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l. INTRODUCCION 

La diarrea es una enfermedad tan antigua y común, que tanto la población como los 

servicios de salud lo ven ya como algo natural e inevitable. La complicación principal de 

esta enfermedad es la deshidratación, la cual ocasiona un elevado número de defunciones 

en países donde prevalecen el mal saneamiento y la desnutrición (1). Tan sólo en 1982 la 

Organización Mundial de la Salud reportó la muerte por diarrea de 4.6 millones de niños 

menores de 5 años de edad en Asia, Africa y America Latina (2). Ese mismo año en 

México, las enfermedades infecciosas intestinales ocuparon el primer lugar entre las causas 

de mortalidad en niños de 1 a 4 años y el segundo en menores de 1 año, superadas solamente 

por las infecciones respiratorias agudas (3). 

Aunque puede ser provocada por causas diversas, en nuestro país predomina la dia

rrea de etiología infecciosa. Quince años atrás la causa de la mayoría de las diarreas en 

la población infantil no podía identificarse ("')· Sin embargo, el empleo del microscopio 

electrónico permitió identificar virus asociados a gastroenteritis, los cuales no crecen facil

mente en cultivos celulares. En la actualidad, se sabé que los virus son los agentes infecciosos 

más comunes que causan diarrea en niños menores de 2 años. 

De esta manera se describieron los 8denovirus entéricos, los astrovirus, los coronavirus 

(5), y en 1972 Kapikian (&) logró identificar a los virus Norwalk. 

Un año mas tarde, Bishop y colaboradores (1) informaron el hallazgo de rota.virus en 

células de mucosa intestinal obtenida de biopsias de niños 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 más i~portante asociado a episodios diarréicos en 

niños (S,8-12). En algunos países han sido causantes de hasta el 50% de los casos de diarrea 

infantil (•). Cabe mencionar que estos virus también se han detectado en las crías de otras 

especies de mamíferos y en aves {13). 

Desde la primera descripción 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 epidemiológicos sobre este tipo de virus (1• 11s). En ellos demuestran que los rotavirus 

son responsables de aproximadamente el 25% de los casos de diarrea. en niños menores de 

3 años que, por el alto grado de dcshidrataci6n que llegan a alcanzar, requieren de hos

pitalización. Apuntan que la mayor incidencia de gastroenteritis causada por rotavirus se 

presenta en los meses más fríos del año, provocando brotes epidémicos (16,17). 
, , 
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Los rotn.virus son altamente infecciosos y sobreviven períodos largos de tiempo en 

el medio ambiente (18). Están presentes en gran número en las heces de los pacientes con 

diarrea. y se contagian de persona a persona, aparentemente por medio de la vía oro-fecal. 

La enfermedad tiene un período de incubación de 1 a 3 díns. Las manifestaciones clínicas 

de la infección incluyen fiebre, vómito y diarrea deshidratante que puede llegar a ser fatal 

(19). 

Las infecciones por rota.virus ocurren en todas las edades, sin embargo, las de sin

tomatolog{a clínica más severa. se presentan en niños de 6 a. 24 meses de edad (20). En niños 

mayores de 3 años las infecciones generalmente son asintomáticas debido, probablemente, a 

que ya ha.n desarrollado anticuerpos antirotavirus (4.). 

Ante esta situación aparecen como tareas ineludibles el desarrollo de medidas no s6lo 

terapéuticas, sino también y sobretodo preventivas, tendientes a evitar la diseminación de los 

rota.virus, tales como: el mejoramiento de las condiciones so.nitarias en general; la educación 

en las zonas de alto riesgo, inclu{das las campañas de rehidratación oral; y la obtención de 

una vacuna eficiente destinada a los niños menores de dos años. 

Hasta hace poco resultaba dificil propagar in vitro algunos tipos de rota.virus, por ello 

gran parte de la información con la que se cuenta está basada en el rota.virus de simio SAll, 

que fue uno de los primeros que logró cultivarse in vitro en células de riñón de mono. Sin 

embargo, ahora el conocimiento de que la infectividad en cultivos celulares puede ser activada 

con enzimas proteolítices, ha permitido propagar diversos tipos de rota.virus, incluyendo a. 

los obtenidos de humano (21122). 

Los rota.virus son pe.rt(culas icosahédrices con un diámetro de aproximadamente 70 

nm (23). Pertenecen a la familia Reoviridae .y están constituídos por un genoma segmen

tado de RNA de doble cadena, envuelto por una doble cá.pside protéica (24.). El genoma 

viral consiste en 11 segmentos, que al separarse en geles de poliacrilamida, forman perfiles 

característicos de la cepa de rota.virus de la cual proceden (25,26). 

La infectividad de los rota.virus depende de la presencia de la capa externa, ya que 

cuando los virus son convertidos a partículas de capa sencilla, mediante el tratamiento 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 

transcripci6n del genoma viral. Esta función la lleva a cabo una polimerasa de RNA asociada 

a. In. partícula. de capa sencilla (28). El microscopio electrónico ha Permitido observar cierto 

tipo de canales en la capa interna (20), que pudieran estar involucrados en el transporte de 

• • 
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los metabolitos requeridos para la transcripción y en la salida de lns cadenas nacientes de 

RNA. 

Los rotavirus se componen de, cuando menos, cinco proteínas estructurales: VPl, 

VP2 y VP6 corresponden a la capa interna y VP3 y VP7 forman la capa externa (30). 

Recientemente se ha. sugerido que la capa interna contiene 4 y no 3 proteínas (31). 

Estudios recientes sobre la estructura. de los rota.virus, determinada por microscopía 

electrónica, han revelado que las partículas virales presentan peplómeros en su superficie 

(29). Venkataram y col. (29) sugiere~ que estos peplómeros, con longitud de 45 A a 60 Á, 

corresponden a regiones sobresalientes de la molécula de VP3. 

Las infecciones por rota.virus inducen un amplio espectro de anticuerpos hacia com~ 

ponentes estructurales y no estructurales del virus. Todas las cepas hasta. hoy analizadas 

comparten al menos un determinante antigénico común, llamado antígeno de grupo. me

diante diversos métodos genéticos e inmunológicos, este determinante se ha i~entificado en 

el polipétido más abundante de la capa interna, VP6 (32,33). En forma semejante, en VP6 se 

han localizado los determinantes específicos de subgrupo (34). Hoy en día se han diferenciado 

por lo menos dos subgrupos (35). 

Por otro lado, los epítopes contra los cuales reaccionan los anticuerpos que neutralizan 

la infectividad viral se encuentran en las dos proteínas de la capa externa, VP3 y VP7 (36137). 

Estos determinantes antigénicos han permitido clasificar a los rota.virus aislados de humano 

en por Jo menos seis serotipos (38 1S9). Se ha encontrado que ciertos rota.virus de humano y de 

animales comparten la especificidad de serotipo. Tal es el caso del rota.virus de simio SAll 

que es inmunológicamente semejante, si no idéntico, a los virus humanos pertenecientes al 

serotipo 3. 

La electroforesis es un método ampliamente usado para el estudio de la epidemiología 

de los rota.virus (40,41). El análisis 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 característicos 

de migración del RNA: uno "corto" con desplazamiento lento de los segmentos 10 y 11; 

y otro "largo", donde el movimiento de dichos segmentos es rápido. Estos dos patrones 

de RNA están relacionados con las especificidades antigénicas de subgrupo y serotipo: l~ 

rota.virus con patrones "cortos" de RNA pertencen al subgrupo l y al serotipo 2, y aquéllos 

con patrones "largos", al subgrupo II y serotipos 1, 3 ó 4 (42,43). 

' , 
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Dada la naturaleza segmentada del RNA viral, los genes de rotavirus se intercambian 

frecucnternente durante una c<rinfccción in vitro ( "") o. in vivo (45). El análisis de los rota virus 

obtenidos con genes rearreglados ha brindado mucha de la información que actualmente se 

tiene sobre las propiedades funcionales de sus productos genómicos {46). Asímismo, la 

traducción in vitro de los segmentos separados de RNA viral ha permitido determinar cuál 

es la proteína codificada por cada uno de los genes {47,48). 

Merced a este análisis se ha demostrado que: el cuarto segmento de RNA viral codifica 

para VP31 la hemaglutinina. del virus (49); el sexto para VP6 1 el principal antígeno de grupo 

(50,51,52); y el séptimo, octavo o noveno segmento, dependiendo de la cepa viral, para VP7, 

el principal antígeno de neutralización (37,50,62) (fig. 1). Las otras prote[nas de capa interna, 

VPl y VP2, están codificadas por los segmentos 1 y 21 respectivamente ("7). Información 

reciente señala que el gene 3 codifica para una proteína también contenida en la capa interna 

(31). 

En el análisis funcional y estructural de los rota.virus, los anticuerpos monoclonales 

han sido de gran utilidad. Así, se observa que cuando estos anticuerpos van dirigidos contra 

VP3 (el producto del cuarto gene viral), presentan actividad neutralizante e inhibidora de 

la hemaglutinación (37,Sl,53); cuando los anticuerpos monoclonales son específicos de grupo 

y subgrupo1 reconocen a VP61 producto del gene 6 (3&}; mientras que cua.J1do están dirigidos 

contra VP7 presentan una alta actividad neutralizante (37,53,54,55). 

Hallazgos más recientes demuestran que no sólo loe determinantes de neutralización 

de VP7 intervienen en la especificidad del serotipo sino que, en forma. independiente, VP3 

también contiene epítopes que desempeñan un papel importante en esta tipificación {56,57). 

Esto sugiere la necesidad de una reclasificación, un sistema que permita identificar las di

versidades antigénicas presentes en VP3 y en VP7 de cada cepa de rota.virus. 

Con el fin de entender la respuesta inmune protectora del huésped en una infección 

por rotavirus, muchos estudios se han avocado a, la caracterizaci6n de VP3 y VP7. Un 

conocimiento detallado de estas proteínas, responsables de la neutralización de la infectivi

dad viral in vitro y de la protecci6n in vivo, puede ser relevante para el desarrollo de una 

vacuna eficiente. 

VP7 es la prote(na más abundante de la capa externa, su peso es de 38 KDa y está 

glicosilada con oligosacáridos de .. alta manosa" (47). Ciertos estudios han demostrado _que 

VP7 es la proteína por medio de la cual el virw!; se adsorbe a células de. riñón de mono en 

cultivo (58,5D). VP7 ha sido identificada como el producto de la traducci6n del segmento 

• • 
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9 de las cepas de rotavirus ele simio SAll, de humano Wa y Hu5, de bovino NCDV¡ del 

segmento 8 del rotavirus bovino UK¡ y del segmento 7 del rotavirus de simio MMU {60,61,62). 

Esta proteína es una de las responsables de la. neutralización específica de serotipo in vitro 

e in viuo (37 158,63,64). 

Trabajos de mapeo con anticuerpos monoclonales neutralizantes han identificado 3 

regiones de VP7 que están involucradas en la neutralización (65). Dos de estas regiones, 

aunque alejadas en la secuencia lineal (aminoácidos 87 a 96 y aminoácidos 211 a 223, res

pectivamente), parecen formar un epítope conformacional inmunodominantc. 

VP3, la otra proteína de la capa ex.tema, tiene un peso de 88 KDa. Es la hemaglu· 

tinina viral (49) y está. coditicada 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 vía oral, como parenteral (45,58,57,66). Además de producir una inmunidad 

protectora en animales (68167), VP3 es inmunogénica en humanos (68,89). 

Algunos estudios genéticos han establecido que el cuarto gene de los rotavirus es el 

responsable de la limitaci6n del crecimiento in vitro y que al ser sustituído por el gene co

rrepondiente de la cepa cultivable, se hace posible que los rearreglantes de rotavirus crezcan 

eficientemente ( 49,50). 

Por otro lado, Offi.t y col. (70) demostraron en un sistema n.iurino, que 'el segmento 

4 de RNA determina las diferencias de virulencia entre dos cepas de rota.virus animales. 

Aparentemente este gene también es iesponsable de la virulencia de distintos rOtavirus 

aislados de humano (71,72). 

Cuando las part(culas virales son tratadas con tripsina., VP3 se corta específicamente 

generando dos protelnas: VP5 (60 KDa) y VPB (28 KDa). Este rompimiento da lugar a un 

incremento de la infectividad viral (73,74), aparentemente asociado con el paso del virus a 

través de la membrana plasmática (75). 

La secuencia. de aminoácidos de la proteína VP3 del rotavirus SAll se pudo deducir 

a partir de la secuencia de nucle6tidos de una copia de cDNA del gene 4 (7&,78a). Con tal 

informaci6n, y junto con la secuenciación del extremo amino terminal de los fragmentos VP5 

y VPS, se determinó que el corte con tripsina puede ocurrir en cualquiera de dos argininas 

localizadas en las posiciones 241 y 247. 

Todas las prote(nas VP3 hasta hoy estudiadas (provenientes de distintas cepas de 

rotavirus) contienen ambas argininas en la posici6n señalada. Por otro lado, las secuencias 

, , 
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de aminoácidos adyacentes a los sitios de corte con tripsina se encuentran altamente con~ 

servadas entre rota virus de distintas especies y scrotipos (77). Todo esto sugiere que esta 

región de VP3 está involucrada en un paso importante durante el proceso de infección de 

los rotavirus. 

No se conoce el mecanismo preciso por el cual este rompimiento proteolítico da lugar al 

aumento de la infectividad viral. Kaljot y col. (75) proponen que el tratamiento con tripsina 

convierte a los virus en partículas infecciosas, susceptibles de penetrar directamente en la 

membrana plasmática. 

Análogamente, el tratamiento con quimotripsina del reovirus tipo 3 se asocia con 

un aumento en la infectividad en células L de ratón (78). La microscopía electrónica, ha 

evidenciado la correlación entre este aumento y la penetración directa del virus a través 

de la membrana celular. Por lo tanto, esta manera de infectar; dependiente de proteases, 

puede ser un mecanismo común entre la familia Reoviridae. 

La activación en los rotavirus, debido al rompimiento de VP3 por tripsina, es análoga 

a la activación de los orto y paramixovirus, donde se requiere que Ja hemaglutinina y la 

proteína de fusión, respectivamente, sean procesadas por tripsina para que los virus sean 

infeccioscm (79). Sin embargo, probablemente estos mecanismos sean diferentes, ya que el 

rompimiento de la proteína de fusión en los paramixovirus expone un nuevo extremo amino. 

altamente hidrofóbico (80). Este extremo amino recién generado está altamente conservado 

entre loe paramixovirus y tiene un papel importante durante la penetración del virus a Ja 

célula huésped. Esta afirmación encuentra su sustento en el hecho de que el mencionado 

proceso Puede ser competido por péptidos homólogos al extremo amino (81). 

En el caso de los rota.virus, ninguno de los extremos generados en VP3 por el corte 

con tripsina es netamente hidrof6bico (72176,77). Además, oligopéptidos que mimetizan la 

nueva terminal amino, no compiten Ja entrada del virus infeccioso a la célula (82,83). Sin 

embargo, no se descarta la posibilidad de que las interacciones de VP3 con la membrana 

celular pudieran ocurrir en regiones hidrofóblcas lejanas al sitio de corte. De acuerdo con este 

punto, Mackow y col. (84) encontraron en VP5 una región cuya secuencia de aminoácidos es 

similar al sitio propuesto como el responsable de Ja fusión en proteínas de Jos virus semliki 

forest y sindbis. Esto va de acuerdo con Ja. hip6tesis de que VP3 está involucrada en la 

entrada del rotavirus a la célula. 

Loe anticuerpos dirigidos contra VP3 inhiben la hemaglutinaci6n viral (34 137), neutra

lizan al virus in uitro (34153) y protegen pasivamente a ratones contra el reto de rotavirus del 
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mismo y de diferentes scrotipos (64). El estudio de los epítopcs de neutralización en VP3 1 

especialmente de aquéllos involucrados en la neutralización hctcrotípica, resulta esencial en 

el desarrollo de una vacuna efectiva. 

Mediante el análisis de variantes antigénicos de rotavirus, seleccionadas por su ca

pacidad de crecer en presencia de anticuerpos monoclonales neutralizantcs, Mackow y col. 

(84) identificaron cinco regiones de neutralización en VP8 y una en VPS. La región en VPS 

(aminoácidos'388 y 393) resulta de gran interés puesto que se identificó con tres anticuer

pos monoclonales que neutralizaban a varios serotipos de rotavirus y coincide con la zona 

hidrofóbica que representa al sitio de fusión potencial. Por ello, esta región pudiera estar 

conservada entre virus de distintos serotipos y desempeñar un papel importante en el inicio 

de la infección viral. 

La identificación de las regiones antigénicamente conservadas en VP3 que partici

pan en la. neutralizaci6n viral, es importante para el diseño de una futura estrategia de 

inmunización contra rotavirus, sea con proteínas o con péptidos sintéticos. 

Ha habido algunos progresos encaminados a la producción de vacunas para combatir 

a los rotavirus utilizando los métodos tradicionales. Hasta hoy, la estrategia de vacunación 

más utilizada ha sido el uso de rotavirus animales que están naturalmente atenuados para 

el hombre, pero que comparten características antigénicas con rotavirus de humano. Así, 

se han desarrollado dos posibles vacunas: la primera es RIT 4237, que se deriva de la cepa 

NCDV de bovino y está adaptada a crecer en cultivo. Esta cepa, induce serocOnversión en 

humanos, pero con títulos relativamente bajos (85). Cuando se pro\>P en niños finlandeses, 

los resultados obtenidos fueron satisfactorios (86)¡ sin embargo, dada la alta dosis viral 

requerida, su producción resulta in~oeteable en países subdesarrollados. Por otro lado, en 

las pruebas realizadas en estos países, la efe~tividad de esta vacuna resultó de un nivel 

mucho menor (87). Esta disminución se agravó por la apai'ente interferencia de una previa 

vacunación con poJiovirus {88}~ 

La segunda posible vacuna para humano es la cepa Mh-fU 18006 (RRV), derivada de 

un rotavirus que fu~ aislado de un mono rhesus {89). Esta cepa es similar si no idéntica a 

los rotavirus humanos pertenecientes al serotipo 3 y por ser más irununogénica que la RIT 

4237, puede utilizarse en dosis menores resultando más económica. La cepa RRV está menos 

atenuada que RIT 4237 y ocasionalmente causa respuestas febriles significativas en niños 

inmunizados (85,90). En los estudios realizados en Venezuela (91) las reacciones adversas 
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fueron menores que en las reportadas en E.U.A. debido, presumiblemente, a lns diferencias 

en inmunidad prCexistente que presentan las poblaciones. 

Actualmente, los estudios con animales de crianza dejan a un lado la inmunización 

activa y se enfocan primordialmente a la protección pasiva. Esta última consiste en la 

administración 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 

período de mayor sensibilidad a la infección. En becerros y en cerdos, este período parece 

ubicarse previo al destete. mediante este procedimiento se han obtenido algunos logros, 

especialmente en ganado vacuno {92,93). Sin embargo, en los niños el período de mayor 

sensibilidad a la infección ocurre posterior a la lactancia, entre los seis m~es y los dos años 

de edad, por lo que en muchos países esta protección pasiva no resulta práctica. 

Los estudios sobre inmunidad activa generalmente reportan una proteccion específica 

,•para el serotipo de rota.virus utilizado como vacuna, con una pobre o ninguna protección 

heteróloga. Dado el problema que representa la complejidad scrológica de los rota.virus 

en la inmunización, recientemente se ha analizado la posible protección, en animales de 

experimentación, que pueden brindar cepas de virus rearreglantes que intercambien genes 

derivados de serotipos distintos (66,67). En estos estudios se ha visto que la infección con un 

rota.virus rcarreglante que contenga los antígenos de neutralización VP3 y VP7 derivados 

de dos virus de diferentes serotipos, induce inmunidad hacia Jos dos virus originales. 

Hasta el momento, se han aislado rota.virus pertenecientes a once serotipos diferentes 

(seis de humano). Sin embargo, las cepas de rotavirus aisladas de humano sólo se han logrado 

crecer a bajo título. Esto constituye un obstáculo técnico importante para el desarrollo de 

vacunas efectivas, siguiendo las rutas tradicionales con virus atenuados o inactiva.dos. 

La tecnologfa del DNA rccombinante, encaminada a la producci6n de antígenos vi

rales relevantes en la inducci6n de protección, en bacterias, levaduras o células animales, 

ofrece posibilidades importantes para la elaboración de inm.un6genos efectivos. Este enfoque 

abre además nuevas perspectivas, tanto para el estudio de las funciones de las proteínas vi

rales, como para el desarrollo de alternativas en ensayos de diagn6stico. Finalmente, C¡Jta 

tecnología apunta a la producción de vacunas de subunidades, en oposición a las vacunas 

elaboradas con virus completos. Esto trae posibles ventajas en términos de seguridad, ya 

que siempre existe el riesgo de la reactivación de la virulencia en vacunas atenuadas, o de 

una inactivación incompleta en las vacunas inactivadas. 
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En la actualidad se cuenta con la información básica necesaria y con Jos reactivos 

biológicos adecuo.dos para explorar la posibilidad de una vacuna contra rotavirus, empicando 

de la tecnología del DNA rccombinantc. 

Recientemente, mediante diversos vectores de expresión se han obtenido proteínas 

rccomhinantcs que contienen secuencias tantc;> del principal polipéptido de capa interna 

VP6 (94), como de las proteínas de cápsidc 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 experimentación, la producci6n de anticuerpos que neutralizan in 

vitro Ja infectividad de los roto.virus (95,96,97,98). 

, , 
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II. ANTECEDENTES 

La mayoría de los anticuerpos monoclonales ncutralizantcs que hasta ahora se han 

aislado, dirigidos contra la proteína VP3 de los rotavirus SAll y NCDV (100), reconocen 

a VP8, producto menor del rompimiento de VP3 (ver Introducción). Por otro lado, la 

incubnci6n de uno de dichos anticuerpos con los virus, evita el rompimiento de VP3 con 

tripsina. Esto sugería que el sitio de corte, o una región cercana a éste, era responsable 

de inducir anticuerpos neutralizantes. Por ello, esta zona parecía importante en el camino 

hacia la construcción de una vacuna por métodos de DNA recombinante. 

En el laboratorio sintetizamos en E. coli una porción de la proteína VP3 del rota.virus 

SAll, la cual contiene a VPS y a una fracción de la secuencia de VP5 {95). · Cerca del 

45% del gene 4 se insertó en el plásmido de cxpresi6n tcrmoinduciblc pPLc24, bajo el 

control del promotor PL del be.cteri6fago lambda. Este fragmento del gene 4 comprende 

346 aminoácidos: 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 plásmido construído, pUMA481ML, dirige la síntesis de una proteína híbrida que 

contiene a los primeros 98 aminoácidos de la polimerasa del fago MS2 seguidos por Jos 

346 aminoácidos de la secuencia de VP3. Esta proteína híbrida termina su traducci6n 15 

aminoácidos dentro de la secuencia del vector. El polipéptido recombinante fue llamado 

MS2-VP8' y la secuencia esperada se muestra en la figura 2. 

Al ser sintetizado, este polipéptido representó el 15% del total de las proteínas bacte

rianas. Con anticuerpos dirigidos en contra del virus SAll se pudo corroborar la identidad 

de MS2-VP8' en el extracto bacteriano. 

Dada su insolubilidad, la proteína recombinante MS2-VP8' pu(io enriquecerse hasta 

representar el 45% ~el extracto celular. De esta maner~ se pudo obtener hasta 112 mg del 

polipéptido híbrido por litro de cultivo bacteriano . 

• • 
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111. OBJETIVO 

Información reciente {B·l,101) ha demostrado que existen cpítopcs de neutralización en 

regiones de VP3 (esencialmente en VP5), no comprendidos en el polipéptido MS2-VP8' (ver 

Antecedentes). Estos cpítopcs parecen desempeñar un papel importante en la neutrali

zación hctcrotípica (hacia diferentes scrotipos). En este contexto el presente trabajo tiene 

· como objetivo lograr la síntesis ·en E. coli de la mitad carboxilo terminal de VP3 (la cual no 

está contenida en MS2-VP8') y evaluar la capacidad de esta nueva proteína y de MS2-VPS', 

tanto de inducir anticuerpos neutralizantcs, como de sensibilizar la respuesta inmune hacia 

una posterior exposición a rota.virus. 

Por otra parte, sabemos que VP3 es la hemaglutinina de los rota.virus¡ sin embargo, · 

la región protéica en que se ubica esta función no ha sido localizada con precisión. 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 consecución de estos objetivos generales se plantean las siguientes metas 

específicas: 

1) La construcción de un vector que nos permita sintetizar una región de VP3 que 

contenga primordialmente a VP5. Esta región, aunada a MS2-VP8' nos representaría un 

91 % de la secuencia de VP3 clonada en vectores de exP,resión. 

2) La determinación de algunas características de las proteúias recoinbinantes produ

cidas en E. coli: su estabilidad y toxicidad en la bacteria, así como su capacidU:d hemagluti

nnntc. 

3) La obtención de anticuerpos contrB. los productos· de expresión y su detección 

mediante la interacción con proteínas virales específicas o con el virus coinpleto. 

4) La determinación del efecto de los anticuerpos en la neutralización in vitro de los 

rota.virus homólogos o heterólogos. 

5) La determinación de la capacidad de las proteínas recomhinantes de sensibilizar la 

respuesta inmune de ratón hacia un reto posterior c"on rota.virus. 
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IV. MATERIALES Y METODOS 

l. Virus y células.-

El rotavirus de simio SAll fue obtenido de H. H. Malhcrbe (Universidad de Texas). 

Los rotavirus de humano Wa y ST3 fueron donados por el Dr. Y. Hoshino del NIAID, NIH 

(Washington). 

L~s virus se cultivaron en monocapas de células epiteliales MA104 1 provenientes de 

riñón de mono, las que después de mostrar del 80 al 100% de efecto citopático fueron procc

. sadas para la obtención de virus de la forma descrita por Espejo y col. (30). Brevemente, 

el medio con células infectadas se extrajo con un volúmen igual de triftuorotricloroetano y 

el virus obtenido en la fase acuosa se precipit6 con 8% (pcso/volúmen) de polietilén glicol 

{Union Carbidc Corp. 1 New York, N. Y.). Después de incubar a 4°0 el precipitado obtenido, 

y centrifugarlo a 10,000 rpm por 20 min, se resuspendió en 200 µl de amortiguador TSM 

(0.01 M Tris-BCI, 0.15 M NaCI y 0.001 M MgCl,.6H20, pH 8.2). Seguidamente, se colocó 

sobre una soluci6n de CsCl con una densidad de 1.36 g/cm3 , que se centrifug6 a 40,000 rpm 

por 17 horas, para obtener un gradiente a equilibrio. El virus, concentrado en una banda, 

fue colectado, dilu{do en TSM y centrifugado a 40,000 rpm durante 1 hora, para eliminar los 

restos de CsCl. Las partículas virales obtenidas en el precipitado se resuspendieron en TM 

y su absorbancia especifica se determin6 a 260 nm (5.4 unidades de absorbancia equivalen a 

1 mg de RNA viral. El RNA del virus representa aproximadamente cl 15% de la partícula, 

el 85% restante corresponde a las proteínas). Finalmente, los polipéptidos se analizaron 

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

2. Cepas bacterianas.-

La cepa de E. coli RRl (>.j¡F- ,i...dS20 (r¡¡-, m¡¡-), ara-14, proA2, 1acY1, galK2, 

rpsL20 (Smr), zyt.S, rñtt.1, supE44, .:\.), fue obtenida de A·. Covarruhias (Universidad Na

cional Autónoma. de México). Esta cepa sintetiza constitutivamente, a partir de u11 gene 

cromosoma\ el, al represor para el promotor PL del bacteriófago lambda, manteniendo as( 

reprimida la transcripción 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• (.\bio 252cl857 aHl) . 

Esta cepa contiene al gene mutante cl857, que codifica para. un represor termosensible del 

promotor ).PL. De este modo, con la temperatura. adecuada se puede reprimir o activar la. 

expresión a. partir de dicho promotor. As(, a 28º0 la transcripción de los genes regulados 

J 
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por el promotor >.PL se encuentra abajo de los límites dectectables y el estado totalmente 

inducido se obtiene n 42°0. 

3. Pláemidoe.-

El plásmido pSR4-4 se obtuvo del ha.neo de genes resultante de la clonación del 

genoma del rotavirus de simio SAll (60176). El inserto de rotavirus contenido en este 

plásmido representa, aproximadamente, el 49% del gene 4. 

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

porción de DNA que codifica para los primeros 98 aminoácidos del fago MS2 (102). 

4. Preparación de DNA recombinante.-

El trabajo c~n el DN A de los plásmidos se llevo a cabo esencialmente de la forma 

que resúmcn Ma.niatis y col. {103). Las endonucleasas de restricción, la ligasa de DNA del 

fago T4, y el fragmento gr~de de la polimerasa 1 de DNA de E. coli (fragmento Klcnow) se 

obtuvieron de New Engln.nd Biolabs. La fosfatasa alcalina bacteriana fue obtenida de BRL 

(Bethcsda Rcsearch Laboratories). 

S. Secuenclaclón nucleotfdlca.-

Mediante la técnica de Maxam y Gilbert (104) se determinó, en el pUMA450ML, 

la secuencia nucleot(dica en la región en que el gene de la polimerasa de MS2 se une con 

el gene yps•. Para obtener esta sec~encia, el plásmido recombinante se lineariz6 con la 

enzima BamHI .. Seguidamente, se marcó en el extremo 3' con fósforo radiactivo (32P-dATP), 

utilizando el fragmento Klcnow de la DNA polimerasa l. A continuación, la. muestra se 

sometió a la. acción de una segunda endonuclcasa, con el fin de separar los extremos 3' 

marcados. La segunda endonucleasa utilizada fue la enzima P3tl, que corta en la zona del 

gene de .B-lactamasa contenido. en el plásmido. Los fragmentos asi producidos, se separaron 

en geles de agarosa· de bajo punto de fusión para ser posteriormente secuenciados. 

6. Constn1ccl6n de un pláemldo para la expresión del gene 4(3') del rotavlruo 

SA11.-

En la construcción del vector de expresi6n se utilizó el cDNA viral contenido en el 

plásmido pSR4-4. A _este gene lo denominamos 4(3') ya que contiene secuencias de la region 

3' del gene 4 de rotavirue SAU, abarcando del nucle6tido 1057 al 2252 (ver fig 3a.). El 

cDNA 4(3') comprende aproximadamente el 75% de la secuencia codificadora de VP5, uno 

de los dos productos generados por el rompimiento de VP3. 

13 



En la construcción se siguió la estrategia general descrita por Arias y col. {DS) con 

algunas modificaciones _que se detallan en la fig. 3b. El plásmido de expresión empleado 

fue el plásmido pPLc24. Este vector contiene al promotor PL seguido por una porción de 

DNA con el sitio de unión a ribosomas y la secuencia correspondiente a los primeros 98 

aminoácidos de la polimerasa del fago MS2. In.mediatamente después de esta secuencia se 

localiza una región con los sitios de restricción BamHI y HindIIL De esta manera, cualquier 

DNA 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 construcción del vector de expresión, el plásmido pSR4-4 fue digeñdo con 

Hhal y FnudIL Asl, se obtuvo el fragmento 4(3') de 1086 pares de bases, que fue ligado 

al sitio Hindlll de pPLc24. Este fragmento abarca del nucle6tido 1163 al 2247 de VP3, 

lo que representa el 46% del total de la proteína. Para que pudieran ligarse, los extremos 

sobresalientes del vector y del inserto fueron rasurados; para. los extremos 3' sobresalientes 

generados por Hhal se usó la actividad de exonucleasa del fragmento Klenow de la DNA 

polimerasa 1 de E. coli, y los extremos 3' recesivos del vector se rellenaron con la actividad 

de polimerasa de la misma enzima. El plásmido as{ generado fue recuperado mediante su 

transformaci6n en la cepa RRl de E. coli. 

La secuencia de este plásmido en el sitio de unión del vector con el inserto, se estableció 

como se describe en la sección anterior. La secuencia indicó que el gene 4(3') no estaba en ~ 

el marco de lectura adecuado con respecto a la secuencia del gene de la polimerasa MS2. 

A este vector Cuera de fase se le llamó pUMA450ML. La secuencia obtenida se muestra a 

continuaci6n: 

5' BamHI • 3' 

... TTG-TCA-TGD-GAT-CC'G..ACC-AAG-CT-O:Ti'C-CAG-TTG-GTA ••• 

... AAC-AGT-ACC¡CTA-GGC-TGG-TTC-GAG-AAG-GTC-AAC-CAT ••• 

Polimerosa MS2 linkcr VP5' 

•Fase correcta de traducci6n,del gene VP51
· 

Para corregir el marco de lectura del gene hibrido en el ptfMA450ML, el plásmido se 

digirió con BamHI, los extremos sobresalientes se rellenaron con Klenow, y el plasmido se 
•• 
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recircularizó con lignsa de DNA del fago T4. De este proceso resultó una inserción de 4 pares 

de bnscs, que dejó al gene 4(3') en la misma fase de lectura que el gene de In polimerasa 

MS2. A este plásmido le llamamos pUMA451ML. 

El nuevo vector se recuperó primero en la cepa RRl y luego fue transferido a la cepa 

M5219 que, gracias al represor termosensible de PL que contiene, permite la regulación de 

la expresión de genes bajo el control del promotor PL. 

De las secuencias conocidas del gene de MS2 {105); del gene 4 de rotavirus SAll {76); 

y de pBR322 (106) 1 podemos predecir que la traducción de la proteína híbrida se va a iniciar 

en el primer codón AUG de la polimerasa MS2, y terminará en el codón UGA de pBR322 

localizado a 150 nucleótidos después del gene 4(3 1
). Con esto tendríamos un potipéptido 

de fusión de 517 aminoácidos: 98 de la polimerasa MS2; 6 codificados por el vector en la 

uni6n de MS2 con VP5'; 361 aminoácidos de VP5 (del aminoácido 389 al 749 de VP3); 2 

aminoácidos del linker y 50 de pBR322 (ver flg.4). 

7. Crecimiento e lnduccl6n de bacterias recomblnantee.-

Las bacterias fueron crecidas a 28 ºC en medio máximo de inducción MX. (peptona de 

caseína al 3.2%, extracto de levadura al 2%, 0.1 mM MgS04 , sales M9 lx-42mM Na2HP04 , 

22mM KH2PO,, 8.5mM NaCI y 18mM NH,Cl-) hasta alcanzar una densidad 6ptica a 600 

nm de l. En este momento, mediante un cambio de temperatura, se indujo la expresión de 

genes a partir del promotor PL del bacteriófago lambda. Primero, se añadió al cultivo de 

bacterias un volúmen igual de medio de inducción precalentado a 65º0 y luego se incubó a. 

42º0 durante 12 horas o más. 

8. Electroforesis en geles de pollacrllamlda.- Para detectar las proteínas híbridas 

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 

{107). 

Las proteínas bacterianas se solubilizaron en un baño de agua hirviendo por 3 min 

en amortiguador de Laemmli (50 mM Tris pH 6.8, 10% glicerol, 1 % SDS, 2mM EDTA, azul 

de bromofenol y 10 µl/ml de P-mercaptoetanol). Antes de colocarse en el gel, las muestras 

se centrifugaron a 12,000 x g por 5 min para quitar los restos insolubles. Después de Ja 

electroforesis el gel fue teñido con azul de Coomassie. 

' 
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Para medir el porcentaje de las proteínas <le il)tcrés, con respecto al total de lns 

proteínas sintetizadas en E. coli, se hizo un análisis densitométrico de los geles teñidos, n 

una longitud de onda de 600 nm. 

9. Inmunoelectrotransfercncia.-

Para comprobar la identidad de los polipéptidos de fusión, las proteínas bacterianas 

se analizaron por el método de inmunoclcctrotransfcrencia descrito por Tsang y col. (108). 

Las proteínas se separaron por electroforesis y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa 

(NC) (BA85 de Schleicher y Schuell, con un tamaño de poro de 0.45 mum). Para evitar 

uniones incspcc{fi.ca.s, los filtros de NC se bloquearon con TNTG (10 mM Tris-BCI pH 

7.4, 0.9% Na.CI, 0.3% gelatina); seguidamente fueron incubados por 60 m.in a 37º0, con 

una dilución 1/500 de suero hipe~inmune anti-rotavirus SAll, producido en conejo (con 

un título ncutraliza.nte de 1:30,000). Los filtros se lavaron con TNTG y se incubaron con 

0.5 µCi/ml de prote[na A marcada con 1261. Después de lavar la marca libre, los filtros se 

secaron y se expusieron para autorradiografía. 

Para determinar la especificidad de los sueros de los ratones hiperinm.unizados con las 

prote[nas MS2-VP8 1 y MS2-VP5', se utilizó el proceso anterior con algunas variaciones. Las 

prote[nas estructurales de SAll separadas por electroforesis, se transfirieron a la membrana 

de nitrocelulosa. Posteriormente se hicieron reaccionar con los antisueros de interés (en 

una dilución aproximada de 1/250), para luego incubarlos con anti-IgG de rat6n unido a 

peroxidasa (Sigma), diluido 1/1500. La reacción se reveló con cloronaftol (Sigma). 

10. Enriquecimiento de la protelna hlbrlda.-

La prote[na recombinante MS2-VP5' se sintetiza en E. coli en una cantidad aproxi

mada de 2% del total de las prote[nas bacterianas. Sin embargo, mediante repetidos lavados 

y centrifugaciones a baja veloc;:idad, la proteína puede enriquecerse hasta representar e1 15% 

El método utilizado para ello, es el reportado.por Kleid y col. (109), que aprovecha 

la insolubilidad de las proteínas recomhinantes. Brevemente, las bacterias transformadas e 

inducidas se colectan por centrifugación a 4,000 x g. Se resuspenden en 1/10 del volúmen 

inicial de TEN (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.5 mM EDTA, 0.3 M NaCl), se añade 1 mg/ml de 

lisozima y se incuba por 15 minen hielo. Posteriormente, se añade NP40 a una concentraci6n 

final de 0.5%. Después de 10 min, se agrega NaCI y MgCl2 para. dar una concentración final 

de 0.9 M y 7.2 mM, respectivamente, y 2 µg/ m1 de DNAsa 1, para incubarse en hielo por 

• • 
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60 min . La proteína MS2-VP5' se recupera mediante centrifugación a 4,000 x g por 15 min, 

se resuspcnde y se lava 3 veces con TEN. 

11. Microscopía electrónica.-

La proteína 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 concentración, 

como se ha visto para otras proteínas de fusión (110, 111,112), este polipéptido forma cuerpos 

de inclusión dentro de la bacteria recombinante. En colaboración con M. Merchant (IIBM, 

Universidad Nacional Autónoma de México), las bacterias se fijaron por 2 horas en sus

pensión de Karnosky y se lavaron durante 1 hora en solución amortiguadora de Cacodilato 

0.1 M pH 7.3 {llS). Posteriormente se fijaron durante 2 horas en tetraóxido de osmio al 1% 

en amortiguador Cacodilato. Después de deshidratar las muestras en alcoholes progresivos 

desde el 70% hasta el absoluto, se procedi6 a fijarlas en ep6n. Para la microscopía electrónica 

se llevó a cabo la tinción 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 utilizó un microscopio Joel 100-B en el que se tomaron fotografias con 

una amplificación de 3,000 veces. 

12. Toldcldad y establlldad de la protelna híbrida.-

Para resolver si los productos MS2-VP8' y MS2-VP5' son tóxicos para E. coli, se 

hicieron curvas de crecimiento bacteriano con la inducción, a etapas tempranas, de la. cx

presi6n de las bacterias transformadas con los vectores pUMA451ML y pUMA481ML. La 

cinética de crecimiento se siguió a. 42º0 en medio máximo de inducción con 100 µ.g/ml de 

ampicilina. Para mantener la selectividad del medio, cada hora se añadieron 100 µ.g/ml de 

AMP. 

Con el objeto de deteriµinar la estabilidad de las proteínas recombinantes dentro de 

E. coli, se efectuó un experimento de pulso y en.za. de las proteínas bacterianas en estado de 

inducción. Las bacterias con el pUMA481ML, el pUMA451ML o el pPLc24, se crecieron a 

28°0 hasta alcanzar una D.0.600= l. Entonces se les agregó un volúmen igual de me~io 

a 65 °0 y se incubaron a 42º0. Después de 2 horas, las bacterias se centrifugaron a baja 

velocidad; se resuspen<lieron en medio m.útimo que contenía aminoácidos sin metionina y se 

incubaron de nuevo a 42º0 por 2 horas. Luego, las bacterias se marcaron con 15 µ.Ci/ml de 

metionina 358 durante 30 min. A continuación, se agregó m.etionina fría a una concentración 

final de 50
1
µ.g/ml y se tomaron alícuotas a distintos tiempos de la incubación. Las muestras 
• 
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colectadas se centrifugaron y se rcsuspendieron en amortiguador de Laemmli. Después de 

hervirse por 5 min, se corrieron en un gel de poliacrilamida-SDS al 10%, el cual fue tratado 

para fluorografía con dimetilsulfóxico y PPO (115). 

13. Esquemas de inmunización.-

Se utilizaron ratones machos BALB/c de 7 a 9 semanas de edad. Se probó que los 

sueros prcinmuncs de estos animales tuvieran títulos bajos de anticuerpos neutralizantes 

e inhibidorcs de la hemaglutinación de SAll. Los animales cuyos sueros tenían títulos 

de inhibici6n de la hemaglutinación menores de 1/200 y títulos de neutralización menores 

de 1/50, fueron inoculados por via subcutánea con 200 µ.t de una emulsión de antígeno y 

adyuvante en proporciones iguales. En la primera inmunización se usó adyuvante completo 

de Freund; para. las inmunizaciones subsecuentes, se utilizó adyuvante incompleto. 

Según el antígeno aplicado los ratones se dividieron en grupos. Para la obtención 

de sueros liiperinmunes contra las proteínas recombinantes, cada grupo recibió 5 inmuniza

ciones que se suministraron en los días O, 14, 29, 44 y 59. Una semana después de cada 

inmunización, los ratones se sangraron mediante la punció~ del plexo capilar retroorbital. 

Los sueros se inactiva.ron a 56º0 por 30 min y mientras se analizaban, fueron almacenados 

a-20°0. 

Para evaluar la sensibilización de la respuesta inmune, los grupos de ratones recibieron 

una dosis del antígeno respectivo y a los 15 días, otra con rota.virus P.urificado. Los sueros 

se colectaron cada semana. En cada uno de los sueros obtenidos se buscó la presencia. de 

anticuerpos neutralizantes o inhibidorcs de la hemaglutinación. 

14. Ensayos de neutrallzacl6n.-

Los t(tulos de anticuerpos neutraliza.utes en sueros de ratón, se midieron de acuerdo al 

método descrito por Shaw y col. (116), con algunas modif;icaciones. Brevemente, volúmenes 

iguales de rota.virus SAll, Wa o ST3 (a diluciones ta.les que tuvieran 100 a 200 partículas 

virales infecciosas por 50 µl de solución), pretratados con tripsina (Difco, a una concen

traci6n final de 10 µg/ml), se mezclaron con diluciones seriadas de los sueros de ratón y se 

incubaron 1 hora a 37º0. 50 µl de cada mezcla se añadieron a monocapas de células MA104 

(en cajas de cultivo de 96 pozos), y se dejaron adsorber por 1 hora a 37º0. Seguidamente, 

se retiró el in6culo y se añadieron a los pozos 200 µl de medio mínimo esencial. Las células 

se incubaron por 12 horas a 37º0, 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 1horaa37°0 

' 
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con suero anti-SAll de cuyo o de ratón (con un título ncutralizante de 1:30,000)1 diluído 

mil veces. Luego de ser lavadas dos veces, se incubó a las células con una dilución 1/2500 

de proteína A peroxidasa (Amersham) durante 2 horas a 37°0. Las células se lavaron y se 

aplicó el sustrato, 3-amino-9-etilcarbnzol (Sigma}. Después de aproximadamente 10 min, 

los pozos se lavaron con H:¡O, se dejaron secar y se leyeron en un microscopio invertido. 

El título neutralizante de un anticuerpo se define como el inverso de la dilución más 

alta, en que el número de focos infecciosos se reduce en un 60% 1 con respecto al control. 

15. Ensayos de hemaglutlnacl6n,-

En cajitas de microtitulaci6n de 96 pozos (de fondo en pico), se hicieron diluciones 

seriadas del rotavirus SAll o del lisado de bacterias transformadas, preparadas como antes se 

describi6. A estas diluciones se añadieron eritrocitos tipo O de humano a un~ concentración 

final de 0.4% (v/v), diluidos en PBS con 0.2% de albúmina de conejo (RSA). Las cajitas 

se incubaron a temperatura ambiente por 90 minutos antes de determinarse los títulos de 

hemaglutinaci6n. 

Para los estudios de inhibici6n de la hemaglutinaci6n, los sueros a probar se diluyeron 

seriadnmente en cajitas de microtitulaci6n en PBS/0.2% RSA. A continuación! se mezclaron 

con 4 unidades hemaglutinantes del rotavirus SAll 0 1 en su caso, de lisado bacteriano 

transformado con el pUMA481ML o el pUMA451ML. Las cajitas se incubaron a temperatura 

ambiente por espacio de una hora y luego, se agregó un volúmen igual de eritrocitos tipo 

O de humano, diluidos al 0.4% en PBS/0.2% RSA. El análisis se efectuó después de una 

incubaci6n de 60 minutos a temperatura ambiente. 

16. Análisis eatad(atlco.-

Se utilizó la prueba t de Studcnt para series pequeñas (n < 30} con distribuci6n 

normnl (117). A través de ésta se determinó el significado de las diferencias ent~ las medias 

de los títulos de neutralización o de inhibición de la hemaglutinaci6n, obtenidas de los sueros 

de ratones inoculados con proteínas recombinantes o prote[nas control • 

• • 
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V. RESULTADOS 

1. Construcción del plásmido pUMA451ML y expresión del gene 4(3') .. 

En "Materiales y Métodos" se describe la estrategia emplea.da para la construcción 

del plásmido de expresión pUMA451ML (ver fig. 3). Dicho plásmido contiene un fragmento 

del gene de VP3 (el 46% del gene completo, correspondiente al 68% de VP5) fusionado con 

los primeros 98 aminoácidos de la polimernsa del fago MS2.' La expresión del gene híbrido 

se encuentra bajo el control del prolliotor PL del bacteriófago lambda (fig. 4). 

Entre el pUMA481ML previamente construido (95), el cual contiene el 85% de la· 

sCcuencia carboxilo terminal de VPB y el 35% de la ~uencia amino terminal de VP5, y 

el pUMA451ML, se cuenta con un total del 91% del gene de VP3 clonado en vectores de 

expresión. La caracterizaci6n de los productos de ambos plásmidos pudiera permitir un 

conocimiento más preciso de los determinantes antigénicos de VP3. 

Para poder controlar la transcripci6n del gene híl>rido a partir del promotor PL, el 

plásmido pUMA451ML se intrOdujo por transformaci6n en la cepa M5219. Esta cep" 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 transcripci6n a partir de dicho promotor 

se induce cuando la temperatura del cultivo bacteriano se eleva de 28º0 a 42º0 . 

. Las proteínas sintetizadas p~r las 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 inducción, se observó que aparecían proteínas que no estaban 

presentes en las bacterias incubadas a 28°0. 

Se sabe que varios genes de E. coli se activan con choques de calor (118). Para 

diferenciar aqu~llos genes que se activan a 42°0 de aquél regulado por el promotor PL, se · 

compa.r6, después de la inducci6n por 12 horas a 42°0, el patr6n protéico de la cepa que 

contiene el plásmido pUMA451ML (fig. 5A, carril 3) con el de las bacterias transformadas 

con el pUMA481ML (carril 1) o el vector pPLc24 (carril 2). En estos geles se pudieron 

distinguir dos proteínas no sintetizadas por la cepa que contiene el vector pPlc24: una de 52 

KDa sintetizada por la cepa transformada con el pUMA481ML (carril 1), correspondiente 

a la ya identificada MS2-VP8' (95), y otra de 57 KDa (en adelante p57) en la cepa con el 

plásmido pUMA451ML (carril 3) y cuyo peso es muy cercano al esperado para. la. nueva 

proteína rccombinante, que es de 56 KDa • 
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Para conocer que proporci6n representa p57 del total de las proteríins bacterianas, 

éstas se separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida, y se tiñeron con azul de 

Coomassic. Los geles as( teñidos fueron analizados por dcnsitometr(a a 600 nm. El análisis 

mostró que p57 constituye aProximadamente un 2% de las proteínas. Esta proporción 

resulta ser considerablemente menor que el 15% que MS2-VP8' constituye en E. coli (95). 

Como sucede con MS2-VP8', p57 result6 ser altemente insoluble pues apareció en el 

sedimento de un lisa.do bacteriano centrifugado a baja velocidad (fig. 5B). Las proteínas 

bacterianas obtenidas en el sedimento, se separaron por electroforesis y el gel se analiz6 

nuevamente por dcnsitometr(a. La proteína p57 represent6 el 15% del total de las proteínas 

insolubles, pudiéndose obtener hasta 40 mg del polipéptido por litro de cultivo bacteriano. 

2. Detecc16n de ep(topes virales en la proteína p57. 

Con el objeto de confirmar si p57 contenía. determinantes antigénicos relacionados 

con el·rotavirus SAll, se analiz6 su capacidad de reaccionar con un antisuero anti-rotavirus 

SAll. Para ello, de la manera anteriormente descrita, se indujo la expresión de las cepas de 

E. coli transformadas con el pPLc24, el pUMA481ML o el pUMA451ML. Laa protelnaa de loa 

Usados bacterianos enriquecidos (ver "Materiales y Métodos") fueron separados mediante 

electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (fig. 6, carriles A-F); y se tiñeron con azul 

de Coomassie (carriles A, B y C); o se transfirieron a ·papel de nitrocelulosa (carriles D, 

E y F). Las proteínas en los filtros de nitrocelulosa se incubaron con suero anti-rotavirus 

SAll producido en conejos y posteriormente se incubaron con proteína A marcada con 1251. 

La autorradiografia de la inmunoelectrotra.nsferencia (carriles D, E y F) muestra que el 

antisuero reaccionó específicamente con la proteína MS2-VP8' producida por las bacterias 

con el phlmnido pUMA48lML (carril D) y con p57 sintetizada en laa bacteriaa transformadas 

con el plásmido pUMA451ML (carril E) , lo que sugiere que ésta última es la protelna MS2-

VP5' esperada en la. construcción. 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 degradaci6n de las proteínas recombinantes, 

señales internas de iniciación de la traducción, o bien de una terminación temprana de la 

transcripción. 
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3. Estabilidad en E. coli de las proteínas recombinantes. 

La cantidad del polipéptido MS2-VP5' detectada en células M5219 transformadas con 

el plásmido pUMA451~1L, es aproximadamente 7 veces menor que la que se obtiene de la 

proteína MS2-VP8', sintetizada a partir del mismo vector. Para explorar si esta diferencia 

se debía a una mayor inestabilidad del producto MS2-VP5' en el citoplasma de E. coli, se 

recurrió a un método que permitiera determinar y comparar la estabilidad intracelular de 

ambas proteínas rccombinantes. 

Con el fin de facilitar el seguimiento de las proteínas recombinantes sintetizadas en un 

corto lapso de tiempo, los polipéptidos se ~arcaron radiactivamente. Después de crecer las 

cepas transformadas con el pUMA481ML y el pUMA451ML e inducir su expresión durante 

2 horas, se dió un pulso de metionina-35 $ durante 30 min. Al término de este tiempo se 

agregó un exceso de metionina fría para diluír la incorporación de la metionina marcada 

radiactivamente y se tomaron alícuotas a diferentes tiempos de incubación. El procedimiento 

descrito permitiría el seguimiento de la integridad de los polipéptidos sintetizados en los 30 

min de marcaje. 

El comportamiento de las proteínas rccombinantes, se siguió mediante electroforesis 

en geles de poliacrilam.ida-SDS y su posterior 0.uorografía. En la figura 7 se observa que la 

proteína MS2-VP8' resulta ser muy estable, puesto que su proporción no disminuye después 

de una caza de la marca de 12 horas¡ tampoco aparecen productos de degradación en el 

mismo 18.pso de tiempo. Desafortunadamente, el polipéptido híbrido MS2-VP5' no se ~udo 

detectar ha.jo estas condiciones de marcaje, lo que impidió determinar su estabilidad. 

4. Efecto lnhlbldor del crecimiento bacteriano. 

Para evaluar el efecto de la síntesis de MS2-VP81 y MS2-VP51 sobre el crecimiento 

bacteriano, células M5219 transformadas con los plásmidos pUMA481ML, pUMA451ML, 

pPLc24, o sin transformar, se crecieron a baja densidad, dando de inmediato un choque 

térmico de 42º0. Para evitar el crecimiento de las bacterias que habían segregado los 

plásmidos 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 pUMA451ML fueron incapaces de continuar su crecimiento, mientras que las células 
' 
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transformadas con pPLc24 o sin transformar sí fueron capaces de crecer, aunque aparente

mente con tiempos de duplicación prolongados en relación al crecimiento a 37°0. 

La ausencia de crecimiento en células M5219 produciendo activamente MS2-VPB', 

no es sorprendente dada la carga metabólica extra que puede causar la síntesis de una 

proteína sin utilidad que representa el 15% del total de las proteínas de la bacteria. Sin 

embargo, ésta no parece se la explicación más plausible para la inhibición del crecimiento de 

las células que sintetizan la otra proteína recombinante, MS2-VP5', ya que solo representa 

aproximadamente el 2% de la proteína total. En este último caso, pudiera más bieri tratarse 

de un efecto tóxico específico de las secuencias virales. 

5. Formación de cuerpos de inclusión por la proteína MS2-VP5' 

Tomando en cuenta la alta concentración de la proteína MS2-VP8' en las células 

bacterianas y su demostrada insolubilidad, decidimos estudiar su distribución. en E. coli 

mediante microscopía electrónica. Varios reportes han mostrado que ciertns proteí~as re

combinantes altamente concentradas en E. coli se agregan en el citop~asma en masas electro

densas e insolubles llamadas cuerpos de inclusión (110,111,112). En nuestro caso, cotejando 

las proteínas de ~usi6n de VP3 de los lisados celulares, hemos visto que éstas sedh:_nentan 

mediante centrifugación a baja velocidad. Esta insolubilidad pudiera deberse a la formación 

de agregados protéicos intracelulares. 

Los datos de microscopía electrónica (fig. 9) mostraron que la proteína MS2-VPB'· 

forma agregados que se organizan en masas irregulares localizadas en los polos de la bacte

ria. Estos agregados representan típicos cuerpos de inclusión y llegan a ocupar hasta una 

cuarta parte del área total. Algunas células tienen una: inclusión cerca. de cada uno de los 

polos. Bajo las mismas condiciones, no se encuentran cuerpos semejantes en las células que 

contienen al plásmído pPLc24 • 

. El extracto celular enriquecido logr6 solubilizarse mediante un tratamiento con U rea 

8 M, utilizando como agente reductor P-mercaptoetanol al 0.1 M. Sin embargo, independi

entemente a la concentración salina, al retirar la Urea las proteínas se precipitaron de nuevo 

aun en presencia del P-mercaptoetanol. Probablemente las proteínas en los agregados se 

empaquetan tan densamente, que para lograr su solubilidad se requiere de la acci6n de un 

fuerte agente desnaturalizante que mantenga la accesibilidad al agente reductor. De este 

modo ven.,ios que los puentes disulfuro pueden ser un componente importante, aunque no 
, 
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el único, que participa en la insolubilidad del agregado protéico. Por otro lado, cuando los 

extractos celulares se analizan por electroforesis calentándolos previamente a 95°0 en una 

soluci6n amortiguadora de Tris-SDS sin . .fl-mercaptoctanol, observamos que existe cierto 

grado de desagregación de los polipéptidos rccombinantcs. Esto apoya que otro tipo de 

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

6. Capacidad hemaglutinante de MS2-VP8' y MS2-VP!i'. 

El análisis de rearregla.ntes virales ha demostrado que además de estar involucrada en 

la penetraci6n del virus a la célula hospedera (75), la proteína VP3 es también la hemnglu

tinina de los rotavirus (49). 

Para explorar la. conservaci6n de sitios funciona.les de VP3 en las dos prote(nas recom

bina.ntes y a su vez asignarlos a una de las dos regiones estudiadas, se determinó la capacidad 

hemaglutinantc de MS~-VPS' y MS2-VP5'. Dado que estas dos prote[nas se producen en 

forma de agregados, consideramos que estos agregados podrían actuar como entidades mul

tivalentes capaces de mantener la capacidad de aglutinar eritrocitos. La aglutinaci6n con 

proteínas 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, 

pUMA451ML o pUMA481ML podían aglutinar eritrocitos tipo O de humano, vimos que 

hemaglutinaron sólo los extractos que contenían al polipéptido MS2-VP8' (fig. 10). Los 

lisa.dos de células transformadas con el pUMA481ML consistentemente mostraron un título 

de hemaglutinación entre 1:32 y 1:64, lo que corresponde a un equivalente de 20 a 40 µg/ml 

del polipéptido MS2-VP8'. 

El efecto hemaglutinante del lisado enriquecido para la proteína MS2-VP8' es es

pecífico, ya que esta. hemaglutinaci6n se inhibe cuan~o el extracto protéico se incuba pre

viamente con anticuerpos dirigidos contra el rote.virus SAll (fig 11). 

De acuerdo a estos datos concluímoe que la capacidad hemaglutinante de VP3 está 

localizada Cn su mitad amino terminal y que este sitio de interacción está preservado en la 

proteína recombiante MS2-VP8' . 

• . 
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7. lnillunogenicidad de las proteínas de fusión MS2-VP8' y MS2-VP5'. 

Al considerar la posibilidad de utilizar a. los polipéptidos rccombinantes como in

munógcnos que puedan proteger contra la diarrea causada por roto.virus, resulta importante 

determinar si logran inducir una respuesta inmune funcional en animales de experimenta

ción. De igual forma es necesario comparar su eficacia en relación a la respuesta provocada 

por el virus completo. 

Para determinar la inmunogcnicidad de los polipéptidos híbridos, estos fueron admi

nistrados a ratones, con objeto de producir sueros hiperinmuncs. Se trabaj6 con animales 

que estuvieron libres de anticuerpos anti-rotavirus SAll, con títulos de neutralización :5 
1:50 y de inhibición de la hcmaglutinaci6n ::; 1:200. El esquema de inmunización se detalla 

en la tabla l. 

Dos grupos de ratones recibieron 5 inmunizaciones a intervalos de 15 d(as, con lisados 

bacterianos conteniendo 40 µg de MS2-VP8' o MS2-VP5', segun fuera el caso (los 40 µg 

contienen aproximadamente 30 µg de la porción viral de la proteína htbrida). Se incluyeron 

además dos grupos control: uno inoculado con antígeno bacteriano, carente de pr~tetnas 
recombinantes y otro con 50 µg de rotavirus SAll. 

Previendo la posibilidad de una infección por rotavirus ajena al experimento, en 

cada grupo se incluyeron dos ratones sin inmunizar, cuyos sueros también fueron objeto de 

análisis. Durante los Cinco sangrados realizados, estos ratones "vigilantes" no mostraron au

mento sobre el nivel basal de anticuerpos neutralizantes e inhibidores de la hemaglutinación 

de SAll. 

El análisis de los sueros hip~rinmun~ generados fue encamin.ado a contestar dos 

preguntas: primero, si las proteínas de fusión contentan epitopes que pudieran inducir an

ticuerpos capaces de reaccionar con las partículas virales completas; y segundo, si estos 

anticuerpos lograban neutralizar la infectividad viral. 

La existencia de anticuerpos que reaccionaron con el virus completo se determinó 

mediante ensayos de inhibición de la hemaglutinación. En la tabla Il se presentan los 

resultados obtenidos. 

Encontramos que tanto MS2-VP8' como MS2-VP5' fueron capaces de inducir anti

cuerpos que interaccionan con las partículas virales a. diferencia. del grupo control, irunu

nizado con ant(geno bacteriano, que no indujo anticuerpos inhibidores de la hemaglutinaci6n 

, , 
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de SA11. Los anticuerpos inducidos por las proteínas híbridas alcanzan un título equipara

ble al inducido por la partícula viral completa, aproximadamente de 1:20001 que es 10 veces 

mayor al del suero preinmune. 

Por otro lado, la determinaci6n de la capacidad de ncutraliznci6n viral por estos an

tisueros., es importante en el camino hacia. la construcción de una vacuna efectiva. Este 

segundo punto se cstudi6 empleando un ensayo de neutralizaci6n de focos infecciosos de 

SAll en monocapas celulares (ver tabla 11). 

El estudio mostró un incremento aproximado de 30 veces en los títulos neutralizan tes 

de los sueros hiperinmunes., inducidos por MS2-VP81 frente a lo detectado en los sueros 

preinmunes y en los contioles con antígeno bacteriano. 

A las 5 semanas de iniciado el estudio, cuando ya se habían suministrado 3 dosis 

de las proteínas híbridas, los sueros anti- MS2-VP8' ya. presenta.han anticuerpos neutrali

zantes. Estos fueron aumentando hasta alcanzar un título de 1:1600 después de la quinta 

inmunizaci6n. Este título es similar al reportado por Arias y col. (96), obtenido al inmunizar 

ratones con un polipéptido de fusi6n derivado de VP7 (la. otra proteína de capa externa del 

rota.virus). Sin embargo, al co.mpararlo con los anticuerpos neutralizantes inducidos por la 

Partícula viral completa (1:34,000), el t(tulo de anticuerpos es aproximadamente 20 veces 

menor. 

Por otro lado, los sueros anti-MS2-VP5' no mostraron actividad neutrnlizantc, per

maneciendo al mismo niver que e1 que muestran los suero& de los ratones control { ~ 1:50), 

aun después de las 5 inmunizaciones. 

Para determinar la especificidad de los sueros hiperinmunes generados frente a las 

proteínas virales, ·se realizó un ensayo de inmunoelectrotransferencia. Las proteínas del 

virus SA11 purificado, separadas por electroforesis y transferidas a papel de nitrocelulosa, 

se incuba.ron con loa distintos n.ntisucros. En la figura 12· se observa. que el ensayo mostr6 

un fondo de reacci6n inespecífico aun en ausencia de suero (carril 6). Sin embargo, a. pesar 

de ser negativos para anticuerpos neutralizantes de SAll, los sueros preinmunes reconocen 

de forma ligeramente más intensa al patrón de proteínas virales (carril 5). Cabe entonces 

la. posibilidad de que la cepa de ratones utilizada hubiera tenido algun contacto previo con 

un rota.virus murino distinto al serotipo 3. 

A pesar de este fondo inespecUico, se logrÓ ver un reconocimiento preferencial para. los 

productos de rompimiento de VP3: VP5 y VPS • Es decir, la inmunización con MS2-VP81 

induce una clara respuesta hacia VPS (fig. 12 carril 2), mientras que MS2-VP51 induce 

'• 
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una respuesta más intensa para VPS (fig. 12 carril 3). Parece entonces que los sueros 

hiperinmunes son capaces de reaccionar con las proteínas virales adecuadas. 

8. NeutraJización heterotípica. 

Los sueros hiperinmuncs producidos contra partículas de rotavirus completas, ge

neralmente neutralizan de manera específica la infectividad del rotavirus empleado en la 

inmunizaci6n, o de rotavirus pertenecientes al mismo serotipo. Esto se conoce como una 

ncutralizaci6n homotípica. 

Se sabe que la glicoproteína de capa externa VP7 es la principal responsable de 

la. especificidad de serotipos (56,57). Sin embargo, recientemente también a VP3 se le ha 

atribuído un papel en esta especificidad. 

Por otro lado, dos grupos de investigaci6n han obtenido anticuerpos monoclonales 

dirigidos contra VP3 y VP7 que son capaces de neutralizar a rotavirus in vitro en forma 

heterot[pica (53,64). Esto es, que son capaces de neutralizar a rotavirus pertenecí.entes 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 

{S.). 

Para evaluar la posibilidad de que _los anticuerpos generados por el polipéptido MS2-

VPS' neutralizan además del rota.virus SAll (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 iÓ.oculados con el polipéptido MS2-VP8' (con 

títulos de neutralizaci6n para SAll de 1/1600) y se encontr6 que ninguno neutraliz6 al 

rotavirus Wa (con títulos < 1:50). Sin embargo, estos neutralizaron la infectividad del 

rotavirus ST3 (serotipo 4), en un título promedio de 1/400. Este título resulta aproximada-

. mente 4 veces menor que aquél con el que neutralizan a SAll. También se analizaron dos 

de los sueros del grupo control con antígeno bacteriano y dos del grupo inoculado con virus. 

Ninguno de ellos neutraliza a los virus heter6logos. 

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

pecífica para SAll, presenta cierta neutralizaci6n cruza.da. con un virus del serotipo 4. 
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9. Sensibilización de la respuesta inmune. 

El potencial que tiene una proteína de ser un inmunógeno adecuado para vacunación, 

generalmente se ha determinado por su capacidad de inducir la producción de anticuerpos 

neutralizantes. Sin embargo, existen evidencias con péptidos y prote~nns de origen viral (1201 

121, 122) 1 que muestran que estos pueden sensibilizar al sistema inmune en forma específica 

y eficiente, aunque se administren en dosis subinmunizantes o sean incapaces de inducir 

anticuerpos neutralizantes por sí 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 antígeno o antígenos relacionados. 

Por otro lado, los experimentos realizados por Milich y col. (123) con antígenos deriva

dos del virus de la hepatitis B, muestran que la respuesta inmune hacia una proteína de 

envoltura (presentada en el virus completo), puede sensibiliZarse con la previa adminis-

tración de un determinante de células T derivado de la nuclcocápside del virus, no obstante 

que este determinante no esté localizado en la prote[na de envoltura. 

De acuerdo a lo anterior, quisimos analizar la capacidad de las proteínas híbridas 

MS2-VP8' y MS2-VP5' para sensibilizar la respuesta inmune de ratones hacia un posterior 

contacto coil el virus SAll. Para esto fue necesario encontrar un intervalo de tiempo óptimo 

entre la inyección primaria de antígeno y la inoculación subsecuente del virus. Este es el 

tiempo que probablemente requiere el sistema inmune del ratón para producir células de 

memoria capaces de reconocer, en su momento, a las partículas virales (121). En el presente 

estudio, el intervalo elegido (15 días) se estableció basado en experin1entos preliminares. 

Con base en lo anterior, se dis~ñó el experimento esquematizado en la tabla III. En la 

tabla IV y la figura 13. se muestran los ·títulos de anticuerpos neutralizantes obtenidos como 

resultado de este protocolo de inmunización. Se observa que no hay presencia de anticuerpos 

neutralizantes en ninguno de los grupos al momento de la inoculación del segundo antígeno 

(virus completo). Sin embargo, una semana después de haber suministra.do el virus, ha.y una 

diferencia estadísticamente significativa entre la media de los títulos de sueros de ratones 

previamente inoculados con la proteína MS2-VP8' (1:2,360), y la del grupo control inmu

nizado con proteína 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 relación al que recibi6 MS2-VP8' como inmun6geno pri

mario se sigue manteniendo hasta 4 semanas después. Hasta este momento no llega a verse 

un decrem¡nto en la respuesta inmune. 

28 



Los datos parecen indicar que tanto en el grupo control como en aquel primoin

munizado con MS2-VP5', la respuesta hacia el virus es de tipo primario, mientras que la 

respuesta de anticuerpos neutralizantes hacia el rotavirus SAll es secundaria para el grupo 

sensibilizado con la proteína MS2-VP8'. 

Para analizar la inducción de anticuerpos totales generados contra rotavirus en este 

ensayo de sensibilización, se eligió la medición de anticuerpos inhibidores de la hemagluti

nación (IBA). En la tabla V y la figura 14 podemos apreciar que a los 14 días de haber sido 

suministrada la proteína MS2-VP8', los ratones ya muestran títulos de anticuerpos IBA 

equiparables a los obtenidos con el suero hiperinmune anti-rotavirus SAll (entre 1/1600 y 

1/3200). Parece claro que una sola dosis de proteína MS2-VP8' es suficiente para despertar 

una buena respuesta de anticuerpos contra rotavirus, aunque esta no sea de anticuerpos 

neutraliza.ntes. Sin embargo, el título de anticuerpos IHA no varía significativamente a lo 

largo dCl tiempo, después de inmunizar con el virus. Por ello, este método no parece ser el 

adecuado para hace~ un seguimiento del aumento de anticuerpos totales. 

Por otro lado, el grupo de ratones inmunizados con MS2-VP5' a las dos semanas 

presenta títulos de anticuerpos mA que están casi al nivel basal o que son equiparables al 

grupo control (inoculado con antígeno bacteriano). _Los títulos de anticuerpos IHA aumentan 

únic8:Dlente· una semana después de haber inoculado el virus. Esto implica que una sola dosis 

de este polipéptido de fusi6n res.ulta menos inmunogénica que la misma cantidad de MS2-

VP8'. 

En suma, los resultados sugieren que la proteúta MS2-VP8', además de contener al

guno o varios epítopes importantes de neutraliza.Ción , probablemente puede iniciar su propia 

respuesta sensibiliza.nte. Es decir, con una única dosis de la proteína, se establecen células 

de memoria que producen una respuesta inmune secundaria de anticuerpos neutraliza.ntes; 

ante un contacto posterior con el virus hom6logo • 

•• 
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VI. DISCUSION 

La producción en gran escala de proteínas virales ofrece nuevos caminos nl estudio 

de sus funciones y al desarrollo de ensayos de diagnóstico y vacunas. Aunque las proteínas 

de algunos virus pueden obtenerse a. partir de cultivar al virus in vitro, el proceso resulta 

costoso y en ocasiones complicado. De ahí la necesidad de implementar otros sistemas para 

la producción de proteínas de origen viral. 

El papel que VP3 desempeña en la infcctividad viral y en la inducción de una respues

ta inmune neutralizante, hace deseable su análisis biológico e inmunológico. Dicho análisis 

resulta ahora más viable merced a la relativa facilidad de producción de altos niveles de las 

prote(nas híbridas MS2-VP8' y MS2-VP5'. Asímismo, el contar con estas proteínas de fusión 

nos permitió caracterizar las regiones virales contenidas en ambas y establecer y analizar 

sus diferencias, as( como localizar, en una de ellas, la función de hemaglutinación de VP3. 

A las 12 horas después de la inducción del cultivo bacteriano, la prote(na recomhi

nante MS2~ VP5', representa aproximadamente el 2% de la proteína total. Esto contrasta 

con MS2-VP8', que en las .mismas condiciones representa aproximadamente el 15% de las 

protc(n8.s bacterian~. De acuerdo a los resultados mostrados en la figura. 6, consideramos 

que esta diferencia puede deberse esene:ialmente a una de dos posibles causas. La primera 

ser(a una inestabilidad de MS2-VP5', aunque esto no lo hayamos podido demostrar con 

los experimentos realizados (6.g. 7). Sin embargo, hemos observado que a las 5 horas de 

iniciada su producción MS2-VP5' alcanza un nivel que se mantiene constante, al menos 12 

horas después de la inducción. Esto último puede representar la estabilidad de MS2- VP5' 

o un proceso de degradación y s(ntesis que m~tiene un nivel constante de la proteína. 

Una segunda alternativa, consiste en que la proteína MS2-VP5' no se acumule en 

proporciones mayores al 2% debido a terminaciones tempranas, en la transcripción del 

gene quimera o en la traducción del RNA mensajero híbrido, dando lugar a los productos 

protéicos relacionados con MS2-VP5' que se observan en la figura 6. FinRlmente, el inicio 

de traducción en codones internos del RNA mensajero hfhrido también podría explicar 

este resultado y el rendimiento final que se obtiene de la proteína MS2-VP5' completa. Sin 

embargo, para entender cual o cualeS factores influyen principalmente en la baja acumulaci6n 

de MS2-VP5' y en la generación de productos parciales relacionados, se requiere de una 

mayor investigación. 
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La insolubilidad de las proteínas híbridas, generalmente considerada como una cua

lidad poco deseable, nos ayqdó en cambio a demostrar la actividad hemaglutinante de la 

proteína híbrida MS2-VPS'. La interacción de esta proteína con los eritrocitos es c:'pccífica, 

ya que la hemaglutinación es inhibida con anticuerpos dirigidos contra el virus completo. En 

contraste, la proteína MS2-VP5', analizada en las mismas concentraciones que su homóloga, 

no es capaz de hcmaglutinar. Estas observaciones sugieren que MS2-VPB' contiene domi

nios estructurales conservados en relación a VP3 y que la actividad hemaglutinante es una 

funci6n localizada en la mitad a.mino terminal de esta proteína. Esto hab(a. sido sugerido 

previamente, mediante el uso de anticuerpos monoclonales (132). 

El aislamiento en forma. soluble de las proteínas expresadas puede requerir el uso 

de agentes caotrópicos o desnaturalizantes. Será interesante determinar si las proteínas 

presentan actividades biológicas de~pués de tales tratamientos. La disponibilidad de canti

dades abundantes de nuestras proteínas híbridas en forma soluble, sin duda puede facilitar 

el entendimiento de VP3 en términos de sus características bioquímicas, y funcionales. 

El trabajo de mapeo con anticuerpos monoclonales ha permitido identificar diferen

tes regiones en VP3 que están involucr~as en la neutrillización (84,101). Estas regiones 

se encuentran tanto en VP8 (aminoácidos 87-89, 100, 114-135, 148-150, 173-188) como en 

VP5 (aminoácidos 388-393). Además, el aminoácido 393 forma parte de un determinante 

antigénico capaz de inducir anticuerpos ·que neutralizan a varios serotipos. Con esta in

formación resultaba interesante determinar la capacidad de los determinantes antigénicos 

contenidos en MS2-VPS' y en MS2-VP5' para inducir anticuerpos neutralizantes, y así eva

luar su posible uso como vacuna. 

Los resultados obtendidos con. los ensayos de inhibición de hemaglutinación y con la 

in~unoelectrotrasferencia, indican que los anticuerpos inducidos tanto por MS2-VP5' como 

por MS2-VP8' reconocen al rota.virus sA.11. Esto impli~a que estas proteínas h(bridas son 

capaces de adoptar, al menos en algunas regiones, la .conformaci6n correcta y de presentar 

al sistema inmune ep(topes similares a los de las partículas virales completas. 

Por otro lado, sólo los anticuerpos inducidos por MS2-VP8' son capaces de neutralizar 

la infectividad de SAll. Los animales inoculados con MS2-VP8' presentan un título de 

anticuerpos neutralizan~es de 1/1,600. Este resulta equipara.ble al inducido por una proteína 

híbrida d':rivada de VP7 (96), suministrada a ratones con un esquema de inmunización 

semejante al que se utilizó en este trabajo • 

• 
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Vemos que mientras lns protcínns rccombinantes derivadas de VP7 (VP7-Bgal; rcf.96) 

y VP3 (MS2-VP8') estimulan la producción de anticuerpos ncutralizantcs en títulos simi

lares, la partícula completa de SAll induce un titulo aproximadamente 20 veces mayor. Esta 

diferencia puede deberse a que en el virus las proteínas de la capa externa adquieren una 

conformación que les permite exponer ciertos epítopes de neutralización que permanecen 

ocultos o en conformaciones incorrectas en las proteínas recombinantcs. Además, en la con

formación de VP3 o de VP7 en el virión probablemente influyen tanto interacciones con 

moléculas adyacentes como interacciones de las diferentes regiones de una misma protefna. 

Los anticuerpos inhibidores de la hemaglutinación inducidos por MS2-VP5' y MS2-

VP8' alcanzan títulos de 1/2,0fXJ. Estos, a diferencia del título neutralizante inducido por 

MS2-VPB', es semejante al obtenido con la partícula viral completa. 

Las diferencias en los títulos de neutralización y las similitudes en los de inhibición 

de la hemaglutinaci6n que aparecen entre el virus y· MS2-VP8', pudieran deberse a que 

los ep(topes de neutralización se encuentran menos accesibles en MS2-VP8' que los de 

hemaglutinación. Por otro lado, para que el virus sea neutralizado, aparentemente los 

anticuerpos deben reaccionar con regiones . muy específicas de VP3 ( ep(topes de neutral

ización). Mientras que pudiera ser que los anticuerpos dirigidos contra VP3 logren inhibir 

la hemaglutinación ya sea reconociendo al epítope hemaglutinante, o logrando causar un 

cambio conformacional de la hemaglutinina o un impedimento estérico que bloquee su ac

tividad. De hecho, se ha observado que anticuerpos policlonales y monoclonales dirigidos 

contra VP7 también son capaces de inhibir la hemaglutinaci6n (S7). 

Observamos que una semana después de inmunizar con MS2-VP8' aparece una buena 

respuesta de anticuerpos inhibidores de la hemaglutinaci6n (fig. 14) 1 pero todavía no se 

detectan anticuerpos neutralizantes (fig.13). Esto puede deberse a que son pocos los epítopes 

de neutralización que existen en la. protefna y que un in6culo 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 neutralización. 

Los anticuerpos inducidos por MS2-VP5' no fueron capaces de neutralizar la infec

tividad del rota.virus SAll, pero sí de interaccionar con él, basados en el ensayo de inhibición 

de la hemaglutinaci6n y de inmunoelectrotransferencia. Esto sugiere que el determinante 

antigénico que comprende al aminoácido 393 no se encuentra en la conformación adecuada 

en la proteína de fusión o no está. accesible para interaccionar con el sistema inmune de 
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los ratones. Mientras tanto, otros epítopes no relacionados con neutralización permanecen 

íntegros. 

En la figura 14 se aprecia que una sola inmunización con MS2-VPB' induce anticuerpos 

inhibidorcs de Ja hcmaglutinaCión en títulos de alrededor de 1/2000. Mientras tanto, para 

llegar a estos niveles con MS2-VP5' se requieren dos inmunizaciones. Esto parecería indicar 

que MS2-VP8 1 es más inmunogénica que MS2-VP5'. Sin embargo, es dificil sustentar este 

tipo de explicación, dado que en nuestros ensayos, las proteínas híbridas no están puras y 

cada una va acompañada de distintas cantidades de proteína bacteria.na. Por este motivo, 

el extracto con MS2-VP5' se inoculó en una dosis de proteína total 3 veces mayor que el 

extracto con MS2-VP81
• Como se J:ia demostrado en otros casos (124), esto podría resultar en 

un efecto de competencia antigénica que oscureciera la respuesta inmune hacia MS2-VP5'en 

particular, o hacia ambas proteínas de fusión. 

La reacci6n de los sueros antiMS2-VP8' y antiMS2-VP5' con los polipéptidos de 

SAll separados y fijados a papel de nitrocelulosa, corrobor6 la inmunogenicidad de ambas 

proteínas híbridas. Como se esperaba, estos sueros hiperinmunes estaban claramente en

riquecidos en anticuerpos dirigidos contra VPS o VP5, según fuera el caso. Por su parte, los 

sueros preinmunes reaccionaron sobre todo con VP6 y VP2. Esto aparece como un fondo 

inespecífico propio del ensayo, dado que en controles en donde no se aña.di6 suero de ratón, 

algunas de las proteínas virales tambiéii se tiñeron con el sustrato de Ja 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 p'ertenecería a un serotipo diferente al 3, ya que no se encontraron anticuerpos 

neutralizantes contra este serotipo en Jos sueros preinmunes. 

Aunque los anticuerpos neutralizantes inducidos por MS2-VP8' están dirigidos prin

cipalmente contra SAll (serotipo 3), son capaces de neutralizar, aunque en menor medida 

(1/400), al rotavirus ST3 (serotipo 4) • Descartamos el hecho de que esta reacci6n cruzada 

se deba a anticuerpos inducidos por algún rotavirus murino, puesto que Jos sueros del grupo 

control con antígeno bacteriano, no neutralizaron a ST3. En cambio, puede ser que los ro-

tavirus de serotipo 3 y 4 compartan algún determinante de neutralización que se encuentre 

contenido y sea presentado por MS2-VP89• 

La administración, a ratones, de una sola dosis de la proteína MS2-VPS' no indujo 

an.ticuerpoa neutralizantes contra el rotavirus SAll; sin embargo, sí fue capaz de sensibilizar 

al sistema irunune de los animales para una respuesta secundaria, de la misma manera como 

I 
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ha sido mostrado con péptidos sintéticos derivados de la hemnglutinina de influenza (121)¡ 

la proteína VPl de poliovirus (120) y el virus de la fiebre aftosa (121); la proteína VP7 de 

rotavirus {133)¡ y con un polipéptido de fusión sintetizado en E. coli derivado de la proteina 

VPl del virus de la hepatitis A (122). 

La rápida conversión de los sueros de los ratones inmunizados con MS2-VP8' de no 

ncutralizantcs a neutralizantes en títulos altos después de administrar el virus completo, es 

consistente con el clásico modelo de haptencracarreador {13.f.). Pensamos que esta proteína 

recombina.nte actúa como acarreador para inducir una respuesta de linfocitos T ayudadores 

(Th), la cual facilita la respuesta de anticueipos neutralizantes anti-virus dirigida contra 

epítopes específicos (haptenos) después de administrar al virus. 

En ratones inmunizados tanto con una de las glicoproteínas purificadas del virus 

del herpes simple (125), como con virus vaccinia recombinante que expresa el gene env del 

retrovirus de la leucemia Friend, (135), se han inducido respuestas proliferativas" específicas 

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 todavía más importante el hecho de que estos animales no· desarrollaron 

los síntomas clínicos inducidos en los ratones control. 

La' sensibilizaci6n con et polipéptido MS2-VP8' induce Una respuesta humoral au

mentada de anticuerpos neutralizantes Contra el rotavirus SAll. E~ta respuesta puede 

estar dirigida únicamente contra los ep[topes que MS2-VP8' comparte con la VP3 viral, 

o bien contra estos y otros que no fueron presentados al sistema inmune por la proteína 

hibrida. Esto último iría de acuerdo con el trabajo de ·Milich y col. {123) quienes repor

tan que un péptido de la proteína de nucleocápside del virus de la hepatitis B es capaz de 

sensibilizar la respuesta inmune hacia epítopcs presentes en la proteína de superficie. Estos 

investigadores ppstulan que cuando los inmun6genos son agregados protéicos, como son los. 

virus, el sistema inmune los procesa como si fueran una s61a molécula. Así, la estructura 

polimérica es internalizada por células B, cuyo receptor ha interaccionado con uno de loa 

cpítopes del virus. En consecuencia, en Ja superficie de estas células B aparecen los determi

nantes de células T-ayudadoras de cada una de las proteínas virales, asociados a antígenos 

de histocompatibilidad de clase II, provocando que estas células B i;nteraccionen con las 

células T previamente sensibilizadas con una proteína de nucleocápside. Esto desencadena 

la producción de anticuerpos contra antígenos tanto de envoltura como de nucleocápside, 

dependiendo de la especificidad de las células B que internalizaron al virus. 
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Por otro lado, !vlS2-VP51 no produce un efecto scnsibilizador de la respuesta inmune. 

Esto puede ser debido a que la proteína MS2-VP51 no contiene epítopcs para células T 

ayudadoras¡ a que esta región de VP3 tiene epítopcs para células supresoras¡ o a otro 

mecanismo que no conocemos. 

En relación a la sensibilización del sistema inmune por MS2- VP81
1 es interesante 

. notar que aparentemente la primera infección por rotavirus es la causante de diarreas más 

severas que requieren de hospitalizaci6n1 mientras que las subsecuentes infecciones suceden 

de manera asintomática o con sintomatología leve (126). Esto sugiere que una vacuna, 

capaz de sensibilizar la respuesta inmune, podría causar que una infección primaria por 

rota.virus se comportara como secundaria. Esta estrategia de vacunación Cstaría dirigida no 

a prevenir la infección, sino a reducir o eliminar los síntomas de la misma, lo que sería de gran 

utilidad para reducir, principalmente, el alto índice de mortalidad causado por rotavirus. Sin 

embargo, es importante mencionar que para que una vacuna contra rota.virus sea efectiva, 

debe estimular la respuesta inmune local (ver adelante) , y que todos los expfil.imentos aquí 

descritos fueron realizados utilizando la vía parenteral (subcutánea) pa.fa la administración 

del inmun6geno. 

En el análisis de inmun6genos contra rota.virus tamb~én se ha trabajado con péptidos 

sintetizados de secuencias de VP3 (127). Uno de estos péptidos, comprende los aminoácidos 

2~0 a 233 de VP3, región también conteD.ida en MS2-VP8'. Resulta interesante que este 

péptido es capaz de sensibilizar la respuesta inmune contra SAll y contra ST3 (serotipo 4} 

pero no contra rotavlrus de serotipos 1 y 2, lo cual está de acuerdo con los resultados de 

neutralización obtenidos con los sueros anti-MS2-VP8'. 

En la actualidad ya se está probando la capacidad de ciertas proteínas recombinantes 

como inmun6genos contra enfermedades específicas (109,125). Recientemente se realizaron 

pruebas en humanos para analizar la protección, que podría brindar una proteína viral 

construida en E. c.oli, contra Plasmodium Falciparum (128). Si bien los resultados no son 

conclusivos, s{ resultan alentadores en cuanto a que las personas que fueron inmunizadas con. 

dicho antígeno y expuestas al patógeno, desarrollaron síntomas clínicos de menor severidad 

que los controles no inoculados con la proteína recombinante. En el caso de las proteínas 

recoµibinantes de rotavirus, todavía se está Iejoa del terreno de la aplicación. El trabajo 

que aquí se presenta plantea únicamente los primeros pasos en la posible realización de una 

vacuna por alétodos de DNA-recombinante. Quedan muchas interrogantes por resolverse • 

• 
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Sabemos que las infecciones por rotn.virus están confinadas al tracto gastrointestinal, 

por lo que para que una va.cuna contra este patógeno sea efectiva, debe generar una respuesta 

inmune local. Todos los experimentos aquí descritos fueron realizados administrando el 

inmunógcno por vía parenteral. Esto implica que, aunque los resultados obtenidos hasta 

ahora son prometedores, es de suma importancia evaluar la capacidad de la proteína. 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 (12!>), ya sea a partir de plásmidos recombinantes o mediante la incorporación 

4e 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 generación global de 

protección, está todavía por establecerse. Pudiera st?r que un ~uen inmunógeno debiera 

estar constituído de una mezcla de antígenos derivados de ambas proteínas, por lo que los 

datos obtenidos con esta caracterización de antígenos derivados de VP3, deben sumarse 

a los resultados que hasta hoy se tienen de caracterizaciones inmunológicas de proteínas 

recombinantes derivadas de VP7. Además, no s6lo las proteínas de la capa ex.tema del 

rota.virus deben considerse como candidatos de vacuna. En algunos estudios se ha observado 

que, aunque la mayoría 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 epítopes menores de neutralización en VP6 

(130). Por ello no se. descarta la posibilidad de que esta proteína de capa interna también 

pueda desempeñar algún papel en la protección contra la infección o la enfermedad. 

Por otra parte, existen evidencias, utilizando becerros como sistema experimental, 

de que se puede obtener protección heteroti'pica aun en ausencia de ·anticuerpos neutrali

zantes para el rotavirus heterotípico (131). Esto indica que pueden y muy probablemente 

existen, otros mecanismos, diferentes a la actividad neutralizante, también importantes en 

la protección contra rota.virus. 

Queda. aun mucho trabajo por hacer para determinar el significado que la inmuno

genicidad de MS2-VP8' pueda tener en la protección contra la infección o la enfermedad 

causada por rota.virus. Sin embargo, la expresión de niv~les altos de un antígeno viral capaz 

de inducir anticuerpos neutralizantes y de sensibilizar la respuesta inmune contra rotavirw1, 

representa un paso adelante en el camino hacia la posible obtención de una vacuna efectiva· 

contra rotavirus basada en la ingeniería genética. 

' 
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Estructu.ra1'f?squemática del rotavirus. Proteínas estructurales y asignamiento genético • .. 
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Figura 2.-

A} Represente.ci6n esquemática. del polipéptido híbrido MS2-VP8', esperado en la con

strucción del pUMA481ML. El asterisco señala el sitio de corte (aminoácidos 241 al 247). 

B) Secuencia nucleotídica y de aminoácidos de las regiones de unión enmarcadas en (A), 

predichas en base a la construcci6n del plésmido. iOs números arriba de los aminoácidos 

representan la posición d~ los mismos en la proteína original. La X denota el codón de 

terminación. 
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Construcción de un vector de expresión para el gene 4(3') del rotavirus SAll. A) Posici6n 

relativa, con respecto a la longitud completa del gene 4, del inserto de cDNA viral contenido 

en el plásmido pSR4-4. El inserto contiene del nucleótido 1057 al 2252 de la secuencia 

codificadora de VP3. B) Pasos involucrados en la construcción del plásmido de expresión 

pUMA451ML. 
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Figura 4.-

A) Represent.ación esquemática del polipéptido MS2-VP5', esperado de Ja expresión del 

pUMA451ML. El asterisco indica el sitio de romp4aiento con trips~na. B) Secuencias de 

nucleótidos y de aminoácidos de las uniones enctiadradas efi (A), predichas de acuerdo a 

la construcción del plásmido. Los números que aparecen sobre los aminoácidos señalan su 

posición en la proteína original. El cod6n de terminación de la traducción se indica con una 

X. 
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A) Gel de poliacrilamida-SDS al 10% en que se analizaron las proteln.S totales sintetizadas 

después de 12 horas de inducción, por las bacterias M5219 transformadas con los plásmidos: 

1) pUMA481ML; 2) pPLc24; y 3) pUMA451ML. ·Las flechas señalan a las prote!nas de 

interés: MS2,VP8' (52 Kd) y la supuesta proteína MS2"VP5' (de 57 Kd). Los marcador"'!,· 

de peso molecular son: miosina (cadena pesada) de 200 Kd¡ fosforilasa B, de 97 Kf'.1¡ albúniiii~ 
de suero bovino, de 68 Kd¡ ovalbúmina, de 43 Kd¡ quimotripsin6geno, de 27 .5 Kd. 

B) Análisis en un gel de acrilamida-SDS al 10% de las proteínas híbridas enriquecidas por 

centrifugación a baja velocidad. Se observan las proteínas obtenidas en el sedimento de 

una centrifugación a baja velocidad de lisados de bacterias M5219 conteniendo el vector 

pUMA451ML (carril J.), el vector pUMA481ML (carril 2) y el vector pPLc24 (carril 3). 
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Figura. 6.-

Análisis por inmunoelectrotransfercncia de las proteínas 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 plásmido pUMA481ML (carriles A 

y D), pUMA451ML (carriles B y E), o pPLc24 (carriles C y F); se separaron en un gel de 

acrilamida al 10% y se tiñeron con azul de Coomassie (carriles A, B y C) o fueron trans

feridas a papel de nitrocelulosa (carriles D, E y F). Las proteínas transferidas se incubaron 

con una dilución 1/500, de suero de conejo anti-SAll. El anticuerpo unido se identificó con 

proteína A-1261 de S. aure:us. Las flechas señalan las posiciones de las proteinas MS2-VP8' 

(carril D) y MS2-VP5' (carril E). 
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Figura. 7 .-

Est~~~-lidad de las proteín~. recomblnantes en E. coli. Se muestra la fluorografía de l'!-6 

proteínas bacterianas marcadas con metionina-358 y separadas en un gel de acrilamida-SDS 

al 10%. Después de crecer la cepa de E. coli M5219, transformada con ~I plásmido pPLc24 

(A); pUMA481ML (B); o pUMMlilML (C), hasta una ODooo=l, se indajo la expresión a 

42°0 en medio mínimo. Al cab~ de 2 horas se dió un pulso de 30 min con metionina-358 e 

inme4iatamente se agreg6 un exceso de metionina fría. Se tomaron alícuotas a los tiempos O, 

1, 3, 6 y 12 horas, después de agregar la metionina fría. D) Grupo de alícuotas equivalente 

a (B), que previo al pulso de marca radiactiva, se incub6 durante 5 min con el exceso de 

metioninn. fría. 
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Figura. 8.-
Efecto· de la. síntesis de MS2-VP8' y MS2-VP5' sobre el crecimiento bacteriano. La ex

presión de los genes híbridos en cultivos bacterianos crecidos a baja. densidad (cepa M5219), 

conteni~ndo los plásmidos pPLc24 (ll), pUMA451ML (fil), pUMA481ML (IV), o sin tr~' . . } .. 
forrliar (1), se indujeron con un cambio de temperatura (de" 28º0 a. 42º0). A int.erva\os de 

45 miv, se tomaron alícuotas que se leyeron a una densidad óptica de 600 nm. Se observa 

que a esta temperatura las bacterias crecen normalmente s61o en ausencia de las prote(nas 

recombinan tes. 
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Figura 9.-

• 1 

JA 
~ 

Microscopín electrónica. de bacterias M5219 inducidas a 42 ºC, transformadas con los 

plásmidos pUMA481ML (A), y pPLc24 (B). (Amplificación de 3,000 veces). 
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Actividad hcmaglutinantc de las prote{nas de fusión de VP3 expresadas en E. coli. En 

una placa de microiitulación se hicieron dilucion~. dobles seri~das en PBS, de un lisa.do de 

rota.virus (H) o de extractos _bacterianos en estado de inducci6n y enriquecidos, transfor

mados con los plásmidos pUMA4.81ML (B,C), pPLc24 (D,E) o pUMA451ML {F,G). La 

concentración protéica inici8.l en los extractos bacterianos fue de 3.2 mg/ml . L.a hilera (A) 
corresponde a PBS/0.2% RSA como control nega.tivo. A cada pozo se le añadió un volúmen 

igual de una suspensión de eritrocitos tipo O de humano al 0.4% {V /V) en PBS/0.2% RSA 

y la reacción de hemaaglutinación se llevó a cabo a temperatura ambiente durante 90 minu

tos. Los números en la parte superior indiCan los factores de dilución del lisado de rotavirus 

o de los extractos bacterianos. La Hecha señala la dilución final del extracto con MS2-VP8' 

que produjo hcmaglutinación. 
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Figura 11.-

difuclan ant:i-sall 

Inhibici6n de l_a hemaglutinaci6n. Se hicieron diluciones dobles seriadas de un suero anti- · 

SAll en PBS/0.2%_ RSA, con excepci6n de las hileras B y E, en dond~ no se añadi6 suero 

anti-SAll sino sólo PBS~0.2% RSA. A cada pozo se agregaron 4 unidades hemaglutinantes 

del Usado derotavirus SAll (B,C,D) o del extracto bacteriano conteniendo la proteína MS2-

VP8' (E,F,G). Después de una hora de incubación a temperatura ambiente, se añadieron 

eritrocitos tipo o de humano y se pÍ'osiguió la incubación por 90 minutos antes de ~eer la . 

placa. 
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Inmunoelectrotranferencia.de !as proteínas estruc{turales del rotavirus SAll. Las prote[nas 

de la partlcula viral completa se separaron en un gel de acrilamida-SDS al 10% y se tr""8-

6.rieron a pa~el de nitrocelulosa. Los papeles se incuhzlron con una dilución 1/250 de sueros 

de ratones colectados el día 66 después de inmunizados con: 1) rotavirus SAll; 2} extracto 

enriquecido con el polipéptido MS2-VP8'; 3) extracto enriquecido con la protcina. MS2- . 

VP5'¡ 4) extracto bacteriano control. En el carril 5 se muestra la reactividad del suerQ-.. /· 

preinmune del rat6n l. Como control, en el carril 6 se omiti6 el uso de suero de rat6n en 

el ensayo. El anticuerpo unido se hizo reaccionar con una dilución 1/1500 de anti-JgG de 

ratón unido a pcroxidasa, y finalmente se añadió como sustrato, cloronaítol. 
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Figura 13.-

Comparacióri de la respuesta inmune· de ratones inmunizados con extractos enriquecidos del 

polipéptido MS2-VP8' (1), de MS2-VP5' (11), o de antígeno bacteria,no sólo (m). A los 14 

días todos los ratones fueron inoculados con rotavirus SAll. El lti~to se expresa como el 

recíproco de la dilución más 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 títulos de ;ruiiicucrpos inhibidorcs de la hemaglutinación de los 

sueros de los ratones analizados en Ja figura 13. Al tiempo O los ratones fueron inmunizados 

con MS2-VP8' ; con MS2-VP5' fZZWZd ; o con antígeno bacteriano 

._ __ _,1 . A los 14 días todos los ratones se inmunizaron con rotavirus SAll. El título 

se expresa como el recíproco de Ja diluci6n más alta del suero que inhibe completamente la. 

hemaglutinación del rotavirus SAll con eritrocitos tipo O de humano. 
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TABLAI 

Eaquema de inmunba.ci6n para la producci6n di!: anticuerpos 

contra lu prote(nas recombinantes derivadas de VP3. 

Grupo 

(No. de Rat.on~).O:: 

Grupo 1 

(8) 

Grupo ll 

(8) 

Grupo 111 

(4) 

Grupo IV 

(2) 

Inmunógeno 

MS2-VPB' ª 

MS2-VP5' 0 

·. 
control e· J 

virus SAll 

Dosis (µg) de prot.cCna total 

inocul&da loa d(&11 0,1412914.4 y 59 • 

100 (SO)• 

280 (SO) 

100 (O) 

50 (5) 

0 Extra.et.o pro~ico de E. coli M6219 con loa plúmido11 pUMA481ML y pUMA451ML, respect.ivamente, 

tratad.u por el método de enriquecimiento de proteínas insoluble11 descrito en -Materialu y Métodos•. 

6' En paréntesis 11e muestran loe µg de la porción de VP3, contenida en la prot.e(na h(brida presentes en el total 

de protc(nu inoculad.u. 

e Proteínaa de bacterias tranaf'ormadaa con el vector pPLc2 .. , t.ratadu de 
0

1& manera descrita en (a). 
' 

• Al día O el inmun6geno se adminiaWó con adyuvantO completo de Freund; lu otras inoculacionea ae hicieron 

en adyuY:ant.e incompleto. 
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TABLA II 

InducCi6n de anticuerpos ncutralizant.c.11 (NT) e inhibidores de la 

hcmaglutinaci6n {IHA) 1 por los polipépt.idos MS2~VP81 y MS2-VP5'. 

t.{tulo de anticuerpos t{t.ulo de anticuerpos 

NT de los aueros lllA de los sueros 

cotect.ados el dia.:• colectados el día:•• 

Rat.6n inmun6gcno o 66 o 66 

Grupo 1 MS2~VP8' 

l St:so 1:800 1:200 1:1000 

2 S1:50 1:1600 1:200 1:2000 

• ;Sl:SO 1:1600 1:200 1:2000 

4 Sl:SO 1:800 1:200 1:1000 
5· SI:50 1:800 1:200 1:.1000 

6 Sl:SO . 1:1600 1:200 1:1oocr 
7 ;5;1:50. 1:800 1:200 1:2000 

8 S.1:50 1:1600 1:200 1:2000 

Grupo ll MS2~VP5' 

• St:so 1:50 1:200 1:2000 

10 ;Sl:SO ' 1:50 1:200 1:2000 

11 ;51:50 1:50 1:200 1:1000 

12 ;51:50 1:50 1:200 1:200 

13 ;51:50 1:100 1:200 1:2000 

u 51:50 1:50 1:200 1:1000 

15 :51:50 1:50 1:200 1:2000 

16 :51:50 1:50 1:200 1:1000 

Grupo fil control 
17 ;51:50 1:50 1:200 1:200 

18 :51:50 1:50 . i:200 1:24.0 

19 ;51:50 . 1:50 1:200 1:100 

20 :$1:50 1:50 1:200 1:200 

Grupo.IV virus SAll 
21 ;S1:50 l:S2000 1:200 1:2000 

22 ;Sl:SO l:S6000 1:200 1:2000 

• El Utulo se -;xpres& como l& diluci6n más alt& del suero que neutraliza el 60% de los íocos iníecciosoa. 

•• El Ut.ulo se expres& como la di1uci6n mib &lt.a del sut!ro que inhibe completamente la hemaglutinaci6n del 

rol.avirus SAll con los eril.rociLos tipo O de humano. 
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~,r· 

Grupo 

TABLAW 

Protocolo de inmunb:aci6n para el an'lil!lis de la re11pue11ta 

inmune hacia el rot.a.virua SAll, 11en11ibilisada con las 

proteínas MS2-VPB' y MS2-VP5'. 

Inmun6geno (dosis de proteína 

total} inocula.da. el día:• 

(No. de Rat.onea) o 15 

Grupo I MS2-VPs1 
•: virus SAll .. 

(10) (600 ,..¡ (50 pg) 

Grupo ll MSZ-VP5' • virus SAll 

(10) (1600 pg) (50 ,..¡ 
Grupo W control e virus SAll 

(10) (600 ,..¡ (50 pg) 

•Al dfa O el inmun6geno se adminiatr6 con adyuvante complet.o de Freund¡ a loa 15 d{aa el virus ae inoculó en 

adyuvante incompleto de Freund. 

ªEl extracto bacteriano con el pUMA4.81ML ee preparó por el m.Stodo de de enriquecimiento de proteínu 

insolubles descrit.o en •Materiales y Mt!todoa•. 600 l'B de protelna total contienen, aproximadamente, 200 µe; 

del polip6ptido viral contenido en la proteúia hlbrida MS2-VP8'. 

6El extracto bacteriano con el pUMA.C51ML ae preparó como ae deacribe'e"n (a). 1600 l'B de proteína total 

bacteriana contienen, apro".ÜIJladamepte, 200 pg del polii>'p~ido viral contenido en la protelna híbrida MSZ. 

VPS' • 

.cProteínaa bacterianas tranaforma.da.s con el vector pPLc24 prcpuada=i como 11e de11cribe en (a). 

dCada rat6n recibi6 50 µg de virus, que aproximadamente contienen 5 pg de la proteína VP3. 
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TABLA IV 

Ant.icuerpos ncut.ralisantea (NT) determinados en los sueros 
obtenidos del esquema de inmunU:aci6n de la tabla. 111. 

TU.ulos• de anticuerpos NT de los sueros 
tomados el d(a:• • 

Rat.6n t.=O t.=l<I. t.=21 t.=28 t.=SS t.=42 

Grupo 1 
1 <50 <50 1600 11400 6400 12800 ., 
2 50 100 6400 12800 6400 12800 

,. . 
~/ 

3 <50 50 800 1600 1600 3200 
4 50 100 400 800 1600 0200 
5 50 <50 3200 11400 12800 12800 
6 50 100 1600 1600 6400 
7 <50 <.50 1600 3200 6400 12800 
8 50. <50 1600 1600 Q400 11400 
9 <50 50 s2qo 3200 6400 6400 
10 50 <;SO 3200 3200 11400 12800 

Grupo JI 
11 <50 <50 400 200 400 800 
12 <50 <50 800 800 3200 1600 
13 so so 400 800 800 400 
14 100 <50 800 800 1600 1600 
15 50 so 400 400 800 1600 
16 <50 <50 200 200 800 800 
17 <50 <50 200 200 400 400 

. 18 <50 200 400· 400 1600 3200 

1 19 <50 <50 200 100 800 

.J 
20 100 800 400. 1600 

~ 
Grupo fil 

i 21 <50 so 400 200 800 . - 1600 
~ 22 50 so 800 400 UIOO 1600 

23 50 100 .. 100 200 400 800 ., . .. 50 <50 200 200 400 1600 
J 25 <50 so 200 200 400 800 

26 so 400 100 200 100 
27 50 <50 400 400 800 400 
28 50 50 800 800 800 800 
29 <50 <50 800 800 1600 1600 
30 <50 <50 400 400 800 eoo-=. 

• El Ut.ulo se expresa como el rec(proco de l& dilución mú alta del suero que inhibe el 60% de los ·focos 
infecciosos. 

•• A los 14 días todos los ratones fueron inoculados con virus SA11. 
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TABLA V 

Anticuerpos inhibidores de la hemaglutinaci6n de SAll (IHA), determinados 
. en 101 11ueroa del esquema de inmunilación de la tabla m. 

Títulos• de anticuerpos IllA de loa sueros 
tomados el día:•• 

Ratón t=O t=14 t.=21 t=28 

Grupo 1 
1 100 1600 800 1600 
2 ,100 1600 1600 1600 
3 200 1600 3200 3200 
4 50 3200 3200 3200 
5 100 3200 1600 1600 
6 50 3200 1600 3200 
7 200 1600 3200 1600 
8 100 3200 1600 
9 100 3200 
10 100 3200 3200 3200 

Grupo D 
11 100 400 3200 
12 50 800 1600 3200 
13 100 200 1600 1600 
14 200 200 3200 1600 
15 100 400 3200 3200 
16 100 800 3200 3200 
17 100 50 800 800 

. 18 50 100 1600 
19 100 100 400 400 
20 400 '800 800 800 

Grupo 111 
21 200 100 3200 . 3200 
22. 50 50 1600 
23 100 200 800 1600 
24 100 200 800 800. 

25 100 100 3200 800 
26 100 100 3200 1600 
27 100 100 800 1600 
28 200 50 800 3200 ,r. 
29 100 400 3200 3200 ;..•. 

30 100 50 3200 3200 

•El Utulo ae expresa como el recíproco de la dilución má.a alta del suero que inhibe completamente la hemaglut.i-
nación del rot.avirua SA11 con loa eritrocito& t.ipo O de humano. 

••A los l4. díaa todos loa ratonea fueron inoculados con virus SAll. 
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