; 4) extracto bacterianc control. En el carril 5 se muestra la reactividad del suera.’
preinmune del ratén 1. Como control, en el carril 6 se omitié el uso de suero de ratén en
el ensayo. El anticuerpo unido se hizo reaccionar con una dilucién 1/1500 de anti-IgG de

ratén unido & peroxidasa, y finalmente se afiadié como sustrate, cloronaftol.
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Figura 13.-

Comparacién de la respuesta inmune de ratones inmunizados con extractos enriquecidos del
polipéptido MS2-VP8’ (1), de MS2-VP5’ (II), o de antigeno bacteriamo sélo (IXT). A los 14
dias todos los ratones fueron inoculados con rotavirus SAl1l, El i-:'.fl;ulo se expresa como el
reciproco de la dilucién mds alta del suero que neutraliza el 60% de los focos infecciosos, Se

presenta la media aritmética de cada grupo.
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Figura 14.- .
Media aritmética de los titulos de .ia.i{iicuerpos inhibidores de la hemaglutinacién de los
sueros de los ratones analizados en la figura 13. Al tiempo 0 los ratones fueron inmunizados
con MS2-VP8’ N  ; con MS2-VPS’ : o con antigeno bacteriano

[ 1 . A los 14 dias todos los ratones se inmunizaron con rotavirus SA11. El titulo
se expresae como el reciproco de la dilucién més alta del suero que inhibe completamente la

hemaglutinacién del rotavirus SA11 con eritrocitos tipo O de humano.
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TABLA 1 ,

Eaquema de inmunizacién para la produceién de anticuerpos
contra las protefnas recombinantes derivadas de VP3.

Grupo Doxis {(pzg) de protefna total
(No. de Ratone.!)s_ Inmunégeno inoculada los dfas G,14,29 44 y 59 *
Grupel h MS2-VPB' ¢ 100 (30) ¢
(8) '
Grupo I MS2-VP5' » 260 (30}
® )
Grupo 11l control-‘; L 100 {0)
4 -
Grupo IV virus SA1l 50 (5)
(2) '

¢ Extracto protfico de E. coli Mb219 con los plésmidos pUMA4BIML y pUMAA45IML, respectivamente,
tratades por el método de enriquecimiento de protefnas insclubles, descrito en "Materiales y Métodos™.

* En paréntesis se muestran los ug de la porcién de VP3, contenida en la protefna hfbrids presentes en el total
de protefnas inoculadas.

¢ Proteinas de bacterias transformadas con el vector pPLthl, tratadas de’la manera descrita en (a).

* Al die O el inmunégeno se administrs con adyuvante completo de Freund; las otras inoculaciones se hicieron
en a,dyi:i;nnte incompleto.
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TABLA I1

.

Induccién de anticuerpos neutralizantes {NT) ¢ inhibidores de la
hemaglutinacién {IHA), por los polipéptidos MS2-VP8' y MS2-VP5’,

titulo de anticucrpos titulo de anticuerpos
NT de los sueros THA de los sueros
colectados el dia:® colectados el dia:**
Ratén inmunégene 4] 86 4] 1]
Grupo [ MS2.VP8’
. 1 <1:50 1:800 1:200 1:1000
2 <1:50 1:16800 1:200 1:20(!_)
3 B = 1:50 1:1600 1:200 1:2000 -
4 <1:50 1:800 1:200 1:1000
5 <150 1:800 1:200 - 1:1000
8 _ <1:50 1:1600 . 1:200 1:1000° .
7 * ZL50. 1:800 1:200 1:2000
8 . =<1:50 1:1800 1:200 1:2000
Grupo I MS2-VP5'
9 <1:50 1:50 1:200 1:2000
10 =L:50 . © 1:50 1:200 1:2000
11 <1:50 1:50 1:200 . 1:1000
12 <1:50 1:50 1:200 1:200
13 <1:50 1:100 1:200 1:2000
14 =<1:50 ) 1:50 1:200 1:1000
15 - £1:50 1:50 " 1:200 1:2000
18 <1:50 1:50 1:200 1:1000
Grupo NI contro] | : :
17 <1:50 1:50 1:200 1:200
18 <1:50 1:50 - 11200 1:240
19 <1:50 150 1:200 1:100
20 . <1:50 1:50 -1:200 1:200
Grupo IV virus SA11
21 <1:50 1:32000 1:200 1:2000
22 <1:50 1:36000 1:200 1:2000

* El tftulo se expresa como la dilucidén més alta del suero que neutraliza el 80% de los locos infecciosos,

#* El tltulo se expresa como la dilucién més alta del suero que inhibe completamente la hemaglutinacién del
rotavirus SA11 con los eritrocitos tipo O de humeno.
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TABLA IN .

Protocolo de inmunizacién para ¢l andlisis de la respuesta
inmune hacia el rotavirus SA11, aensibilizada con las
protefnas MS2-VPR' y M52-VP5".

= Inmunégeno (dcais de proteina
o total) inoculada el dfa:®
‘ Grupo )

{No. de Ratones) o 15

Grupo I MS2-VPg' @ ! virus SAL1 ¢
(10) (600 ug) ” . (504g)

Grupo II MS2-YP5* virus SA1l
(10) -° (1800 ug) (50 pg)

Grupo IIT control © virus SAl11
(10) (600 xg) (50 ug)

*Al dfa 0 el inmundgeno se administtd con adyuvante completo de Freund; a loa 15 dias el virus se inoculé en

adyuvante incompleto de Freund.

2El extracto bacteriano con el pUMA4S1IML se prepard por el método de de enriquecimiento de protefnas
insolubles descrito en *Materiales y Métodos®. 600 ug de proteina total contienen, aproximedamente, 200 ug
del polipéptido viral contenido en la proteina hibrida M52-VP#',

bE] extracto bacteriano con el pUMA451ML se preparé como se describe'en {a). 1800 ug de proteina total
bacteriana contienen, aproximadamepte, 200 ug del polipéptido viral contenido en la protefna hibrids MS2-
VPS5, .

“Proleinas bacterianas tranaformadas con el vector pPLc24 preparadas como se describe en (a).

4Cnda ratén recibié 50 ug de virus, que aproximadamente contienen 5 gg de la proteina VP3.
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TABLA IV

Anticuerpos ncutralizantes (NT) determinados en los sueros
obtenidos del esquema de inmunizacién de 1a tabla 111,

Tltulos® de anticuerpos NT de los sueres
tomados c] din:**

Ratén t=0 t=14 t=21 =28 t=35 . t=42
Grupo I )
1 <50 <50 1600 6400 8400 12800 P
2 50 100 0400 12800 8400 12800 &
s <50 50 800 1800 " 1800 3200 .
4 50 100 400 800 1800 3200
5 50 <50 3200 6400 12800 12800
6 50 - 100 1600 1600 8400 -
7 <50 <50 1600 3200 6400 12800 ..
8 50 ° <50 1600 1800 G400 ° 6400
9 <50 50 3200 3200 6400 6400
10 50 <50 ' 8200 3200 8400 12800
Grupo I . : -
11 <50 <50 400 200 400 800
12 <50 <50 800 800 3200 1600
13 50 50 400 800 800 400
14 100 <50 800 800 1600 1600
15 50 50 400 400 800 1600
16 <50 <50 200 200 800 800
17 <50 <50 200 200 400 400
18 <50 200 400 400 1800 3200
19 <50 <50 200 100 800 -
20 - 100 800 400 * 1600 -
Grupo I .
21 <50 50 400 200 B0OO | - 1600
22 50 50 800 400 1600 1800
23 50 100, 100 - 200 400 800
24 50 <50 200 200 400 1600
25 " <50 50 200 200 400 800
26 - 50 400 100 200 100
27 50 <50 400 400 £00 400
28 50 50 800 800 800 800
29 <50 <50 8060 800 1800 1800 :
30 <50 <50 400 400 800 800~ -

* El titulo se expresza como el reciproco de la dilucién més alta del suero que inhibe el 60% de los focos
infecciosos. -

** A los 14 dins todos los ratones fueron inoculados con virus SA11.
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TABLA V .

Anl.lcuerpoa mhlb:dorca de la hemaglutinacién de SA11 (IHA), determinadoes
en los sueros del esquema de inmunizacién de la tabla I1I.

Tftulos® de anticuerpos IHA de los sucros
tomados ¢l dia:**

Ratén t=0 t==14 =21 t=28
Grupo I ’ R
. 1 ' 100 1600 800 1600 :
2 100 1600 1600 1600
3 200 1600 3200 3200
4 50 3200 3200 3200
5 100 3200 1600 1800
[ 50 3200 1600 . 3200
7 200 1600 3200 1600
8 100 . 3200 1600 -
9 100 ~ - © 3200 -
10 100 3200 3200 3200
Grupo II
11 100 400 - 3200
12 50 800 1400 3200
13 100 200 1600 1800
14 200 200 3200 1800
15 100 400 3200 3200
16 - 100 800 3200 3200
17 100 50 .{L1] 800
18 50 100 - 1600
19 100 100 400 400
20 400 ' 80O 800 800
Grupoe IIT .
21 200 - 100 - 3200 3200
22 50 50 - 1600 ° X
23 100 200 800 1800
24 100 200 800 BOG
5 100 100 3200 800
26 100 100 3200 1600
27 100 100 800 1600 .
28 200 50 800 3200 o
29 100 . 400 3200 3200 "
30 100 50 3200 ’ 3200
*El tftulc se expresa como el reciproco de la dilucién méa alta del suero que inhibe completamente la hemagiuti- .

nacién del rotavirus SA11 con los eritrocitos tipo O de humaro. .

. ""A loa i4 dias todos los ratones fueron inoculados ¢on virus SAll.

L
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