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Resumen

Los rotavirus son reconocidos como el principal agente etioldgico de
gastroenteritis viral infantil, afectando principalmente a nifos menores de 3
anos, asi como a cachorros de diversas especies animales. Se caracterizan
porque la particula viral madura estad formada por tres capas concéntricas de
proteinas, que envuelve un geneoma de 11 segmentos de RNA de doble cadena.
La capa externa estad formada por dos proteinas, VP7 y VP4, VP4 se proyecta
de la superficie en forma de espiculas, es a través de ésta proteina que los
virus se unen a la célula huésped.

En el caso de los rotavirus aislados de animales, como el rotavirus de simio
RRV, la proteina VP4 tienen al menos dos dominios que interaccionan con
receptores de la célula. El primer dominio interacciona con una molécula que
contiene &dcido sidlico, mientras que el segundo interacciona con un receptor
independiente de acido sidlico. Los datos existentes sugieren que la interaccion
que no depende de dcide sidlico pudiera ser la responsable de determinar la
susceptibilidad de la célula a ser infectada por rotavirus. Con el fin de identificar
el dominio de VP4 que interacciona con el receptor independiente de Acido
sidlico, aislamos anticuerpos monoclonales neutralizantes contra una cepa
mutante del rotavirus RRV (Nar) que no depnde de &cido sidlico para infectar a
la célula, con el propdsito posteriormente de mapear el sitio de union de estos
anticuerpos. En principio el sitio de unidén en VP4 de un anticuerpc que inhiba ia
adsorcién del virus a fa célula, identificard el dominio de la proteina responsable
de interaccionar con el receptor.

Para obtener los hibridomas se utilizaron células de bazo de un ratdn
inmunizado con el rotavirus Nar, Se seleccionaron 13 hibridomas (de un total
de 500}, por ensayos de ELISA y por su capacidad para neutralizar e inhibir la
hemagiutinacién del mismo virus. Seis anticuerpos monoclonales presentaron
aclividad neutralizante conira Nar y los seis reconocieron la proteina VP4. Dos
anticuerpos monolconates neutralizaron de manera diferencial al virus Nar con
respecto a RRV, mientras los otros cuatro lo hicieron con titulos similares.



1.INTRODUCCION

Los rotavirus son reconocidos como el principal agente etiolégico de
gastroenteritis no bacteriana en ninos menares de 3 afos, causando diarrea
severa y en casos extremos la muerte. También afecta a cachorros de
diversas especies animales, de relevancia econémica para el hombre (3,
25).

Los rotavirus estan clasificados dentro de la familia Reoviridae. La
particula viral madura tiene una capside icosahédrica de 75 nm de diametro,
la cual estd constituida por tres capas concéntricas de proteinas que
envuelven un genoma de once segmentos de doble cadena de RNA (40).

El genoma codifica para seis proteinas estructurales y cinco no estructurales

{15)(Fig1).

*ESTRUCTURA

La capa externa estd formada por dos proteina: la glicoproteina VP7,
que es la segunda mds abundante de la capside (15), y la proteina VP4,
la cual se estructura como 60 dimeros en forma de espiculas que se
proyectan de la supetficie de la particula (37). VP8, la proteina mas

abundante en el virién, se encuentra formando trimeros y constituye la capa
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intermedia (11). El core viral, la capa méas intema de proteinas, constituida
por VP2, que interacciona en su cara interna con las proteinas VP1 y VP3,
y rodea el genoma del virus. Las proteinas VP1 y VP3 se han identificado
comeo la RNA polimerasa y guanil trasnferasa del virus, respectivamente
(Fig. 1).

Otras proteinas que no foman parte de la particula madura se les
conoce como proteinas no estructurales y participan en los procesos de

replicacion del genoma viral, asi como en el ensamblaje del virién (4, 16).

+INFECCION VIRAL

Una infeccidn viral se da cuando un virus transfiere su material genético
a la célula huésped y el virus es replicado. La infeccion ocurme en tres
etapas: la adsorcion, cuando la particula viral se une a través de una de
sus proteinas a una molécula que funge como receptor en la superficie
celular. La penetracion, que puede ser por endocitosis o por penetracion
directa a nivel de la membrana plasmatica (24) y el desnudamiento del
genoma del virus. En el caso de los rotavirus estos entran a ia célula
hueésped por penentraciéon directa; también hay evidencias que el virus
puede entrar por endocitosis, sin embargo esta via de entrada parece no
dar una infeccién productiva. En los rotavirus, al momento que se da la
penetracion, el virus pierde la capa extema formada por las proteinas VP7
y VP4 (16). Este paso activa la trascripcion del genoma viral, produciendose
tos mRNAs del virus, e iniciandose asi e ciclo de replicacion del material

genético del virus.



*PROTEINAS DE LA CAPA EXTERNA

VP7 que constituye el 30% de ias proteinas del virién, es inmunogénica
y es el mayor antigeno de neutralizacion que tiene el virus, ya que tiene un
dominio inmunodominante que induce anticuerpos neutralizantes que
reaccionan en una infeccion por rotavirus con altos titulos de neutralizacion
(15,25,38). Estos anticuerpos neutralizan a la poblacién viral en un paso
posterior a la adsorcion, ya que no sen capaces de inhibrir la unién del virus
a la célula (39).

La proteina VP4 participa en la adsorcion y penentracion del virus a la
célula huéped. Se sabe que es VP4 la responsabie de la adsorcion,
porque en rotavirus de triple capa que no tienen VP4 no son capaces de
unirse a la célula (16). Ademas, a diferencia de los anticuerpos anti-VP7, los
anticuerpso anti-VP4 tiene la capacidad de inhibir la unién del virus a la
supeficie celular.

Para poder ingresar al citoplasma celufar, los rotavirus necesitan haber
sido tratados previamente con tripsina. Si este tratamiento no ocume, los
virus son capaces de unirse a la célula, pero no de penetrar a su interior (1).
Se ha descrito que la tripsina provoca un core protedliico en VP4
generando dos polipéptidos, VP8 (28kDa, aa1-321 de VP4) y VP5 (60kDa,
aa 242-776 de VP4), que representan respectivamente [os extremos amino
y carboxilo terminal de ésta proteina (1). El corte en VP4 se correlaciona con
el aumento en la infectividad del virus causado por la tripsina, que al parecer
se da por una modificacion de la proteina en donde se expone una region

que antes no estaba expuesta. Se ha propuesto que es a través de ésta



regién de VP5 que se da una interaccion del virus con la membrana celular,
gue induce la penetracion del virus a la célula huésped (2).

Al igual que VP7, VP4 también es capaz de inducir anticuerpos que
neutralizan la infeccion del virus. En el caso del rotavirus RRV de simio, los
anticuerpos dirigidos contra VP8 neutralizan la infeccion del virus,
blogueando su union a la célula huésped, mientras que los anticuerpos
dirigidos contra VP5 lo neutralizan en un paso postetior a la unién (39). El
hecho de que la infeccion de RRV pueda ser bloqueada en diferentes
niveles por anticuempos dirigidos contra diferentes regiones de la proteina,
apunta a que VP4 esta involucrada en los eventos tanto de adsorcién
como de penetracién de! virus a la célula huésped.

La proteina VP4 ha sido también identificada como la hemaglutinina
viral (17, 31) ya que cuando es exptesada en baculovirus, VP4, tiene la
capacidad de aglutinar eritrocitos sin ayuda de ninguna otra proteina del
virus. Esta proteina tiene un dominio que interacciona con residuos de acido
sidlico, que es el responsable de la actividad hemaglutinante del vitus, ese
dominio se encuentra entre los aminoacidos 93 y 208, del extremo amino de
VP4. Mientras que los aminoacidos 155, 188 y 190 son los responsables

de la interaccién con el acido sidlico {31,19).

+INTERACCION CON RECEPTORES CELULARES
Comparando las secuencias de aminoacidos de las VP4s provenientes
de diferentes cepas de rotavirus, se ha observado que las regiones

conservadas de la proteina estan localizadas en VPS5, mientras que en



VP8 hay una mayor variacion, teniendo una region hipervariable en los
aminoacidos 71 a 204 (29). Se han mapeado los sitios de interaccion de
VP4 con anticuerpos monoclonales y se ha encontrade que algunos sitios
en VP8 estan asociados con la neutralizacion especifica de cepa, mientras
que en VP5 se presentan actividades de neutralizacién cruzada con otras
cepas (39). En el caso de los rotavirus aislades de animales, como el
rotavirus RRV de simio, VP4 tiene al menos dos dorminios de interaccion con
los receptores celulares que interaccionan con la célula aparentemente de
manera secuencial, el primero interacciona con una molécula que contiene
acido sidlico, mientras que el segundo interacciona con un receptor
independiente de acido sidlico (Fig. 2)(32). Por lo que €l tratamiento de las
células con neuraminidasa, enzima que retira los acidos sidlicos de la
superficie celular, inhibe de manera pronunciada la infectividad de! virus
RRV.

La segunda interaccion, independiente de acido sidlico parece ser mas
especifica que la primera dependiente de esos carbohidratos, ya que se ha
visto que los rotavirus aislados de animales se unen a una gran variedad
de células; sin embargo, s6lo son capaces de penetrar y llevar a cabo una
replicacién productiva, en células de origen epitelial renal e intestinal. Esto
sugiere que la segunda interaccién pudiera ser la responsable, cuando
menos en algunos casos, de determinar la suceptibilidad de la célula de ser

infectada por rotavirus (Fig. 2).



+ROTAVIRUS NAR

Recientemente se aislé una cepa mutante del rotavirus RRV (Hlamada
Nar), cuya infectividad no requiere de la presencia de acido sialico en la
superficie celular, sin embargo, esta cepa conserva su capacidad de
aglutinar eritrocitos a través de interaccionar con residuos de acido sidlico
(32, 33). Esto indica que el virus Nar aGn conserva su dominio de union a
estos azlcares, pero no requiere de ésta interaccion para unirse a la célula
(Fig. 2). A diferenecia del virus silvestre, los anticuerpos dirigidos contra la
proteina VP5 de rotavirus neutralizan la infeccién del virus mutante Nar a
través de inhibir su unién a la celula; mientras que los anticuerpos dirigidos
contra VP8 no son neutralizantes para Nar, aunque si se unen al virus.
Esto indica que los anticuerpos anti-VP4 tienen diferenetes mecanismaos
para neutralizar la infectividad de la cepa silvestre RRV o la mutante Nar.

A fravés de un mapeo genélico, se determind el fenctipo de
independencia del &cido sidlico que presenta el virus Nar, el cual se
determina con el gene de VP4 (33). Una comparacién de secuencias del
gene de VP4 de Nar, con la del virus silvestre RRV, asi como con la de
algunos virus revertantes, mostré que una mutacién Lis—=> Arg en la posicion
187 de VP4 es ia responsable del fenotipo independiente de Acido sialico.
(33).

Los resultados mencionados sugieren que la proteina VP4 de la
variante Nar presenta una diferencia conformacional en relacion a Ia
proteina de RRV, la cual le permite interaccionar directarnente con la
superficie celular en ausencia de acido sidlico. Suponemos que en la

proteina VP4 de Nar hay un dominic expuesto, que no esta presente en la



proteina de RRV, responsable de la interaccion con el carbohidrato. Para
localizar ese dominio en VP4, nos propusimos inducir anticuerpos
neutralizantes contra el virus Nar, con la idea de que alguno de los
anticuerpos inducidos podria ir dirigido contra ese dominio. Estos anticuerpos
debieran de neutralizar de forma diferencial al virus mutante Nar y al silvestre

RRV.
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2.0BJETIVOS

2.1.Generales

Aisalar y caracterizar anticuerpos monoclonales neutralizantes contra la cepa de
rotavirus Nar, que presenten diferencias de neutralizacion entre el virus silvestre RRV

y ef mutante Nar,

2.2 Especificos

1}Aislar anticuerpos monoclonales que tengan la capacidad de neutralizar la

infeccion del virus Nar en células en cultivo.

2)Determinar si los AcM son capaces de inhibir a no la hemaglutinacién del virus

silvestre RRV y el mutante Nar.

3)ldentificar la proteina que reconocen cada uno de los anticuerpos aislados.
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3.MATERIALES Y METODOS

3.1 Produccidén de Anticuerpos Monoclonales

3.1.1 Inmunizacion

Tres ratones Balb/c fueron inmunizados tres veces por via intraperitoneal con 20
1g de proteina viral y adyuvante incompleto de Freund's al 50%, con un intervalo de
quince a veinte dias entre cada inmunizacién. Se uilizé como antigeno al virus Nar
semipurificado (sedimentado a través de un colchdn de sacarosa al 30% en buffer

TMSC [Tris-base 20 mM, MgCl, 6H,0 1 mM, NaCl 150 mM, CaCl, 10 mM]).

Después de la tercera inmunizacion se hizo un ensayo de ELISA (ver en la
secion 3.1.3.3, pag. 15) para probar Ja reactividad de los sueros hiperinmunes contra
el virus, y compararla con los sueros preinmunes. El ensayo se hizo probando
diferentes diluciones (dobles reciprocas) de los sueros pre e hipetinmune de cada
ratén inmunizado, con una concentracion constante de virus Nar (4.27 pg/ml). Con
base en estos datos se selecciond al ratén que serfa utilizado para la fusion y al
cual se le dié un reto por via intravenosa con la misma cantidad de antigeno (20 ug)

sin adyuvante, cuatro dias antes de la fusion.

11



3.1.2 Fusion.

Las células de bazo del ratdn inmunizado se fusionron con células de mieloma
(Fox) en una relacién de 4:1 (4 células de bazo por 1 del mieloma), usando
polietilenglicol como agente fusionante (35). Las células se resuspendieron en medio
selectivo AAT (DMEM [Medio Eagle Modificado por Dulbecco, con glucosa al 4.5%,
L-glutamina 0.03% y piruvato de sodio, GIBCO], suero fetal de bovino al 15%,
penicilina/estreptomicina 0.01%, adenina, aminopterina y timidina al 0.5%). En este
medio crecieron unicamente las células que sl se fusionaron. Las células de bazo no
pueden crecer en cultivo, mientras que las células del mieloma tienen un defecto en
una enzima que afecta la via de “salvacién” en la sintesis de nucleétidos, por lo que
sdlo funciona la via de sintesis de novo. Como el medio contiene aminopterina,
compuesto que blogquea la sintesis de novo de nucledtidos, las célutas parentales
del mieloma no pueden crecer en el medio selectivo. Por esta razdn solo las células
fusionadas son capaces de crecer en el medio selectivo AAT. Las celulas
fusionadas se colocaron a una densidad de 1.7x10° células/pozo en cajas de 96
pozos (200 ul/pozo), y se mantuvieron a 37°C con 8% de CO, y 95% de humedad
(35).

3.1.3 Seleccion.
La seleccion de los hibridomas de interés {los que tienen la capacidad de
neutralizar la infectividad del virus Nar) se realizé de 10 a 15 dias depués de la

fusion, utilizando los siguientes tres ensayos.
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3.1.3.1 Ensayo de neutralizacion de la infectividad de Nar.

La infectividad del virus se activa al tratado con tripsina (10 pg de tripsina/mi de
virus) durante 30 min a 37°C. El virus activado (50 pf) se incubd por 1h a
temperatura ambiente con 50 pl del sobrenadante de los hibridomas que crecieron de
la fusién. Por otro lado las células epiteliales de rifion de mono MA104 se lavaron con
medio MEM (Medio Esencial Minimo, GIBCQ) sin suero, y se incubaron 1h a 37°C
con la mezcia virus-AcM. Posteriommente la mezcla de virus-anticuerpo se retird, las
células se lavaron e incubaron a 37 °C en presencia de 5% de CO, durante 12 h.
Después de este tiempo, las células sé fijaron con acetona al 80% por 30 min a
temperatura ambiente, se les agregd un anticuerpo anti-rotavirus (RaR diluido 1:1000
en PBS [NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na,HPO, 7H,0 4.3 mM y KH,PO, 1.4 mM]) y
se incubaron 1h a 37°C. Finalmente se agregd proteina A peroxidasa (Amersham)
dilvida 1:2500 en PBS, se incubé 1h a 37°C, y se revelo con carbazole (4 mi
solucion amortiguadora de acetatos 0.5 M, 1.5 ml de carbazole [0.8 g/200 ml de
dimetilformamida] y 10 pl de H,0,). Después de cada incubacién ias células se
lavaron dos veces con PBS.

Eltitulo de neutralizacion de los anticuerpos se definié como la dilucién mas alta del
sobrenadante de células o de liquido de ascitis (ver adelente) que inhibe el 60% del

nimero de células infectadas (focos infecciosos) por el virus.

3.1.3.2 Ensayo de Titulacién de la Hemaglutinacion.
Inicialmente se determind el titulo de hemaglutinacion del virus, utilizando placas de 96
pozos de fondo en V y eritrocitos de humano tipo O positivo. Se hicieron diluciones
dobles del virus (empezando 1:50) en albumina de suero fetal de bovino (BSA) en

PBS al 0.125%. Posteriormente se agregaron a cada pozo 50 pi de eritrocitos al 0.4%

13



en BSA/PBS al 0.125% y se incubaron por th a temperatura ambiente. Despues de
este tiempo se registraron los resultados del titulo de hemaglutinacion, que es la
dilucion mas alta del virus en la cual no se observa un botén en e fondo del pozo,

resultado de la sedimentacion de los eritrocitos que no aglutinan (19, 23).

3.1.3.3 Ensayo de Inhibicié de la hemaglutinacién
Se incubaron durante 1h a temperatura ambiente 16 unidades hemaglutinantes
del virus (titulo de HA/16) con un volumen igual (25 i) del sobrendante diluido de los
hibridomas 1/5 en BSA/PBS al 0.125%. Posteriormente se agregaron a cada pozo
50 pl de eritrocitos al 0.4% y se incubaron durante 1h a temperatura ambiente.
E! titulo de inhibicion de la hemaglutinacion es la dilucién mas alta a la cual €

anticuerpo bloquea la hemaglutinacion producida por el virus (19).

3.1.3.4 Ensayo de ELISA.
Se sensibiliza una placa de 96 pozos (Costar 3791}, con 50 ul de una dilucion
1:2000 en PBS, de un anticuerpo policlonal dirigido contra el rotavirus YM {aYM).
Posteriormente la placa fue bloqueada al incubar por 2h a 37°C con 200 ul. de 1%
BSA en PBS, en cada pozo y después de este tiempo se adicionaron 50 ul (40 pg)
del virus Nar como antigeno y ia palca fue incubada por 1h a 37°C. Posterionmente
se agregarcn 50 pl del sobrenadante de los hibridomas, se incubd th a 37°C, y se
adicionan 50 pl del anticuerpo anti-inmunoglobulinas de ratén marcado con la
peroxidasa, y se& incubo nuevamente 1h a 37°C. Entre cada incubacion los pozos
fueron lavados dos veces con PBS. Finalmente, se agregd el sustratc de la

peroxidasa (50 pL de una sclucién que contiene 1 mg/ml de o-fenilenediamina y 4

14



de H,0,/10mi de buffer de citratos 0.1 M, pH 4.5) y después de 10 min se pard la
reaccion con 100 plL de H,S0, 1 N. Se leyd la absorbancia a 490 nm.

3.2. Produccion y caracterizacion de los anticuerpos monoclonales
3.2.1 Clonacién.

Una vez seleccionados los hibridomas de interés, se clonaron tres veces para
asegurar que los anticuerpos monolconales sean generados a partir de un hibridoma
homogéneo. Para ello, las células de los hibridomas se transvasaron de los frascos
de cultivo a un tubo, se centrifugaron 5 min a 1200 pm y se resuspendieron en 1 ml
de DMEM sin suero. Las células se fifieron con azul de tripano, se contaron y se
ajusté la densidad a 0.3 célula por cada pozo de la placa de 96 pozos. Después
de 10 6 15 dias de crecimiento, se confimé la especificidad de los anticuerpos
monoclonales secretados por las colonias que crecieron, utilizando los mismos
ensayos gue se usaron para la seleccion (seccion 3.1.3, pag. 12-14). Este proceso

se repitié tres veces para cada hibridoma (35).

3.2.2 Produccidn de liquido de ascitis.

Las células de los hibridomas se trasfireron a un tubo y se centrifugaron por 5
min a 1000 rpm, se lavaron dos veces con DMEM sin suero v se resuspendieron en
1 mL para contar las células y ajustar la densidad del indculo a 2X10° células/mL.

Cada uno de tres ratones Balb/C de 6 2 8 semanas de edad recibié por via
intraperitoneal 500 pl de pristan (2,6,10,14-tetrametilpentadecano, Sigma). Después

de 5 a 10 dias, los ratones fueron inoculados intraperitoneaimente con 2X10% céiulas

15



de un hibidoma previamente clonado y confirmada su especificidad. Después de 10
a 15 dias de la inoculacion el liquido de ascitis se colectd por puncion. Una vez
colectado, el liquido de ascitis se centrifugd por 5 min a 2000 rpm para quitar los

restos celulares, los lipidos o las trazas de pristan que pudieron contener.

3.3 Caracterizacion de los anticuerpos monoclonales

Con los liquidos de ascitis se hizo la caracterizacion de los anticuerpos: los
titulos de neutralizacion y de inhibicién de la hemaglutinacidn, asi como diferentes
ensayos para saber que proteina estdn reconociendo. Todos los ensayos se

hicieron utilizando el virus mutante Nar y el silvestre RRV.

3.3.1 Ensayos de Neutralizacion de !a infectividad y de inhibicion de la
hemaglutinacion,

Estos ensayos son similares a los descritos en la seccion de seleccion {seccion
3.1.3.3, pag 14), con la diferencia de que se utilizaron diferentes diluciones del liquido
de ascitis de cada anticuemo monoclonal, en lugar de sobrenadante de los
hibridomas. Ademas se hizo tanto con el virus mutante (Nar) como con el silvestre

(RRV).
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3.3.2 Identificacion de 1la proteina que reconocen los anticuerpos
monocionales.
Se probaron diferentes ensayos con todos los anticuerpos, comparando siempre

con un anticuerpo policlonal gNar como control.

3.3.2.1 Inmuncprecipitacién.

Se incubaron a temperatura ambiente por 1h 20pl de un lisado de células
Ma104 infectadas con Nar, marcado radiactivamente con *S (Nar *S), con 5 pl del
anticuerpo monoclonal y 75 ul de amortiéuador RIPA (tris 50 mM pH 8.0, tritén X-100
1%, SDS 0.1%, desoxicolato de sodio 1% y NaCl 150 mM). La mezcla se centrifugd
3 min a 14000 rpm y el sobrenadante se transvasé a un tubo nuevo, se le agregron
25 pul de proteina A-sefarosa al 50% en PBS y la mezica se incubé con agitacién 1h.
Posteriormente, la sefarosa se lavé 2 veces con 1 mg/m! de BSA/RIPA y una tercera
solo con RIPA, centrifugando 2 min a 6000 rpm entre cada lavado. Finalmente el
sedimento se resuspendié en 25 pl del amortiguador para la muestra (tris 100 mM pH
6.8, SDS 4%, azul de bromofenal 0.2%, glicerol 20% y 10 plml de B-mercaptoetanol).
Las muestras se hirvieron por 2 min, se centrifugaron 1 min a 14000 mpm, y las
proteinas presentes en las muestras se separaron en un gel de poliacrilamida ai
11%, a una corriente constante de 12 mA. Después de finalizar la electroforésis el gel
se fij¢ a temperatura ambiente por 90 min con metanol y acido acético, ambos al
10%, posteriormente se lavd 3 veces con agua, y se incubo 15 min con dcido
salicflico t M. Finalmente, el gel se secé a 80°c durante 20 min y se colocé sobre una

placa fotografica (Kodak} a -70°c.(21)
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3.3.2.2 Inmunocpurificacion en fase sélida.

&n una placa para ELISA de 96 pozos (Costar 3791), se colocaron 50 yl de
una dilucién 1:10 del anticuerpo y se incubaron toda la noche a 4°C. Después se
blogued con 200 pl de gelatina al 1% en PBS por 2h a 37°C, lavando entre cada
paso 3 veces con PBS. Posteriormente se adicionaron 50 pl de lisado de Nar-S* y
se incubo toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se lavron cuatro veces con
amortiguador de lavado (SDS 0.01%, deoxicolato de sodio 1%, NP40 1% y azida de
sodio 0.6% en PBS), se adicionaron 50 ul de amortiguador de muestra (SDS 1%,
urea 0.5M, tris/HCI 0.05M, glicerol 10%, rojo de fenol 0.025%, mercaptoetanot 10%) y
se hivieron por 3 min. Las muestras se corrieron en un gel de poliacrilamida al 11%. E!
ge!l se tratd como se describié anteriormente (seccidon 3.3.2.1, pag. 17}, para

finalmente colocario sobre una placa fotografica a -70°C (41).

3.3.2.3 Ensayos de neutralizacion con virus rearreglantes.

Los ensayos de neutralizacion se realizaron de la misma forma que los ensayos
de inhibicion de la infectividad que se mencionaron en la parte de la seleccién de los
hibridomas (seccién 3.1.31, pag 13). La diferencia es que las proteinas de la capa
externa, VP4 y VP7, de los virus rearreglantes que se utilizan en estos ensayos son

derivadas de diferentes cepas de rotavirus.
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>Los virus rearreglantes que se utilizaron son:
-DS1XRRYV, que tiene VP7 de la cepa humana DS1 y VP4 de la cepa de simio
RRV.
-RRVXYM, que tiene VP7 de RRV y VP4 de la cepa porcina YM.
La identidad y especificidad de los virus rearreglantes se confimd utilizando

anticuerpos monoclonales especificos de cepa contra las proteinas VP4 y VP7.



4. RESULTADOS

4.1 Generacion y Seleccion de los Anticuerpos Monoclonales
El nivel de anticuerpos inducido en los animales inmunizados se caracterizé con
un ensayo de ELISA, utitizando el virus completo como antigeno. La figura 3 muestra
que los tres ratones inmunizados respondieron de manera similar al antigeno Nar.
Con base en estos resultados, se fusiond el bazo de uno de los ratones {ratén 2)
con células def mieloma (Fox), y las células resultantes de ia fusion se crecieron en
un medio selective {(AAT), en el cual pueden crecer Unicamente las células

fusionadas (seccion 3.1.2, pag. 12).

0.6
205
[+]
c 0.4
a
2903
[=]
o 0.2
=]
< 0.1

Fig3. Ensayo de ELISA con los sueros pre {Pl) e hiperinmune (Hl) de los 3 ratones
inmunizades. Se utilizaron diferentes diluciones de sueros. En esta figura se muestran

los resultades de una dilucion de 1:100 para los dos tipos de sueros.
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Dado que el objetivo de este trabajo fue generar anticuerpos con actividad
neutralizante contra la cepa de rotavirus Nar, los hibridomas de interés se

seleccionaron utilizando tres ensayos diferentes:

1)Ensayo de neutralizacion, e! cual nos permite identificar anticuerpos que tengan la

capacidad de neutralizar la infeccion viral.

2)Inhibicién de la hemaglutinacién (IHA). Sélo anticuerpos dirigidos contra VP4 y VP7
son capaces de inhibir la hemaglutinacidn, y en general se ha encontrado que estos
anticuerpos tienen actividad neutralizante. Este ensayo es también conveniente

porgue es mas sencillo de realizar que el de neutralizacion.

3)Ensayo de ELISA con el virus completo, el cual nos permite detectar anticuerpos
que vayan dirigidos contra cualquiera de las proteinas del virus. Esto nos permite,
ademas de seleccionar anticuerpos monolconales contra VP4 y VP7, seleccionar
anticuerpos monoclonales con otra especificidad, que son de interés para ofro
proyecto de nuestro gurpo. En todos los ensayos se usaron como controles los

sueros pre e hiperinmunes de los ratones.

De aproximadamente 500 hibridomas analizados de una sola fusién, se
seleccionaron once que secretaron anticuerpos que reaccionaron con el virus Nar por
al menos unc de los tres métodos utilizados. La tabla 1 muestra las caracteristicas

de estos once anticuerpos monolconales (AcM).

21



Tabla 1. Seleccién de anticuerpos monoclonales dirigidos contra el rotevirus Nar

AcM | Neutralizacidn® [HA | ELISA |
N : n "
N2 - - +
N3 - " T
N4 + - +
N5 - - T
N6 + - +
N7 " T .
N8 + + Z
N9 + - -

N10 + = =

N11 - - +

*Se considera una neutralizacion positiva cuando se observa una disminucion de al
menos 40% del nimero de focos infecciosos. Cada ensayo es un promedio de tres

experimentos diferentes.

4.2 Caracterizacién de los Anticuerpos Monoclonales
De acuerdo al objetivo central de este trabajo, se seleccionaron los anticuerpos
de los hibridomas N4, N6-N10 para caracterizarlos mas detalladamente ya que

mostraron capacidad de inhibir la infectividad del virus.
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Los seis hibridomas que secretan anticuerpos monoclonales neutralizantes se
clonaron tres veces cada uno, para asegurar que el crecimiento y la secrecion del
anticuerpo fueran a partir de una sola célula. Después de la tercera clonacién, se
produjo liquido de ascitis en ratones, con cada uno de estos hibridomas, para
generar anticuerpos monoclonales a una concentraciéon mayor que la obtenida en el
sobrenadante de! medio de cultivo de los hibridomas primarios. Se caracterizé tanto la
capacidad de los anticuerpos monocionales para neutralizar Ia infectividad tanto del
virus silvestre RRV como del mutante Nar, como de inhibir la hemaglutinacion de
ambos virus. Se determind también, la broteina viral que reconocen, utilizando tres

diferentes métodos (ver adelante).

4.2.1 Inhibicion de la Infectividad
Bl titulo de neutralizacion de cada anticuerpo monolconal, definido como Ia
dilucién mas alta del anticuerpo a la que inhibe el 60% de los focos infecciosos de un
virus control no incubado con anticuerpo, se calculd graficamente. Las curvas de
neutralizacién para cada anticuerpo se muestran en las figuras 4 a 6, y en la tabla 2
se presentan los titulos de neutralizacion de cada anticuerpo monoclonal para los

virus probados.

Cuatro de los anticuerpos monoclonales (N7 a N10) no mostraron una diferencia
significativa en el titulo de neutralizacién obtenido para Nar y RRV, ya que la
variabilidad experimental que se ha observado en el laboratorio para este ensayo
es de dos veces. En contraste con esos resultados, los otros dos anticuerpos

neutralizan de 6 (N6) a 32 (N4) veces mas eficientemente a Nar que a RRV.
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Fig. 4. Ensayos de inhibicién de la infectividad.- En la grafica se muestra
el porcentaje de infeccion vs el inverso de la dilucion del anticuerpo. Las
diferentes diluciones de anticuerpos se incuban con 500 focos
infecciosos de! virus. La mezcla de virus-AcM se afnade posteriormente
sobre una monocapa de células MA104 para determinar el nimero de

virus que no fueron neutralizados por el anticuerpo.
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Fig. 5. Ensayos de inhibiciébn de la infectividad. En la grafica se muestra el
porcentaje de infeccidon vs el inverso de la dilucién del anticuerpo. Las diferentes
diluciones de anticuerpos se incuban con 500 focos infecciosos del virus. La
mezcla de virus-AcM se afiade posteriormente sobre una monocapa de células
MA104 para determinar el nimero de virus que no fueron neutralizados por el
anticuerpo.
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Fig. 6. Ensayos de inhibicion de la infectividad. En la grafica se muestra el
porcentaje de infeccion vs el inverso de la dilucion del anticuerpo. Las diferentes
diluciones de anticuerpos se incuban con 500 focos infecciosos del virus. La
mezcla de virus-AcM se afnade posteriormente scbre una monocapa de células
MA104 para determinar el nimero de virus que no fueron neutralizados por el

anticuerpo.
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Tabla 2. Titulod de neutralizacién de los anticuerpos monoclonales

Titulos de Neutralizacion
AcM NAR RRV
N4 1:16000 1:500
N6 1:10000 1:1500
N10 1:6000 1:4000
N8 1:74000 1:47000
N7 1:39000 1:39000
N9 1:8000 1:19000

Todos los resultados son promedio de 2 experimentos.

Los titulos de neutralizacion variaron tambien entre los diferentes anticuerpos
monoclonales, para un detemminado virus. Asi, N4 tuvo un titulo de neutralizacién
aproximadamente 100 veces menor que N8 para RRV, mientras que N8 fue
aproximadamente 10 veces mas efectivo para neutralizar a Nar que el anticuerpos
monoclonales N10. Sin embargo, estos resultados son dificiles de interpretar ya que

no conocemos la concentracion de los anticuepos monoclonales en los diferentes

liquidos de ascitis.

4.2.2 Inhibicion de la Hemaglutinacion
La mayoria de los rotavirus de origen animal, no humano, tienen la capacidad de
aglutinar eritrocitos de humano tipo O a través del dominio de unién a &cido sidlico,
localizado en la subunidad VP8 de ia proteina VP4 (23). Como se menciond en la
introduccidn, tanto el virus silvestre RRYV como el mutante Nar son capaces de

hemaglutinar, lo cual nos permite comparar la actividad de inhibicion de la
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hemaglutinacion de los anticuerpos monoclonales contra las dos cepas, y asi definir

posibles diferencias en sus patrones de reactividad.

Para caracterizar la actividad de inhibicion de los anticuerpos monoclonales,
primero se determind el titulo de hemaglutinacion de los virus Nar y RRV. En ambos
casos el titulo encontrado fue 1:1600. El titulo de hemaglutinacién, definido como la
dilucién mas aita de anticuerpo capaz de inhibir la hemaglutinacion producida por &
virus, se considera como 1 unidad hemaglutinante. Para los ensayos de inhibicidn de
ta hemaglutinacién se incuban 16 unidades hemaglutinantes de cada virus con
diluciones seriadas de los anticuerpos monoclonales y estd mezcla virus-anticuerpo
se pone posteriormente en contacto con los eritrocites, para ceonocer la dilucion
maxima del anticuerpo capaz de inhibir la aglutinacion. Los resultados que se

muestran en la tabla 3 son un promedio de tres experimentos.

Tabla 3. Titulos de inhibicion de la hemalgutinacién de los anticuerpos monolconates

Titulo de [HA
Ach NAR RRV
N4 1:10 1:40
N6 T80 1:80
NT10 1:10 110
N8 1:8000 1:8000
N7 1:128000 1:8000
N9 1:800 1:40

Los resultados son un promedio de tres experimentos
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Observamos que la capacidad de inhibir la hemaglutinacién por los anticuerpos
puede ser clasificada en tres grupos. El primero corresponde a los anticuerpos
monolconales N4, N6 y N10 que no inhiben la hemaglutinacién de ninguno de los
virus, o lo hacen a titulos muy bajos; el segundo, presentado por el anticuerpo
monoclonal N8, inhibe la hemaglutinacion de ambos virus a titulos iguales; y el tercer
grupo que corresponde a los anticuerpos monoclonales N7 y N9, los cuales
presentan titulos de inhibicion de 16 a 20 veces mas altos para el virus Nar en

relacion al virus RRV.

4.2.4 |dentificacion de la proteina que reconocen los anticuerpos
monoclonales
El hecho de que los anticuerpos aislados tengan actividad neutralizante, indican
que van dirigidos contra una de las dos proteinas de la supertficie del virus, VP4 o
VP7. Sin embargo, a través de su patrén de neutralizacién o de inhibicion de la
hemaglutinacion no es posible identificar la proteina blanco. Para lograr esto se

hicieron tres ensayos diferentes.

Los dos primeros ensayos, inmunoprecipitacion e inmunopurificacién en fase
sdlida, se basan en la identificacion de la proteina blanco a través de su separacién
fisica del resto de las proteinas, utilizando el anticuerpo monoclonal para capturarla.
Dado que la proteina se encuentra marcada radioctivamente, puede posteriormente
ser identificada, de acuerdo a su peso molecular, por electroforesis en geles de
poliacrilamida. En el ensayo de inmunoprecipitacién se forma el complejo antigeno-

anticuerpo en solucién y posteriormente se captura este complsjo por incubacién con
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proteina A unida a esféras de sefarosa. En el ensayo de inmunopurificacion en fase
sofida, el anticuerpo monoclonal se fija a una fase sdlida (el fondo de los pozos de
una placa de 96 pozos) y posteriormente el anticuerpo monoclonal inmobilizado se
pone en contacto con las proteinas virales, donde quedara capturada la proteina

reconocida por el anticuemo.

El empleo de estas dos técnicas nos pemitié identificar a VP4 como la proteina

reconocida por los anticuerpos monoclonales N7y N8 (Fig. 7).

El tercer ensayo se basa en la capacidad que tienen los anticuerpos de
neutralizar la infectividad viral. Se utilizan virus rearreglantes que tienen las dos
proteinas de la capa externa, VP7 y VP4, derivadas de distintas cepas de rotavirus
que no cruzan por neutralizacién con el rotavirus RRV y su mutante Nar. Asi si los
anticuerpos monoclonales neutralizan al virus DS1XRRV que tiene VP7 de DS1y
VP4 de RRV, entonces estaran reconociendo a VP4, mientras que si neutralizan al
otro virus reameglante, que tiene VP7 de RRV y VP4 de YM estan reconociendo a
VP7. Al igual que los ensayos de neutralizacion con los virus Nar y RRV, la
neutralizacién se definié por la inhibicién del 60% de la infeccidn. Con este ensayo se
prob0 que todos los anticuerpos monoclonales reconoce a VP4, ya que fueron
capaces de inhibir la infeccién del virus rearreglante que tiene VP7 de DS1 y VP4 de
RRV, mientras que no neutralizaron al virus que tenia VP7 de RRV en YM, los
resultados se muestran en la tabla 4. Por lo cual podemos decir que los 6

anticuerpos monolconales que aislamos estan reconociendo la proteina V4.
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Fig.7. Ensayo de inmunopurificacién en fase sdlida. 50uL de anticuerpo
diluido 1:10, se fijaron a una placa de 96 pozos, incubando a 4°c por 12 h. Los
pozos se bloguean con gelatina 1% y posteriormente se incubaron con 50ul

de lisado Nar-$* a 4°c por 12 h. Los pozos se favaron con PBS vy la proteina

capturada por el anticuerpo se liberd hirviendo en presencia de SDS. Las

muestras se corrieron en un gel de acrilamida al 11%. Finalmente se expusd
una placa fotografica sobre el gel por tres dias a -70°c. También se incluyeron

marcadores moleculares, al igual que un suero poticlonal contra Nar (HI).
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Tabla 4. Neutralizacion con virus rearreglantes

AcM DS1XRRV RRVXYM
(VP7 DS1-VP4 RRV) (VP7 RRV-VP4 YM)
N4 1:250 >1:10
N6 1:1250 >1:10
N7 1:6250 >1:10
N8 1:6250 >1:10
N9 1:30000 >1:10
N10 1:6250 >1:10
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5.DISCUSION

El objetivo de éste trabajo fue el de aislar anticuerpos monoclonales, inducidos
por el virus Nar, que tuvieran la capacidad de neutralizar la infeccién del virus mutante
mas eficientemente que la del virus silvestre RRV. Nuestra hipdtesis de trabajo fue
que el virus Nar tiene un dominio expuesto en la protéina VP4, el cual no esta
presente en RRV y que permite a la mutante unirse a la célula aun en ausencia de
acido sialico. Ese dominio nos permitiria producir anticuerpos monocionales que
interaccionen e inhiban de manera selectiva la infectividad de Nar sobre la del virus

silvesire RRV.

Para lograr este objetivo propuesto, se inmunizaron ratones con el virus Nar y se
seleccionaron hibridomas que secretanran anticuerpos con la capacidad de
neutralizar la infeccion de este virus y que inhibieran la hemaglutinacion, ya que sélo
los anticuerpos que reconocen a las proteinas VF7 y VP4 pueden inhibir la actividad
hemaglutinante que presentan algunas cepas de rotavirus, incluyendo a RRV y su

mutante Nar.

Los anticuerpos monoclonales producidos en trabajos previos mostraron la

capacidad de inhibir la hemaglutinacién y tener también una actividad neutralizante.
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En este trabajo aislamos 6 anticuerpos monoclonales con actividad neutralizante
y esperabamos que estos seis anticuerpos estén dirigidos contra la subunidad VP5
de la proteina VP4, o contra VP7, ya que se ha observado que solo anticuerpos
contra estas dos proteinas son capaces de neutralizar 1a infeccion de Nar, ya sea
inhibiendo la adsorcion o un paso posterior, mientras que los anticuerpos contra

dominio VP8 de VP4 no neutralizan la infectividad de Nar, pero si la de RRV (32, 33).

De acuerdo a los titulos de neutralizacion de los 6 anticuerpos monoclonales
caracterizados, estos se puede clasificar en dos grupos: el primero, fomado por los
anticuerpos N4 y NB, los cuales presentan una neutralizacion diferencial entre el virus
mutante Nar y el silvestre RRV. Estos dos anticuerpos monoclonales neutralizan 32
y 6 veces mas eficientemente a Nar que a RRV, respectivamente, probablemente
estan dirigidos contra el dominio que estd expuesto en Nar y no en RRV, y que

seria el dominio que interacciona con el receptor celular independiente de acido sidlico.

El segundo grupo formado por los anficuerpos N7 a N10, que presentan titulos
de neutralizacion para ambos virus que difieren por 2 veces o menos. Estas
diferencias estan dentro del rango de la variabilidad experimental de! ensayo, por ko
cual no la consideramos significativa. Estos anticuerpos probablemente estén
reconociendo epitopos conservados para ambos virus. Sin embargo, no se puede
descartar que el determinante antigénico reconocido por estos anticuerpos pudiera ser
la region de VP4 que presenta diferencias conformacionales entre los dos virus, ya
que el epitopo podria ser inmunogénico Unicamente en el contexto de Nar, pero

antigénico tanto en Nar como en RRV.
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La presencia de dos patrones diferentes de neutralizacién entre estos 6
anticuerpos monoclonales inducidos por Nar sugiere que al menos existen dos

dominios de neutralizacidn presentes en el virus Nar.

Desconocemos el mecanismo a trevés del cual los anticuerpos aislados en este
trabajo neutralizan la infeccion de ambos vinus. De acuerde con lo reportado en la
literatura, algunos anticuerpos producidos contra el dominio VP5 de VP4 neutralizan
la infectividad de Nar a través de inhibir su union a la célula, mientras que aquelios
que neutralizan a RRV lo hacen en un paso posterior a fa unién (33, 39). El
conocimmiento del mecanismo de neutralizacion de los anticuerpos monoclonales
neutralizantes aislados nos ayudard a saber si estos anticuerpos monoclonales
estan dirigidos contra el dominio en VP4 responsable de la interaccion con el receptor
independiente de acido sidlico, ya que este tipo de anticuerpos inhiben la union del

virus Nar a las células que han sido tratadas con neurocaminidasa.

Como se menciond los rotavirus tienen la capacidad de aglutinar eritrocitos a
través del dominio VP8 de la proteina VP4, el cual tiene un sito de unién al acido
sidlico responsable de la interaccién con eritrocitos. Se sabe que los anticuerpos
dirigidos tantc contra VP4 como VP7 pueden inhibir la hemaglutinacion del virus. De
los anticuerpos contra VP4, los que estan dirigidos contra la regién VP8 posiblemente
bloguean la interaccion del virus con el eritrocito de manera directa ya que los
anticuerpos anti-VP8 interaccionan con la regién de unién al &cido sidlico de la
proteina, es decir que bloquean ia interaccion con el acido sidlico (23). Los
anticuerpos dirigidos contra el dominio VP5 de VP4, y contra VP7, inhiben la

hemaglutinacion de manera indirecta, provocando cambios conformacionales en e
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sitio de union al acido sidlico o como resultado de un impedimento estérico del

anticuerpo (39).

Los 6 anticuerpos monoclonales que aislamos presentan tres patrones de
reactividad, en relacion con su capacidad de inhibir ia hemaglutinacion:

El primero es el que tienen los anticuerpos monoclonales N4, N6 y N10 que
inhiben poco o no inhiben la hemaglutinacién de ninguno de los dos virus. Los titulos
de inhibicion de la hemaglutinacion que presentan (1:10 a 1:80) caen dentro del rango
observado para anticuerpos irrelevantes que se sabe que no tienen actividad de
inhibicion de la hemalgutinacion, lo cual sugiere que probablemente la inhibicion de la
hemaglutinacion observada para los anticuerpos monocionales N4, N6 y N10 no sea
especifica. Sin embargo, no puede descartarse el que si presenten una inhibicion de

la hemaglutinacion especifica pero en titulos muy bajos.

El segundo patrén es representado por N8, donde los titulos inhibicicn de la
hemaglutinacion son iguales para los dos virus. Independientemente de la diferencia
conformacional que pueda existir en la proteina VP4 de ambos virus, este anticuerpo
reconoce a ambas cepas de manera similar, inhibiendo la hemaglutinacion vy

neutraliza a los dos virus en titulos parecidos.

El tercer patrén presentado por los anticuerpos N7 y N9 los cuales inhiben la
hemaglutinacién de los virus en forma diferente. Estos anticuerpos inhiben de 16 a 20
veces mas efeicientemente la actividad hemaglutiante de Nar que la de RRV, a
pesar de que los titulos de neutralizacion son muy simitares para ambos virus. Esto

puede ser reflejo de la diferencia de conformacion que presentan los virus, ya que la

37



interaccién de los anticuerpos con las particulas virales puede afectar el dominio de
unién al acido sidlico en forma diferente, mientras que bloquea un sitio en VP4

importante para la infeccién, de manera similar.

La existencia de tres patrones diferentes en la inhibicién de la hemaglutinacion de
s virus Nar y RRV mostrada por los anticuerpos caracterizados, sugiere la presencia
de cuando menos tres regiones de reconocimiento diferentes en la proteina VP4,
Probablemente alguna de estas regiones de reconocimiento pueda ser un dominio no
identificada previamente en la proteina, ya que hasta ahora no se habian inducido
anticuerpos contra el virus Nar, y hasta el momento no se han reportado anticuerpos
moenoclonales que neutralicen la infeccion de cepas de rotavirus animales y que no
inhiban su hemaglutinacion. Esto ultimo puede ser debido a que 1a mayoria de los
anitcuerpos monoclonales que se han aislado hasta el momento han sido

seleccionados por ensayos de inhibicién de la hemaglutinacién.

Una parte muy importante de la caracterizacion de estos anticuerpos fue
identificar la proteina que reconoce cada uno. Lo que se esperaba, como se
menciond anteriomente, era que los anticuerpos que se aislaran estuvieran dirigidos
contra VP7 © el dominio VP5 de la proteina VP4, ya que sélo los anticuerpos
dirigidos contra estas dos proteinas son capaces de neutralizar al virus Nar. Se
utilizaron diferentes ensayos para poer identificar la proteina blanco de los
anticuerpos, porque la reactividad de los anticuerpos puede variar en funcién del
método. Por ejemplo, los anticuerpos que tienen isotipo IgM no reaccionan con la
proteina A sefarosa, la cual ademas tiene diferencias de afinidad por algunos

isotipos IgG, por lo que no funcionan bien en ensayos de inmunoprecipitacion. A

i3



parte de hacer ensayos de inmunoprecipitacion y de inmunopurificacion en fase
sdlida, se hicieron ensayos de neutralizacién con virus rearreglantes, cuyas proteinas
de capa externa provienen de diferentes cepas. Este ensayo se efectud para
mejorar la identificacién de la proteina reconocida por el anticuerpo monoclonal, en
casos donde el epitope estuviera solo presente, en la conformacion correcta en el
virus pero no en la proteina aistada. Por al menos uno de los tres métodos
empleados determinamos que los 6 anticuerpos reconocen a la proteina VP4. De
acuerdo a lo discutido anteriommente, lo mas probable es estén dirigidos contra
determinantes antigénicos presentes en VP5. Para confirmar esto, y poder mapear
de manera precisa el sitio de la interaccion de los anticuerpos monoclonales, nos
proponemos en el futuro aislar variantes de Nar que escapen a la neutralizacion por
estos anticuerpos y secuenciar el gene de VP4 de ellos para localizar la mutacion
que le confiere la resistencia a la neutralizacion, lo cual en principio permitiria una
mejor aproximacion para identificar el sitio de unién del anticuerpo monoclonal. En
funcion de la neutralizacién diferencial que presentan los anticuepos monoclonales N4
y N6, inhibiendo la infectividad del virus Nar de manera mucho mas eficiente que la
del virus RRV, estos anticuerpos monoclonales son los mejores candidatos para
identificar el dominio de VP4 responsable de la interaccion con el receptor
independiente de 4cido sidlico, la cual como se mencioné anteriormente, puede ser la
responsable, cuando menos en algunos casos, de la especificidad de la infeccion

mostrada por los rotavirus.

ESTA TESIS N8 DEBf
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6.CONCLUSIONES

1. Se seleccionaron 6 hibridomas que secretan anticuerpos monoclonales
contra el virus Nar y son capaces de neutralizar su infeccién. Los resultados
sugieren que estos anticuerpos monoclonales estan dirgidos contra la
proteina VP4 y reconocen al menos tres regiones diferentes de esta

proteina, a juzgar por los tres patrones de inhibicién de la HA.

2. Los seis anticuerpos monoclonales aislados neutralizan la infectividad del
virus mutante Nar y también a RRV, aungue 2 de ellos (N4 y N6} lo hacen

con titulos menores a los observados para el virus mutante Nar.

3. Los anficuerpos monoclonales N4 y N6 probablemente estén dirigidos
contra el dominio que esta expuesto en Nar y no en RRV, que puede ser &

domino de VP4 que interacciona con el receptor independiente de AS.



7.PRESPECTIVAS

1.Determinar el mecanismo de neutralizacién de los virus, a través de ensayos de

inhibicién de la union del virus utilizando AcM purificados y cuantificados.
2.Mapear el sitio de union de los AcM a la proteina correspondiente a través de

aislar variantes resistentes a la neutralizacion y secuenciar el gene de estas

variantes que codifica para la proteina reconocidad por el AcM.
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