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INTRODUCCION



Los rotavirus fueron descublertos por Bishop v colaborzdores en
1973 (8). En 1z =2ctuzlidzad se sebe gue los rotavirus scn el agente
etioldgico de mayor impertancia en las gastroenteritis de nifios
menores de c¢os &fios en todo el mundo (21,36), representando de 35
a 50% de los casos de hespitalizacidn por diarrea en este grupo de
edad (35). £n paises desarrollados la importancia ce los rotavirus
radica en un &alta tasa de morbilidad (36,60), mientras gue en
paises subdesarrollados, tanto la tasa de morbilidad como de
mortalidad representan un problema serio de salud puiblica (26).
Recientemente se determind que anualmente se registren alrededor cde
125 millones de casos de diarreas causadas por rotavirus en nifios
mencres de cuatrs afios, con un saido aproximado de &73,000 muertes

(36).

COMPOSICION DE LQS ROTAVIRUS.

Los rotavirus pertenecen a la familia Reoviridae, su genoma
estd constituido per once segmentos de RINA de doble cadena (RN2dc)
qgue van de 667 pares de bases (segmento 1l) & 3302 pares de bases
(segmento 1) (21). Cada seomento codifica para una proteina viral.
El genoma estd envuelto en una cédpside formada por tres capas

proteicas concéntricas e icosahédricas, teniendo la particula



completa un didmetro aproximado de 70 nm, con una apariencia
caracteristica en la cual 60 pepldmercs o "spikes" se proyectan
desde la superficie del virién. Las proteinas VP1, VP2, y VP3
forman el *‘ccre* o nicleo del viridn, dando VP2 la estructura a la
capa mds interna de proteinzs; la cepa intermedia estéd formada por
la proteina VP6, mientras qgue la capa externa o de superficie del

virus la constituyen las proteinzs VP4 y VP7 (Fig. 1).

PROTEINAS ESTRUCTURALES

La proteina VPl, codificada por el segmento 1, forma parte del
*core" del viridn. El bajo porcentaje relativo de esta proteina en
el viridn (2%), sugiere gue VPl pudiera ser parte cé2 un complejo
enzimédtico. Se ha encontrado que VPl tiene homologia con RN2

polimerasas de virus de ENA& (21).

La proteina VP2, codificada en el segmento 2, es la tercera més
abundante en el virién (15%). Se ha demostrado que esta proteina
tiene la capacidad de unirse a &cidos nucleicos, especialmente a
RNA de cadena sencilla (RNzcs); esta unidn no es secuencia
especifica. VP2 contiene '"zippers" de 1leucina (secuencias de
aminodcidos en las gue se repiten leucinas de forma periddica, cada
7 amincdcidos aproximadamente), a partir de los aminodcidos 536 vy

665; dicha distribucién de leucinas pudiera estar involucrada en la
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interaccidn con RNA (21,27). Esto sugiere gue VP2 puede tener una
funcidn importante en la uniédn, organizacidn y/o ensamblaje de la
niclec-cdpside. VP2 esté miristilada, y aungue la funcidn
especifica de esta modificacidén no se conoce aln, en otros sistemas
virales ha sido demostrado que puede estar involucrada en
vscaffolding", e&s decir en la organizacién conformacional de
complejos protéicos, y por tanto en ensamblaje de particulas

virales (21}.

La proteina VP3, codificada en el segmento 3, constituyve un
porcentaije bajo de la proteina teotzl del viridn (0.5%). La funcidn
de esta proteina se desconoce; sin embargc, su secuencia de
aminodcidos tiene homologia con RNA polimerasas de otros virus, por
lo gue se piensa cue pudiera estar involucrada en replicacidn del

RKNA (21).

La proteina VP6, codificada e&n el scegmento 6, es5 la més

abundante del viridn (51%), v constituye la capa intermedia de

¥

proteinzs. Se

.

2 demostrado gue esta proteina esté presente en el
virién en forma de trimeros {(21). Estudios sobre la funcidn de esta
proteina sugieren gue puede estar involucrada en transcripcidn
{21,59). VP6 estd miristilada, lc cual sugiere que puede estar
involucrada en ensamblaje del viridn o en la direccidn del tréfico
de gemacidn de las particulas virales en el reticulo endoplésmico

{21) .



La proteina VP7, codificada en el segmento 7, 8 o 9,
(dependiendo de la cepa viral) es la més abundante de la capa
externa v la segunda mds abundante del viridn (30%). VP7 estd
glicosilada con residuos de alta manosa mediante un enlace N-
glicosidico (21}, y es un fuerte inmundgeno capaz de inducir
anticuerpos neutralizantes contra el virus. Algunos estudios han
sugerido que VP7 es la proteina responsable de la unidn el virus
a la célula huésped (7,27,54); sin embargo, la evidencia acumulada
sugiere gue es VP4 ¥ no VP7 la proteina responsakle de esta funcidn
(13,21).

VP7 presenta epitopes de neutralizacidn tanto serotipo

especificos como heterotipices, los cuales m
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discretas de la proteina (32). VP7 es a la fecha la proteina mejor
ceracterizada inmunologicamente de los rotavirus, de ella depende
la especificidad cde los 14 serctipos determinados hasta ahora,
siendo ésta una de las herramientas més importantes en estudios

epidemiolégicos sobre la infeccién por rotavirus.

P4, la segunda proteina de capa externa, es codificada por el

gene 4; tiene un peso molecular de eproximadamente 88,000 Da vy
consta de 775 aminodcidos en cepas humanas ¥ 776 en cepas animales

{29). VP4 es responsable de un numerc de funciones impcriantes para

1

el virus: s la hemaglutinina viral, vy el dominio de
hemaglutinacidn ha sido mapeado entre los aminodcidos 42 y 241 de

la proteina (24,41,45); la proteina VP4 es ademds responsable del



aumento en la infectividad del virus cuando este es tratado con
tripsina. Este procesamiento proteolitico ocurre entre los
aminodcidos 241 v 242, y 247 y 248 (42,43), generando dos
polipéptidos denominados VP8 {aaz 1 a 241, PM 28,000 Da) vy VF5 (aa
247 a 776, PM 60,000 Da). El corte con tripsina incrementa la
penetracién del virus a la célula huésped ¥ por lo tanto la
infectividad, perc no modifica la unidn de la particula viral a la
superficie celular (15,27,34,50).

Estudios de criomicrecscopia electrénica han mestrado que los
"spikes*" de rotavirus estén formados per dimeros de VP4, los cuales
tienen wuna epariencia de teallcs delgados con una estructura
globular terminal (€8). El andlisics de la estructura secundaria de
VP4, indica cue los 2/3 amino terminales de la proteina estén
formados mayeoritariazmente por regiones # plecadss, regiones con
vueltas y enrollamiento &l azhar o 'random coils", sugiriendo una
conformacidn glebular en esta regidn de la proteina (21,44), por
otro lado, el tercio terminal de la regidn carboxilo de la proteina
estd formado principalmente por o-hélices, vy se ha sugerido que
esta regidn podria constituir el tallo de los "spikes" y estar

involucrada en la dimerizacidn de la proteina (44,68).



MAPEQ DE EPITOPES NEUTRALIZANTES EN VP4

VP4, &l igual gue VP7, induce anticuerpos neutralizantes;
anticuerpos monoclonales dirigidos contra esta proteina inhiben la
infectividad del wvirus iIn vitro Yy son capaces de proteger
pasivamente contra la diarrea causada por rotavirus (51).

Recientemente se han mapezdo los sitics de interaccidn de
anticterpos monoclonales neutralizantes en VP4 (Fig. 2), a través
de la secuenciacidn del gene 4 de mutantes Que escapan & la
neutralizacidén por los diferentes mazbs. En VP8 de la cepz animal
RRV, se han localizedo cinco sitios involucrados en neutralizacidn
con reactividad tipo especifica. Estos sitics estédn agrupades en
una regién hipervarizble entre los za 87 a 188 (10,46). Asimismo,
se han descrito tres epitopes en VPS5, alrededoxr de los aa 205, 392-
439 v 433, los cuales estédn involucrados en la interaccidn con
anticuerpos monoclonales nevtralizantes que muestran reactividad
cruzada entre cepas humeanas Ce Giferentes serotipos.
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Las regiones que
como la regidn alrededor del aa 433 en VP53, aparentemente
representan epitopes ‘conformacicnales”, dependientes de un
plegamiento especifico de la proteina, va que péptidos sintéticos
correspondientes a estas regiones no son reconocidos por los mismes
mabs con los que estos epitcpes fueron identificados (6€).

El epitope correspondiente a la regidén alrededor del aa 305,

seleccionado con el monoclonal neutralizante YO-2C2 (66), tiene un

8



cambio en este aminodcido (305, de leucina a prolina). La regidn
alrededor del aa 305 gue comprende los residucs 286 a 313 estd
totalmente conservada en cepas sintomdticas de rotavirus (30,31}
pertenecientes a los serotipos 1, 3 vy 4. E1 mib YO-2C2 neutralize
a2 virus humanos pertenecientes a estos tres serotipos (66,67), lo
cual sugiere un papel importante de esta regidén en la
neutralizacién del virus. Por otra parte, el mib YO-2C2 reconoce en
un ensayo de ELISA a un péptido sintético gue comprende los za 296
a 313 &e VP4, lo que indica que este epitope, a diferencia de los

anteriores, es secuencial.

Los antecedentes muestran gue tanto péptidos sintéticos que
mimetizan secuencias de VP4 como regiones de esta proteina
producidas en sistemas de expresidn procariotes o eucariotes pueden
inducir anticuerpos neutralizantes contra el virus. De esta manera,
péptidcs sintéticos con  secuencias que mimetizan dos zonas
conservadas entre 1los aa 220 a 233 y 228 a 241, vy que se encuentran
aledafias & los sitics de corte con tripsina en VP4 (aa 241 v 247)
inducen anticuerpos neutralizantes contra el virus, aungue a nivel
bajo (5). Del mismo mcdo, la regidn de VP4 que va de los za 42 a
387 expresada en E. coli, asi como VP8, o lz proteina completa
expresada en baculovirus, son capaces de inducir anticuerpos

neutralizantes (4,22,52,64).
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Fig. 2. Esquema diagramaitico de la proteina VP4 Indican los
sitios involucrados en neutralizacién tipo especifica en VP8.

Indican los sitios involucrados en neutralizacion
heterotipica en vp5. P Indica la regidén en la que se
localiza el epitope neutralizante ulilizado en este trabajo,
correspondiente al péptido Ro4. Las barras puntecadas
representan las regiones hipervariables de la proteina,
mientras «que las barras rayadas representan las regiones mis
conservadas. indican los sitios de corte por tripsina que
generan las proteinas VP8 y vP5.



DESARROLLO DE VACUNAS

Se sabe que la infeccidn por rotavirus induce una respuesta
inmune protectora; sin embargo, el mecanismo y duracién de la
inmunidad, &si como las proteinas wvirales inveolucradas en ella
estdn ain por ser identificadas con claridad (21,48). Como se ha
mencionade, las proteinas VP4 v VP7 han sido identificadas como
potencizles elementos impeortantes en la induccidn de la respuesta

inmune protectora.

La utilizacidén de virus rearreglantes que tienen VP4 é2 una
cepa vy VrP7 de otra cepa de diferente sercotipo confiere en alguncs

cascs proteccidn pasive contra el reto con cualguiera de las dos

cepas parentales (48), i.e., la inmunided conferide tiene
caracteristicas heterotipicas, lo cual no sucede utilizando las
cepas parentales como inmundgenos. También se ha cbtenido inmunidad

pasiva contra la infeccidn pcr rotavirus en ratones a los cuales s2
les ha administrando mibs dirigidos contra VP4 o VP7 (48,51).
Dentro de los enfocues utilizados para el desarrello de vacunas
para humanos, estd la utilizacidn de cepas animales, obteniéndose
resultados parcialmente satisfactorics. Los candidatos de mayor
relevencia han sido: RIT 4237, una cepa povina de serotipo 6, gue
mostrd una eficiencia satisfactoriz en las primeras pruebas en
paises desarrollados; sin embargo, fue ineficaz en pruebas hechas

en paises subdesarrollados (17,35,38,69). RRV MMU 18006 ha sido

11



también probada como vacuna; esta es una cepa de simio
perteneciente al serotipo 3. Las pruebas realizadas con esta cepa
permitieron determinar la necesidad de obtener proteccidn
heterotipica contra serotipos multiples, ya gque solo se obtuvo

proteccidn serotipo es

‘g

ecifica (1,25,35). El tercer candidato para
vacuna es la cepa WC3, una cepa Dbevina ce serctipo 6, que ha
producido seroconversién homéloga, pero no seroconversidn a los

serotipos 1y 3 (14,70).

Entre las alternativas de mayor relevancia, estén las cepas
rearreglantes, en las cuales se ha incorporado el gene de VF7 de
cepas humanas de serotipos 1, 2 y 4 en un fondo gendmico de la cepa
animal de serotipo 3, RRV. Estas cepas nan sido probadas tanto como
vacuna monovalente, como tetravalente; las pruebas realizadas en
paises desarrcllados y subdesarrollados, han mostrado que estas
cepas son ligeramente reactogénicas (especialmente en paises
desarrollados), y gue son inmunogénicas, siendo la respuesta inmune
mas baja en el caso de paises subdesarrollados (35,70). Otra de las
cepas rearreglantes que ha sido probada como vacuna, es la cepa
wi79-9, esta cepa es un rearxreglo de la cepa WC3 & la que se
incorpord el gene de VP7 de unaz cepa humana de serotipo 1. Las
pruebas realizadas en Estados Unidos con esta cepa, mostraron

seroconversidn tanto a WC3, como a serotipes 1 v 3 (70).

12



INDUCCION DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES _CONTRA ROTAVIRUS

UTILIZANDO PROTEINAS RECOMBINANTES

Una alternativa para el desarrollo de métodos de prevencidédn de
la infeccidn por rotavirus, es el empleo de proteinas virales
producidas utilizando métodos de DNA recombinante. La expresidn de
genes virales en sistemas procariontes y eucaricontes ha permitido
evaluar las propiedades inmunogénicas de algunas de las proteinas
de reotavirus. Tanto VP7 como VP4 han side expresadas sclas © como
vroteinas de fusidn en E. coli (3), obteniéndose en algunos casos
induccién de anticuerpos neutralizentes con reactividad
heterotipica, cuando se han inmunizado animales (32,54,861,65); sin
embargo, los titules de anticuerpos han mostrado ser inferiores a
los titulos obtenides cuendo particulas virales completas son
utilizades como inmundgencs (2,4).

Sistemas de expresidn eucariotes como baculovirus o vaccinia
han sidc taxkién utilizedos pera sintesis de proteinas de
rotavirus; la sintesis de proteinas virales en estos sistemas

presenta la ventaja que es posible obtener proteinas gue esten

sujetas a modificaciones como glicosilacidn, miristilacidén, v

[N

procesamiento de sefiales, gue reflejen las modificaciones gue se

llevan a cabo e manera natural en la molécula.

13



El panorama global relacicnado a la utilizacidén de proteinas
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posible cobtener una respuesta de
anticuerpos neutralizantes de natureleza homotipica, v en algunos
casos heterotipica, pero lcs niveles generzdes han sido comunmente
bajos (2,21,22). Es entonces importante obtener condicicnes en las
gue la respuesta inmune sea fuertemente estimulada, manteniendo la
particularidad de generar enticuerpos contra las regiones de

rotavirus que inducen anticuerpos neutralizantes heterotipicos.

PROTEINAS DE FUSION

Un ntmero importante de proteinas bacterianas ha sido estudiado
con el fin de cbtener conocimientos detellzdes sobre sus
propiedades estructurales y funcionales, asi como su antigenicidad,
inmunogenicidad y tcxicidad en sistcemas G2 expresidén heterdlogos
(tabla I). Estes estudios han revelade elguras ceracteristicas que
debe tener una proteina para ser usada como acarreadora de epitopes
de interés: a) para inmunégenos entéricos, la proteina acarreadora
debe ser capaz de estimular una respuesta inmune local secretoria
e idealmente una respuesta celular; b) dado que entre 1los
obstdculos para la expresién y sintesis de péptidos heterdlogos
esté la sensibilided & proteasas, la prcteina acarreadorz debs, en
potencia, funcionar come vehiculo estabilizante; ¢} la fusidn de

péptidos heterdlogos debe llevarse a cabo en sitios gue puedan

14



aceptar inserciones sin afectar la conformacidn o funcidn de la
molécula acarreadora, y Sin comprometer su expresidn o estabilidad.
Sitios que muestran estas caracteristicas han side denominados
*permisivos" (9); estos dominios son seleccionados, ademds,
buscando gue el péptido de fusidn sea expuesto en la superficie de
la molécula acarreadora.

Entre otras consideraciones impertantes en la utilizacidédn de
proteinas de fusién como inmundgenos estd la via de inmunizacién
utilizada, ya que se ha demostrado que la misma proteina de fusién

puede inducir diferentes niveles de anticuerpos, dependiendo de la

s
o

via de inmunizacidn (12,32); ncr ctre lzde, la preot
no debe de enmascarar la inmunocenicicdad del
sino potenciar la respuesta contra el mismo.

De manera general (como se resume en la tabla I, las proteinas
utilizadas han mostraedo proveer un alternative promisoria pare la
produccidén de inmundgenos gue puedan incducir inmunidad en el
huésped. La f4cil menipulacidn de bacterias recombinantes para la
construccidn de genes hibridos v la scobreproduccidén vy purificacidn
de antigenc, representa ung alternatlive mencs costosa para la
produccidn eventual de vacunas. 2éemés el disefio de proteinas
recombinantes no téxicas presenta la ventaja, en potencia, de no
tener efectos secundarios.

Una de las proteinas acarreadoras gue cumple razonablemente con

los reguisitos antes mencionados es la subunidad B de la toxina de

cédlera.
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La toxina de c¢dlera es un polimero compuesto por dos
subunidades (Fig. 3b); la subunidad A {CTA) funciona como una 2DP-
ribosiltransferasa, &aDP-ribesilando un residuo de arginina del
componente regulatorio Gsa del sistema de adenilato ciclasa; esto

vidos de la
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resulta en un incremento de cAMP y perdida d
célula afectada (33,62). La subunidad B (CTEB), por su parte, €5 un
pentémerc de 58,000 da. (11,600 da. por menémero), €l cual tiene
como funcidn adherir 2 la holotoxina & la membrana celular a través
de su receptor, el ganglidsido GM1 (Fig. 3az). Lz sintesis de la
subunidad B en bacterias recombinantes ha permitido el anélisis de

sus propiedades, independiente de CTA. CT3 no pierde 1
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para formar pentédmeros en susencia de CTx, manteniendc su ebilidad
para unirse a su recentor celuler GM1l (33); acemis, CTR no tiene
propiedades témicas (33). E1l &nédlisis inmunoldgico de CT2 ha
mostrade gue es un fuerte inmundgeno con cepacidad de incducir una
respuesta protectora en el huésped. El pentémero de CTER es una
molécula muy estable resistente a desnaturalizecién hasta
temperaturas de 74°C (28,62) vy mantiene la cepacidad de
reasociacidén en pentdmeros vy ascciezcién especifica con el
ganglidsido GM1 (33). Las caracteristicas del protdmero B lo hacen
atractivo para utilizarse como proteina zcarreadora de péptidos de
interés. Las propiedades de estebilidad, inmunogenicidad, v
ausencia de toxicidad, ¥y la unién de CTB con GMl, aumentan la

capacidad de exponer de manera prolongada el epitope de interés al

sistema inmune local.
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PROTBINA EPITOPR DATHOGERICIDAD
ACARREADO!

CTB/LTR &7 -Decapéptidc Induce anticterpos wvs. STa
Bibrido reconocido por Ruab’s?

CTB/LTB sT Induce NAb's'

CTB/LTB S.mutlants Pouebas preliminares induce

Sanchez et al.{68)

Clemants et al,(19)

Dertrbauch et al. (23)

anticuarpos detectados an suerc

LTA ar Inmunoreactividad con
anti-STa y anti-LTA

PreBidA, Pres52B Inducen anti-epitope-

de HEV* especificos. Bajos KAb'a
€3 de Polic- Induce anti-epitope-
virus espaciticos. Bajos NAD's
LamB HIV 1 Induce anti-péptido-
aspacificon
8T Induce anti-5T, anti«OmpC ¥y
Mall C3 de Polio- Induce anti-péptido, anti-
virus virus. Bajos Nab'a
Plagelina CTB (CTP3 an Iaduce enti-CTB vy
50-64) anti-fiagelina
Plagslins HBV protefna S Xnduce anti-S5{122-137)
de superficis y anti-protaina S
(122-137)
Flagelina HBV Presi Induce enti-PraS2
(130-245) {120-148) y anti-
proteina § de EBV.
Proteina A Neurotoxina Inducs anti-toxina v NAb's
(Rradutoxina)
Proteina A Péptido de Induce anti-péptido, NAb’e
P falciparum inhibe reinvasion in vitro

Sanchex et al, (65)

Charbit et al,{13a)

Leclerc et al, (49)

Charkit et al.{l3a)

SaaTilebti et al.(63)

Leclerc st ali,{45)

Newton et al.(59)

NHewton et al.(58)

Newton st al. (59)

Ducancel et =al.{24)

&jb6lander at al (73)

atable de Escherichia cold.
Anticuerpos monoclonales neutralizances.
NAk’s: Anticuerpos nsutralizantes.

¢ HBV: Virus de la hepatitis B, (antigenos PreS2a y H).

Tabla I. Resumen de algunas de las proteinas de fusidén realizadas a la fecha.
Se indican tanto la proteina acarreadora como el epiteope de fusién,
Y los resultades generales obtenldos con cada una.

17



Cu,on
[

Cuoe  N-muipmevament sus

9 coo*

0
cv--c--m C&O* . on
oM o-id i
:-on “C“), \fb_ _ﬁ't o'c Fm z:“
1 ]
g—| c=0 ?n
3 Clutese G4, tln,
cn, -r.-o s-Caisctose - ‘I"-
- ", (I'.n,
N j“' CTA 28,000 Da.
N
1
Hyeropmie Carbanyereis petum o
e,
Lo, tm,
. b
oo CTB
" Pentamero CTA-2
: 58,000 Da. 7,000 Da.
kel Monomero de CTB

11,600 Da.

Hydisohobet torames

M1 — GM1

/ MEMBRANA CELULAR

CTA-1
21,000 Da.

rig. 3 Rstructuca de GM1l, y modelo dlagramitico de CT.



OBJETIVO

Como se ha mencionzdo, la proteina de lea cépside externa de
rotavirus, VP4, Jjuega un papel Importante en la infeccidn por
rotavirus. La utilizacidn de epitopes conservados de VP4 gue han
mostrado estar involucrados en interaccidn ¢oa  anticuerpos
neutralizantes, representa una elternativa prcomisoria para intentar
inducir una respuesta inmune de anticuerpos neutralizantes de
naturaleza heterotipica.

El cbjetivo de este trzbzjo es construir un plésmido gue dirija

la sintesis de una proteina gue tenga un epitope de neutralizacid

o]

de VP4 fusionado al extremo amino texminagl de CTB, y evaluar las
propiedades antigénicas e inmunogénicas de esta preoteing de fusidn,
incluida la induccidén de anticuerpos neutralizantes contra
rotavirus. El epitope de VP4 que se planed utilizar es el gue
comprende la regidn entre los aa 296 al 313 de la proteina, el cual
es un epitope lineal y estd totalmente conservado entre virus

pertenecientes a los sexotipos 1, 3, y 4.
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MATERTALES Y METODOS
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Construccién del pidsmido pJS-Red

El plésmido pJS752-3 (Fig. 4), derivado de pKkK2z21-3, a su vex derivade de
PBR322, contiene el gerne hibrido gue cocifica para &l péptidn lider de LTH
(subunidad B de la texine termclabil de Escherickis ccli) unido &l extremo 5’ &el
gene gue codifica para la preteinz medure CTE. E
control del promoter hibrido tac, vtilizado pere la sobreproduccidn de lz proteina.
El plésmido utiliza el origen de =
confiere resistencia a ampiciline.

para endcnucleasas de restricciéd

construccién de genec hikridos de inter

Fera la insercidén de oligonuct
utilizeron los sitios reconocios por 1es entimas SaCl (GASCT/I) y Xmal (GGGCC/C).

Estos oligonucledétidos £fuero mes cohesives con
terminacién 5 AGCTG y 2’ CCCGG al £z : ; . Z1 plésmideo pJS752-3 fue

tratado con las endonuclieasas S&ci y : ; cladtides apareadces.

£l plésmido ligade (pJS-Ro4) £

en la transformecidn, ya que el siti ] -3 enzima deseperece
2l insertarse los oligos de Ro4 en el pldsmido pJig752-3, siendo remplazado poer un

sitio de restriccidn Szulrl (cemblendc de GRGCTC & GRTC) en el plésmido pJS-Ro4.

La cepa de Escherichia coli MC1061 [zras D132, r{zraleu) 7697, A lec X74, gal U,
gal X', rX°, mK', strhk, reck') fue trancicrmacda con el pldsmido pJS-Rod (47). Les
colonias transformadss f{ueron seleccicnadas per resistencia a empicilina y por
hibridacién en coleonia con &l oligenucledtido VF4s1, el cuel se marcé

radicactivamente en el extremo 5' con lz enzima cinzesaz del fago T4 (47).
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Sscusncia dal ingerto de VP4 en pJS-Rod

EYl andlisis por restriccién indicé la presencia &2 una sola copia de los
oligonucledtides en el plédsmido construidoe. La secuencia de los oligornucledbtides
insertades se confirmé por secuenciseiln directa el plécnide de doble ¢adena, con
los oligonucledridos VPE/1 (57-%7) y VP4/2 (3'-5'), pcr el mérodo descrito en (47),

utilizando el sistema *fequensse" (Promege), come 1o describe el fahricante.

Eatabilidad del pldamide pJS-Rod en MC1061.

Culriveos de la cepa MCI061/pJ5S-Ro4 &n medio liguido LB suplementado con

ampicilina 100 fg/ml se crecieron = v fueron subsecuentemente

diluidos 82 manera ceriada y platezdos sobre mecio luriez sslide con y gin ampiciling
(100 pgs/ml). Se Getermind el porcenteje de ceolonias resistentes & ampiciline en
relacién el numero de coloniss totales (gue crecen en ausencia G2 ampicilina).
Tomando este cultivo ceme la generacién 0 se inecculd mediec liguido luria con =1000
bacterias de la ceneracidén 0, ¥ se incubd hestza ODeo=1.00 (16 hr), s2 hicie
dilucicnes serisdas vy se platearon sobre medio luris solido ¢en ¥y sin empicilina
como se describid antericrmente, conciderando éste como ia generzcidn 20; los pasos
antericres fueron repetidos para cbiener el porcentzje de becterias resistentes a

ampicilina en relucidn & las bacterizs totzles haste 1z generacién 40.

Bosaycs de ELISA-GMI.

L2s bacterias transformantes fue

GM1*, esencialmente como se descrirze en (57). EBrevemente, places de clorure as
polivinil (PVC, marca WUNC), para enszyo &&@ ELISA, se sensikilizan con 1.5uM de GM1
en FBS, incubeando a temperatura embiente (TA) toda la noche (12-14 hr).
Posteriormente, las placas se lavan con PES-Tween 20 0.CE% (PES-T 0.05%) tres veces,

se Dblequean con elbumina de susro bovino (0.1%) en PBS durente 2 hr a 37°¢C v



finalmente ce lavan 3 veces con PES-T 0.05%. Sonicados de células (ver cetalles més
adelante) MC1061,pJS-Red4, HRICI/PIS752-3 ¢ MCloel , €2 ah=zden 2 la placa y
ésta s¢ incuba por 2 hr & 37°C, Fosteriormente, gSeé agreg: el anticuerpo menoclonal

{mxb) LT-3% (Mel gue reconoce sclo la fcrme pentémerica ce CTH) o YO-ZC2 [Meb contra
el péptido Rod (€6)), les places se incuben por & hr a 27°C. para deteccidn se
vtilize enti-IgG (algG) de reton producidos
peroxicdesa (Anershem), incubznde une éilucién 1:2,800 del anticuerpo durante 2 hr
a 37°C, Las places se¢ revelsnh cen el substrato hidroclerure de crre-fanilendiamina
(OFD Sigma Ineg.). Las Leotures ¢e lgs plecas sz efectuan a una longitvd e onda de
410 nm {450 nm Gespues Ge inacliver & la entime peroxidesa con H;S0, iN). Los velceres
obtenides con ung densidad dpticz (ODem) mayer de 0.20, habiendo restado 1los

valoves €e fondo, son considerados positives.

Preparacién de la proteina CTB-Rod

Las cepas MC1061/pIs-Rod, EBLLL/p5ET32-3, MCI0€1/plsT782-2, y NC1061, se cultiven
en medio LB con ampiciline 100 pg/rl (la cepa control MCiGél fue cultivaca en

ausencia de ampicilina) heste zicanzar Una ODge=1.00 (= 1 x i0 * bacterizs/ml). Las

42

célulzs se cosachan por cenctrifugecidn & 11,300 ¢ per 10" ¥ ge resuspenden en tris
0.2¥, pH B8.0. FPostericrmente, por cada litro de culuive, se afisden 200 ml ¢e una
solucién isosmética Ge szcaresa iM en wris 0.2M, 1 ml d2 EDTA 100 m¥, conteniende
. Se inecckhan lzs células en este scliucién a2
igrnte D2r zpreyimademente 207, cclectando = 20 pul cada 3¢ para
visualizar la formecién ée esferoplistos en un microscopio de contraste cde fase.
Cuando la meyor parte de las céiulas visgibles bajo el microsceopio han perdido la
membrana celular {(dando una apariencia esférica & las célulzs), la sclucién se pone
rapidamente en hielo ¥y se adicionan 8 ml de MaCl, iM en tris 0.2M para eviter la
ruptura de los esferoplastes ¥y la contecuente liberaciédn de proteinas citoplésmicas.
Les esferoplastos se sedimentan per centrifugacién 2 11,800 ¢ por 10’ ¥ se recupera
el sobrenadante que contiene la frezccidn de periplesma. Estas fraccliones de
periplasma fueron concertrades hesta tener una concentracién de 750pg/ml €e CTB o
CTB-Kc4.
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Determinacién de la concentracidpn de 1a protefna CTB-Rod sn

sonicados totales de cédlulas

Cultivos Ge cepas MCLU61/plE-Fod, H2101/p3S782-2, MCL1061/plE752-3 y MC1061 en
medio liquido luria, suplementado ccn ampiciline 100 pg/ml {excepto pearz cepa
MC1061), se incubzn & 27°C haestz slcznzar unza OD,,.,=1.00. Les células se cosechan

por centrifugacid

3

& 11,800 ¢ por 10'. S& tome une mlicucie del sobrenadante y la

pastilla se comete 2 2 pulses de 07 de 10«14 pum de amplizud, en hiele, con un

. Los sonicados e célules se enseyaron por ELISEH-GMI para

]

sonicador Soniprép 150 MS
deterriner 1a concentracisn é& 1z proteina CTB-Re4. Se hicieron diluciones seriades
en PBS &e cada preparacién, esi como Silvuciones de la proteine contrel CTB
{Merieux). Le&gs lectures obtenides por ZIZILISA come Se descritiif antes fuereon
utilizacdas para determiner 1& concentrecidn de lz proteinz &n los sonisados

celulares, en relacidén a la concantracién &e la proteins control.

Blactroforesis en geles da poliaczilamida-$DS (SDS-PAGE).

Les preparzcicnes de periplzema con laz protedna CTE-Roé se anelizen uvrilizende
geles de pollecrilamica con £DS, como se describe en (47), utilizendo geles al
13.5%. Las muestras se traten con buffer disruptcr (SDS 1%, B-mercaptoetanol 1%,
EDTA 2mM, glicerol 10%, tris.HCl S0mM pH €.8); el mendémerc de la proteing se obtlene
hirviendo lzs muestras por 2. L&s bances de proteinas se tifien con azul brillante

de Coomassie.
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Inmuncslectrotranafarancia (Westaern blot).

Después de separar les proteines por SDS-FAGE, las proteinzs se transfieresn a
membraznas de nitvocelulosz (Schleicher & Schuell) en buffer de transferencia 25 mM
tris.Cl, y 250mM glicine con metanol al 20%, con una corriente de 1 Amp por 2 hr 2
4°C. Después de la transferencie, las membranes de nitrocelulesa se blogueean con
azlbuminag de suero bovine (E8%) 0.1% en PBS por 2 hr & temperaiurea embiente (TR). Los
Mab‘s LT-2% y Y0-2C2 diluides 1:100 ¥y 1:500, respectivanente, en F2S-Tween 0.85%/582
0.1%, se zfaden cotre lzs membranzs vy se incuban I hr oa TA. Perz lz detecsifdn se
empled alaG de ratdn acoplado & peroxidesa, revelando con diaminobenzidine, o con
Luminel (Amersham), como lo describe gl fabricante. Entre cada paso se hicieron tres

lavados con PBS-T 0.05% de 10°.

Epsayos de ELISA para detectar znticuerpos anti-pdéptido v anti-CTB

n
m
]
m
=}
7]
Ve
n

Zstos enseyos fueron reslizedo & misms manera gue lcs

enteriores. Pera detecter enticuerpos anti-péptido, I1ug o fpg ce péptido sintético

en PBS/BSA 0.1%, y so detectan ccn €Igs ce rzton ecopledo & peroxidase, como se

describe anteriormente.

Copas de xrotavirus

Leos roiaviru eT3 (cerctipo 4), Wa (serctipo 1), e Ito (serotipec 23} =e
propacaron en monocspes s células &z epitelio de rifion d2 moenc (MRI104), en medic
minimo de Eagle (MEM, GIBCO) suplementado ¢on guero bovine fetal (FCS) al %, como
se describid anteriormente (6) vy se purificaron por gredientes isopicnicos en CsCl

de acuerdo al protocolo éescrito (23).
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Ensaycs de ELISA con virua ST-3 y Wa.

Los virus purificados por gredientes de CsCl, o lisados de célules infectadas
con el virus correspondiente, ss detezian de la siguiente manera. COmMO &NTLicuerpo
de captura se usa una mescla ¢e suercs hiperinmunes que contiene anticuerpes

& 4 (RaF). Esta mexcla G2 sueros se

h

hs

0

0

-

policlonales contra rotavirus de serot
1

diluye 1:2,500 en P2RE, se zfzde

Rt
3

a 37¢C. Postericrmente ¢ &Grega &l virus, ys sez purificado por CeCl o en lisado
L.1% Yy s& incuban por 2 hr e l7°C.

Los anticuerpos ce datacten con @lcd de retdn zeoplado & peroxidasa como se describe

anteriocrmente.

Ensavos para Titulacidn de Virus.

Una menocape confluente de céluleg MR10D4 en placas C-96 (Costesr) se l:zva 2X con
PBES-C (coenteniendo 1Im¥ CaCl, ¥ 0OmM¥ MaCTl,). Posteriormente, se agregen cdiluciones ce
los virus previamente activedos con 1{ipo/ml de tripsina por 30 2 37°C, ¥y se incuban
1 hr a 37°C para permitir la adscrcidn del virus a la célula. EL indculo se retira
y se incuban las places por 12 hr. Les cflulas se fijen con acetonz 80% en P3S por

30’ a TA. Posterlormente, sueroe hipsrinmuns contra la ¢epa SAll Ge

2 (de Stephylococus awrevs) ecopleda a
peroxicdasa (hAmersham), y se incuba 2 hr a 37°C, revelendo posteriormente con el
substrato i-amino-9-etilcarbazcle, el cuel 2l ser cxidads por la enzime peroxidasa

se vuelve insoluble. Se determina el numero de célulzs tefiidas (ntmero de focos de

titulo de la preparacién del virus gue se estd utilizando.
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Epnsayos para Neutralizacidsn de Virus.

Los ensayos de neutrazlizacién se efectuzn esencialmente de la misma manera gque
10 descrito para titulacidn de virus. Una vez tratado &l virus con tripsina, se
mezecla la dilucién preesteblecida de éste (para Ggue se& oblengan 109 células

infectades) con Siferentec cdiluciconas en seria de lo en velimenes

0
"
[ o4
&
"
0
n
n
(14
14
"n
o
o
"

u
iguales, y se incubz 1 hr a 37°C. Pestericormente, se zfzde lz mezcle &e suerc con

cigde levedes previanm

virus scbre célules MA-104 cue h:

0

i

nte pare eliminer el svero
(FCS). Se incuban las placas 1 hr & 27°0, permitiendo la adscrcidn de los virus gque
no heyan sido blogueados por anticuerpos; se retirez el indcule ¥ se incube 12 hr a
37¢C. Les célules se fijen ¥y ce tifien como se describid antes. Se considers como el
titulo Ge neutrelizacidn lz <ilucidn ce ice sueres en lz cue se relucse un €0% o més
el numero de focos de percxidasa producides por le infeccidn, en relacidn a2l namero
de foces obtenidos en azusencia d2 guero. Los titulos fuzron daterminzdoes restando
los vzlores obtenidos con sSueres preinmunses de cafa ravdén inmunizede, egimismo ge
considerd como fondo log veloves obtenides con les sueros Se ratones inmunizados con

la proteina contrel (C75 de periplesma de HEIQL/pJSTEZ-3).

Inwunoprecipitacidas de VP4 con sueros eanti-CTB-Rod

L& proteina VF4 de la cepa de rotavirus Fu (serotipo 1) fue sintetizacda a partir
de cDNA con el sistema de transcripcidén-traduccidn in vitro descrito en (47). La
proteina marceda con metionina 'S se utilizé para ensayer la inmunoreactividad de
los suercs anti-CTB-Ro4 con VF4, por un ensavo de inmuncprecipitacién. Erevemente,
para la inmunoprecipitacién en condicienss nativas, se incubaron 2ul ée 1z proteina
VP4 traducida In vitro con leos suercs Ge retones éiliuides 1:10 en bulfer RIFA (1%
Triton X-100, i% decxicolato de sodio, C.1% SDE, 180mM NaCl, 50xM sris pH7.5) por
30* & T.hA. (la muestra de VP4 fue tratada con buffer RIFPA con 0.35% SDS, & incubada
a 94°C por 2', pera inmunoprecipitecién en condiciones desnaturalizazntes); a la

mezcla de sueros con VF4, se agregaron Z5Ul de protefina A-Sepharcsa (Sicma) al 50%
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en bRE ndzee por 30 2 T E, . Lze rmugetrze {varen lavaedze dog vecses son buffer
RIPA/1 mg/ml BSA, una ver con buffer RIPA, y tratadss con buffer disruptor (€DS 1%,
8-mercaptoetancl 1%, EDTA IZmM, Glicercl 10%t, tris S0mM pH6.E), ¥y znalizades por SDS-

PRGE.

Inmundzacidén de ratones con la protei{na CTB-Rod

Ratones Balb/C de & semznzg de edad fueron invectades por la via subcutanea con
~501g de la frzccidén de periplasme é2 la proteina CTB-Ro4 (6 ratones) o CTB (5
ratones). La primera inmunizeacién se hizo con acyuvante coempleto de Freund y en
subsecuentes inmunizaciones se utilizé adyuvente incompleto. Los ratones fueron
inmunizades ceCe G5 semanzs, 4 veces. Se obtuviercon suercs de sangrezdes entericres

a la primera inmunizacién (pr
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adez inmunizacién
subsecuente {(niperinmunes). Los suercs fuercn inazctivedos & 57°C per 1 hr v

guarcades a -70¢°C.
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RESULTADOS
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Canstruccidn del gene hibrido Utb-Rod-ctb.

Se construyd un gene hibrido gue codifica para un péptido de la
proteina VP4 de rotavirus fusionacdo al extremo amine terminal de la
subunidad B de la toxina de cdlera (CTB). El péptido incluido en la
fusidn, el cual llamamos Rod, comprende del aminocécido 296 al 313
de VP4, vy representa una secuenciz que estd completamente
conservada entre los serotipos 1, 3 v 4 de rotavirus humanos
(66,67). La secuencia de los oligonucledtides empleados en la
construccidn, asi como la secuencia del péptido Roi codificada por
estos oligos, se muestra en la Fig. Sa. Los oligonucledtidos fueron
disefiados con codones c¢ue son utilizados preferencialmente en
E.coli. La insercidén de estos oligonucledtidos entre los sitios
Sacl y Xmel del pldsmidc pJS782-3 genera el plédsmido pJS/Rod (Fig.
4), el cual dirige la expresidén del gene hibrido ltb-Rod-ctbh a

partir del promotor tac. La proteinz hibricda codificada por el

[

plédsmicdo pJS-Rod consiste del péptido lider de la subunidad B de la
toxina termolabil (LTB) de E. coli, el péptido Rcd v, la regidn de
la proteina mzdura de CTB (Figs. 4 ¥ Sb). Existen en esta proteina
hibrida oprecursora dos sitios potenciales de procesamiento gue
~corresponden a los sitios originales, tanto del péptido lider de
LTB (ala 22) como de CTB (tir 25); este Ultimo es el sitio de
procesemiento utilizado en la proteina LTB-CTB en ausencia del
péptide Rod4 (58). Al insertarse éste, la tirosina 25 es desplazada
al sitio 46, aumentando asi la probabilidad ée que el péptido lider

sea procesado en la ala 22. Este procesamiento dejaria asi intacto

el epitope de VP4 en el terminal amino de CTB.
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Fig. 4 ¢onstruccién del plécmido pIS-hoé¢ a partir de pIs752-3 y oligonucledtidos vpd/l y vpés2. La
insercién se llevé a cabo en los sitios de restriccidn Sec I y Xma I, comC se sefiala, La caja gris
punteada représenta el gane de ctb, 18 caja blance puntesda el gene que codifics para el peptido
lider de& LTB y 1a caja nepre el inserto de VPE. La flechs negrs » representa al promotor Ptac.
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Al determinar la estabilidad del plésmido pJS/Ro4 en la cepa de
E. coli MC1061, se encontrd que el nimero de bacterias en cultivo
que mantienen resistencia a ampicilina no disminuyd, atn después de
40 generaciones en ausencia de la presidn cselectiva, demcstrando
que el plésmido es suficientemente esteble para ser utilizado en la
produccidn de la proteina hibrida.

Se determind la secuencia del inserto en el plésmido pJS-Rod
(Fig. Sa), cerroborando gue los ¢ligenucledtides se insertaron en

una sola copia v en el marco de lectura correcto.

Anfigenicidad de la_proteina CTB-Ro4.

La proteina de fusidn producida se anzlizd en un ensayo de
ELISA-GM1l. EZn este ensayo, lisados bacterianos, conteniendo o no la
proteina de fusidn, se zfiaden a pozos de placas ¢e ELISA gue han
sido previamente cubiertos con el ganglicsido GM1l. Dado gue este
ganglicsido tiene la cepecidad de unir de mznera especifica a CTB
esto permite capturarx de entre todos los componentes del lisado
bacteriano a las proteinas CTB vy CTB-Ro4, las cuales pueden
posteriormente ser detectadas con anticuerpos especificos.

Los ensayos realizados con sonicados totales de bacterias no
transformadas © conteniendo los plésmidos pJS-Rod o piS752-3 (Fig.
6), muestran reactividad especifica con anticuerpos monoclonales

{mab) anti-CTB (LT-39) v anti-péptido Ro4 (Y0-2C2). La reactividad
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de LT-39 tanto con la cepa pcrtadora de pJS752-3 como con la cepa
gue contiene el plésmido pJS-Ro4, pere no cen la cepa control,
muestra la presencia de CTB en los sonicados celulares de las cepas
transformantes. Asimiesmo, indica que la fusidn no interfiere con la
oligomerizacidén de CTB yva qgue el mhb LT-38 reconoce solo lz forma
pentamérica de la molécula (posiblemente receonociendo una regiodn
que inveolucra la interfase entre los mondmeres). La reactividad
especifica del milb YO-2C2 con 2l scnicads de células portadoras de
pJS-Ro4, indica que el péptido esté presente en la proteina de
fusidn y que estd expuesto en una conformacidn similar a la que
naturalmente adopta en el contexto del viridn. E1 hecho gque el
péptido pueda ser reconocide por el monoclonal YO-2C2 en el
contexto de la proteina guimérica, aun cuando ésta se encuentra
unida a GM1 sucgiere, ademds, gue el péptido de fusidn v el dominio
responsable de la unidn a GM1 no interfieren estericamente uno con
el otro.

La presencia éel péptido lider de LTB en el terminal amino de

la proteina hibride permite el transporte de la misma &l espacio
peripldsmico en E, coli. Por lo tanto se aislarcen fracciones de
periplasma, Yy se obtuvo una preparacidn enriguecida de la proteina

hibrida (Fig. 7).
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Las proteinas obtenidas en los sonicados totales de células y
la fraccidén periplasmética de las cepas transformantes y control se
analizaron por enseyos de inmunoelectrotransferencia (Western
blot). La estebilidsé del pentémero de CTB permite su anidlisis en
geles desnaturalizantes de peliacrilamida-SDS en electroforesis
(SDS-PAGE), ya gue &in en presencia ce R-mercaptoetznol y 8&DS
mantiene su conformecidn oligomérica. La desnaturalizacidn del

pentédmero, para cbtener la formz monomérica, se lograz 2l llevar la

=

proteina a temperaturas maycres de los 75°C en presencia de SDS. E
andlisis por inmuncelectrotrancsferencia de las formas monomérica vy
pentamérica de las proteinas CTB y CTB-Rod (Fig. 8) muestra que el
pentdmero hibrido es receonocido por los mibs LT-38 v Y0-2C2,
mientras que el mondémero sclo es reconocido per £l mdb dirigido
contra el péptido de VP4, ya que como se menciond anteriormente el
mAb LT-38 solo reconoce al protdmero B en su forma pentamérica. La
migracidn aparente de los pentémercs sugiere su diferencia en peso

molecular, aunqgue ésta no puede ser determinada debido a que las

I

condiciones en las que se analiza no gon degnaturalizantes. E) pesc
molecular aproximado del monémero hibrido por su migracién aparente
en SDS-PAGE es de =13,000 Da. (Fig. 7), el cual es muy similar al
peso molecular calculado de 14,141 da. El hecho gue la proteina de
fusidén pueda ser aislada de periplasma sugiere que el péptido lider

de LTB es procesado en esta constzuccidn.
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El andlisis de la proteina por estos ensavos sugiere que la
expresidén del gene hibrido se llieva & cabo de la manera esperada,
la proteina de fusidn es producida, y tanto la sintesis, el
transporte intracelular y el ensamblaje de la proteina guimérica se

llevan a2 cabo ccrrectamente.

Cuantificacion de la Proteina CTB-Ro4 Sintetizada.

E1l promotor tac ha sido utilizado anteriormente para la
sobrexpresidén del gene CTB en cepas recombinantes (56). En este
trabajo se determind la concentracidn de la proteina de fusidn CTB-
Rod expresada en la cepa MCl061 de E. coli. Sonicados totales de
las cepas MCl061/pJS-Ro4, HBL01/pJS752-3 y MCl061/pJS752-3 (esta
Wltima con el prepdsito de determinar si ambas cepas de E. coldl
tenian un comportamiento similar en cuanto a produccién v
procesamiento de CT3) se anelizaron por medio de ensaves de ELIS:-
GM1, haciendo diluciones en serie de las muestras y determinando el
nivel de reactividad con los mAbs LT-392 ¥ YO-2C2 (Fig. 92). La
concentracidn en cada muestra se determind utilizando un estandar
de CTB pura y de concentracidn conocida, y asumiendo cque la
reactividad de CTB-Red con GM1 es 3gual a la de CTB. Lz
concentracidn total de la proteina hibrida en la cepa MC1061/p3S-
Ro4 fue en todos los casos alrededor del 20% al 30% en relacidn a

la concentracidén de la proteina CTB en las cepas HBl01l/pJS752-3 y
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MC1061/pJs752-3: 0.2 & 0.3ug/ml de cultive. Estes resultados son
similares a los obtenidos previamente por Sanchez v colaboradores
en cepas de E. coli, con plédsmidos cgue contienen el promotor tac

{Sdnchez J., comunicacidn personal).

Evaluacign de la Inmunogenicidad de CTB-Ro4.

Uno de los aspectos més relevantes del presente proyecto es el
de evaluar la capacidad de la proteina hibrida para inducir una
respuesta inmune neutralizante, Con este fin, se inmunizaron
ratones Balb/C de nueve semanas, por via subcutanea, con la
proteina CTB-RFod o CTB, utilizando las proteinas obtenidas de
fracciones periplasmiticas. La respuesta irmune humoral de los
ratones inmunizados se evalud por su capacidad para reconocer en
ensayos de ELISA, 1) al péptido sintético Rod, 2) al pentémero de
CTB, v 3) a particulss vixales completas. Se prcbhd también la
capacidad de 1los suercs hiperinmunes para reaccionar con la
preteina VP4 sbluble por inmunoprecipitacién, v para neutralizar la

infeccidn del virus in vitro.
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Reactividad de Sueros con el Péptido Sintético Rod y con CTB.

Se 1llevaron a cabo ensaycs de ELISA para determinar la
presencia en 1los sueros  hiperinmunes de anticuerpos que
reconocieran &l péptido Ro4. Encontrames gque los ratones gue se
inmunizaron con la proteina hibrida CTE-Ro4 tienen anticuerpos
anti-péptido con titulos que alcanzan hasta 2x10' (el titulo se
define como la diluciédn mds alta del suero con la cue se obtiene
una sefial mayocr © igual a una ODgg, ¢e 0.2), mientras que 105
sueros de ratones inmunizzdos con CTB no dieron sefial positiva
(Fic. 10), Poxr otro lado, los sueros de los ratones inmunizedos con
CTB-Ro4 fueron capaces de YeCONocer €n un &nsayvo de ELISA-GML a la
proteina CTB, obteniendo titulos superiores a aguellcs obtenidos

contra el péptido de fusidn (Fig 11).

Reactividad de Sueros con Rotavirus por Ensayos de ELISA,

Las cepas Wa y S5T3, pertenecientes a leos serotipos 1 v 4
respectivamente, fueron utilizadas para ensavar la
inmunoreactividad de los suerocs con particulas virales completas.
Se realizaron ensayos con lisados de células MA104 infectadas con
rotavirus, asi como con virus purificado por gradientes de CsCl
(tabla II). En ningin caso se pudieron detectar anticuerpos en los

sueros hiperinmunes que reaccionaran con el virus.
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Ensavos de Neutralizacidn.

Se llevaron a cabo ensayos de neutralizacién analizando la
reduccidn de focos de infeccidn en células MRL04.
Considerando que el epitope de VP4 utilizado en este estudio estéd
totalmente conservado en cepas humanas de rotavirus de serotipo 1,
3y 4, las cepas de rotavirus Wa (serctipo 1), ST2 (serctipo 4} e

cad

e

Ito (serotipo 3) fueron utilizadas pera analizar la capac
neutralizante de los sueros obtenidos, y su posible reactividad
cruzada con los tres serotipos. Se analizaron sueros de ratones
inmunizades con las proteinas CTBE-Rod o CTB (tabla II). No se pudc
detectar actividad neutralizante en ninguno e lcs sueros proebados,
lo cual indica gque los anticuerpos producidos contra la proteina de

fusién no tienen capacidad neutralizente, al menos detectable por

estos ensayos.

Reactividad de Sueros con VP4 Soluble.

Con el objeto de detectar anticuerpos en los sueros de ratones
inmunizados con CTB-Ro4 gue aungue no pudieran ser detectados por
reactividad con particulas virales completas en ensayocs de ELIS2 vy
gue no tuvieran capeacidad neutrzlizante, tuvieran la capacidad de
reconocer al epitope Rod en el contexto de la proteina VP4 soluble,

se realizaron ensayos de inmunoprecipitacidn, tanto en condiciones
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nativas como, desnaturalizantes. lLos resultados mostraron gque los
suercos no tienen un nivel detectable de anticuerpes que pueda
reconocer a VP4 (tabla II). En estos ensayos se incluveron dos
controles necativos: En el primero 1las proteinas de rotavirus
marcadas con *S Met fueron incluidas en el ensayo en ausencia de
suero, obteniendo asi el fondo minimo de sefizl. El segundo control
negativo constd en incluir lcs suercos preinmunes de los ratones
inmunizades. En ambos casos se obtuvo una sefial similer. Se
ensayarcon lcs suercs de todes lecs ratones inmunizedos con la
proteina hibrida; la sefial obtenida fue similar a les controles
negativos. El control positivo fue el Madb VY0-2C2 dirigido

especificamente contra el epitope de interés en VP4; en condicione

n

desnaturalizantes se observd una sefial tenuve correspondiente a VP4,
mientras gue una sefial méds intensa se observd en condiciocnes
nativas, indicando gue Y(Q-2C2 tiene menor reactividad con la

proteina desnaturalizada.
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TABLA 11. RESUMEN DE LAS PROPIEDADES INMUNGREACTIVAS DE SUEROS DE RATONES
INMUNIZRDOS CON LAS PROTEINAS CTB-Ro4 0 £7B.

Ratan ne Anti-Paptlido Anti-CIB nti-ny Neutralizacian(b) Inmuna-
/Suero precipitacian(c)
R-1CTHO4 1:6,400 1:45,000 s1:100 5£1:28 -
R-2CTRo4 1:206,000 1:20,000 {1:100 £1:20 -
A-3CTRo4 1:208,008 1:42,000 st:180 $1:20 -
R-4CTRo4 1:40,800 1:25,000 s1:100 $1:20

R-5CTRa4 1:20,00808 1:35,040 (1:108 £1:20 -
R-6CTRo4 1:20,000 1:32,0680 s1:189 £1:28 -
A-1 to 6 CIB 1:1,9640 ND s1:184 $1:20 -
¥0-2C2 1:6,400 ——— 1:3,204 1:3,200 .
Anii-YM ND ND 1:12,800 ND +
Anti-ST-3 ND NO NI 1:3,280 ND
Anti-Wa ND ND 1:2,800 1:1,680 ND

3) Titulos de ELISA se expresan como la dilucion finai de [os sueros en la que se obtlens una 0.0.499nm : 9.28 , hablendo
restado los valores de fordo obtenido en ausencla de antigeno.

b) Ensayo de Reducclén de Focos de Peroxidasa. Los tlitulas se expresan como la diluclén final de los sueros con 12 que se
obtlene una reduccion de focos de peroxidasa 2 60%, hablendo restadn los valares de fondo obtenldoes con los sueros
control.

c} Ensayo de Inmunoprecipltacion de UP4.

NO , No determinadao.

‘3 ¥ ——-, no se observd reactlvldad.



DISCUSION
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En este trabajo llevamos & cabo lz construccidén de un gene
hibrido gue codifica pare la proteina guimérica denominada CTB-Ro4.
Este gene se expresa bajo el control del promotor tac, el cual ha
sido previamente utilizado para expresar tanto CTB como proteinas
de fusidén a CTB en E£. ccli, obteniéndose niveles de alrededor de
1pg ¥ 0.21g de proteina por ml de cultivo, respectivamente (Sanchez
J. comunicacidn personal). En nuestro caso el gene hibrido ltb-Ro4d-
cth se expresd en E. coli a los niveles esperados, obteniéndose de
0.2 a 0.3pg de CTB-Ro4/ml de cultivo (Fig. ¢). La proteina
sintetizada se exporta al espacio periplédsmico, facilitando asi su
enriquecimiento v purificaciédn.

81 hecho gue la proteina de £usién pueda ser recuperada del
espacio periplésmico sugiere gue el péptido lider de LTB se
procesa, posiblemente en su sitio de procesamiento original (ala
22}, va que el sitio de procesamiento del péptido lider de CTB (tir
25) es desplazado hasta el residuo 46 de la proteina hibrida. E1
corte en ala 22 generaria un extremo amino terminal con la
secuencia gue corresponde al péprido de fusidn
(DLRAANYQYNYLRDGEQVTA), éste consta del epitope Ro4, y de dos
aminodcidos adicionales (aspdrtico y leucina), introducidos en la
construccidn del plésmido pIS-Reé.

Durante el transcurso de este estudic se publicd la estructura
cristalocréfica de LT (62), la cual se describe en la Fig. 12a2. La
molécula consta de dos ¢grupos de tres cadenas de estructuras B-

plegadas antiparalelas, y de dos a-hélices. Una de las o-hélices,
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constituida por los aminocdcidos 4 al 9, se 1localiza en la
superficie exterior del pentémero, lo cual sugiere que el extremo
amino de la proteina estd expuesto en el exterior de la molécula.
El dominio de interaccidn de LTB con el receptor celular GM1l se
localiza en una cavidad en la parte *“superior® de la mclécula, en
donde el aminodcido 88 (triptofanoc) parece ser el sitio de
interaccidn con la galactosa terminzl de GM1l. Se postula ademds que
el pentdmerc se une & la célula de manera paralela, con la parte
*inferior" locelizdndose cerca de la membrana celular (Fig. 12b).
Esta superficie, especialmente plane, estd a una distancia de =23
A del sitio propuesto (trp 88) para unidn a GM1, mientras que el
gangliosido GMl se extiende hacia Iuvera &e la célule con una
longitud aproximada de 25 A, alcanzando posiblemente el extremo
opuesto ¢el rentémero.

De esta manera, el extremo amino terminal de LTB puede localizarse
en la parte “supericr" de la molécula, cuando ésta interaccicna con
GM1l. Dado el alto grado de homologia (80%) gue existe entre 1la
estructura primaria de LT ¥y CT, es razonable asumir que 1la
estructura tridimensional de CT debe ser similar a la de LT. De
acuerdo a esto, el péptido Ro4 en la proteina de fusidén CTB-Rod se
encontraria en la superficie externa de la molécula, situado en la
parte ‘'media" a ‘“"superior* del pentdmero (Fig. 12c). Esta
interpretacidn es consistente con los cdatos de ELISA obtenidos en
el presente estudio, en donde el péptido Ro4, en el hibrido CT=2-

Ro4, estd accesible para interaccionar con el mib YO-2C2. A través
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de los ensavos de ELISA-GM1 e immunoblot demostramos gque la
proteina CTB-Ro4 tiene la propiedad de former pentdmeros y de ser
reconocida por mibs dirigidos contra ambes partes en la fusidn, El
hecho que el mib YO-2C2 pueda intereccicnar con el péptido Rod en
el contexto de la molécula pentamérica cuando éstz Ultima se
encuentra unida a GM1, indica que los sitios de unidn al mzb YO-2C2
Yy a GM1 no interfieren estericamente entre si ¥y por lo tanto no se
encuentran cercanos en la superficie de la molécula.

El anélisis reazlizado con los sueros de retones inmunizados con
la proteina periplasmética CTB-Ro4 indica gue el hibrido tiene la
capacidad de inducir anticuerpos especificos, tanto contra CTB,
como contra el péptido de Ifusidn de VF4. Sin embargd estcs sueres
no son capaces de interaccicnar con €l epitope Rc4 en el contexto
de la proteina VP4 o d2l wvirus completo, como lo indica su
incapacidad rara reqonocer a VF4 en un ensayo de
inmunoprecipitacidn, tanto en cendiciones nativas como
desnaturalizantes, v €l virus en ensayos de ELISA v neutralizaciédn.

El hecho que el mab Y0-2C2 fuera capaz de reconocer con titulos
similares al péptido Rod4, a la proteina hibrida CTB-Rod y al
rotavirus ST3 en un ensavo de ELIS2, asi como al virus ST3 en
ensayos &e neutralizacidn (tabla II), sugiere gue la sensibilidad
de los ensayos de ELISA vy de neutralizacidén de rotavirus, con este

mab en particular, es aproximadamente la misma.
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Tomando esto en consideracidn, esperariamos que los sueros
anti-CTB-Ro4, los cuales reaccionaron con tituleos relativamente
altos (2x10¢) ceontra el péptido por ELISZ, tuvieran también la
capacidad de interaccionar con el virus en los ensayos de ELISA y
neutralizacidén, con titulos similares. Sin embargo, Ccomo Se
menciona anteriormente, esto no sucede.

Estac observaciones pudieran explicarse si el epitope gue
reconoce el mib YO-2C2, fuera poco ¢ no inmunogénico en el contexto
de la proteina CTB-Rod4, y la gran maycria de los anticuerpos
inducidos por el péptido Ro4 en la proteina hibrida estuvieran

dirigidos contra regicnes del péptido diferentes a la del epitope
de YO-2C2, o bien centra la regidn gue contiene este epitope, pero
con una conformacidn diferente a la gue s2 encuentra en el virién.
Otro tipe de anticuerpos gue podrian estar presentes en los sueros
hiperinmunes vy reaccionar con el péptido Ro4, pero no con el virus,
serian anticuerpos inducidos por epitcpes compartidos entre CTIB y
el péptido Ro4. Finalmente, en una respuesta inmune celular de lecs
animales inmunizados, el prccesamiento de la proteina v
presentacidn del péptido podria inducir anticuerpos que reconozcan
al péptido sintético soluble, pero no 2l péptido en el contexto del
virién.

Lo gue resulta paraddjico es que el mab YO-2C2 reconczca de
manera eficiente al péptidoc Rod en la proteina CTBE-Ro4, indicando

gue el epitope de YO-2C2 en este contexto es un buen antigeno; sin

embargo, como se discute antericormente, este epitope pareceria
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tener una pobre o nula inmunogenicidad. Existen antecedentes para
este tipo de comportamiento en algunos epitopes. En poliovirus una
serie de anticuerpos monoclonales neutralizantes producidoes
inmunizando animales con particulas virales completas, reconocen a
péptidos sintéticos gue mimetizan secuencias ¢specificas de una
proteina de superficie del virus (VPl); sin embargo, estos péptidos
no tienen la capacidad de inducir anticuerpos neutralizantes contra
el virus (20).

Una zlternativa interesante en la caracterizacidn inmunoldgica
de la proteina de fusidn CTE-Ro4 es la capacidad potencial gue ésta
pueda tener para sensibilizer al sistema inmune. Arias vy
colaboradores reportaron gque el péptido gue comprende los
amindcidos 220 & 233 de VP4, aungue no induce per ce anticuerpes
neutralizantes contra el virus cuando se utiliza para inmunizaer
ratones, si tiene lz cepacidad de sensibilizer la respuesta inmune
de estos animales. Esta sensibilizacidén se hace evideate cuando
ratones previamente inmunizedos con el péptido se inmunizan
subsecuentemente con carticulas virales completas, obteniéndose una
respuesta de anticusrpos neutralizantes incrementada cn relacidn a2
ratones que no fueron previamente inmunizades con el péprido (4).
El trabajo de Emini vy celaboradores con poliovirus sefiala que
algunos péptidos que mimetizan epitopes neutralizantes, tienen la
capacidad de sensibilizar 1z respuesta inmune, produciendo
anticuerpos neutrzlizentes =z retay con paxticulas virales a
animales previamente inmunizados con péptidos que no inducen una

respuesta inmune neutralizante (20).
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La cepacidad de la proteina CTB-Ro4 pera sensibkilizar 1=
respuesta inmune de anticuerpos neutralizentes gqueda por ser
evaluada. Este tipo de respuesta €5 relevente en el caéso de
rotavirus, donde unz vacuna pretende, mds gque evitar la infeccidn
por el virus, eliminar o disminuir la severidad en los sintomas
clinicos de la enfermedad.

Entre las posibles alternativas para msjorer la inmunegenicidad

1=
s
H
8]
U’
W
[

del epitope de YO0-2C2 puede estar e diferentes vias y
esquemas de inmunizacidn, esi como diferentes razas o poblaciones
vabiertas* de ratones, u otras especies animales, va que es posible
que la raza de ratones empleada (Balb/C) no sea responsiva para el
epitope de YO-2C2,

Otra alternativa es la de localizar el péptido en diferentes
sitios "permisivos® de la proteina acarreadora, como podrian ser el
extremo carboxilo terminal o la regidn expueste inmunodominante que
se encuentra alrededor del amincécido 64 ce CTB, asimismo, podrian
emplearse otras proteinas acarreadoras. En este sentido es
interesante mencionar que el epitope Ro4 ha sido fusionado a la
proteina OmpC de S. typhi, quecdendo localizado en una de las
regiones expuestas de esta proteinz de membrana externa {(J.L.
Puente, comunicacidn personal). En este contexto, el péptido es
reconocido también eficientemente por el mAb YO-2C2 y seréd
interesante determinar si esta construccidn induce anticuerpos que

sean capaces de reaccicnar con el virus y d&e neutralizarlo.
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican, aungue
no se hayan obtenido anticuerpos neutralizantes, gue la produccidn
de proteinas de fusidn por medic de métrodcs de DNA recombinante
presenta una alternaztiva promisoria peraz el desarrollo de
inmundgencs; sin embarco, es evidente gue los detalles del disefo
de las proteinas de fusidrn, asi como de la estretegia empleada para
inducir una respuesta inmune potencialmente protectora, deben ser

estudiados cuidadosamente,
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