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RESUMEN 

 

El virus de bronquitis infecciosa (IBV) es un coronavirus que se replica en el epitelio del tracto 

respiratorio, digestivo y urogenital de aves de corral por lo que ha provocado grandes pérdidas económicas 

a la industria aviar. La glicoproteína superficial Spike de IBV es altamente inmunogénica, principalmente 

gracias a su subunidad 1 (S1). La parte media de S1 presenta una región hipervariable (HVR) con residuos 

críticos que favorecen la variabilidad genotípica de los virus y contribuyen a producir una respuesta inmune 

protectora.  

En el presente estudio se utilizó la metodología de desplegamiento en fago (phage display) para 

realizar la detección de epítopos inmunodominantes de S1. Los anticuerpos de conejos y aves, inoculados 

con péptidos sintéticos (secuencia parcial de HVR) y cepas virales, seleccionaron péptidos miméticos 

(mimótopos) de una biblioteca combinatoria de 12 residuos. Los motivos QxTGPLxF, QYGKF y 

YPxYxxL (x representó aminoácidos variables) resultaron ser mimótopos de un clúster de dos epítopos de 

la región C-ter de HVR de S1 del coronavirus. Mediante la inoculación de algunos mimótopos como 

inmunógenos en ratones y aves, se obtuvieron sueros inmunes que reconocieron a IBV. Asimismo, en el 

ensayo de protección en donde las aves fueron desafiadas con el virus UNAM 2001 (de distribución 

exclusiva en México), los mimótopos de clonas individuales protegieron en un 75% evitando que se 

desarrollara nefritis o neumonía intersticial. Por otro lado, para caracterizar mejor la probable estructura de 

este clúster inmunogénico, se realizó un análisis comparativo del perfil hidrofílico y antigénico y de la 

estructura tridimensional de S1 ya caracterizada en el coronavirus humano del síndrome respiratorio agudo 

severo (SARS-CoV). Los resultados de dicho análisis sugirieron que los dos epítopos inmunodominantes se 

encuentran opuestos uno del otro y, como clúster, presentan una estructura conformacional expuesta en la 

superficie de la proteína.  

La utilización de los mimótopos inmunogénicos obtenidos en el presente trabajo, nos permitió 

identificar y caracterizar estructural e inmunológicamente algunos epítopos de la proteína Spike de IBV. 

Estos péptidos miméticos de fagos podrían utilizarse en el desarrollo de una nueva generación de vacunas o 

pruebas de diagnóstico de IBV, en especial, de cepas endémicas mexicanas.  

 

 

i 
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ABSTRACT 
 

 

Infectious bronchitis virus (IBV) is a coronavirus that replicates in the epithelium of respiratory, 

digestive and uro-genital track tissues of chickens causing economical losses in the poultry industry. The 

IBV glycoprotein Spike (as in other coronaviruses) is highly immunogenic due to the bulbous surface-

exposed subunit 1 (S1). The amino-terminal half-part of S1 presents a hypervariable region (HVR) with 

important residues that lead viral genetic variability and contributes to induce a protecting immune 

response.  

The purpose of this research was to identify and characterize S1 immunodominant epitope by 

phage display methodology. Rabbit and chicken sera obtained by inoculating synthetic peptides (HVR 

partial sequence) and virus strains selected mimetic peptides (mimotopes) of a 12-mers random library. The 

motifs QxTGPLxF, QYGKF y YPxYxxL (where x depicted a non-epitope random amino acid) were the 

mimotopes of a two-epitope cluster found in S1 HVR C-terminus. Some mimotopes used as immunogens 

in mice and chickens induced antibodies that recognized to IBV. In the challenge assay, 75% of chicken 

population that was immunized with such single phage mimotopes did not develop nephritis or interstitial 

pneumony. On the other hand, with the purpose of characterizing a little more this immunodominat 

cluster, a probable 3D structure was deduced through hydrophylicity-antigenicity profiles and SARS virus 

S1-structure comparisons. It is suggested that the two immunodominant epitopes are found face to face 

presenting, as a cluster, a conformational structure exposed in the protein surface.  

The immunogenic mimotopes obtained lead to identify and characterize structurally and 

immunogenically some S1 epitopes of the IBV Spike protein. These phage mimetic peptides could be used 

as a novel vaccine or a diagnostic strategy to detect IBV, specially, Mexican strains. 
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 INTRODUCCIÓN 

 

I.1 Características generales de los patógenos 

 

I.1.1 Género Coronavirus 

El virus de bronquitis infecciosa (IBV) y el virus del síndrome respiratorio agudo severo (SARS-

CoV) forman parte del género Coronavirus (Thiel, 2007) que se incluyen en la familia Coronaviridae y el 

orden Nidovirales (Tabla 1). Los coronavirus se caracterizan porque infectan aves (aves de corral y faisanes, 

principalmente) y mamíferos (murciélagos, ratas, ratones, conejos, perros, gatos, caballos, cerdos, ganado y 

el ser humano) causándoles diferentes patologías como infecciones respiratorias, digestivas, 

cardiovasculares y neurológicas. Lo anterior es causa de enormes pérdidas económicas en la industria de 

productos lácteos y cárnicos y huevos provenientes de granjas, así como la incesante aparición de 

enfermedades respiratorias durante todo el año en humanos. 

 

Tabla 1. Taxonomía del género Coronavirus* 

 

Grupo 1 

 

Subgrupo 1ª 

Virus de la gastroenteritis transmisible porcina  

Virus entérico canino 

Virus de la peritonitis infecciosa felina 

Subgrupo 1b 

Virus de la diarrea epidémica porcina 

Virus humano 229E 

Virus de murciélago 

Grupo 2 

Subgrupo 2ª 

Virus de la hepatitis murina 

Virus humano OC43 

Virus bovino 

Virus respiratorio canino 

Virus encefalomielitis porcina 

Virus puffinosis 

Subgrupo  2b Virus SARS 

Grupo 3 

Virus de la bronquitis infecciosa 

Virus de pavo 

Virus de faisán 

Virus de pato 

Virus de ganso 

Virus de paloma 

* (INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES, ICTV, 

2004) 

 

Los coronavirus son virus envueltos y su genoma es el más grande dentro de los virus constituidos 

de ARN ya que oscila entre los 16 y 33 kilopares de bases (kpb) y es altamente infeccioso replicándose en 
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el citoplasma celular. El ARN de los coronavirus es de una sola cadena con sentido positivo y de forma 

helicoidal, por lo cual, se clasifican en el Grupo IV de la clasificación de Baltimore (Thiel, 2007). El ARN 

5’ está cap metilado, mientras que 3’ presenta una cola de poliadenina (regiones que no se traduce, UTRs), 

lo que permite que se una al ribosoma para la traducción. Todos los coronavirus se caracterizan porque 

presentan cuatro proteínas estructurales. La glicoproteína Spike presenta una forma bulbosa (peplómero) 

con un peso molecular aproximado de 180-220 kilodaltones (kDa). Spike es altamente inmunogénica y con 

una tasa de variabilidad genética alta, además de ser una determinante del tropismo celular. La proteína de 

envoltura (E) tiene un peso molecular de 10-12 kDa aprox., es altamente hidrofóbica y sirve como 

envoltura protectora del virus de la gastroenteritis transmisible porcina (TGEV) y de IBV. La glicoproteína 

transmembranal (M) de 30-35 kDa aprox. es importante para el ensamblaje del virus, mientras que la 

nucleoproteína (N) de 45-50 kDa, que presenta una forma cilíndrica y helicoidal, envuelve al material 

genético. En algunos coronavirus del grupo 2a existe la hemaglutinina-esterasa (HE) de 140 kDa aprox., 

uniéndose a un correceptor celular (por lo general, N-acetil neuramínico) (Talbot and Levy, 1995; 

Cavanagh, 1981, 1983, 2007; Corse and Machamer, 2000). Las proteínas no estructurales (accesorias) de 

bajo peso molecular, son también utilizadas por lo taxónomos para determinar el subgrupo al que 

pertenecen algunos coronavirus, sin embargo, aún se desconoce su función dentro del genoma viral 

(Cavanagh, 2005). 

 

I.1.2 Ciclo biológico de los coronavirus 

El estudio de la replicación del genoma viral se ha basado en el modelo del virus murino (MHV) y 

actualmente, el del virus SARS (Fig. 1). Ambos virus se unen a receptores celulares (proteína antigénica 

carcino-embriónica y enzima convertidora de angiotensina 2, respectivamente) a través de su proteína 

Spike, no obstante, se desconoce si el mecanismo de entrada es mediante fusión membranal o por 

endocitosis (Blau and Holmes, 2001). Los marcos de lectura abierto, 1a y 1b, se traducen en pp1a (una 

proteasa) y pp1ab (una ARN polimerasa dependiente de ARN y una helicasa). Ambas proteínas son 

subunidades del complejo replicasa. Este complejo sintetizará un ARN de cadena negativa complementario 

al ARN genómico (Knipe and Howley, 2001). Este ARN servirá para sintetizar, a través de transcripción 

discontínua (la cual no ha sido bien estudiada), ARN’s mensajeros subgenómicos de cadena positiva de 

forma anidada (nested transcripts) y una cadena larga de ARN, todos compartiendo el mismo 3’ terminal, 

pero cada uno empieza con un 5’ terminal diferente por lo que el primer gen de cada ARNm traducirá a 

proteína, excepto la cadena más larga de ARN que formará parte del material genético de la próxima 

generación viral. La nucleoproteína (N) se une al ARN genómico para formar la nucleocápside, mientras 

que la proteína membranal (M) es integrada en la membrana del retículo endoplásmico, así como la 

proteína Spike y la hemaglutinina esterasa. Después de la unión de las proteínas a la membrana, la 

nucleocápside con el ARN de forma helicoidal se encapsula en el lumen del retículo endoplásmico. Al 
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final, la nueva progenie viral es transportada a través de vesículas en el aparato de Golgi hacia la membrana 

celular y son exocitadas en el espacio extracelular (Weiss S and Navas S, 2005).  

 

 

 

Fig. 1 Replicación de un coronavirus. (1) Entrada del virus a través de su receptor de superficie, Spike uniéndose a un 
receptor celular. (2) El virus podría entra a la célula mediante fusión membranal o por endocitosis. (3) El complejo 
replicasa (polimerasa) se traduce. (4) Se transcriben pequeños ARN subgenómicos de cadena positiva que serán 
usados para sintetizar las proteínas estructurales y el ARN genómico de cadena positiva. (5) La nucleoproteína (N) se 
une al ARN genómico (nucleocápside) y Spike, la proteína transmembranal (M) y la hemaglutinina esterasa (HE) se 
integran al retículo endoplásmico (ER) para (6) formar una vesícula  que será transportada a la membrana celular. 
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I.2 Virus de bronquitis infecciosa 

 

I.2.1 La bronquitis infecciosa 

IBV es un patógeno que ha causado grandes pérdidas económicas en la industria aviar alrededor 

del mundo provocando una enfermedad altamente contagiosa entre aves de corral (Gallus gallus 

domesticus) (Cavanagh and Naqui, 2003). Este virus causa infecciones en órganos que presentan superficies 

epiteliales, tales como el tracto respiratorio y reproductivo (Collisson et al, 1992 y Cavanagh D, 2005) y en 

el riñón (Wang et al, 1993; Cook J, 1984; Julian R and Willis N, 1969). La infección disminuye la calidad y 

la producción del huevo (afecta la consistencia y el pigmento de la cáscara), inhibe la reproducción aviar (el 

oviducto es afectado) y produce la muerte hasta de un 50% en aves jóvenes (Matthijs et al, 2003; Ladman 

and Feberwee, 2004). En general, existen lesiones en la parte superior del tracto respiratorio, airsacculitis, 

nefritis (por cepas nefrotrópicas), depósitos de urato en riñón y uréteres (Butcher et al, 2002). 

El virus tarda en replicarse de 36 a 48 hrs dentro de su organismo hospedero manifestándose en forma de 

exudado nasal, estornudos, ojos vidriosos, estado letárgico, chillidos quejumbrosos, diarrea, deshidratación, 

pneumonía aguda, depresión, infecciones secundarias (Escherichia coli y micoplasmas) y hasta muerte 

(McFerran and McNulty, 1993). 

 

I.2.2 Características generales del virus 

El virus de bronquitis infecciosa fue descrito por primera vez en 1931 por Schalk y Hawn en una 

localidad de Massachussets, EU y aislado en 1937 por Hudson y 

Beaudette (McFerran and McNulty, 1993). Este virus es de 

distribución mundial infectando aves domésticas de cualquier 

edad, por lo regular, en meses fríos (Butcher et al, 2002). IBV no 

se transmite a través de vectores sino que sobrevive en aerosol (al 

toser o estornudar las aves) durante varios días a bajas 

temperaturas. No ocurre la transmisión por huevo (McFerran 

and McNulty, 1993). Este virus se caracteriza por tener una 

forma pleomórifica, con un diámetro entre 80-200nm; formado 

por proyecciones en forma de bate que miden de 17 a 20nm del 

largo (Fig. 2) (Cavanagh D, 2007). Además, es sensitivo al éter; 

sobrevive en agua (lo cual es importante para la administración 

de vacunas); tiene una estabilidad óptima en un pH de 7.8, pero 

Fig. 2 Virus de bronquitis 
infecciosa extraído de heces 
fecales de un ave joven. Tomado 
de Steffens, WL, 1998) 
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puede sobrevivir entre pH 2 a 9. Es sensible al tratamiento con calor, solventes lipídicos, detergentes no 

iónicos, formaldehído y agentes oxidantes. Puede permanecer por meses a –20°C en líquido alantoideo e 

indefinidamente a temperaturas más bajas (McFerran and McNalty, 1993). 

 

I.2.3 Serotipos mundiales y mexicanos 

Desde la primera cepa de IBV caracterizada, Mass41 (Schalk and Hawn, 1931), se han descrito 

más de 30 serotipos con diferente tipo de virulencia y tropismo. Así, existen serotipos que atacan severa y 

exclusivamente al tracto respiratorio (Mass, Conn, Ark, GA98) como otras que son fielmente nefrotrópicos 

(Gray, Holte, cepas australianas e italianas) (Parr and Collison, 1993). De acuerdo a Cavanagh, 2005, 

serotipos IBV han aumentado en los últimos años, en algunos casos, debido a una separación evolutiva con 

respecto al aislamiento geográfico como en el caso de cepas australianas principalmente (Ignjatovic et al, 

2006); asimismo, han ocurrido nuevos brotes en Jordania (Gharaibeh, 2006), Polonia (Domanska and 

Blicharz et al, 2006), Italia (Bochkov et al, 2006), Rusia (Botchenko et al, 2006), Escocia (Worthington and 

Jones, 2006), Colombia (Alvarado et al, 2005), China (Liu et al, 2006), Japón (Mase et al, 2004), Taiwan 

(Wang and Huang, 2000) en donde las nuevas variantes ni siquiera tienen parentesco genómico con los 

grupos clásicos. Esta especificidad geográfica puede ser debida a la lenta evolución que existe entre algunas 

variantes (Schikora et al, 2003), aunque otras se han distribuido ampliamente en el resto del mundo (Mass, 

Ark, Conn, DE) (Jackwood et al, 2005). La evolución del IBV ocurrida entre diferentes zonas a nivel 

mundial, particularmente en donde existen grandes concentraciones de granjas aviares, se le ha atribuido 

debido a la gran variabilidad en el genoma, el constante uso indiscriminado de vacunas múltiples activas, la 

habilidad de replicarse en muchos tejidos, las recombinaciones entre cepas y a la presión inmunológica 

aviar (Bochkov et al, 2006; Wang et al, 1993; Cavanagh et al, 1997).  

En México, también se ha detectado este tropismo geográfico debido a que existen variantes 

endémicas distribuidas principalmente en el centro del país. Las de mayor importancia son Mex/1765/99 o 

también conocido como UNAM 97 (Gelb et al, 2001) que es una cepa pneumotrópica y BL56 (Escorcia et 

al, 2000) y UNAM 2001 (Escorcia, 1999; Gazarian et al, no publicado) que pueden infectar riñones de aves 

(aunque también producen pneumonía). Es importante recalcar que México no cuenta con sus propios 

sistemas de diagnóstico y mucho menos, con vacunas específicas para estos serotipos endémicos valiéndose 

de vacunas comerciales importadas a base de serotipos de distribución mundial (Mass y Conn, 

principalmente) que no presentan reactividad inmunológica cruzada (Escorcia, 1999). 

 

I.2.4 Características estructurales del virus de bronquitis infecciosa 

El genoma de IBV tiene un ARN infeccioso de cadena sencilla positiva de 27.5 kpb (Fig. 3). Este 

ARN codifica para cuatro proteínas estructurales: Spike, M, E y N. La glicoproteína Spike , de un peso 
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molecular de 180 kDa y 1154 aminoácidos, es la responsable de la unión entre IBV y la célula epitelial 

hospedera, además de ser la promotora de la probable fusión celular o de la endocitosis para la entrada del 

virus a la célula. Se ha visto que en varios coronavirus, esta glicoproteína es la determinante del tipo de 

hospedero así como de la patogenicidad (Haijema et al, 2004). Sin embargo, en el caso de IBV, Spike es un 

determinante del tropismo celular, pero no necesariamente de la patogenicidad como pudo observarse al 

reemplazar el gen de Spike de una cepa no patogénica de IBV (Beaudette) con el de la cepa patogénica 

Mass41 (M41) causando que la primera no pudiese unirse a las células Vero in vitro (Casais et al, 2003). 

Cuando se inoculó (vía intranasal y ocular) el virus recombinante en aves, éste seguía siendo no patogénico, 

aunque sí estimulaba una respuesta inmune protectora contra el virus M41 (Hodgson et al, 2004). La 

glicoproteína M de IBV tiene 25 kDa y 225 aminoácidos y permite la expansión de la membrana durante el 

ensamblaje. La proteína E tiene apenas un peso molecular de 12.2 kDa y 108 aminoácidos y actúa como 

una envoltura protectora. La proteína N (45 kDa y 409 aminoácidos) proporciona protección al ARN 

genómico formando una nucleocápside (Cavanagh D, 2005). El orden de los genes de las proteínas 

estructurales en el genoma es el mismo en todos los coronavirus (Fig. 3). Además de las proteínas 

estructurales, el genoma de IBV (como en todos los coronavirus) codifica genes de proteínas no 

estructurales. Tal es el caso de los genes para la replicasa que traducen para un complejo proteínico 

multifuncional ya que puede realizar la transcripción del ARN genómico, actuar como el ARN líder y 

presenta actividad proteasa y helicasa. Los genes 3 y 5 traducen las proteínas no estructurales 3a (6.6 kDa y 

57 aminoácidos) y 3b (7.4 kDa y 64 aminoácidos), 5a (7.5 kDa y 65 aminoácidos) y 5b (9.3 kDa y 82 

aminoácidos), respectivamente, y aún se desconoce su función en cualquier coronavirus (Cavanagh D, 

2005). 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 Organización del genoma de IBV. El gen 1 codifica para la proteína replicasa que ocupa dos terceras parte del 
genoma. El genoma está delimitado por dos regiones no traducidas (UTR) que conforman la región 5’ cap-metilado y 
3’ poli (A). La familia Coronaviridae presenta genes monocistrónicos que codifican para las proteínas estructurales 

Spike, E, M y N, así como una región intrónica (RI)  El género Coronavirus principalmente difiere entre sus especies 
por sus proteínas no estructurales 3a, 3b y 5a, 5b. La organización del genoma es igual entre todos los coronavirus. 

 

 

27.6 kpb 

Spike M N 

3a 3b 5a 5b 
5’UTR 3’UTR 

Replicasa  

E 19,890 pb 
3,489 pb 

678 pb 1230 pb 

327 pb RI 
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I.2.5 Métodos de diagnóstico y vacunas actuales 

Es importante recalcar que para dar un diagnóstico a través de los signos clínicos de la bronquitis es 

muy difícil puesto que los signos respiratorios de esta enfermedad son similares a la enfermedad de 

Newcastle, laringotraquitis infecciosa o infecciones por pneumovirus, así mismo, el decremento de la 

producción de huevos y la pobre calidad de los mismos, no es un factor que contribuye al diagnóstico de 

IBV (Villegas, 1998). Por lo tanto, es necesario hacer pruebas en el laboratorio que permitan el aislamiento 

e identificación del agente causal. Esto se hace a través de pruebas serológicas y genotípicas una vez aislado 

el patógeno de exudados nasales, del tracto respiratorio, pulmones, hígado, oviducto, intestino, amígdalas o 

heces fecales. Para titular el virus se utiliza cultivo de células de tráquea de embriones de pollo libres de 

patógenos específicos hasta observar efectos citopáticos (Cavanagh and Naqui, 1997). Para poder 

determinar el serotipo de los virus, se utilizan métodos serológicos como la neutralización viral (Darbyshire 

et al, 1978), ELISA y EIA (Mockett and Darbyshire, 1981), inhibición de la hemaglutinina (Alexander et al, 

1983), en los cuales, pueden utilizarse anticuerpos monoclonales (Ignjatovic et al, 1991) o por métodos 

moleculares como RFLPs (Cavanagh et al, 1992) y RT-PCR (Kingham et al, 2000) y RT-PCR en tiempo 

real (Jackwood et al, 2003) a través de secuencias parciales de la glicoproteína Spike (subunidad 1). 

Con respecto a la vacunación contra IBV, se ha venido manteniendo desde los años 50’s de forma 

masiva. Estas vacunas son administradas dependiendo del serotipo y del tipo de ave infectada (pollos de 

engorda, aves reproductoras o ponedoras). Los pollos de engorda son inmunizados preferentemente con 

vacuna viva debido a su corto tiempo de estancia en las granjas avícolas (antes de venderse al consumidor), 

mientras que las gallinas ponedoras y reproductoras se les suministra una dosis de vacuna activa en la 

primera inmunización y una vacuna inactivada en los refuerzos para tener un espectro de protección mayor 

ya que contiene adyuvantes e inmunoestimulantes. Las vacunas vivas se inoculan directamente en el ojo por 

aspersión o se vierten en los bebederos de las aves, mientras que las vacunas inactivadas se recomiendan 

inocularse intramuscularmente en el muslo o en el pecho, así como subcutáneamente en el tercio inferior 

del cuello (Intervet y Engormix, 2006).  

El uso de vacunas vivas atenuadas, a base del serotipo Massachusetts (M41, H120, Conn) que se 

distribuye mundialmente, es muy común en la industria y granjas aviares. También se han utilizado vacunas 

heterólogas vivas (mezcla de serotipos mundiales con algunas variantes europeas o australianas) con 

resultados en los que no se ha reducido la mortalidad aviar provocada por el virus (Cook et al, 1976 and 

Cook et al, 1999; Cavanagh, 2003). Esto ha indicado que no se induce una respuesta inmunológica de 

protección cruzada de cepas vacunales con respecto de serotipos endémicos y, asimismo, estas vacunas han 

promovido el surgimiento de nuevas variantes virales debido a mutaciones secundarias que revierten la 

virulencia (Mase et al, 2004; Cavanagh and Naqui, 2003; Farsang et al, 2002; Sapats et al, 1996). Además, se 

ha reportado que estas vacunas pueden provocar lesiones en el epitelio de la tráquea causando infecciones 
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bacterianas secundarias (Tarpei et al, 2006). Las vacunas elaboradas con virus inactivados ofrecen poca 

protección (entre un 20 y un 40%) y deben ser suministradas en varias dosis, por lo que, como se dijo 

anteriormente, se deben combinar con una vacuna viva para mayor protección, pero aún así, depende del 

tipo de serotipo inoculado (Cook et al, 1999), de su tropismo celular (Pensaert M and Lambrechts C, 

1994), de su grado de virulencia, e incluso, de la raza del ave (Cavanagh et al, 2005). 

En la actualidad, países en vías de desarrollo como México, continúan utilizando vacunas 

importadas a base de cepas como Mass, Ark o Conn a pesar de que existen virus endémicos como BL56, 

UNAM 97 y UNAM 2001 (Escorcia MS, 1999). Las empresas farmacéuticas veterinarias en México 

(Avimex
®

 e Intervet México
®

) no se han dedicado a hacer investigación sobre la prevención, diagnóstico y 

tratamiento de aves infectadas con virus endémicos.  

Es necesario tomar en cuenta los riesgos que se generan por utilizar vacunas vivas, las desventajas 

de utilizar vacunas inactivadas o la relativa protección de la combinación de ambas. Es por ello que 

actualmente se han estado realizando investigaciones en la proteína antigénica Spike (Cavanagh, 2005). Los 

distintos análisis filogenéticos han demostrado que genes de la subunidad 1 de Spike de variantes víricas 

aislados de aves vacunadas en África, Asia, Europa, América Central y Suramérica, el Medio Oriente y 

Estados Unidos comparten por lo menos del 75 al 99% de aminoácidos (Cavanagh et al, 1992 y 1988). Esta 

variación es la involucrada en la poca protección cruzada pues tan solo basta entre un 3 y un 5% de 

variación en los aminoácidos de S1 (está formado por 520 aminoácidos aproximadamente) para que las 

aves no puedan tener protección inmunológica (Cavanagh D, 2005). 
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I.3 Virus del síndrome respiratorio agudo severo 

 

I.3.1 Descubrimiento del virus 

El síndrome respiratorio agudo severo (SARS, por sus siglas en inglés) apareció por vez primera a 

mediados de noviembre de 2002 en Guandong, China, y para finales de febrero de 2003, la pandemia 

ocurrió. El virus rápidamente se dispersó a 29 países demostrando su potencial para transmitirse 

rápidamente entre humanos puesto que lo hace a través de aerosol y fluidos corporales (WHO, 2007). 

Para Abril, 2003, la Organización Mundial de la Salud (OMS) anunció que se trataba de un nuevo virus. El 

virus fue identificado como un coronavirus que, filogenéticamente, lo posicionaba entre el grupo 2 

(coronavirus de ratón y bovino) y 3 (coronavirus aviar) de la familia Coronaviridae (Drosten et al, 2003). 

 

 

Fig. 4 Más de 8 mil casos presentados alrededor del mundo debido a infecciones por el síndrome 

respiratorio agudo severo. Tomado de WHO, 2007. 
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El 18 de mayo de 2004 se presentó el último caso de esta enfermedad en China. Hasta esta fecha, 

el coronavirus cobró 812 muertes y 8439 casos (Fig. 4) en todo el mundo (WHO, 2007). China fue el país 

más afectado con más de 5000 casos de infección y más de 300 muertes (mortalidad del 6.6%)  seguido de 

Hong Kong con 1700 personas infectadas y 300 fallecimientos (mortalidad del 17%). 

El costo económico fue extremadamente caro. Entre una búsqueda de una posible vacuna, 

utilización masiva de hospitales, viajes cancelados al Sureste de Asia y, sobre todo, el decremento de las 

inversiones en esta región del mundo tuvo un costo aproximado de $100 millones de dólares de acuerdo a 

Bio Economic Research Associates en Cambridge, Massachussets (BIO-ERA, 2007). 

  

I.3.2 Síndrome respiratorio agudo severo 

El SARS es una enfermedad crónica respiratoria (pneumonía atípica) que se caracteriza 

principalmente por un daño alveolar difuso (Ding et al, 2003). Los principales síntomas del paciente son 

parecidos a la influenza (Booth et al, 2003): fiebre (38 °C), disnea, linfopenia, tos seca, infección en la parte 

baja del tracto respiratorio, además, síntomas gastrointestinales y diarrea (Nie et al, 2003; Tsui et al, 2003; 

Lee et al, 2003). Existe un período de incubación del virus de 2-10 días y puede diferir sintomáticamente 

dependiendo de la edad. En general, la mortalidad es del 10% (WHO, 2007), pero en pacientes ancianos 

aumenta al 50% (considérese que la tasa de mortalidad por el virus de influenza es del 0.6% en ancianos 

aunque aumenta hasta el 33% cuando emergen nuevas variantes).  

Para el diagnóstico clínico se ha valido de estudios radiográficos del pecho del paciente mostrando 

filtrados pulmonares periféricos pudiéndose observar con mayor resolución con estudios de escaneo 

pulmonar mediante tomografía computarizada (Wong et al, 2003; Li et al, 2003). Otras pruebas de 

diagnóstico más precisas han sido aprobadas por la OMS (WHO, 2007). La ELISA es una prueba que 

detecta anticuerpos de SARS-CoV 21 días después de presenciar los síntomas. El ensayo de 

inmunofluorescencia  permite detectar anticuerpos 10 días después de presentar el síndrome, sin embargo, 

es una prueba muy laboriosa. La última prueba es la reacción de cadena polimerasa (PCR) que detecta el 

material genético del virus en muestras de sangre, esputo, tejido y fecales. La PCR, como prueba de 

diagnóstico del virus SARS, es muy específica, pero no sensitiva (un resultado positivo es un indicador 

infalible de que el paciente porta el virus, pero un resultado negativo no significa que el paciente no pueda 

tener SARS). 
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I.3.3 Taxonomía y morfología de SARS-CoV 

El SARS es causado por el agente etiológico SARS-CoV, un coronavirus del subgrupo 2b (Grupo 

2) (Véase Tabla 1) de la familia Coronaviridae (Orden Nidovirales). Existen aproximadamente 200 

variantes de este coronavirus (ICTV, 2004). El virus se caracteriza por presentar, como material genético, 

un ARN de cadena simple positiva y, además, proteínas estructurales de envoltura (virus envuelto) y una 

nucleocápside. Su forma es pleomórfica y presenta una especie de corona en su superficie (Fig. 5). 

 

  

Fig. 5 Morfología del virus SARS. a) micrografía electrónica del virus en donde se aprecia la proteína Spike, 
característica de la familia Coronaviridae. b) representación esquemática de las proteínas estructurales; la proteína 
Spike se encuentra inmersa en una bicapa lipídica derivada de la membrana intracelular. Las proteínas de membrana 
y envoltura están en contacto con la nucleocápside, la cual se asocial al material genético. Tomado de Stadler, 2003. 

 

I.3.4 Características estructurales del coronavirus del síndrome respiratorio agudo severo  

El tamaño del genoma del coronavirus SARS (SARS-CoV) es de 29.7 kpb. Presenta un ARN 

poliadenilado con un 41% de nucleótidos de guanina y citosina (Rota et al, 2003). El genoma es típico de 

un coronavirus como se muestra en la Fig. 6. Marra y cols., 2003 secuenciaron el genoma de SARS-CoV 

identificando genes que codifican para proteínas estructurales: Spike (S), proteína de envoltura (E), de 

membrana (M) y una nucleocápside (N) y como proteínas no estructurales: Replicasa y nueve marcos de 

lectura abierto (ORFs) (el grupo de Rota solo identificó 5 ORFs). Dentro de los genes de replicasa, existen 

dos marcos de lectura abiertos que se traslapan: ORF1a y ORF1b y que conforman las dos terceras partes 

del genoma (nucleótidos 265-21485). También se codifican proteasas como PLpro (papain-like cysteine 

protease) y 3CLpro (3C-like cysteine protease) que dividen a la poliproteína replicasa en polipétidos 

individuales que son requeridos en la replicación y transcripción. Aún no se han identificado las funciones 

biológicas de todos los ORF, además de que la mayoría se han obtenido por análisis de predicción por 

algoritmos computacionales (Tabla 2). 

a) b) 
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Fig. 6 Estructura del genoma del virus SARS. Se representan las proteínas estructurales y no estructurales (Nsp) 
representadas por cuadros. Los colores indican el nivel de identidad de los aminoácidos del virus SARS con respecto 

al de otros coronavirus. Las proteínas accesorias se encuentran en blanco, mientras que las secuencias regulatorias de 

transcripción se representan en círculos que son específicas para SARS-CoV (5′ACGAAC3′). Asimismo, se muestra la 

secuencia líder (L) y la cola 3’poli(A). 

 

 Tabla 2 Proteínas y predicciones estructurales de SARS-CoV 

ORF Proteínas Longitud (aa) Función 

REGIÓN REPLICASA 

ORF1a Nsp1 180 - 

 Nsp2 638 - 

 Nsp3 (PLpro) 1922 Proteasa de cisteína similar a la papaína. Divide a Nsp1-

Nsp4. Presenta dos dominios transmembranales 

 Nsp4 500 Contiene tres dominios transmembranales 

 Nsp5 (3CLpro) 306 Proteasa de cisteína similar a 3C. Escinde a Nsp4-Nsp16 

 Nsp6 290 Contiene cinco dominios transmembranales 

 Nsp7 83 - 

 Nsp8 198 - 

 Nsp9 113 - 

 Nsp10 139 Dominio similar al factor de crecimiento 

 Nsp11 13 - 

ORF1b Nsp12 (RdRp) 932 Polimerasa dependiente de ARN 

 Nsp13 (helicasa) 601 Actividad helicasa. Dominio de unión a zinc; NTPasa 

 Nsp14 527 Exonucleasa (homología con ExoN) 

 Nsp15 346 endoARNasa (homología con XendoU) 

 Nsp16 298 Metiltransferasa en ARNm 

REGIÓN ESTRUCTURAL 

ORF2 Spike (S) 1255 Unión y fusión celular. Un dominio transmembranal. 

Aproximadamente contiene 12 sitios deN-glicosilación 

ORF3a NA 274 Dos dominios transmembranales; un sitio de N-

glicosilación y 10 sitios O-glicosilación. Probablemente 

tiene unión a ATP 

ORF3b NA 154 - 

ORF4 Envoltura (E) 76 Envoltura protectora viral y probablemente actúa en la 

replicación del virus 

ORF5 Membrana (M) 221 Formación y expansión de la envoltura viral; se cree que 

interacciona con N 

ORF6 NA 63 Un dominio transmembranal 

ORF7a NA 122 Un dominio transmembranal 

Continuación… 
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ORF7b NA 44 Un dominio transmembranal. 

ORF8a NA 39 Asociada a membrana. Parece ser una importante 

diferencia genómica entre el coronavirus SARS del 

humano y el de la civeta (Guang et al, 2003) 
ORF8b NA 84 Un sitio N-glicosilación. Parece ser una importante 

diferencia genómica entre el coronavirus SARS del 

humano y el de la civeta (Guang et al, 2003) 

ORF9a Nucleocápside (N) 422 Unión al ARN genómico 

ORF9b NA 98 Un sitio O-glicosilación 
- 

se desconoce la actividad 
NA

 no aplica 

Modificado de Marra y cols; Stadler y cols, 2003 

 

I.3.5 Análisis filogenético: el origen del virus SARS 

El proteoma de SARS-CoV tiene un parecido del 20-40% entre los tres grupos de coronavirus. 

Análisis filogenéticos (Fig. 7) indican que las proteínas estructurales y la replicasa agrupan al SARS-CoV en 

otro grupo monofilético (Rota et al, 2003; Marra et al, 2003 y Gorbalenya et al, 2004):  

 

Fig. 7 Árboles filogenéticos de la replicasa y proteína estructurales M, N y Spike donde se muestra la divergencia 
genética de coronavirus SARS (Imagen tomada de Marra et al, 2003). 

Continuación… 
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Sin embargo, existe una conservación genética entre la polimerasa de los coronavirus (hasta un 

60%). El grupo de Marra no detectó principios de recombinación genética a través del programa SimPlot, 

pero este mismo grupo, Rota et al, 2003; Stavrinides J and Guttman D, 2004 y recientemente; Li W et al, 

2005 han reportado evidencia sobre recombinaciones en SARS-CoV. La presencia del motivo s2m en 3’ 

terminal de Spike soporta la idea de que hay un posible origen aviar del SARS-CoV pues esta secuencia 

está bien conservada entre coronavirus de aves (Jonassen et al, 1998) y se cree que SARS-CoV obtuvo este 

motivo en algún evento de transferencia horizontal (Marra et al, 2003).  

Por otra parte,  Stavrinides J and Guttman D, 2004, mediante técnicas bioinformáticas de 

descomposición por fractura, Bayesian y neighbor-joining aplicadas en las secuencias de las diferentes 

proteínas estructurales y la replicasa, demostraron que posiblemente SARS-CoV es una composición de 

mosaico evolutivo entre un coronavirus de mamífero y uno aviar. Según este análisis, la replicasa tiene un 

origen vírico de mamífero mientras que M y E provienen de un coronavirus aviar. Lo interesante radica en 

que la proteína S de coronavirus SARS, que es una proteína que induce anticuerpos neutralizantes 

[principal determinante antigénico (Buchholz et al, 2004)] es una recombinación de ambos: uno aviar y uno 

felino. Spike de virus SARS tiene una alta identidad genética con el corononavirus felino de la peritonitis 

infecciosa en los primeros 1800 pares de bases, pero que en los siguientes 200 nucleótidos, la secuencia es 

similar a la del coronavirus aviar. Cabe señalar que en los primeros 600 aminoácidos se encuentra un 

dominio de unión al receptor (318-510) en donde las mutaciones jugaron un papel importante en el 

cambio de hospedero, es decir, que este sitio pudo haber mutado al grado de poder unirse al receptor 

celular humano. 

Recientemente se ha reportado experimentalmente (Li W et al, 2005) que la etología del  

coronavirus SARS reside en la diversidad genética virus zoonóticos en murciélagos. Estos coronavirus (SL-

CoV Rp3) presentan una identidad del 92%. La diferencia genética se encuentra en el gen S 5’ (equivalente 

a la región S1 de otros coronavirus) y a la región inmediata del gen N. Estas regiones se han identificado 

como secuencias de mutación alta entre los diferentes coronavirus (Guan et al, 2003) 

El estudio de S1 de Spike permitirá identificar regiones altamente variables, dentro de las cuales, pueden 

identificarse regiones antigénicas e inmunogénicas para la creación de una posible vacuna. El estudio de 

esta proteína es entonces, de relevancia para combatir este coronavirus humano emergente que por el 

momento, puede estar latente en cualquier parte del mundo.  
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I.3.6 Tratamiento y vacunas 

 Hasta ahora el tratamiento se ha hecho a base de drogas que disminuyen la fiebre (antipiréticos) 

aunado a una ventilación mecánica. No existe evidencia de antivirales, esteroides u otras terapias que 

ayuden a los pacientes, incluso algunos de ellos pueden causar efectos colaterales adversos (Stockman, 

Bellamy and Garner, 2006). La combinación de medicamentos (Kaletra, Ribavirin y corticoesteroides) ha 

tenido efectos aparentemente positivos. Muchos blancos proteínicos han sido detectados para la posible 

elaboración de antivirales tales como, la proteasa principal, la helicasa, la ARN polimerasa y Spike (Thiel, 

2007)  
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I.4 La subunidad 1 de Spike: principal inductora de anticuerpos en IBV y SARS-

CoV 

 

I.4.1 Características generales de la glicoproteína Spike en coronavirus 

La proteína homotrimérica Spike está glicosilada post-traduccionalmente; es del tipo I membranal 

y se caracteriza por formar la “corona” de los coronavirus (Jordi et al, 1989). Posee una ancla membranal 

conservada y un inusual dominio rico en cisteínas que se encuentra intracitoplásmicamente en el virus 

(Lewicki and Gallagher, 2002). Esta proteína es la que permite entrar al sistema celular a través de un 

receptor específico celular, como APN (aminopeptidase N) para el grupo I de los coronavirus (Yeager et al, 

1992);  CEACAM1 (carcinoembryonic antigen-cell molecule) (Nedellec et al 1994), ACE2 (angiotensin-

converting enzyme) (para SARS-CoV, Li et al, 2003) y neuraminidasa 5 para el grupo II y no se ha 

determinado un receptor celular para el grupo III. Al mismo tiempo, Spike permite la fusión virus-célula y 

célula-célula y define el tropismo celular. En algunos coronavirus (principalmente del grupo II y III) Spike 

se escinde en dos polipéptidos: subunidad 2 (S2) y subunidad 1 (S1) (Binns et al, 1985). El amino terminal 

S1 se cree que tiene una forma globular en la proteína madura; éste contiene el dominio de unión al 

receptor (RBD, de receptor-binding domain) en algunos coronavirus (Fig. 8) que por lo regular abarca los 

primeros 330 aminoácidos (Kubo et al, 1994). Este dominio no ha sido determinado en IBV, pero sí en 

SARS-CoV abarcando de los residuos 318 al 510 en la parte carboxilo terminal de S1 (Li et al, 2005). En 

IBV, así como en MHV, sí se puede observar una región altamente variable (HVR) entre diversas variantes 

del virus. S2 (C-terminal), como se puede apreciar en la figura, resulta más conservada que S1 entre 

diferentes especies de coronavirus. Ésta presenta actividad de fusión membranal; aproximadamente cuenta 

con 600 aa y a través de modelos se ha reportado que presenta tres estados conformacionales (estado de 

pre-fusión, estado intermedio pre-asa y estado post-fusión). Durante la fusión membranal, las regiones de 

siete repeticiones (HR, de Heptad Regions) forman una estructura quimérica de asa colocando al péptido 

de fusión muy cerca de la región C-ter del ectodominio para poder entrar a la célula hospedera (Jordi B et 

al, 1989). 
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Fig. 8 Comparación de la glicoproteína Spike de diferentes coronavirus. Se muestran las regiones que coforman a S1: 

péptido señal, dominio de unión al receptor (RBD) y regiones hipervariables (HVR). En S2, más conservado, se 
muestran regiones de siete repeticiones (HR 1 y 2), y un dominio transmembranal rico en cisteínas (TM). Imagen 
tomada de Weiss and Navas, 2005. 

   

La proteína Spike de IBV presenta 1154 aminoácidos (Weiss  and Navas-Martin, 2005), mientras 

que la de SARS-CoV tiene 1255 (Rota et al, 2003). Ambas proteínas inducen anticuerpos neutralizantes en 

sus respectivos hospederos, además de permitir la unión y fusión membranal (Cavanagh et al, 1986, 1984; 

Tripet et al, 2004). La adaptación del virus SARS en humanos y, por lo tanto la especificidad viral hacia su 

hospedero, involucra solamente el cambio de seis aminoácidos en el Spike del virus SARS del mamífero 

civeta (Paguma larvata), lo cual ha sido objeto de estudio no solo como evidencia genética de un origen 

zoonótico, sino para la búsqueda de epítopos inmundominantes (Holmes KV, 2003). En IBV, solo bastan 

49 aminoácidos mutados (de los cuales, 26 se encuentran en Spike) para que el virus se adapte a células de 

primate, según experimentos de Li et al, 2005.  

 La proteína Spike de IBV presenta afinidad hacia el ácido siálico de la superficie de células 

epiteliales respiratorias, entéricas y urogenitales de aves de corral (Winter et al, 2006). Asimismo, la 

proteína Spike del virus SARS utiliza el receptor celular ACE2 (Li et al, 2003) de células epiteliales 

respiratorias de mamífero. El único modelo tridimensional de Spike (S1) de coronavirus es el del virus 

SARS elaborado a través de la similitud con la secuencia de aminoácidos de la neurotoxina B cristalizada 

de Clostridium botulinum (Spiga et al, 2003).  

 

I.4.2 La importancia de la subunidad 1 de IBV y SARS-CoV 

Para el virus de bronquitis aviar, Spike ha sido importante porque es un gran inductor de 

anticuerpos neutralizantes (Cavanagh et al, 1986, 1984). En la parte N-terminal de S2 se ha encontrado una 

región inmunodominante (aa 541-574 aprox. del serotipo Mass) que fue reconocida por anticuerpos 

policlonales y por dos anticuerpos monoclonales. Es de importancia mencionar que es una región 
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antigénica que no está sujeta a variaciones como S1, sin embargo, la neutralización es más baja comparado 

con epítopos de este último (Lenstra et al, 1989). Es por ello que las investigaciones actuales se basan en 

esta subunidad de 520 aminoácidos para la búsqueda de epítopos inmunodominantes que puedan inducir 

una respuesta inmunológica. 

La subunidad 1 (N-terminal) de IBV es un polipéptido que se ensambla mediante interacciones no 

covalentes con S2. Esta subunidad, además de proporcionar una estructura globular a la proteína Spike, es 

la principal inductora de anticuerpos neutralizantes y con actividad de hemaglutinación (Cavanagh D, 

1983). Por otra parte, se ha reportado que S1 presenta más sustituciones de aminoácidos que S2 (Niester et 

al, 1986). La tasa de variabilidad genética de S1 que varía entre el 4 y 6% (Niester et al, 1986), 

principalmente entre la primera y tercera parte de la subunidad (regiones hipervariables, HVR), ha 

provocado la emergencia de nuevas cepas y serotipos (Cavanagh et al, 1984; Mockett et al, 1984). Es en 

estas partes donde existen epítopos inmunodominantes detectados por anticuerpos neutralizantes (Kant et 

al, 1992; Cavanagh, 2003). Tales regiones altamente variables se localizan aproximadamente entre los 

aminoácidos 38-51 (HVR-1), 99-115 (HVR-2), identificadas por Niester et al, 1986 y entre los aminoácidos 

274-387 por Koch et al, 1990 en el serotipo Mass. En estas zonas se han identificado tres regiones 

antigénicas (no a nivel de aminoácidos) determinadas por anticuerpos monoclonales o policlonales de 

sueros de aves (Fig. 9). Los antígenos  I (residuos 24-61) y II (residuos 132-149) se encuentran en la 

primera parte de S1 y el antígeno III (291-398) se localiza fuera de HVR (Koch et al, 1990; Kant et al, 

1992; y Moore et al, 1997).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9  Sitios antigénicos de la proteína Spike de IBV detectados por anticuerpos monoclonales y policlonales. Se 
observan las regiones hipervariables (HVR) 1 y 2 que incluyen al Antígeno I (aminoácidos 24-61) y al Antígeno II 
(aminoácidos 132-149), respectivamente. En la tercera parte de S1 se localiza el Antígeno III (aminoácidos 291-398). 
En S2 se ha encontrado una región antigénica que abarca los aminoácidos 541-574 y es más conservada. HRs, motivos 
estructurales repetidos de siete aminoácidos; (Cys) región rica en cisteínas. 

PS 
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0 500 1000 1160 Antígeno 1 
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La subunidad 1 (removida por urea, expresada en baculovirus, poxvirus o adenovirus) ha sido 

utilizada en pruebas de inmunoensayo y de protección de aves (Cavanagh et al, 1986; Song et al, 1998; 

Wang et al, 2002; Johnson et al, 2003. Si bien, la respuesta inmune protectora es relativamente variada 

(desde un 0% hasta un 90% de protección, según la secuencia de aminoácidos de la cepa utilizada, la raza 

de las aves inoculadas, el número de inmunizaciones y los órganos protegidos) ha sido menos problemático 

que la utilización de vacunas vivas que ofrecen poca protección cruzada y provocan la re-emergencia de 

nuevas variantes (Cavanagh, 2003).  

La subunidad 1 y 2 de la proteína Spike de SARS-CoV han sido determinadas a través de 

alineamientos de secuencias de las subunidades de otros coronavirus puesto que no se ha visto que se 

escindan proteolíticamente (Fig. 10). La subunidad 1 presenta 666 aminoácidos, mientras que S2 tiene 583 

residuos aproximadamente (Spiga et al, 2003; Gallagher and Buchmeier, 2001).  

 

 

 

Fig. 10 Dominios y motivos importantes de la proteína Spike del virus SARS. La subunidad 1 contiene un dominio 
amino terminal y un sitio de unión al receptor (RBD), el cual a la vez, presenta un motivo de unión al receptor 
(RBM). La subunidad 2 contiene un péptido de fusión (FP), dos motivos conformacionales amino y carboxilo 
terminal de siete residuos repetidos cada uno (HR-N y HR-C), un sitio trasnmembranal (TM) y una región intracelular 
(IC) Imagen tomada de Li et al, 2005. 

 

En la región S1, entre el residuo 318 y 510, se ha identificado el dominio de unión al receptor 

(RBD), el cual tiene afinidad por el receptor celular ACE2 (Fig. 11). Este dominio presenta aminoácidos 

críticos para la determinación del tropismo celular y para la selección del hospedero (Li et al, 2005).  
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Estructuralmente RBD se compone de dos subdominios: un core, compuesto por cinco hojas 

plegadas  y) y con tres -hélices cortas interconectadas (A-C) y un bucle extendido 

representado por dos hojas y En el primero se encuentran conexiones de puentes disulfuro que 

conectan las cisteínas 323 a 348, 366 a 419 y 467 a 474. La concavidad del bucle permite la unión de sus 

hélices con el receptor celular. Li y cols (2005) encontraron que los residuos 424-494 realizan todos los 

contactos con ACE-2, por lo que denominaron a esta región motivo de unión al receptor (RBM) (Fig. 11) 

 

Fig. 11 Cristal de RBD en unión con ACE2. El core de RBD tiene cinco hojas plegadas  en flechas (1-4 y 7) y tres -

hélices (A-C). El bucle de RBD contiene al RBM representado por dos hojas  (5 y 6) en complejo con una de las 
concavidades del receptor humano ACE-2). Imagen tomada de Li, et al, 2005. 
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La función del RBD no tan solo se limita a la unión con ACE2, sino que se ha visto que es un sitio 

muy inmunogénico puesto que ha sido el principal blanco de anticuerpos neutralizantes (Fig 12). Este 

dominio de 193 residuos presenta epítopos dependientes de conformación (He et al, 2005) y del cual se ha 

sugerido que puede servir como un candidato para el desarrollo de vacunas seguras y efectivas. Al mismo 

tiempo, se ha cristalizado la interacción de este dominio con un anticuerpo monoclonal (m396), el cual 

compite con ACE2 por unirse a los residuos críticos (hotspots) Ile489 y Tyr491 (Prabakaran et al, 2006). 

 

 

 

   
 
Fig. 12 Estructura tridimensional del complejo RBD-Fab m396. El sitio neutralizante de SARS-CoV comprende los 
residuos Ile489 y Tyr491, los cuales se unen covalentemente al anticuerpo monoclonal Imagen tomada de Prabakaran 
et al, 2006. 
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I.5 Phage display: determinación de epítopos inmunodominantes 

 

Phage display es una metodología combinatoria que permite la presentación de bibliotecas de 

péptidos y proteínas al azar en la superficie de fagos filamentosos (virus de ADN de una sola cadena de 

6400 nucleótidos que infectan bacterias Gram negativas), las cuales se utilizan para estudios básicos de 

reconocimiento molecular, interacción entre epítopo-anticuerpo y como fuente de colecciones de antígenos 

para métodos de diagnóstico y búsqueda de inmunógenos. La técnica fue desarrollada en 1985 por George 

Smith, quien demostró que la introducción de secuencias de péptido exógenas al genoma de fagos 

generaría bibliotecas de péptido desplegadas en las proteínas de la cápside (pIII) con una diversidad de 

hasta  10
10 

variantes simultáneamente (Smith, 1985). 

En general, para la selección de afinidad del ligando de las bibliotecas combinatorias (biopanning) 

se requieren de cuatro pasos fundamentales (Fig. 17) (Smith and Scott, 1993): 

 

1. Preparación de la biblioteca primaria o la amplificación de una ya existente y la exposición de los 

fagos a la molécula blanco inmóvil (proteína aislada, proteína celular o endotelio vascular). 

2. Remoción de fagos inespecíficos al blanco. 

3. Obtención del fago con afinidad al blanco mediante elución y amplificación del fago eluido en 

Escherichia coli. 

4. Repetición del proceso hasta dos o cuatro rondas con el eluído de fagos específicos. 
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Fig. 13 Representación de un ciclo de la bioseleccción o tamizado (biopanning) para identificar aquellos fagos con la 
proteína de fusión (en la pIII) que se une al ligando. En la parte central se muestran las proteínas estructurales de un 
fago filamentoso (pIII, pVI, pVII, pVIII and pXIX). Los péptidos exógenos son expresados usualmente en la pIII de 
3 a 5 copias hasta de 12 aminoácidos, aunque las bibliotecas con la pVIII pueden llegar a desplegar 2700 copias, cada 
una con seis residuos (Greenwood et al, 1991). Imágenes tomadas de Arap, 2005 y Mullen et al, 2006. 

 

 

La técnica de desplegamiento de péptidos en fagos ha tenido diferentes aplicaciones en campos 

como la inmunología, la biología celular, la farmacología y el descubrimiento de nuevos medicamentos  

(Smith and Petrenko, 1997; Adda et al, 2002; Gazarian, 2005). Una de las aplicaciones más importantes es 

el mapeo de epítopos inmunodominantes (Scott and Smith, 1990). La construcción de bibliotecas de 

epítopos puede llegar a contener toda la variedad de determinantes potenciales del repertorio antigénico 

que puede reconocer el sistema inmunológico humano (que es 10
6

-10
7

, mientras que las bibliotecas 

expresan hasta 10
9

 variantes de epítopos potenciales). Estos péptidos seleccionados en el tamizado en 

realidad están emulando las propiedades estructurales del epítopo nativo en interacción con su parátopo e 

induciendo una respuesta inmunológica, razón por la cual, se les ha denominado mimótopos (Geysen et al, 

1986). Asimismo pueden obtenerse fragmentos de anticuerpos semisintéticos (Fab o Fv) de las bibliotecas 

del repertorio de inmunoglobulinas (Barbas et al, 1992; de Kruif et al, 1995) para después probar sus 

afinidades y multiplicar aquellas variantes que resulten específicas al blanco.  

1. Incubación de la biblioteca 

con el ligando inmovilizado 

2. Eliminación de fagos 

con poca afinidad al 

blanco 

3. Elución del fago 

específico a la molécula 

blanco y su amplificación 

en E. coli 

 

Fago 

amplificado 

4. Ronda enriquecida 

con fagos específicos 

pIII,  406 aa, 3-5 copias 

pVIII,  50 aa,  

2700 copias 

pVI 
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Ya sea en forma de péptidos o anticuerpos, las bibliotecas combinatorias tienen aplicación tanto 

para diagnosis como para inmunización debido a que ofrece ventajas sustanciales sobre de los péptidos 

sintetizados químicamente y anticuerpos producidos en hibridomas por la rapidez de su síntesis en fago 

(100 fagos en 40 minutos), no requiere de acarreadores, por su inmunogenicidad sin adyuvantes (ya que el 

fago juega este papel, Galfre et al, 1996) y, más importante, por variabilidad estructural de los mimótopos 

que se obtendrá para cada epítopo.  

En los últimos años, phage display se ha convertido en una herramienta eficiente para identifcar y 

mapear epítopos de antígenos claves de enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoides (Dybwad 

et al, 1995); enfermedades parasitarias como la taeniosis (Gazarian et al, 2001); enfermedades bacterianas 

como la neumonía (Buchwald et al, 2005), la melioidosis (Chan and Nathan, 2005), la bronquitis y sinusitis 

(Bishop-Hurley et al, 2005) y, por último, enfermedades víricas como el sida (Weiner et al,1995; Yang et 

al,1995), la hepatitis B (Folgori et al, 1994) y el dengue (Yao et al, 1995). En especial esta última aplicación 

de la técnica ya que hasta el momento no se ha podido desarrollar una tecnología eficiente para el 

desarrollo de vacunas contra la mayoría de las enfermedades ocasionadas por virus de ARN debido a que 

no presenta una ADN polimerasa que permita reparar el ADN intermediario dañado (proof-reading) 

permitiendo que haya una alta tasa de mutación. El hecho de utilizar phage display en estos blancos virales, 

podría permitir predecir las posibles secuencias de aminoácidos de las proteínas antigénicas (como son las 

proteínas de envoltura de IBV y SARS-CoV) que darán lugar a variantes virales futuras y la selección 

artificial de aquellos mimótopos que pueden inducir una respuesta inmunológica en el hospedero. El 

proceso evolutivo artificial in vitro toma lugar en masa con millones y miles de millones de moléculas 

simultáneamente (entre ellas las variantes posibles de los epítopos virales). Solo al final, después de varias 

rondas de selección, quedarán las subpoblaciones de clonas de fago específicas al anticuerpo generado 

(Smith, 2001). 
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 JUSTIFICACIÓN 

 

La industria aviar se ha visto afectada por las constantes pérdidas económicas debido a la baja o nula 

producción y calidad de huevos y por la muerte de aves jóvenes ocasionados por la infección del 

coronavirus de bronquitis infecciosa. Las vacunas a base de virus vivo atenuado usadas en la actualidad no 

inducen una protección cruzada entre variantes endémicas. Además, se ha reportado que las cepas 

vacunales, como Mass y Conn, pueden provocar la emergencia de nuevos virus debido a mutaciones 

secundarias que ocasionan una reversión a virulencia. El estudio de epítopos inmunodominantes de 

proteínas superficiales como Spike de IBV permitirán el desarrollo de nuevas estrategias para la inducción 

de una respuesta inmune eficiente en los hospederos aviares. Es por ello que se ha elegido la metodología 

de phage display (la cual no ha sido aplicada en este modelo viral) y análisis comparativos de hidrofilicidad, 

antigenicidad y de estructura secundaria de la ya caracterizada proteína Spike de SARS-CoV para la 

identificación y caracterización de epítopos a nivel estructural e inmunológico de su proteína homóloga en 

IBV.  

 

 

 

HIPÓTESIS 

 

Mediante la selección de mimótopos inmunogénicos de bibliotecas combinatorias de fagos y 

análisis comparativos de hidrofilicidad y estructura secundaria de proteínas, permitirán la identificación y 

caracterización de los epítopos inmunodominantes de la proteína Spike del virus de bronquitis infecciosa. 
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OBJETIVO GENERAL 

 

Identificar y caracterizar epítopos inmunodominantes de la proteína Spike de IBV a través de la 

selección de péptidos miméticos inmunogénicos de fagos y comparar las regiones antigénicas respectivas de 

la secuencia de aminoácidos de Spike del virus del síndrome respiratorio agudo severo. 

 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1. Inocular virus y péptidos sintéticos acoplados a animales hospederos y no hospederos para inducir 

anticuerpos. 

2. Utilizar los anticuerpos generados para la selección de péptidos miméticos de una biblioteca 

combinatoria de 12 residuos. 

3. Determinar la secuencia de aminoácidos de los mimótopos seleccionados. 

4. Utilizar los mimótopos como inmunógenos en ratones y aves y evaluar la reactividad de los 

anticuerpos generados (anti-mimótopos) con respecto a los virus y péptidos. 

5. Identificar el sitio inmundominante de Spike de IBV mimetizado por los mimótopos a través de 

análisis comparativos entre secuencias de aminoácidos de variantes de IBV. 

6. Comparar las secuencias de aminoácidos de los epítopos inmunodominantes caracterizados en 

IBV por phage display con los sitios respectivos inmunodominantes de Spike de SARS-CoV 

mediante perfiles hidrofílicos y antigénicos, así como análisis de estructura secundaria. 
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 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

VI. 1 Animales de experimentación 

 

Se trabajó con conejos hembras (Nueva Zelanda) de 2.5 kg y ocho semanas de nacidos 

(BIOTINOX S.A. de C.V., México) para la obtención de anticuerpos antivirales. Se utilizaron ratones 

hembras de la cepa C57BL/6J obtenidos por derivación cesárea, de tres a cuatro semanas de edad (Instituto 

de Investigaciones Biomédicas, UNAM) para la inoculación de mimótopos de fagos seleccionados por IgG 

anti-péptido. Se usaron pollos libres de patógenos de la cepa White Leghorn de cuatro semanas de edad 

(ALPES Co., Tehuacán, Puebla, México) para la obtención de anticuerpos antivirales y para ensayos de 

protección con mimótopos seleccionados por inmunoglobulinas antivirales de conejos y aves. Todos los 

animales fueron mantenidos en condiciones de bioterio con ciclos de luz-obscuridad de 12 hrs, con 

alimento y agua a libertad.  

 

VI.2 Antígenos utilizados para inoculación y pruebas de ELISA 

 

VI.2.1 Virus  

Las cepas víricas de bronquitis infecciosa fueron aisladas, identificadas y caracterizadas por el 

equipo de trabajo del Dr. Rogelio Alonso en el Departamento de Aves y en el Laboratorio de Genética 

Molecular y Bioestadística de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnica (FMVZ), UNAM (véase 

Tabla A2 en ANEXO II). Las cepas utilizadas pertenecieron al serotipo Massachusetts (Mass, núm. de 

acceso en Genbank: EU526409), Conn y Ark y los serotipos locales fueron UNAM 2001 (núm. de acceso 

en Genbank: EU526405), UNAM 97 y BL 56, todos amplificados en la cavidad alantoidea de embriones 

libres de patógenos específicos de 9 a 11 días de edad incubados a 37°C. En el embrión se presentaron las 

lesiones características de la bronquitis infecciosa después de cuatro o cinco pases. El líquido alantoideo fue 

obtenido de forma aséptica, centrifugado a 35, 000 rpm durante una hora. El botón fue suspendido en 

búfer salino de fosfato (PBS) y conservado a 85 °C bajo cero hasta su utilización. Las cepas de IBV 

fueron utilizadas para inducir una respuesta de anticuerpos en aves y en conejos, así como en pruebas de 

ELISA como antígenos. 
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VI.2.2 Péptidos sintéticos 

Los péptidos de S1 de Spike  de IBV, N-ter103-NFTNLVVFVTHCFV-115C-ter  (P103) y N-ter 138-MKSNGT 

GPSDLLYNLTV-154C-ter  (P138)  (Véase ANEXO I), fueron elegidos por sus residuos conservados que 

flanquean a HVR-2 de variantes de IBV de California (por tener homología con la cepa mexicana UNAM 

2001). Los péptidos fueron sintetizados por la empresa Gene Script  (USA). Se hicieron alícuotas de 5 l 

cada uno disueltos en agua mili-Q (Véase Tabla A1 en ANEXO I). Los péptidos fueron acoplados a un 

acarreador (albúmina bovina sérica) mediante el método de un solo paso de acuerdo al Manual del 

Laboratorio de Harlow E y Lane D, 1988. Se utilizó el agente homobifuncional gluteraldehído (0.2% en 

PBS) mezclándolo 1:1 con el péptido-acarreador en agitación. La solución se incubó a temperatura 

ambiente por una hora. A la solución se le agregó glicina 1 M a un pH de 7.2  y en un 25% del volumen. Se 

agregó glicerol (5% del volumen) a la mezcla en agitación durante una hora. El conjugado se separa en una 

cromatografía por columna con gel Sephadex G-10. Se demostró, mediante electroforesis, la existencia del 

acoplado (véase Fig. A4 en ANEXO I). Se obtuvieron tres eluatos (3 ml c/u) cuantificándose, por el 

método de Bradford (BioRad protein assay), hasta 7.68 g/l del acoplado.  

 

VI.3 Suero de aves y conejos inoculados con IBV 

 

VI.3.1 Inoculación de cepas víricas y péptidos sintéticos a aves y conejos y obtención de suero 

inmune 

La inoculación de las cepas Mass y UNAM 2001 en aves se realizó en el Departamento de Aves, 

FMVZ, UNAM a cargo del equipo de trabajo del Dr. Rogelio Alonso (véase Tabla A3 en ANEXO II). Las 

aves fueron inoculadas intranasalmente con 10
4

 DIE50% (dosis media infectiva) de IBV y de acuerdo al 

Código Federal de Regulaciones (Code of Federal Regulations, 2007). En el Instituto de Investigaciones 

Biomédicas (IBB), los conejos fueron inoculados subcutáneamente en la primera inmunización con la 

suspensión viral (de 300 a 1000 g/ml/animal) o con el conjugado péptido-BSA (1 mg/ml) suplementado 

con el adyuvante completo de Freund (1 ml) seguido de dos inmunizaciones con intervalos de tres semanas 

utilizándose péptido sintético libre y adyuvante incompleto de Freund.  

Las muestras sanguíneas se obtuvieron de acuerdo al tipo de animal (vena de oreja de conejos y del 

radio y/o dorso superior de aves) y de acuerdo a las normas establecidas por el Departamento de Aves de 

FMVZ y por el Bioterio del IBB, UNAM (Capítulo II del Código Ético). El suero de cada animal se 

obtuvo mediante la centrifugación de la muestra sanguínea a 3,000 rpm durante 25 min. y a temperatura 

ambiente para después ser alicuotado y congelado a 25°C bajo cero. 
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VI.3.2 Evaluación de la reactividad de los sueros policlonales contra virus y péptidos 

Para todos los ensayos de inmunoabsorbancia ligado a enzima (ELISA) se utilizó 1 g del antígeno 

(virus, péptido libre o acoplado), el cual se diluyó en 100 ml de búfer de Na2CO3 (0.2 M, pH 9.5) para 

sensibilizar los pozos de una microplaca de poliestireno de 96 pozos (MaxiSorpTM Nunc Roskilde, 

Denmark). Los antígenos suspendidos en la placa se incubaron toda la noche a 4°C. El exceso de la 

solución con antígeno se retiró. Cada pozo sensibilizado se llenó con un búfer de bloqueo (PBS/BSA 1%) 

por una hora a 37°C. El búfer de bloqueo se descartó y se realizaron seis lavados con PBS 1x-Tween 20 

0.3%. Alternadamente, se prepararon las diluciones de los sueros de ave o conejo en PBS 1x-BSA 0.02%-

Tween 20 y se transfirieron a los pozos con el antígeno. La microplaca se incubó durante una hora a 37°C. 

Los pozos fueron lavados como en el paso anterior. Se diluyó 1:1,000 un anticuerpo comercial anti-IgY o 

anti-IgG conjugado con fosfatasa alcalina (Zymed Laboratories®, USA) en PBS 1x-BSA 0.02%-Tween 20. 

Se agregaron 200 ml del conjugado diluido a cada pozo con el antígeno y la microplaca se incubó a 37°C 

durante una hora.  Se repiten los lavados. Se diluyó el sustrato p-nitrofenil fosfato (Sigma®) en el 

amortiguador de dietanolamina 1 M, pH 9.8 para el revelado y de éste se agregaron 200 l a cada pozo. La 

placa se incubó a 37°C entre 30 min. y una hora. Las densidades ópticas se determinaron por un lector de 

absorbancia (Humerader®, Humarco) a 405 nm. La positividad de los sueros inmunes fue considerada 

cuando el valor de absorbancia (Abs) sobrepasó el valor de corte o cutoff (se calculó usando la media de los 

valores de Abs de los sueros preinmunes más tres desviaciones estándares).  

 

VI.3.3 Purificación de inmunoglobulinas  

Las fracciones de inmunoglobulina Y (IgY) de aves fueron purificadas mediante cromatografía por 

afinidad de acuerdo a las instrucciones establecidas en el protocolo Hi Trap IgY purification HP 5ml ® de 

Amersham Biosciences en el cromatógrafo automatizado AKTA Design System. Las columnas de afinidad 

(5 ml) contenían 2-mercapto-piridina acoplada a sefarosa. El suero aviar fue diluido primeramente en el 

búfer de unión (20 mM Na2HP04 – 0.5 M K2SO4 pH 7.5). Los lavados se realizaron con 20 mM de 

Na2HP04 – 30% 2-propanol y la elución del anticuerpo fue llevada a cabo con 20 mM Na2HP04 pH 7.5. Se 

obtuvieron fracciones de 1.5 ml, cuantificadas por el método de Bradford y analizadas a través de un 

ensayo de reactividad por ELISA (Véase Tabla A4 y Fig. A5 en ANEXO III).  

Para obtener la fracción de IgG de conejos se utilizó la técnica de purificación por cromatografía de 

afinidad de un solo paso mediante el uso de la proteína G agarosa de Streptococcus (Invitrogen Life 

Technologies
®

). La proteína G fue mezclada en un volumen 1:2 con respecto al suero. La mezcla fue 

incubada durante 20 min. a temperatura ambiente y centrifugada durante 30 segundos a 3,000 rpm. Se 
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desechó el sobrenadante y el proceso se repitió tres veces. Al botón se le añadió un volumen 1:4 del 

amortiguador de unión (NaPO3 0.01 M/NaCl 0.15M, pH 7) y se centrifugó de la misma forma. Se desechó 

el sobrenadante y el procedimiento se repitió tres veces (antes de cada centrifugación, la solución se 

homogeneizaba suavemente). El botón se mezcló con búfer de elución (glicina-HCl, pH 2.6) en un 

volumen 1:3 y se mantuvo en hielo durante 3 min. y después se centrifugó a 4,000 rpm. El sobrenadante se 

neutralizó con tris-HCl 1 M, pH 9.1. El método de Bradford fue utilizado para cuantificar hasta 8-10 mg/ml 

de IgG con un rendimiento del 80-85% en ELISA. Para evaluar la reactividad de cada anticuerpo en 

ELISA se sensibilizaron cada microplaca con 5 g del concentrado de proteína IgG o IgY 

 

VI. 4 Selección de clonas de fago por anticuerpos de aves y conejos 

 

VI.4.1 Biopanning 

Se utilizó la biblioteca de 12 residuos (Ph.D.-12TM Phage Display Peptide Library Kit) de New 

England BioLabs®, Beverly, MA, USA. Las secuencias de péptidos al azar desplegadas en el fago  (2.7x10
9

 

transfectantes) están fusionadas, a través de un espaciador Gly-Gly-Gly-Ser, a la proteína pIII del fago M13. 

La biblioteca fue amplificada hasta contener aprox. unas 20 copias de cada secuencia por 10 l (la cantidad 

usada en un biopanning simple).  

El biopanning se basó en el procedimiento descrito por Smith y Scott, 1993; y Dower y Cwirla, 

1994, con ajustes menores (Gazarian et al, 2001). En breve, dos pozos de una placa de poliestireno de 96 

pozos (Immulon 4 flat bottom plates, Dynatech Lab Inc., USA) fueron sensibilizados con 15 y 7.5g de 

IgG o IgY en 100 l de PBS. La solución fue incubada toda la noche a 4 °C con agitación suave. La IgG o 

IgY no unida se removió mediante seis lavados con PBS-T (PBS 1x y 0.1% de Tween 20). Los pozos 

fueron bloqueados con 300 l PBS 1x y 1% de BSA durante una hora a 4 °C, seguidas de cinco lavados 

consecutivos usando PBS 1x a temperatura ambiente. Para la selección por afinidad, se agregaron 10 l de 

la biblioteca (2x10
10 

unidades formadoras de placa, ufp) a 190 l de PBS-T en los dos pozos (100 l c/u) 

con la inmunoglobulina inmovilizada. Esta mezcla fue incubada durante una hora a temperatura ambiente y 

con agitación suave para promover la afinidad del fago con el anticuerpo. El fago no unido se desecha y se 

lava 10 veces con PBS-T. La elución del fago se realizó con 100 l de la solución glicina-HCl 0.2 M (pH 

2.2) y 1 mg/ml de BSA incubándose cerca de 10 min a temperatura ambiente. El eluido fue trasladado a un 

tubo nuevo y neutralizado con 15-20 l de Tris-HCl 1 M (pH 9.1). Para titular la cantidad de fagos del 

eluido obtenido antes de su amplificación, es necesario utilizar la cepa ER2738 de E. coli (New England 

BioLabs®) en fase log crecida en medio LB/x-gal/IPTG (por conteo de placa y el factor de dilución se 

obtiene la multiplicidad de infección del fago, MOI) de acuerdo al Manual Ph.D.-12 de New England 
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BioLabs®. Para el amplificado viral (de acuerdo al Manual Ph.D.-12
TM

), se agregó aproximadamente un 75-

80% del eluido del biopanning en 20 ml del cultivo ER2738 (en fase log temprana) y se incubó a 37°C con 

agitación vigorosa por 4 hrs. El cultivo se transfirió a un tubo para centrífuga y se centrifugó durante 10 min. 

a 10,000 rpm a 4°C. El sobrenadante se transfirió a otro tubo esterilizado y se vuelve a centrifugar. Todo el 

sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo, el cual contenía ¼ de volumen de polietilenglicol (PEG)/NaCl 

(20%/10%); se agitó suavemente y se dejó precipitar a 4°C durante toda la noche. 

El amplificado se centrifugó durante 10 min a 10, 000 rpm y se desechó todo el sobrenadante. El 

botón se resuspendió (en todo el procedimiento de purificación se utilizan pipetas con filtro) en 1 ml de 

PBS 1x y se hizo una segunda centrifugación. Se transfirió a un tubo de centrífuga nuevo que contenía ¼ 

del volumen de PEG-NaCl dejándose precipitar en hielo durante una hora a 4°C. Se centrifugó (10 min. a 

10, 000 rpm) y el sobrenadante se desechó. El botón se le agregó PBS-NaN3 (azida) al 0.02%. Se centrifugó 

en las mismas condiciones durante 5 min. y el sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo para ser 

almacenado a 4°C. Este eluido (10
12

-10
13

 ufp) es la amplificación de la primera ronda y está listo para ser 

usado en el biopanning de segunda y tercera ronda (se incrementa la astringencia: PBS-0.5% de Tween 20) 

donde se procede de la misma forma.  

 

VI.4.2 Amplificación y caracterización de las clonas individuales 

El eluido de la tercera ronda fue titulado sin amplificar en cajas Petri con LB/x-gal/IPTG. Cada 

placa azul (célula bacteriana infectada con el fago recombinante) fue extraída (con una punta estéril para 

pipeta) del medio de cultivo para ser amplificada y secuenciada (entre 10-20 clonas de tercera ronda son 

suficientes para identificar una secuencia consenso de unión al anticuerpo). Para la amplificación, cada 

placa se colocó en tubos con 3 ml de medio 2XYT (según Manual de Ph.D.-12). Las placas individuales se 

incubaron a 37°C con movimiento durante 4.5 hrs. Las placas se transfirieron a dos tubos para 

microcentrífuga (uno fue para almacenamiento y el otro, para secuenciación de ADN) y se centrifugaron 

durante 30 segundos. Para almacenar cada una de las clonas, el sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo 

y se vuelve a centrifugar. Con la pipeta se extrajo todo el sobrenadante a otro tubo. El amplificado se 

almacenó a 4°C. 

Por otro lado, para realizar la secuenciación, se apartó un tubo con el amplificado antes del 

proceso de almacenamiento. A este tubo se le agregó 200 l de PEG/NaCl, se resuspendió y se dejó 

incubando a temperatura ambiente por 10 min. La solución se centrifugó por 10 min. y se desechó el 

sobrenadante. Se resuspendió con 100 l de búfer de iodo y se le agregó 250 l de etanol. La solución se 

incubó por una hora en hielo y a 4°C. Se centrifuga por 10 min. y se descarta el sobrenadante. Se lava el 

botón con 70% de etanol y se seca en la vacufuga. El botón se resuspende en 15-20 l de agua inyectada. 
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Para la secuenciación manual del ADN de las clonas se utilizó el método de Sanger y se realizó 

mediante el kit de Sequenasa
TM

 (AMERSHAM®, USA) usando dideoxidonucleótidos marcados 

radiactivamente con 
35

S. 

Para evaluar la afinidad de las clonas seleccionadas con los anticuerpos de aves o conejos se 

procedió a hacer una ELISA similar a la anteriormente descrita. Las diferencias estribaron solo en la 

sensibilización de la placa con clonas de fago (1x10
9 

– 1x10
10

 ufp) diluidas en 100 l de PBS 1x- 50 ng de 

BSA y el uso de PBS-0.1% de Tween 20 para lavados,  

 

VI.5 Utilización de mimótopos como inmunógenos 

 

VI.5.1 Mimótopos de la secuencia HVR de S1 

Para demostrar la inmunogenicidad de los mimótopos seleccionados con anticuerpo anti-péptido 

sintético de HVR de Spike fueron inoculados a ratones vía intraperitoneal. El esquema de inmunización 

consistió en tres inoculaciones de 2.5x10
11

 ufp (el mismo fago actúa como adyuvante) en 100 l de PBS 1x 

por 20 g del peso corporal con intervalos de una semana. Las sangrías se realizaron a través de una pequeña 

incisión en el tercio medio de la parte ventral de la cola. La obtención del suero, la purificación de IgG y las 

pruebas de ELISA (los antígenos usados fueron péptido sintético, virus UNAM 2001 y como anticuerpo 

secundario se utilizó anti-IgG de ratón) se realizaron de igual forma que en conejos.  

 

VI.5.2 Mimótopos de la secuencia Spike de IBV: ensayo de protección 

 

El ensayo de protección se realizó en las instalaciones del Departamento de Aves, FMVZ, UNAM 

considerando las normas internas sobre el manejo de aves. Se utilizaron aves jóvenes (cuatro semanas de 

edad) libres de patógenos, las cuales fueron inoculadas, cada 15 días durante un mes. Grupos de aves 

fueron inoculados intraperitonealmente con las clonas (10
12-13

 ufp en un volumen de 600 l de PBS 1x) 

seleccionadas por las inmunoglobulinas de aves y conejos inoculados con el virus Mass y UNAM 2001, 

respectivamente, para evaluar la respuesta inmunogénica de los péptidos miméticos. Para comparación de 

la respuesta inmune inducida por los mimótopos, grupos de aves se les suministró la vacuna comercial 

broni-mex
TM 

(emulsión bivalente de cepas Mass y Conn), por vía epitelial en parte dorsal superior del cuello 

del ave, con un volumen de 100 l, de acuerdo a las especificaciones de AVIMEX®.  

La muestra sanguínea de cada uno de los grupos se obtuvo a través de la vena radial o de la parte 

dorsal del cuello del ave. Las muestras fueron procesadas de la misma forma descrita anteriormente. Los 
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sueros de un mismo grupo de ave fueron combinados (pool) considerando que todos recibieron la misma 

dosis del agente vacunal el mismo día. 

El desafío de las aves inmunizadas se realizó con la cepa UNAM 2001 en un volumen de 100 l 

con una dosis infectiva de 1x10
4

 EID50 por instilación ocular y a los 40 días después de la primera 

inmunización. Las aves fueron sacrificadas al quinto día. Las muestras tisulares fueron extraídas de tráquea, 

pulmón y riñón y colocadas en un tubo con búfer de formalina al 10% y pH 7.4. Los estudios 

histopatológicos fueron realizados por el personal del Departamento de Aves. 

 

VI.5 Métodos computacionales 

 

Las secuencias de aminoácidos de cada una de las proteínas Spike de las cepas virales fueron 

obtenidas del Banco de Datos de Proteínas [Protein Data Bank (PBD), por sus siglas en inglés] utilizados 

para realizar análisis comparativos con las secuencias de los mimótopos seleccionados y con la secuencia de 

S1 de Spike del virus SARS. A continuación se muestran los virus utilizados en estos análisis; en paréntesis 

se muestra su número de acceso en PBD: Mass 41 (AAS67646), Conn (AAS67650), Ark (AAD27667), 

Beaudette (CAC39300), CA 88 (AAM09501), D207 (AAA46227) PA/5083/99 (AAV83669), VicS 

(AAB00381) BL 56 (AAK19756), UNAM 97 (AAK53756), UNAM 2001 (ACB12052), SARS-CoV Tor 

(AAP41037) y SARS-CoV Urbani (AAP82968). La numeración de cada uno de los aminoácidos de Spike 

de los virus se basó en aquellas secuencias completas de S1 en el PDB. 

El alineamiento de dos secuencias de aminoácidos se realizó con el programa ALIGN versión 2 

(Myers y Miller, 1989). Para realizar un alineamiento múltiple se utilizó el programa bioinformático 

CLUSTALW versión 3.2 (Thompson, Higgins, Gibson, 1994). El árbol filogenético sin raíz se realizó 

mediante el programa Phylogeny Inference package versión 3.2 (PHYLIP de Felsenstein J, 1989). El 

programa PsiPred V2.6 de David Jones (1999) se utilizó para realizar la posible estructura secundaria de S1 

de IBV (véase ANEXO III). Este programa se basa en la posición específica de las matrices de puntuación 

generados por PSI-BLAST. El modelo tridimensional de la subunidad 1 de la proteína Spike  de SARS-

CoV fue obtenido del servidor ExPASy con número de acceso P59594 y manipulado por el programa 

Swiss-PdbViewer (Guex and Peitsch, 1997). Para realizar análisis de hidrofilicidad se utilizó el algoritmo 

ANTIGENICITY PLOT (Toldo, 2007). 
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 RESULTADOS 

VII.1 Resultado I. Caracterización de epítopos inmunodominantes de 

Spike a través de phage display 

 

VII.1.1 Evaluación de la reactividad de sueros de animales inoculados con virus 

UNAM 2001 y Mass  

 

Para obtener suero inmune del hospedero original contra IBV y ser utilizado en el biopanning para 

la selección de mimótopos, se inocularon aves con el virus Mass y UNAM 2001. En la Fig. 13 se observa la 

afinidad que presentan los anticuerpos aviares con respecto a sus antígenos virales. La gráfica demuestra 

que los anticuerpos antivirales pueden presentar una respuesta cruzada contra los antígenos.  

 

 

Fig. 13 Reactividad de anticuerpos policlonales de aves incoculadas con virus Mass y UNAM 2001 

 

Para obtener anticuerpos hiperinmunes, se inocularon conejos con los mismos antígenos virales. 

En la Fig. 14 se puede observar la alta reactividad que presentaron estos anticuerpos con respecto al suero 

inmune aviar de la Fig. 13. En este ensayo también se presentó una reactividad cruzada entre los virus 

UNAM 2001 y Mass. En la gráfica se observa que el antígeno UNAM 2001 presentó una mayor afinidad 

por anticuerpos anti-Mass con un título hasta de 1:19,000 (Abs=0.84), mientras que contra su anticuerpo, 

presentó un título de 1:5,000 (Abs=0.98). El antisuero anti-Mass tuvo un título de 1:5,000 (Abs=0.98) al 
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presentar afinidad con el virus Mass. La reactividad que hubo entre el antisuero anti-UNAM 2001 con 

respecto al virus Mass fue la más baja con un título de 1:1,200 con una Abs=0.82.  

 

 

 
Fig. 14 Titulación de los antisueros de UNAM 2001 y Mass contra sus antígenos virales. El título más alto fue de 
1:19,200 donde el antisuero anti-Mass presentó reactividad con el virus UNAM 2001. En la leyenda se observa cada 
antisuero con su respectivo antígeno (anticuerpos/virus) y en orden descendente con respecto a la titulación. Los 

sueros se consideraron positivo cuando sobrepasaron el valor de corte (Abs=0.56) 

 

VII.1.2 Evaluación de la reactividad de sueros de animales inoculados con péptidos 

sintéticos  

 

  Para demostrar que la región altamente variable de S1 de IBV presenta sitios conservados que 

involucran aminoácidos críticos de epítopos, se utilizaron péptidos sintéticos que delimitaron a dicha 

región. Para esto, se alinearon secuencias de HVR de diferentes variantes de IBV California, las cuales, son 

parecidas filogenéticamente a las secuencias de S1 de UNAM 2001 (véase Fig. A1 del ANEXO I). Este 

alineamiento de variantes virales sirvió para obtener una secuencia consenso para el diseño de los péptidos 

[aún no se han identificado más variantes de UNAM 2001 para haber podido realizar esto y con UNAM 97 

y BL-56 no existe una relación evolutiva (véase Fig. A1 del ANEXO I)].  

  Los péptidos se acoplaron a un acarreador (véase Fig. A4 del ANEXO I) y fueron usados para 

obtener anticuerpos anti-péptido en conejos. Estos anticuerpos seleccionaron mimótopos de la biblioteca 
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recombinante de 12 residuos. En el estudio se utilizaron conejos para obtener sueros hiperinmunes los 

cuales fueron evaluados en ensayos de ELISA (Fig. 15). También se inocularon estos péptidos en ratones 

pero no hubo una respuesta de anticuerpos eficiente. El péptido 103 (P103), cuya secuencia se encuentra 

en amino terminal de HVR, no indujo una respuesta humoral en conejos, sin embargo, con el péptido 138 

(carboxilo terminal de HVR) se obtuvieron anticuerpos con densidades ópticas hasta 20 veces más que el 

suero preinmune (Fig. 15). 

 

 

 
Fig. 15 Reactividad de sueros de conejos inoculados con el péptido 103 (N-ter de HVR) y péptido 138 (C-ter de 
HVR).  
 

  Los títulos del antisuero anti-P138 fueron de 1:2400 contra P138 y de 1:600 contra el péptido 

acoplado (Fig. 16a).  Sin embargo, contra los virus UNAM 2001 y Mass, el suero anti-P138 no presentó 

reactividad (Fig. 16a). Los sueros anti-UNAM 2001 y anti-Mass no presentaron reactividad contra P138 

libre o acoplado (datos no mostrados). 
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a)                                                                          b) 

 

 
Fig. 16  (a) Curva de titulación del suero anti-P138 contra el péptido libre y acoplado y BSA (albúmina sérica). La 
positividad se consideró cuando la DO fue a igual a 0.56. (b) Reactividad de suero (dilución 1:50) de conejo 
inmunizado con P138. El anticuerpo solo reconoce al péptido libre (P138) y acoplado (P138-BSA) y no a los virus 
UNAM 2001 y Mass. Los valores se consideraron positivos cuando se rebasó la Abs=0.61. 
 

 

VII.1.2.1  ELISA de antisueros de aves inoculadas con virus Mass y UNAM 2001 

contra péptidos sintéticos 

Para fundamentar aún más que el péptido sintético P138 contiene epítopos inmunodominantes, se 

realizó una ELISA con antisueros de aves inoculadas con Mass o UNAM 2001. Anteriormente se 

demostró que P138 no reaccionaba con suero antiviral de conejo (véase Fig. 16). Sin embargo, los 

antisueros de aves inoculadas con los virus demostraron tener alta reactividad. En la Fig 17 se observa que 

los antisueros reaccionaron con los péptidos acoplados a BSA con valores más altos de densidad óptica que 

con los péptidos libres e inclusive, que con los virus. El antisuero anti-UNAM 2001 presentó mayor 

reactividad con P138-BSA. 
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Fig. 17 Reactividad de antisuero de aves inoculadas con IBV Mass y UNAM 2001 con sus propios antígenos y con 
P138. Se consideró suero positivo cuando el valor de su densidad óptica era mayor al valor de corte del suero 
preinmune (Pre, suero preinmune de Mass con Abs=0.35 y suero preinmune de UNAM 2001 con Abs =0.47). 
 
 

 

VII.1.3 Purificación de inmunoglobulinas 

 

El objetivo de este experimento fue purificar anticuerpos específicos de los sueros policlonales 

antivirales de aves y conejos, así como de sueros anti-P138, para obtener una mayor concentración de 

inmunoglobulinas específicas a los virus. En biopanning, es necesario tener un concentrado de hasta 15 g 

de la proteína para la selección de mimótopos de fagos.  

 

VII.1.3.1  Inmunoglobulinas Y anti-Mass de aves  

En la purificación de inmunoglobulinas Y (IgY, no se une a receptores Fc como IgG) de aves 

inoculadas con el virus Mass se llegaron a tener una concentración de 3.5 g/l en un volumen de 1.5 ml 

c/u (principalmente en las fracciones 13 y 15, véase Tabla A4 en ANEXO II). No se utilizó el antisuero 

anti-UNAM 2001 por el bajo volumen obtenido y proporcionado por el Departamento de Aves. Una vez 

purificada la IgY se procedió a evaluar la reactividad con los antígenos virales (Fig. 18). En este ensayo se 

utilizaron también otros virus (Conn, de distribución mundial y UNAM 97 y BL 56, de distribución local) 

para evaluar la reactividad cruzada. Las fracciones 13 y 14 obtenidas de la purificación de IgY de sueros 

inmunes presentaron afinidad con todos los virus (excepto con la cepa mexicana BL 56).  
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Fig. 18 Reactividad cruzada de las fracciones de IgY (5 g de proteína) obtenidas de suero policlonal anti-Mass contra 

varios aislados de IBV (UNAM 2001, Conn, Mass, UNAM 97 y BL 56). Se consideraron los valores positivos cuando 
estaban por arriba del valor de corte (Abs =0.65). Los controles están diluidos 1:50. 

 

 

VII.1.3.2  Inmunoglobulinas G anti-UNAM 2001 de conejos  

Para la purificación de IgG de conejos, se utilizó el antisuero anti-UNAM 2001 puesto que este 

virus es endémico mexicano y aún no se han hecho investigaciones para el desarrollo de una vacuna 

específica. El concentrado de la IgG fue aproximadamente de 2 g/l obtenida por cromatografía de 

afinidad de forma manual y en un solo paso se obtuvo una sola fracción. En la Fig. 19 se presenta la 

reactividad de IgG anti-UNAM 2001 fue evaluada en ELISA en donde presentó una respuesta cruzada  

con todos los antígenos virales en estudio (como IgY anti-Mass de aves, excepto que IgG anti-UNAM 2001 

tuvo afinidad por BL 56). 
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Fig. 19 Reactividad cruzada de la IgG de conejos inoculados con la cepa UNAM 2001 contra el virus endémico en 

cuestión, Mass, Conn, UNAM 97 y BL 56. Se utilizaron 5 g del anticuerpo secundario en ELISA. La positividad de 

las reacciones se consideró cuando sobrepasaban el valor de corte igual a una Abs=0.539. 
 

 

VII.1.3.3  Inmunoglobulinas G anti-P138 de conejos  

Una vez reconocido que el P138 es inmunogénico y antigénico, se procedió a purificar su  

anticuerpo de la misma forma que las inmunoglobulinas antivirales. Se llegó a obtener hasta 1.192 g/l. La 

IgG del suero anti-P138 resultó, como se esperaba, con alta reactividad contra de su propio antígeno 

peptídico con una Abs>2 (Fig. 20). 

 

 
Fig. 20 Inmunoensayo de anticuerpo IgG de conejo contra P138. La densidad óptica de anti-IgG de P138 es 11 veces 
mayor que el suero preinmune (Pre). 
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VII.1.4 Selección de mimótopos por inmunoglobulinas en el biopanning 

 

VII.1.4.1 Selección de mimótopos por inmunoglobulinas antivirales de aves 

Para seleccionar específicamente péptidos miméticos de epítopos de Mass se utilizó la IgY anti-

Mass en el biopanning. Se llegó a tener en la tercera ronda una población de clonas de fago de 10
5

 ufp. Para 

poder identificar los aminoácidos críticos de los mimótopos se escogieron 18 clonas para secuenciar su 

ADN y, al identificar los aminoácidos, solo el 22% (cuatro clonas) compartieron el motivo Gln-Tyr-Gly-Lys-

Phe (QYGKF) y el 11% presentaron dos aminoácidos críticos Gln-Tyr (una clona presentó en vez de Tyr, 

el aminoácido homólogo Phe) en su secuencia como se observa en la Fig. 21a. Las clonas 3 (su secuencia se 

presentó dos veces más en otras clonas), 8, 7 y 9 que tuvieron estos motivos, presentaron afinidad hacia la 

IgY (Fig. 21b).   

 

b) 

 

 

Fig. 21 a) Comparación de las secuencias de aminoácidos de los mimótopos seleccionados (motivo QYGKFL) por 
IgY de antisuero de Mass y la secuencia parcial de S1 de variantes de IBV. Las letras sombreadas representan los 
aminoácidos conservados, mientras que, las subrayadas representan los aminoácidos con polaridad similar. b) 

Reactividad de IgY de suero anti-Mass (5 g) con las clonas individuales con el motivo. La clona 3 también se utilizó 
en el control negativo (pre, suero preinmune) y se consideraron valores postivos arriba de 0.6. 

 

Para identificar los epítopos de IBV, se realizó una alineación de secuencias de aminoácidos de S1 

de diferentes variantes del virus y de los mimótopos seleccionados (Fig. 21a). Resultó que la secuencia 

lineal QYGKF se traslapó con la secuencia de Mass 151-KYPTFK-156 que se localiza río abajo de HVR-2. 

La Tyr y Phe de las clonas seleccionadas se mantiene conservada en S1, incluso, de otras variantes de IBV. 

Algunos aminoácidos de las clonas (Gln, Lys y Leu) son sustituidos por otros fisicoquímicamente similares 

en la secuencia de IBV (Lys/Asn, Thr/Ser y Lys/Arg). 
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VII.1.4.2 Selección de mimótopos por inmunoglobulinas antivirales de conejos 

El biopanning con IgG de conejos inoculados con UNAM 2001 se procedió de la misma forma 

anteriormente descrita. Se llegó a obtener de 10
6

 en la primera ronda hasta 10
9

 ufp en la tercera ronda 

durante el curso del tamizado. De las 18 clonas que se secuenciaron, seis presentaron el motivo Tyr-Pro-x-

Tyr-x-x-Leu (YPxYxxL, donde x denota cualquier aminoácido). Los aminoácidos Tyr, Pro, Tyr y Leu se 

presentaron en todos los péptidos miméticos (Fig. 22a). Las clonas 2 y 8 resultaron ser las más antigénicas 

con más del doble de densidad óptica (DO>1) que el suero preinmune (Fig. 22b).  

Para poder identificar los epítopos del virus UNAM 2001, se realizó una comparación entre 

secuencias de aminoácidos de mimótopos y de la secuencia parcial de S1 de IBV. Se observó que los 

primeros se alineaban con la secuencia 159-YPSFRSL-165 de UNAM 2001, así como en otras variantes 

virales (Fig. 22a).  

 

b) 

 

 

Fig. 22 a) Comparación de las secuencias de aminoácidos de los mimótopos (motivo YPxYxxL) seleccionados por IgG 

de suero de conejos inoculados con UNAM 2001 y la secuencia parcial de S1 de variantes de IBV. Las letras 
sombradas representan los aminoácidos conservados, mientras que las subrayadas, representan los aminoácidos con 
polaridad en común. b) Reactividad de IgG de suero anti-UNAM 2001 contra clonas individuales seleccionadas. El 
suero preinmune se evaluó contra la clona 2 en ELISA y se consideró que después de su valor de corte (Abs=0.55) 
serían los valores positivos. 
 

 

VII.1.4.3 Selección de mimótopos por inmunoglobulinas anti-P138 de conejos 

  En el biopanning con IgG de conejos inoculados con P138 se obtuvo un eluido con una población 

de 10
9

 clonas de fago. En la tercera ronda observamos que las secuencias QPTGPL, QATGPL y QLVRPL 

estaban siendo seleccionadas doblemente en una población de 18 clonas, razón por la cual, decidimos 
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hacer una cuarta ronda. Es por ello que 58 clonas fueron secuenciadas (Fig. 23a) y de las cuales el 34% (20 

clonas) expresaron el motivo Gln-x-Thr-Gly-Pro-Leu-x-Phe (QxTGPLxF). Las clonas resultaron ser 

antigénicas en pruebas de ELISA (Fig. 23b).  

a) 

  

b) 

 

Fig. 23 (a) Comparación de la secuencia para parcial de S1 de IBV (* variante de California, CA 88) con la secuencia 

de mimótopos con motivo QxTGPLxF seleccionados por la IgG de suero de conejo inoculado con P138. En 

sombreado se encuentran los residuos de las clonas seleccionadas homólogos al epítopo de P138, mientras que en 

subrayado se representan los residuos que son polarmente similares. (-) denota que no hubo sustituciones de Ser y a 
Asp en la secuencia de las clonas. (b) Reactividad del suero anti-P138 contra cada una de las clonas seleccionadas. El 
preinmune no reaccionó con la clona 21. 
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En la Fig. 23a se observa que la secuencia que se seleccionó múltiples veces por el anti-P139 fue 

LPIPQLVRPLSF y fue la que presentó mayor reactividad contra el antisuero. El motivo QxTGPLxF de los 

mimótopos seleccionados por anti-IgG de P138 se alinearon con la secuencia 141NGTGPSDLLY150 del 

péptido (secuencia parcial de S1).  

 

VII.1.5 Inmunogenicidad de todos los mimótopos seleccionados por anticuerpos de 

péptidos y virus  

 

VII.1.5.1 Mimótopos de epítopos de P138 como inmunógenos 

Una vez comprobada la antigenicidad de las clonas con motivo QxTGPLxF, fue necesario verificar 

si en verdad eran inmunogénicas. Las clonas no fueron utilizadas en un ensayo de protección de aves 

porque se requiere un volumen y titulación altos del eluido de la última ronda, con lo cual, no se contaba 

en ese momento. Por lo tanto, el experimento se realizó en ratones que fueron inoculados por las clonas 21 

(LPIPQLVRPLSF) y 19 (EQVLTGTRPLAR) porque presentaron mayor afinidad hacia el anticuerpo anti-

P138 (véase Fig. 23b). Se purificaron las inmunoglobulinas de ratón y se evaluaron en ELISA contra del 

péptido acoplado (P138) y UNAM 2001 (Fig. 24). Los antisueros anti-clonas fueron reconocidos por el 

P138 y por el virus.  

 

Fig. 24 Reactividad de IgG de suero de ratones inoculados con las clonas 21 y 19 contra el péptido libre y el virus. Los 
valores positivos están arriba del valor de absorbancia 0.29. 
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VII.1.5.2 Mimótopos de epítopos de virus como inmunógenos: Ensayo de 

protección 

En experimentos anteriores se observó que las clonas que desplegaron los mimótopos con motivo 

QYGKFL (seleccionadas con anti-IgY de virus Mass) y YPxYxxL (seleccionadas con anti-IgG de virus 

UNAM 2001) fueron antigénicas, es decir, los anticuerpos de aves y conejos inoculados con Mass y UNAM 

2001, respectivamente, presentaron afinidad hacia estos péptidos miméticos. Ahora faltaba comprobar si 

los mimótopos podrían despertar una respuesta inmunológica. Para esto se utilizaron aves libres de 

patógenos inoculadas con las clonas con mimótopos de epítopos virales.  

En la Tabla 3 se resume el esquema de inmunización. Las aves fueron clasificadas en 12 grupos, 

cada uno con cinco o seis aves. Durante el pre-desafío, el grupo 1 fue utilizado como control negativo al 

inocularlo con PBS 1x (no fue ni inmunizado ni infectado; se sacrificó antes del desafío con el virus UNAM 

2001); el grupo 2 funcionó también como negativo en esta primera prueba (después fue infectado en el 

desafío). A los grupos 3 y 4 se les suministraron subcutáneamente 100 l de la vacuna emulsionada en la 

parte dorsal del cuello del ave (el grupo 3 se sacrificó antes del desafío para realizar estudios 

histopatológicos). Al grupo 5 y 6 se le suministraron 1x10
13

 clonas de fago que fueron seleccionadas por IgG 

(motivo YPxYxxL) e IgY (motivo QYGKF), respectivamente, del eluido total de tercera ronda, mientras 

que al grupo 7 se le inoculó una mezcla de baja concentración de clonas seleccionadas por IgG (5x10
12

 ufp) 

más IgY (5x10
12

 ufp) del eluido de tercera ronda. De igual forma, el grupo 8 recibió la mezcla de ambos 

eluídos de tercera ronda (clonas seleccionadas por anticuerpos IgG e IgY), pero en alta concentración 

(1x10
13

 ufp). Del grupo 9 al 12, se les suministraron clonas aisladas en un volumen de 600 l por ave con un 

título de 1x10
12-13

 ufp. Al grupo 9 se le inoculó la clona 2 (secuencia YP M Y SE L) seleccionada por IgG de 

conejos inoculados con UNAM 2001, mientras que al grupo 10  le fue suministrado la misma clona, pero 

combinada con la clona 6 (YP S Y SD L), 8 (YP D Y SL L) y 10 (YP Q Y SI L), también seleccionadas por 

IgG. Los últimos grupos, 11 y 12, fueron inoculados con la clona 8 (QYGKFL) y la mezcla de la misma 

clona con la clona 3 (QYGKFS), respectivamente, ambas seleccionadas por la IgY de aves inoculadas con 

el virus Mass. De cada grupo se obtuvo suero inmune para ser evaluado en ELISA (Fig. 25). Se observó 

que las clonas individuales seleccionadas con IgG anti-UNAM 2001 e IgY anti-Mass (grupo 9, 10, 11 y 12) 

fueron más reactivas con UNAM 2001 que con todo el eluido de tercera ronda (grupo 5, 6, 7 y 8).  
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Tabla 3 Esquema de inmunización de aves con mimótopos  

Grupos 

de aves 
Inmunógenos

1

 
Desafío con cepa 

UNAM 2001
2

 

Individuos sanos después del 

desafío (sanos/enfermos)
3

 

% de 

protección
4

 

1 Búfer salino de fosfato No
5

 - - 

2 Búfer salino de fosfato Sí 2/5 -
15

 

3 Vacuna comercial
6

 No
5

 - - 

4 Vacuna comercial Sí 0/4 0 

5 Clonas IgG de eluido de 3ª ronda
7

 Sí 2/4 50 

6 Clonas IgY de eluido de 3ª ronda
8

 Sí 2/4 50 

7 

Mezcla de clonas IgG+IgY de 

eluido de 3ª ronda, menor 

concentración
9

 

Sí 1/4 25 

8 

Mezcla de clonas IgG+IgY de 

eluido de 3ª ronda, mayor 

concentración
10

 

Sí 0/4 0 

9 Clona IgG 211

   Sí 1/4 25 

10 Clonas IgG 2, 6, 8 y 10
12

 Sí 3/4 75 

11 Clona IgY 3
13

 Sí 3/4 75 

12 Clonas IgY 3 y 8
14

 Sí 1/4 25 
1

 Los refuerzos fueron a los 15 y 30 días después de la primera inmunización. Los antisueros del segundo refuerzo fueron 

evaluados por ELISA (Fig. 25a) 
2

  El desafío se realizó 40 días después de la primera inmunización. Se suministró una dosis de 1x10
4

 EID50 (100 l) vía ocular  
3 

 Se consideraron aves sanas cuando en los estudios histopatológicos no presentaban nefritis, hiperplasia linfoide peribronquial 

o neumonía intersticial linfocitaria 
4  

 Es el porcentaje en que las vacunas (comercial y mimótopos) no permitieron el desarrollo de la enfermedad. Se calculó a 

través de la fórmula (individuos sanos/total de individuos) x 100 
5

  Estos grupos de aves se sacrificaron antes del desafío 
6

 Vacuna heteróloga (Mass y Conn) emulsionada de AVIMEX 
®

 (broni-mex
TM

) inoculada de forma sub-cutánea en parte dorsal  

superior de las aves de acuerdo a las especificaciones del fabricante 
7

  Clonas de fago del eluido de tercera ronda (1x10
13

 ufp) seleccionadas por IgG de conejo inoculado con virus UNAM 2001 
8

  Clonas de fago del eluido de tercera ronda (1x10
13

 ufp) seleccionadas por IgY de conejo inoculado con virus Mass 
9 

Clonas de fago del eluido de tercera ronda (5x10
12

 ufp) seleccionadas por IgG de conejo inoculado con virus UNAM 2001 

mezcladas con clonas de fago de tercera ronda (5x10
12

 ufp) seleccionadas con IgY de aves inoculadas con el virus Mass 
10 

Clonas de fago del eluido de tercera ronda (1x10
13

 ufp) seleccionadas por IgG de conejo inoculado con virus UNAM 2001 

mezcladas con clonas de fago (1x10
13

 ufp) seleccionadas con IgY de aves inoculadas con el virus Mass. 
11

  Clona 2 seleccionada por IgG de conejo inoculado con virus UNAM 2001 
12

 Clonas 2, 6, 8 y 10 seleccionadas por IgG de conejo inoculado con virus UNAM 2001 
13

 Clona 8 seleccionada por IgY de aves inoculadas con virus Mass 
14

 Clonas 3 y 8 seleccionadas por IgY de aves inoculadas con virus Mass 
15

 Estas aves no fueron inmunizadas (no protegidas) ya que es el control positivo a la enfermedad 
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a) 

 

b) 

 

Fig. 25 Reactividad de los sueros aviare anti-clonas con virus UNAM 2001 y clonas de fago (motivo YPxYxxL y 
QYGKF). a) Ensayo pre-desafío de ELISA con sueros de aves que fueron inoculadas con la vacuna y clonas antes de 
ser infectadas con el virus UNAM 2001 (positividad>0.24). b) ELISA con sueros anti-clonas de aves infectadas con el 

virus UNAM 2001 y sacrificadas cuatro días después del desafío (post-desafío). El grupo 1 y 3 se sacrificaron antes de 
ser infectados con el virus. El grupo 8 no se consideró en este ensayo ya que su suero no reaccionó con sus antígenos 
en el pre-desafío. Se consideró positivo cuando los valores de absorbancia sobrepasaban los 0.5. 
 

A los 40 días, las aves fueron infectadas con el virus UNAM  2001 con una dosis de 1x10
4

 DIE50 en 

un volumen de 100 l inoculado ocularmente (vía de entrada natural del virus). La obtención de sangre fue 

obtenida a los cinco días post-desafío. Los sueros fueron evaluados en pruebas de inmunoensayo en 

microplacas sensibilizadas con clonas o con el virus UNAM 2001 como se observa en la Fig. 25b. En esta 

gráfica se observó que los mimótopos produjeron altos títulos de anticuerpos que incluso reconocieron al 
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virus endémico mexicano. Se observó también que el antisuero de aves inmunizadas con la vacuna 

comercial presenta una reactividad con una absorbancia similar a los sueros anti-clonas.  

Para poder evaluar la protección de aves enfermas ante los mimótopos (estudios preliminares), se 

realizó un examen histopatológico de tráquea, pulmón y riñón a cuatro aves sacrificadas de cada grupo en 

el quinto día post-infección. El trabajo fue realizado por personal del Departamento de Aves de la FMVZ, 

UNAM. Ningún ave murió a causa de la infección, pero se demostró que las tráqueas de aves enfermas 

presentaron una infiltración mononuclear e hiperplasia epitelial leve y sus pulmones desarrollaron 

neumonía intersticial. Los riñones tuvieron infiltración linfocítica y nefritis (Tabla 3). En este mismo 

estudio, el grupo 2 (aquel grupo de aves que no fue inmunizado y que se infectó con UNAM 2001 en el 

desafío) presentó dos aves enfermas de cinco infectadas. El grupo 4 (inmunizado con la vacuna comercial) 

no fue protegido (0/4). Las clonas del eluido de tercera ronda protegieron en un 50% (2/4). La clona 

individual 2 (seleccionada con IgG de conejo inoculado con UNAM 2001) y las clonas 3 y 8 (seleccionadas 

con IgY de aves inoculadas con Mass) protegieron en un 25% (un ave resultó protegida). Sin embargo, 

aquellas aves que fueron inmunizadas con las clonas 2, 6, 8 y 10 (con motivo YPxYxxL) fueron protegidas 

en un 75%. La clona 3, seleccionada con IgY de aves inoculadas con Mass, protegió a tres de cuatro aves 

infectadas con el virus UNAM 2001 (75% de protección).  

 

VII.1.6 Localización de los epítopos inmunodominantes en la secuencia de S1 de Spike 

 

 Para determinar la posición de los epítopos inmunodominantes en la secuencia de S1 de Spike de 

IBV, se utilizó un alineamiento de secuencias de aminoácidos entre diversas variantes de virus de bronquitis 

infecciosa. Se encontró que los epítopos o el clúster inmunodominante se encuentra entre los aminoácidos 

141 y 165 de acuerdo a la numeración de la secuencia de UNAM 2001 (o 139-158 en Mass) (Fig. 26). Estos 

determinantes se encontraron en el primer tercio de S1 de Spike. Se observó que los epítopos encontrados 

a través de los mimótopos seleccionados se localizaron río debajo de HVR. En el alineamiento se utilizó 

también la secuencia de D207, una cepa usada por Kant et al, 1992, en donde demostró residuos críticos 

(no el epítopo completo) a través de variantes resistentes a anticuerpos monoclonales. Dos de los 

aminoácidos se encontraron entre el His132 (sustituido por Tyr en las variantes) y Leu149 (sustituido por 

Ser), al que denominaron sitio antigénico D. Uno de los epítopos encontrados en nuestros experimentos a 

través de mimótopos seleccionados con anti-P138 se encontró entre el aminoácido 141 y 150, el cual se 

alinea con el sitio antigénico E de Kant. Los mimótopos seleccionados con anti-UNAM y anti-Mass se 

encontraron ocho aminoácidos debajo del primer epítopo.  
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Fig. 26 Alineamiento del clúster inmunodominante de diferentes cepas virales con las secuencias de los mimótopos seleccionados con IgY e IgG de sueros antivirales 
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VII.2. Resultado II: Análisis comparativo entre epítopos 

inmunodominantes de la subunidad 1 de IBV y de SARS-CoV 

VII.2.1 Comparación del dominio inmunodominante de S1 de IBV encontrado por 

phage display con epítopos de S1 de SARS-CoV 

 

Para evaluar posicional y estructuralmente a los epítopos inmunodominantes de Spike de IBV 

obtenidos por phage display y para compararlos con los sitios antigénicos homólogos de otro coronavirus, 

se realizó una serie de alineamientos a nivel de aminoácidos con secuencias de la proteína Spike del virus 

humano SARS-CoV. El alineamiento de la secuencia de los epítopos con IBV con sus sitos homólogos en 

SARS-CoV presentó un 20% de identidad y la comparación de la proteína entera (más de 1100 aa para 

ambos virus), hasta un 26% (datos obtenidos y no mostrados del programa ALIGN). 

Al realizar un alineamiento múltiple de secuencias parciales de S1 con CLUSTAL W (Fig. 27), se 

demostró que el epítopo 1 de IBV (141-150 de la secuencia UNAM 2001 o 139-143 de Mass) mimetizado 

por el motivo QxTGPLxF de las clonas se alineó con la secuencia 179-188 de la subunidad 1 del virus 

SARS. Por otra parte, el epítopo 2 (159-165 de UNAM 2001 o 152-158 de Mass) mimetizado por los 

motivos YPxYxxL y QYGKFL se alineó con la secuencia 197-203. Estas secuencias del virus humano se 

encontraron en la parte media del sitio inmunodominante II (SI2, aa 171-224) determinado por el grupo de 

He (2004) a través de PEPSCAN.  
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                       90       100          110       120          130        140 

Mass                PSSGMAWSSSQFCTAHCN---FSDTTVFVTHCYKY--D---GCPITGMLQKNFLRVSAMK-N 

Conn                PQPGMDWSSRQFCTAHCN---FSDITVFVTHCYKH--N---GCPITGSIPQHSIRVSAMK-K 

Ark                 PLSGMSWSTNSFCTAHCN---FTSYIVFVTHCYKSGPN---SCPLTGLIPSGHIRIAAMK-H 

BL 56               PHSGMSWSVQQFCTAHCN---FTHFTVFVTHCYRLGAD---YCPLTGLIPRGLTRWSAMR-S 

UNAM 2001           PGSGMSWSVSQFCTAHCN---FSGVTVFVTHCFKKGAG---ECPLTGLIPQNYIRISAMK-Q 

SARS-CoV Urbani     INNSTNVVIRACNFELCDNPFFAVSKPMGTQTHTMIFDNAFNCTFEYISDAFSLDVSEKSGN 

SARS-CoV Tor 2      INNSTNVVIRACNFELCDNPFFAVSKPMGTQTHTMIFDNAFNCTFEYISDAFSLDVSEKSGN 

                                    *:   *:    : *: .    .    *.:           :        

                     120       130       140       150       160       170  

 

 

                           150       160       170       180       190       200 

Mass                -----GQLFYNLTVSVAKYPTFKSFQCVNNLTSVYLNGDLVYTSNETTDVTSAGVYFKAGGP 

Conn                -----GRLFYNLTVSVNKYPTFKSFQCVNNFTSVYLNGDLVYTSNETTDVTSAGVYFNAGGP 

Ark                 GSAMSGHLFYNLTVSVTKYPKFRSLQCVNNHTSVYLNGDLVFTSNYTEDVVAAGVHFTSGGP 

BL 56               VNG-HHDLFYNLTVSVTNYPTFKSLQCVNNQTSVYLNGDLVFSSNETIDVSGAGVYFSSNGP 

UNAM 2001           GGDSPSDLFYNLTVPVTKYPSFRSLQCVNNQTSVYLNGDLVFTSNETTDVTAAGVYFKAGGP 

SARS-CoV Urbani     FKHLREFVFKNKDGFLYVYKGYQPIDVVRDLPSGFNTLKPIFKLPLGINITNFRAILTAFSP 

SARS-CoV Tor 2      FKHLREFVFKNKDGFLYVYKGYQPIDVVRDLPSGFNTLKPIFKLPLGINITNFRAILTAFSP 

                           :* *    :  *  ::.:: *.: .* : . . ::.     ::    . :.: .* 

                   180       190       200       210       220       230       240 

 

Fig. 27 Alineamiento entre las secuencias parciales de S1 de variantes de IBV y de SARS-CoV. Se señalan los dos 
epítopos (dominio inmunodominante) de IBV (en recuadros) y el sitio inmunodominante II (He et al, 2004) de 
SARS-CoV (sombreado negro).  La región HVR de Mass se muestra en sombreado gris. Arriba se muestra la 

numeración de IBV basada en la secuencia de UNAM 2001 mientras abajo se muestra la numeración de los 
aminoácidos de SARS-CoV. 
 

 

VII.2.2 Análisis de la estructura tridimensional del sitio inmunodominante de IBV  

 

Para poder inferir la posible estructura tridimensional de los epítopos de la proteína Spike del virus 

de bronquitis infecciosa, se realizó una comparación del perfil hidrofílico de los primeros 224 aminoácidos 

(S1 de UNAM 2001 está secuenciada parcialmente hasta los primeros 224 aminoácidos en N-ter) de la 

subunidad 1 de UNAM 2001, Mass y SARS-CoV (Fig. 28). Este análisis permitió detallar más sobre la 

topografía proteica de S1 de Spike  e identificar qué zonas son más hidrofílicas y, por lo tanto, más 

expuestas en la superficie de la glicoproteína. En la Fig. 28 se muestran gráficamente tres tipos de análisis 

de hidrofilicidad: KD (Kyte and Doolittle, 1982),  HW (Hopp y Woods, 1981) y SE (Jannin et al, 1978) en 

el que los valores encontrados por arriba del eje son hidrofílicos o probablemente expuestos en la 

superficie de la proteína.  

Las secuencias parciales de S1 traslapadas de ambos IBV en donde se muestra el dominio 

inmunodominante encontrado por phage display (141-165, de acuerdo a la numeración de UNAM 2001). 

Se observó que en la C-ter de S1 de UNAM 2001 y Mass (en donde se encontró nuestro dominio) hay una 

mayor coincidencia de aminoácidos que en la parte N-ter. En el recuadro se muestran los aminoácidos 

hidrofílicos y expuestos a la superficie de la proteína. Se observó que los aminoácidos de nuestros epítopos 

tuvieron un valor negativo en KD y >0.6 en SE (Surface Exposure), lo que significa que es probable que 

Epítopo 1 Epítopo 2 
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estén expuestos. En la Fig.28b se muestran los aminoácidos de S1 de SARS-CoV que coinciden con el sitio 

inmunodominante y que aparentemente presentaron características hidrofílicas semejantes. 
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Fig. 28 Análisis de hidrofilicidad para la secuencia parcial S1 de a) Mass (línea gris), UNAM 2001 (línea negra) y b) 
SARS-CoV. Se observa el sitio inmunodominante de IBV encontrado por phage display y su sitio homólogo en 

SARS-CoV en recuadros. Se muestran los valores de los tres métodos para cada aminoácido del dominio en UNAM 
2001 (esta secuencia se utilizó porque no existen espacios dentro de la secuencia para el primer epítopo) y en SARS-
CoV. Cabe destacar que cada uno de estos análisis de hidrofilicidad se toma en cuenta el promedio del valor de seis 

residuos y se grafica con el aminoácido de en medio.  

Después de saber que nuestro sitio inmunodominante presentó residuos potencialmente expuestos 

en la superficie de Spike (además de determinar su estructura secundaria, véase ANEXO III), se decidió 

hacer un análisis de su probable estructura tridimensional (Fig. 29). La  subunidad 1 de Spike del virus 

SARS se utilizó porque ya se tiene un cristal de su estructura en el PBD (SwissProt: P59594). Dentro de la 

estructura, la secuencia 171-203 de SARS-CoV (secuencia que alinea con el sitio inmunodominante 

encontrado por phage display en IBV) presentó en sus extremos estructuras no secundarias de tipo espiral 

al azar (coil). 

Res Amino-Acid      Kyte-Doolittle      Hopp-Woods      Surface-Expos 

                       (+4 to -4)        (-3 to +3)       (0 to 1.000) 

 

 141   G   Gly          -2.340             1.083              0.705 

 142   G   Gly          -1.720             0.583              0.668 

 143   D   Asp          -1.340             0.600              0.637 

 144   S   Ser          -1.420             1.100              0.692 

 145   P   Pro          -2.040             0.800              0.678 

 146   S   Ser          -0.580            -0.117              0.613 

 147   D   Asp           0.140            -0.550              0.632 

 148   L   Leu           0.200            -0.517              0.637 

 149   F   Phe          -0.340            -0.867              0.595 

 150   Y   Tyr           1.120            -1.433              0.577 

 151   N   Asn           0.220            -1.383              0.570 

 152   L   Leu           0.500            -0.967              0.625 

 153   T   Thr           0.440            -0.833              0.558 

 154   V   Val           1.980            -0.933              0.545 

 155   P   Pro           1.080            -0.133              0.640 

 156   V   Val           0.440            -0.450              0.650 

 157   T   Thr          -0.660            -0.200              0.715 

 158   K   Lys          -0.660            -0.150              0.698 

 159   Y   Tyr          -1.660            -0.317              0.708 

 160   P   Pro          -0.960             0.250              0.750 

 161   S   Ser          -1.080            -0.200              0.697 

 162   F   Phe          -0.980            -0.117              0.637 

 163   R   Arg           0.100            -0.083              0.652 

 164   S   Ser          -0.440            -0.300              0.587 

 165   L   Leu          -0.500            -0.133              0.577 

 

Res Amino-Acid      Kyte-Doolittle      Hopp-Woods      Surface-Expos 

                       (+4 to -4)        (-3 to +3)       (0 to 1.000) 

 

 178   N   Asn          -1.160             0.083              0.660 

 179   F   Phe          -1.640            -0.267              0.618 

 180   K   Lys          -0.800             0.233              0.697 

 181   H   His          -1.000             0.700              0.707 

 182   L   Leu          -2.260             0.700              0.707 

 183   R   Arg          -0.920            -0.050              0.605 

 184   E   Glu           0.560            -0.383              0.565 

 185   F   Phe           0.360             0.417              0.660 

 186   V   Val           0.480            -0.050              0.632 

 187   F   Phe           0.480            -0.050              0.653 

 188   K   Lys          -0.860             0.867              0.718 

 189   N   Asn          -2.400             1.117              0.738 

 190   K   Lys          -3.040             1.117              0.738 

 191   D   Asp          -1.700             0.317              0.643 

 192   G   Gly          -0.240            -0.100              0.640 

 193   F   Phe           0.280            -0.850              0.538 

 194   L   Leu           1.820            -1.733              0.530 

 195   Y   Tyr           1.640            -1.233              0.612 

 196   V   Val           0.300            -0.817              0.622 

 197   Y   Tyr          -0.540            -0.900              0.682 

 198   K   Lys          -0.540            -0.483              0.695 

 199   G   Gly          -2.080            -0.233              0.760 

 200   Y   Tyr          -2.140            -0.150              0.690 

 201   Q   Gln          -0.460            -0.150              0.663 

 202   P   Pro          -1.080            -0.400              0.643 

 203   I   Ile           0.020            -0.267              0.577 

 

a) b) 
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Fig. 29 Predicción de estructura secundaria de S1 de IBV en modelo tridimensional de SARS-CoV. Se observa en la 
parte de arriba a toda la subunidad 1 con su RBD (amarillo) y uno de sus sitios inmunodominantes (SI2). El dominio 
inmunodominante de IBV (aminoácidos 141-165) se divide en dos epítopos que se alinean con los sitios 179-188 en 
rojo (epítopo 1) y 197-203 en verde (epítopo 2) del virus SARS-CoV. Ambas estructuras presentan forma de espiral al 

azar (random coil) unidos por un puente en forma de giro b (-turn).  
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VII.2.3 Comparación del dominio de unión al receptor de SARS-CoV y la secuencia de  carboxilo 

terminal de S1 de IBV  

 

Los epítopos encontrados en IBV por phage display no alinearon con el sitio inmunodominante 

principal de SARS-CoV, el sitio de unión al receptor (RBD, aminoácidos 318-510). Se realizó un análisis 

comparativo (Fig. 30) entre el dominio de unión de SARS-CoV y su sitio respectivo en variantes de IBV (no 

se utilizó la secuencia de S1 de UNAM 2001 porque solo presenta los primeros 224 aminoácidos 

secuenciados). Este alineamiento demostró que se tuvo un 47% de similitud entre ambas secuencias y un 

11% de homología. Se encontró que uno de los epítopos descubiertos por Ignjatovich y Sapats, 2005 (288-

306 en este alineamiento y 294-316 por tales autores) el cual, permite la protección cruzada entre cepas 

australianas, se traslapó con N-ter RBD de SARS-CoV.  

En este epítopo de IBV, los aminoácidos Gly293 y Thr304 se mantienen en la secuencia de SARS-

CoV (391 y 402), además de haber otros aminoácidos de polaridad similar (Asn/Asp/Gln295 de IBV con 

Asp393 de SARS-CoV y Lys/Gln303 del virus aviar con Gln401 del virus humano). También se demostró 

que ambas secuencias comparten dos cisteínas. Las Cys 467 y 474 de SARS-CoV se alinean con las Cys 365 

y 376 de S1 de IBV. También se encontró que los aminoácidos Ser380 y Lys389 de IBV se alinearon con 

Asn479 y Thr487, respectivamente, dos aminoácidos críticos para la unión específica al receptor celular 

humano. Al mismo tiempo, este alineamiento demostró que el aminoácido Val491 de IBV se sustituye por 

Thr489 en SARS-CoV, mientras que la Tyr392 de IBV se conserva en la posición 491 del virus SARS. 

Estos dos aminoácidos son usados por el virus humano para la unión a un anticuerpo monoclonal (m396).  
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                        280       290       300       310         320       330    

Vic S             TTLTLTNFTFSNESSAPPNSGGVNTIQLYQTKTAQSGYYNFNFS--FLSGFEYKESNFMYGS 

Ark               TTLTLTNFTFNNESGAPPNTGGVDSFILYQTQTAQSGYYNFNFS--FLSSFVYRESDYMYGS 

Mass              TTFTLHNFTFHNETGANPNPSGVQNIQTYQTQTAQSGYYNFNFS--FLSSFVYKESNFMYGS 

Conn              TTLKLHNFTFHNETGANPNLSGVQNIQTYQTQTAQSGYYNFNFS--FLSGFVYKESNFMYGS 

SARS-CoV Urbani   SATKLNDLCFSNVYADSFVVKGDDVRQIAPGQTGVIADYNYKLPDDFMGCVLAWNTRNIDAT 

SARS-CoV Tor2     SATKLNDLCFSNVYADSFVVKGDDVRQIAPGQTGVIADYNYKLPDDFMGCVLAWNTRNIDAT 

                  :: .* :: * *  .      * :       :*.  . **:::.  *:. .   ::  : .:    

                370       380       390       400       410       420       430          

 

                        340         350       360       370       380       390 

Vic S             YHPQCNFIPETINKG--LWFNSLSVSIAYGPIQDGCKQSVFSGKATCCYAYSYRGPTACKG 

Ark               YHPRCSFRPETLNNG--LWFNSLSVSLTYGPLQGGCKQSVFNGKATCCYAYSYRGPHACKG 

Mass              YHPSCNFRLETINNG--LWFNSLSVSIAYGPLQGGCKQSVFSGRATCCYAYSYGGPSLCKG 

Conn              YHPSCNFRPETINNG--LWFNSLSVSIAYGPLQGGCKQSVFSGRATCCYAYSYGGPSLCKG 

SARS-CoV Urbani   STGNYNYKYRYLRHGKLRPFERDISNVPFSPDGKPCTPPALN----CYWPLNDYGFYTTTG 

SARS-CoV Tor2     STGNYNYKYRYLRHGKLRPFERDISNVPFSPDGKPCTPPALN----CYWPLNDYGFYTTTG 

                       .:  . :.:*    *:    .:.:.*    *. ..:.    * :. .  *    .* 

                        440       450       460       470           480 

 

                         400       410    

Vic S             V-YSGELTQNFECGLLVFVTKS 

Ark               V-YRGELTQHFECGLLVYVTKS 

Mass              V-YSGELDLNFECGLLVYVTKS 

Conn              V-YLGELKSDFECGLLVYVTKS 

SARS-CoV Urbani   IGYQPYRVVVLSFELLNAPATV 

SARS-CoV Tor2     IGYQPYRVVVLSFELLNAPATV 

                  : *       :.  **   :. 

                 490       500       510        

 

Fig. 30 Alineamiento de RBD parcial (aa 370-510, en fondo negro) de SARS-CoV con S1 de IBV (272-411). En 
fondo gris se encuentra uno de los epítopos descubiertos por Ignjatovich and Sapats, 2005 que promueve la 

reactividad cruzada entre variantes australianas. Este epítopo de IBV se empalma con la región 386-404 de SARS-
CoV. Se marcan las cisteínas 467 y 474; los aminoácidos críticos (Asn479 y Thr487) para zoonosis (estudio de 
alineamientos entre virus humano y del mamífero civeta); y los aminoácidos necesarios para la unión a Fab (Ile489 y 
Tyr491). 

 

Para comparar las secuencias del posible sitio de unión al receptor de S1 de IBV, se realizó un 

alineamiento múltiple con secuencias parciales de S1 de distintos coronavirus (Fig. 31). En este 

alineamiento de secuencias de coronavirus se observó que la mayoría de las secuencias de RBD de los 

coronavirus de diferentes grupos se encontró en la parte C-terminal de S1. 
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MHV (AAW47240)                    DCKIEDWLAAKTVSSPLNWERKTFQNCNFNLSSLLRVVQAESLSCINIDA 377 

TGEV (ABC72414)                   EMPFGVTDGPRYCYV---LYNGTALKYLGTLPPIVKEIAISKWGHFYING 434 

PEDV (ABJ51939)                   AIPLGATQVPYYCFLKVDTYNSTVYKFLAVLPPTVREIVITKYGDVYVNG 407 

HCoV 229E (ABB90517)              HIPSGTVLGNFYCFVNTTIGNETTSAFVGALPKTVREFVISRTGHFYING 105 

IBV Mass (AAS67646)               AMKNGQLFYN-------------LTVSVAKYPTFKSFQCVNNLTSVYLNG 177 

SARS CoV (AAP13441)               NFRAILTAFSPAQDIWGTSAAAYFVGYLKPTTFMLKYDENGTITDAVDCS 279 

                                                                 .                 . 

 

MHV (AAW47240)                    VKVYGMCFGSISIDKFAIP---NSRRVDLQLGNSGFLQSFNYKIDTRATS 424 

FIPV (P10033)                     YNFFSTFPIGCISFNLT----TGVSGAFWTIAYTSYTEALVQVENTAIKN 483 

TGEV (ABC72414)                   YNFFSTFPIDCISFNLT----TGDSDVFWTIAYTSYTEALVQVENTAITK 480 

PEDV (ABJ51939)                   FGYLHLGLLDAVTINFTGHGTDDDVSGFWTIASTNFVDALIEVQGTAIQR 457 

HCoV 229E (ABB90517)              YRYFTLGNVEAVNFNVT----NAET-TVCTVALASYADVLVNVSQTAIAN 250 

IBV Mass (AAS67646)               DLVYTSNETTDVTSAGVY----FKAGGPITYKVMREVKALAYFVNGTAQD 224 

SARS CoV (AAP13441)               QNPLAELKCSVKSFEIDKG---IYQTSNFRVVPSGDVVRFPNITNLCPFG 326 

                                                                         :           

 

MHV (AAW47240)                    CQLYYSLAQNNVTVTNHNPSSWNRRYGFNDVATFGSGKHDVAYAEACFTV 474 

FIPV (P10033)                     VTYCN-SHINNIKCSQLTANLNNGFYPVAS--SEVGFVNKSVVLLPSFFT 530 

TGEV (ABC72414)                   VTYCN-SYVNNIKCSQLTANLNNGFYPVSS--SEVGLVNKSVVLLPSFYT 528 

PEDV (ABJ51939)                   ILYCD-DPVSQLKCSQVAFDLDDGFYPISSRNLLSHEQPISFVTLPSFND 506 

HCoV 229E (ABB90517)              IIYCN-SVINRLRCDQLSFDVPDGFYSTSP--IQSVELPVSIVSLPVYHK 297 

IBV Mass (AAS67646)               VILCDGSPRGLLACQYNTGNFSDGFYPFIN----SSLVKQKFIVYRENSV 270 

SARS CoV (AAP13441)               EVFNATKFPSVYAWERKKISNCVADYSVLYNSTFFSTFKCYGVSATKLND 376 

                                           .         .     *                         

 

MHV (AAW47240)                    GASYCPCANPSIVS---PCTTGKPKFANCPIGTVNRECNVLPLGSNLFKC 521 

FIPV (P10033)                     YTAVNITIDLGMKL-SGYGQPIASTLSNITLPMQDNNTDVYCIRSNQFSV 579 

TGEV (ABC72414)                   HTIVNITIGLGMKR-SGYGQPIASTLSNITLPMQDNNTDVYCIRSDQFSV 577 

PEDV (ABJ51939)                   HSFVNITVSASFGG--------HSGANLIASDTTINGFSSFCVDTRQFTI 548 

HCoV 229E (ABB90517)              HTFIVLYVNFKLRSGVGRCYNCRPAVVNITLANFNETKGPLCVDTSHFTT 347 

IBV Mass (AAS67646)               NTTFTLHN-FTFHNETGANPNPSGVQNIQTYQTQTAQSGYYNFNFSFLSS 319 

SARS CoV (AAP13441)               LCFSNVYADSFVVK-------GDDVRQIAPGQTGVIADYNYKLPDDFMGC 419 

                                             .                 .            .    :   

 

MHV (AAW47240)                    DCTCNPS----------------------PLTTYDLRCLQARSMLGVGDH 549 

FIPV (P10033)                     YVHSTCKSSLWDNIFNQDCTDVLEATAVIKTGTCPFSFDKLNNYLTFNKF 629 

TGEV (ABC72414)                   YVHSTCKSSLWDNVFKRNCTDVLDATAVIKTGTCPFSFDKLNNYLTFNKF 627 

PEDV (ABJ51939)                   SLFYNVTNSYG-------------YVSKSQDSNCPFTLQSVNDYLSFSKF 585 

HCoV 229E (ABB90517)              QFVG-AKFDRWS--------------ASINTGNCPFSFGKVNNFVKFGSV 382 

IBV Mass (AAS67646)               FVYKESNFMYGS-----------------YHPSCNFRLETINNGLWFNSL 352 

SARS CoV (AAP13441)               VLAWNTRNIDATS---------------TGNYNYKYRYLRHGKLRPFERD 454 

                                                                  .         .   .    

 

MHV (AAW47240)                    CEGLG--VLEDKCGGHNTCN------CSADAFVGWAKDSCLSNGRCRIFG 591 

FIPV (P10033)                     CLSLS--PVGANCKFDVAAR------------TR-TNEQVVRSLYVIYEE 664 

TGEV (ABC72414)                   CLSLS--PVGANCKFDVAAR------------TR-TNDQVVRSLYVIYEE 662 

PEDV (ABJ51939)                   CVSTS--LLASACTIDLFGY------------PEFGSGVKFTSLYFQFTK 621 

HCoV 229E (ABB90517)              CFSLK--DIPGGCAMPIMAN------------LANLNSHTIGSLYVSWSD 418 

IBV Mass (AAS67646)               SVSIAYGPLQGGCKQSVFSGRATCCYAYSYGGPSLCKGVYSGELDLNFEC 400 

SARS CoV (AAP13441)               ISNVPFSPDGKPCTPPALNCYWPLN----DYGFYTTTGIGYQPYRVVVLS 500 

                                    .         *                       .              

 

MHV (AAW47240)                    NLMLNGINSG-------TTCSTDLQLSNTEVVTGICVKYDLYGITGQGVF 634 

FIPV (P10033)                     GDNIVGVPS-----------DNSGLHDLSVLHLDSCTDYNIYGRTGVGII 702 

TGEV (ABC72414)                   GDNIVGVPS-----------DNSGLHDLSVLHLDSCTDYNIYGRTGVGII 700 

PEDV (ABJ51939)                   GELITGTPK-----------PLEGVTDVSFMTLDVCTKYTIYGFKGEGII 660 

HCoV 229E (ABB90517)              GDVITGVPK-----------PVEGVSSFMNVTLNKCTKYNIYDVSGVGVI 457 

IBV Mass (AAS67646)               GLLVYVTKSGGSRIQTATEPPVITRHNYNNITLNTCVDYNIYGRTGQGFI 450 

SARS CoV (AAP13441)               FELLNAPAT------------VCGPKLSTDLIKNQCVNFNFNGLTGTGVL 538 

                                     :     .                    :   .*..:  :.  .* *.: 

Fig. 31 Alineamiento múltiple entre la subunidad 1 de diferentes coronavirus. En gris se muestran los epítopos 
encontrados experimentalmente en diferentes coronavirus (en negro, clúster de epítopos de IBV encontrado con 
nuestros experimentos). Se observa que la mayoría de estos sitios se encuentra en la parte C-terminal de dicha 
subunidad. MHV (virus de hepatitis murina), FIPV (virus de la peritonitis felina), TGEV (virus de la gastroenteritis 

transmisible porcina), PEDV (virus de la diarrea epidémica porcina), HCoV-229E (coronavirus humano), IBV Mass 
(virus de la bronquitis infecciosa serotipo Massachusetts), SARS-CoV (virus del síndrome respiratorio agudo severo). 
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 DISCUSIÓN 

 

Los resultados anteriores demuestran la antigenicidad y la inmunogenicidad de algunos epítopos (o 

un clúster inmunogénico) encontrados en la subunidad 1 (S1) de la glicoproteína Spike  cerca de una región 

altamente variable del virus de bronquitis infecciosa. También se evidencia el éxito, como herramienta 

inmunológica, de la técnica de phage display para la localización de estos aminoácidos críticos que 

intervienen en la unión antígeno-anticuerpo, así como su relevancia en la producción de inmunógenos para 

la neutralización viral. Asimismo, algunos programas bioinformáticos permitieron apreciar las diferencias y 

similitudes de secuencias de aminoácidos de los epítopos de esta proteína superficial entre variantes de IBV 

y el virus SARS.  

Es importante hacer notar que el uso de sueros policlonales para la selección de bibliotecas 

combinatorias (phage display) permite la identificación y la determinación estructural de epítopos 

inmunodominantes a través de mimótopos que presentan residuos que mimetizan a los aminoácidos 

críticos de estos determinantes antigénicos (Smith and Petrenko, 1997; Palacios-Rodriguez Y et al, 2007; 

Gazarian et al, 2001) Usualmente uno de los epítopos en el agente patógeno es inmunodominante cuyo 

anticuerpo domina en el suero. Esto es importante porque en el biopanning, los péptidos seleccionados por 

este anticuerpo también dominarán en las diferentes rondas. Incluso se ha pensado que estos mimótopos 

podrían ser candidatos ideales para el desarrollo de vacunas (Folgori et al, 1994). Phage display ha tenido 

buenos resultados para la localización de epítopos inmunodominantes de virus a base de ARN en donde se 

ha reportado que los mimótopos han sido excelentes inductores de anticuerpos (Palacios-Rodríguez et al, 

2007; Roccasecca et al, 2001). Palacios-Rodríguez et al, 2007 crearon mimótopos para el epítopo más 

inmunodominante de gp41 de HIV-1, CSGKLIC, obteniendo así una población de péptidos mimetizantes 

con la secuencia CxxKxxC o también, el grupo de Humbert en el 2007, realizaron estudios en pacientes no 

progresivos en estado terminal, de los cuales, los anticuerpos neutralizantes sirvieron para seleccionar 

mimótopos de epítopos de la gp120. Se han producido péptidos miméticos de epítopos de proteínas de 

envoltura de virus humanos como el virus Epstein-Barr (Casey et al, 2006), virus de la encefalitis japonesa 

(Lin and Wu, 2004), virus de la hepatitis C (Spiga et al, 2007, Jolivet-Reynaud et al, 2004, Petit et al, 2003) y 

A (Larralde et al, 2007) y virus sincitial respiratorio (Steward MW, 2001). Para el caso de los virus de 

interés veterinario, son pocos estudios los que se han realizado: epítopos de herpesvirus bovina I (Lehmann 

et al, 2004), del coronavirus de la gastroenteritis transmisible porcina y, dentro del ámbito avícola, se han 

creado bibliotecas combinatorias contra el virus de la enfermedad infecciosa de la bursa (Wang et al, 2007). 

Al mismo tiempo, ya se había reportado que la proteína de superficie Spike  de diversos coronavirus 

(porcino, felino y murino), contenía determinantes antigénicos (Corapi et al, 1995; Sun-Hwa et al, 2002; 
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Tsai et al, 2003). En el caso específico de IBV, un coronavirus con una tasa de mutación considerable, se 

han determinado epítopos en la subunidad 1 (S1) a través de anticuerpos monoclonales (Keeler et al, 1998; 

Moore et al, 1997; Kant et al, 1992; Ignjatovic and McWaters, 1991; Cavanagh et al, 1988; Niesters et al, 

1987; Mockett et al, 1984). Sin embargo, a pesar de que se concluyó que Spike  es la principal inductora de 

anticuerpos neutralizantes (específicamente en la subunidad 1), no se han logrado identificar aquellos 

residuos críticos que conforman los epítopos.  

Es por ello que en nuestro estudio se utilizó por primera vez la técnica de phage display que 

permite el mapeo de epítopos a nivel de aminoácidos de IBV. Una de nuestras estrategias fue inducir 

anticuerpos antivirales contra una cepa viral de diseminación mundial y contra una local que sirvieron para 

seleccionar mimótopos en el biopanning con fagos M13. Los antisueros anti-UNAM y anti-Mass fueron 

evaluados en ELISA en donde resultaron tener reactividad cruzada con los virus. El virus UNAM 2001 fue 

reconocido por los anticuerpos de ambos en una titulación mayor que con el virus Mass. Esto puedo 

deberse a que el virus UNAM 2001 presente sus epítopos más expuestos en la superficie, lo cual permitió 

un mejor reconocimiento por parte de ambos anticuerpos. Para poder realizar la selección de mimótopos, 

primero se purificaron las inmunoglobulinas de los sueros de los animales. La inmunoglobulina Y aviar de 

suero anti-Mass, presentó reactividad cruzada con otros virus (con una mayor concentrado de la proteína se 

tuvieron valores de absorbancia mayores que con el suero), aunque tuvo una mejor afinidad con otros IBV 

como UNAM 2001 y Conn, y con relación a la anterior prueba de ELISA con antisuero, esto pudo 

deberse a que estos virus presentaron un mayor número de epítopos que Mass y, por lo tanto, pudieron 

interactuar con más sitios de unión múltiple de la IgY anti-Mass. Los sueros antivirales de conejo resultaron 

ser hiperinmunes al presentar absorbancias arriba de 1.5 en ELISA. La IgG también presentó reactividad 

cruzada, lo que demuestra que UNAM 2001 también es una cepa heteróloga como Mass lo que puede 

significar que ambos comparten epítopos. Los antisueros y la IgG de conejo inoculado con péptido 138 

(parte carboxilo terminal de HVR) resultaron ser hiperinmunes también. Lo interesante de la ELISA con 

IgG anti-P138, es el hecho de que el antisuero solo tuvo reactividad con el péptido libre y no con los virus 

(y viceversa, los antivirales no tuvieron reactividad contra el P138), lo que indicó que este epítopo en 

realidad no es lineal y esto se confirma en otra ELISA con sueros aviares antivirales donde éstos 

reaccionaron con P138 acoplado a BSA y no al péptido libre (lineal). Esto podría suponer que el BSA, por 

cuestiones de fuerzas intermoleculares entre aminoácidos, le propició cierta conformación al péptido libre. 

De estos últimos resultados se concluye que a) la respuesta humoral de conejos y aves (hospedero original 

del virus) es diferente por presentar estructuras diferentes entre sus inmunoglobulinas (IgY no presenta 

región Fc) y b) el epítopo de P138 presenta conformación  y está expuesto en la superficie de la proteína 

nativa de ambos virus. 
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En el biopanning, la IgY seleccionó una pequeña población de fagos de 1x10
5 

ufp con motivo 

QYGKF. Se le considera una población de fagos significativa cuando presentan alrededor de 1x10
9

 ufp 

(Gazarian et al, 2001). En ELISA, los valores de absorbancia de IgY con las clonas con motivo 3, 7, 8 y 9 

fueron menores a 0.15, es decir, hubo un baja afinidad con respecto a la biblioteca combinatoria (es la 

primera vez que se realiza biopanning utilizando anticuerpos de ave, lo cual, no es muy claro el papel de la 

IgY para la selección de mimótopos). Es por ello que en el estudio también se utilizó la inmunoglobulina G 

de conejos inoculados con Mass y UNAM 2001 (con altos títulos de antisuero policlonal) para el 

biopanning. La población de clonas seleccionadas por IgG fue de 1x10
9

 ufp y presentó el motivo YPxYxxL. 

Los motivos de ambas poblaciones de fagos (seleccionados por IgY e IgG) resultaron traslaparse en el 

epítopo 159-YPSFRSL-165 de S1 de UNAM 2001 (152-YPTFKSF-158 en Mass). Se demostró que el 

motivo QYGKF (representado hasta en un 22% en la población de fagos), presentó a Tyr y Phe en su 

secuencia, las cuales se alinean con la Tyr159 y Phe162 de UNAM 2001. El motivo YPxYxxL (33% en la 

población de clonas) estuvo mejor representado en este epítopo ya que dos Tyr, Pro y Leu se alineaban 

con la Tyr159, Pro160, Tyr162 y Leu165 con tres aminoácidos variables (x) intercalados en el motivo.  Este 

epítopo de UNAM 2001 se encontró cercano (10 aminoácidos los separan) a carboxilo terminal de la 

región altamente variable de S1 (HVR). Esta zona se ha caracterizado por presentar mutaciones que 

permiten la emergencia, proliferación y evolución de serotipos nuevos de IBV (Cavanagh et al, 1988; Wang 

et al, 1994; Schikora et al, 2003 y Landman et al, 2006). De nuestras clonas seleccionadas por IgY e IgG no 

se determinaron epítopos dentro de C-ter de HVR en donde previamente, con anticuerpos monoclonales, 

se habían determinado sitios antigénicos (Moore et al, 1997; Kant et al, 1992). Es por ello que se decidió 

utilizar también péptidos sintéticos derivados del alineamiento de secuencias conservadas de variantes de 

IBV de California (filogenéticamente cercana a UNAM 2001, la cual, hasta la fecha, no presenta variantes) 

que cubrían la parte C-ter de HVR. El péptido 138 (138-MKSNGTGPSDLFYNLTV-154 de la secuencia 

de S1 de CA 88) resultó ser inmunogénico. Su anticuerpo seleccionó mimótopos (motivo QxTGPLxF 

representado en un 34% de las clonas) del epítopo 141-NGTGPSDLFY-150 de IBV CA 88 (alineado con 

141-GGDSPSDLFY-150 de la secuencia S1 de UNAM 2001) que se encontró exactamente en el amino 

terminal de HVR. Se observó que los aminoácidos Gln (100% de presencia en la población de clonas), Thr 

(35%), Gly (15%), Pro (75%), Leu (100%) y Phe/Ala (50%) se alinearon con Asn141, Thr143, Gly144, 

Pro145, Leu148 y Tyr150, respectivamente de la secuencia de CA 88. Los aminoácidos Ser146 y Asp147 

no estuvieron representados en los mimótopos, lo que se podría suponer que ambos están ocultos en el 

epítopo formando una pequeña asa ocasionado por la presencia de Pro. Por lo tanto, este epítopo tiene 

cierta conformación (semi-conformación) al presentar tanto aminoácidos adyacentes como también  

aminoácidos no arreglados secuencialmente.  

Neevia docConverter 5.1



 
60 

Los mimótopos de epítopos cercanos a HVR obtenidos gracias al uso de anticuerpos virales y de 

péptido no tan solo son antigénicos, sino que también inmunogénicos al despertar una respuesta inmune 

en ratones y en aves (el mismo fago actúa como adyuvante). Los anticuerpos murinos anti-clonas 21 y 19 

con motivo tuvieron reactividad con el virus UNAM 2001 en ELISA, lo que indicó que los aminoácidos 

de las clonas con motivo QxTGPLxF se conservan en el epítopo viral manteniendo una estructura 

fisicoquímica similar. La inmunogenicidad de los mimótopos es crucial cuando en pruebas de ELISA 

pueden tener reactividad cruzada contra el virus en cuestión porque demuestra que los péptidos expresados 

en el fago en realidad están mimetizando inmunológicamente a los epítopos del virus infeccioso como 

sucedió en el grupo de Steward (1995) que obtuvieron mimótopos de una biblioteca combinatoria de ocho 

residuos seleccionados con un anticuerpo monoclonal anti-proteína de fusión del virus del sarampión 

(MV). En este mismo trabajo uno de los sueros murinos anti-mimótopo tuvo reacción cruzada contra MV 

en una prueba de ELISA con un título de 1:80. Además, ya se han obtenido previamente mimótopos 

inmunogénicos de regiones altamente variables en el virus de la hepatitis C (Roccasecca et al, 2001). Estos 

péptidos miméticos presentaron reactividad cruzada con el virus en inmunoensayos. 

Los fagos con mimótopos obtenidos con inmunoglobulinas de aves y conejos fueron inoculados a 

aves en un ensayo de protección. En el primer estudio de estos mimótopos en ELISA (antes del desafío 

con UNAM 2001), se observó que los antisueros de la clona 2 y el grupo de clonas 2, 6, 8 y 10 

seleccionadas con IgG de conejo presentaron reactividad con el virus UNAM 2001 (los valores de 

absorbancia contra sus propios antígenos, las clonas, fueron más altos debido a que los anticuerpos 

pudieron reconocer a las proteínas del fago), lo que indicó que los epítopos de IBV están representados 

en los mimótopos de las clonas y son inmunogénicos.  En el ensayo de protección donde se infectaron las 

aves con UNAM 2001 una vez inmunizadas con la vacuna comercial y las clonas, los mimótopos con 

ambos motivos ya sea en su presentación en eluido total o clonas individuales pudieron neutralizar al virus. 

Principalmente las clonas 2, 6, 8 y 10 (motivo YPxYxxL) y la clona 3 (motivo QYGKF) evitaron las 

alteraciones órgano-patológicas (neumonía intersticial, nefritis, hiperplasia peribronquial) en las aves en un 

75% (Tabla 3 y Fig. 25). La vacuna comercial indujo una respuesta inmunológica, pero no protectora. 

Según estudios con los serotipos mundiales utilizados en programas de vacunación, la protección cruzada 

de los mismos es muy pobre o moderada en el caso de las cepas pneumotrópicas (Rosenberger et al, 1976; 

Hofstad, 1981) y pobre en el caso de las cepas vacunales nefrotrópicas (Pensaert & Lambrechts, 1994; 

Cook et al, 2001). En estudios anteriores ya se tenía conocimiento de estudios de neutralización viral y 

ensayos de protección en aves. Nix et al, 2000; Cavanagh et al, 1997; Cook et al, 1999 y Parsons et al, 1992 

mencionan que existe una heterogeneidad de la respuesta inmune en aves frente a una inoculación con 

cepas homólogas. Ignjatovic y Sapats en 2005, a través del uso de péptidos sintéticos (del aminoácido 194 a 

C-ter), caracterizaron epítopos en S1, de los cuales dos de ellos protegían a las aves de nefritis. En este 
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mismo sitio, en lo que sería después de HVR-2, se encontró que la zona que abarca del aminoácido 274-

387 actuaba como un sitio antigénico (Koch et al, 1991 y confirmado por Moore et al, 1997) y esto es 

posiblemente a la poca variación que presenta S1 entre variantes en la parte C-ter.  

Los resultados anteriores (estructura conformacional e inmunogenicidad de mimótopos de 

epítopos de IBV) se complementan con los obtenidos por Niesters y cols. (1986); Kusters (1989) y Kant y 

cols. (1992). Estos grupos de investigadores pudieron localizar epítopos conformacionales en la zona 

altamente variable (HVR) a través de la selección de aislados resistentes a anticuerpos monoclonales. De 

este trabajo, dos variantes de IBV (cepa D207) presentaron mutaciones en los aminoácidos 132 (HY) y 

149 (LS), los cuales delimitan al sitio antigénico E, residuos 132-149, en donde se encontró nuestro 

epítopo 1 (Fig. 26). Este clúster de epítopos se suma a los otros sitios antigénicos descubiertos en S1 de 

IBV D207: sitio antigénico A, residuos 24-60; E, residuos 132-149 (en donde se traslapa el epítopo 1) y 

C/A/B, residuos 291-398. Es importante hacer notar que desde ese año no se habían determinado con 

exactitud los aminoácidos involucrados en la estructura de un epítopo inmunodominante de Spike. Es 

muy difícil mapear epítopos de proteínas de envoltura de virus de ARN con anticuerpos neutralizantes 

debido a estas zonas variables. Phage display permite generar grandes bibliotecas de variantes que pueden 

mimetizar este tipo de sitios variables de la proteína e inclusive reproducir en el laboratorio toda la 

magnitud del proceso evolutivo del virus y la selección de variantes derivadas (Smith, 2001). Por lo tanto, 

nuestros resultados demostraron que los motivos QxTGPLxF, QYGKF y YPxYxxL están mimetizando a 

un posible clúster conformacional de dos epítopos, el cual es inmunodominante. El primer epítopo (1) que 

se encontró en amino terminal de HVR fue 141-GGDSPSDLFY-150 de UNAM 2001 seguido de ocho 

aminoácidos que no fueron reconocidos (como una “bisagra” que podría servir de soporte para unir a estos 

dos epítopos) y por último, el epítopo 2 con la secuencia 159-YPSFRSL-165 (Fig. 26). Cabe aclarar que los 

epítopos no necesariamente deben conservarse en los mimótopos ya que existen algunos aminoácidos que 

son fisicoquímicamente parecidos y que es suficiente para mimetizar conformacionalmente a los epítopos 

(Geysen et al, 1986). 

Al realizar un alineamiento de las secuencias de aislados internacionales y locales distribuidos en 

México, reveló que este clúster de epítopos se conservaba en muchos virus (Fig. 26) lo que significaría que 

los anticuerpos neutralizantes para cada uno de los virus podría tener una reacción cruzada con el epítopo 

homólogo de otro virus. En el alineamiento de la Fig. 26 se aprecia que las secuencias de las cepas Mass y 

Conn, de distribución mundial, presentan espacios (gaps) que se alinean con nuestro epítopo 1, es decir, 

probablemente en la evolución del virus, se deletaron los residuos más críticos del epítopo. En el 

coronavirus murino, esta deleción se encontró también en N-terminal de S1 en diferentes variantes 

resistentes a anticuerpos monoclonales. Es por ello, que nosotros pensamos que esta deleción 

posiblemente se debió a que tales virus tuvieron que eliminar este epítopo por su reconocimiento hacia el 
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anticuerpo aviar y, por lo tanto, escapar de su neutralización. Asimismo se han reportado estudios de 

patógenos que evaden la respuesta inmune del hospedero mutando zonas antigénicas de proteínas  de 

superficie (Deitsch et al, 1997; Brown et al, 2003). Esto es de considerarse ya que, como vimos, en el caso 

de IBV, las cepas Mass y Conn son utilizadas a nivel mundial como vacunas vivas e inactivadas y se ha 

visto que sus antisueros no pueden tener reactividad cruzada con las cepas locales como las mexicanas 

(Cavanagh, 2005), incluso, se podría mencionar que, UNAM 2001, BL 56 y UNAM 97, en un futuro, 

desplazaría a Mass por afinidad celular, es decir, las aves domésticas en México serán más susceptibles de 

enfermarse por las cepas virales mexicanas que por Mass y Conn. La solución podría ser el uso de 

colecciones de mimótopos inmunogénicos que presentan reactividad cruzada con los epítopos de cepas 

locales tomando en cuenta que las secuencias de estas cepas mexicanas se alinean con regiones 

hipervariables y que podrían permitir la evasión inmunológica en un futuro si utilizáramos vacunas a base 

de virus vivo. 

Integrando todo lo anterior, creemos que los dos epítopos encontrados por phage display, en 

realidad forman un clúster inmunogénico que abarca del aminoácido 141 al 165 en la secuencia de 

UNAM 2001. Sin embargo, en ningún estudio de epítopos inmunodominantes de IBV se ha reportado su 

estructura debido a que aún no existe el cristal de la proteína Spike de IBV. La estructura secundaria 

permitiría determinar la forma en que el epítopo podría unirse molecularmente a su anticuerpo para el 

desarrollo de vacunas anti-IBV. Tampoco se ha reportado la estructura tridimensional de esta proteína en 

otros coronavirus animales. Se tiene solo caracterizado estructuralmente el dominio S2 tanto para el virus 

de hepatitis murina (Protein Data Bank (PDB): 1WDF y 1WDG,  Xu et al, 2004) como para el virus 

SARS-CoV (PDB: 1ZV7, 1ZB8, 1ZVA en Deng et al, 2006). No obstante, la subunidad 1 de la proteína 

Spike  del coronavirus humano del síndrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV) ha sido modelada 

tridimensionalmente (número de acceso en SwissProt: P59594) por el grupo de Spiga et al, 2003, además 

de saber que también es la principal inductora de anticuerpos neutralizantes (He et al, 2004; Li et al, 

2003). Este mismo grupo se basó en la homología de la subunidad con respecto a la secuencia de la 

neurotoxina B (estructura ya cristalizada) de Clostridium botulinum. De acuerdo a este modelo, S1 

presenta dos áreas estructuralmente distintas. Una de ellas es rica en-hélices, la cual forma un núcleo 

compacto hidrofóbico, típico de las proteínas globulares, mientras que la otra parte es totalmente 

hidrofílica, en su mayoría lineal conteniendo al dominio de unión al receptor (RBD) inmunogénico. Esta es 

la razón por la cual se decidió utilizar este modelo para poder determinar, mediante homología de 

secuencias, la estructura que tiene nuestro clúster inmunogénico de IBV.  Al hacer un análisis comparativo 

entre las secuencias de aminoácidos de la subunidad 1 se observó que nuestro clúster inmunogénico (aa 

141-165 de la secuencia de UNAM 2001), se traslapaba con los residuos 179-203, los cuales se encuentran 

en la parte media del sitio inmunodominante II (SI2, aa 171-224) de SARS-CoV. Este es uno de cuatro 
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sitios inmunodomianntes caracterizados por PEPSCAN (He et al, 2004). SI2 resultó ser reactiva hasta más 

de un 50% con el suero de pacientes con SARS. Leu148, Phe149 y Asn151 del epítopo 1 de IBV, se 

traslaparon con sus homólogos polares Val186, Phe187 y Asn189 de S1 de SARS-CoV (similitud del 30%), 

mientras que en el epítopo 2, los residuos Tyr159, Phe162, Arg163, Ser164, Leu165 de IBV se alinearon 

con Tyr197, Tyr200, Gln201, Pro202 e Ile203 de S1de SARS-CoV (similitud del 70%). Dentro del domino 

señalado en SARS-CoV, donde coincide con nuestro clúster, presenta una forma de asa que causa que los 

dos epítopos lineales se sitúen uno frente al otro (Fig. 29). La curvatura del clúster (-turn), según este 

modelo, es ocasionada probablemente por los aminoácidos que no fueron seleccionados por los 

anticuerpos en nuestro estudio experimental. En dicha secuencia de aminoácidos (CA 88 y UNAM 2001) 

existe una prolina en la parte media de esta asa no antigénica, la cual podría producir dicha curvatura. Es 

interesante también señalar que en la mayoría de los trabajos con IBV, ya se ha descrito una topología 

conformacional de los epítopos de Spike   (Wang et al, 1995; Parr and Collison, 1993; Karaca et al, 1992; 

Lenstra et al, 1990; Niesters et al, 1987). Sin embargo, Ignjatovic y Sapats (2005) utilizaron péptidos 

sintéticos de S1 y S2 de IBV que resultaron tener propiedades antigénicas e inmunogénicas e incluso, 

protectoras.  

Asimismo, el estudio del perfil hidrofílico-antigénico y de predicción de estructura secundaria 

arrojó resultados que indican que nuestro clúster inmunogénico podría estar expuesto en la superficie de la 

proteína además de conformarse por estructuras proteínicas del tipo espiral al azar (coil).  

El dominio de unión al receptor celular (RBD) del virus SARS abarca los residuos 318-510, tiene 

afinidad por el receptor ACE-2 de células epiteliales humanas y es el más inmunogénico de todos los 

epítopos encontrados en SARS-CoV (Prabakaran et al, 2006; He et al, 2005; Li et al, 2005; van den Brink 

et al, 2005). En IBV solo se ha reportado que S1 tiene afinidad por el ácido siálico de células epiteliales, 

pero no se ha identificado la secuencia exacta del RBD. Asimismo, el anticuerpo neutralizante Mab SIb, 

puede reconocer in vitro la región del aa 435-439 de SARS-CoV, la cual forma parte del motivo de unión al 

receptor (RBM, aa 424-494; Li et al, 2005), lo que refuerza la idea de que RBD es un sitio altamente 

inmunodominante. Nuestro clúster de dos epítopos no coincidió en este sitio. Sin embargo, Ignjatovich y 

Sapats en el 2005 hallaron un epítopo de S1 de IBV de serotipos australianos que abarca del aminoácido 

289 al 306 sobreponiéndose a una parte de RBD de SARS-CoV (aa 386-404) muy cerca de RBM (Fig. 30). 

Gly293 y Thr304 de S1 se conserva no tan solo en algunas variantes de IBV sino también en RBD de 

SARS-CoV. Estos dos aminoácidos podrían delimitar posiblemente a un epítopo de IBV. Cys467 y Cys474 

de RBD de SARS-CoV se alinean con las Cys365 y Cys376 de S1 de IBV, las cuales podrían demostrar 

que en realidad es un epítopo potencialmente inmunógeno y conformacional. Asn479 y Thr488 son 

aminoácidos críticos que diferencian el SARS-CoV humano con el de civeta y, por lo tanto, presentan 

mayor afinidad hacia ACE-2 de las células humanas (Prabakaran et al, 2006). Estos aminoácidos se alinean 
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con los aminoácidos Ser381 y Lys389 de IBV. En nuestro alineamiento también se observó que los 

residuos polares importantes de RBD para el reconocimiento del parátopo, Ile479 y Tyr491 (Prabakaran et 

al, 2006), se alinean con Val391 y Tyr392, donde la tirosina se conserva en ambos virus.  

Conjuntamente, se han hecho estudios de determinantes antigénicos de otros coronavirus. El 

coronavirus felino presenta un epítopo que se une a su respectivo anticuerpo monoclonal se encuentra 

entre el aa 509-673 (Corapi et al, 1995); el virus de la gastroenteritis transmisible tiene un epítopo entre los 

aminoácidos 503-715 (Correa et al, 1988; Delmas et al, 1986; 1990). El virus de la diarrea epidémica 

porcina presenta un epítopo en el sitio 503-568 (Chang et al, 2002), mientras que el coronavirus humano 

HCoV-229E lo tiene en el sitio 417-546 y en donde también se tiene localizado su probable sitio de unión 

al receptor (Tsai et al, 2003). Al hacer un alineamiento múltiple de estas secuencias con S1 de IBV (Fig. 

31), resultó que los epítopos de estos coronavirus se encuentran en C-ter de S1. Este resultado coincide con 

nuestro alineamiento de la secuencia del epítopo encontrado por Ignjatovich y Sapats y parte de RBD de 

SARS-CoV anteriormente descrito. Estos datos refuerzan lo encontrado por los grupos de Kant y Kusters 

(trabajos previamente mencionados en esta discusión) quienes determinaron un sitio antigénico entre los 

residuos 291 y 398 de la cepa D207 de IBV. También es probable que en esta zona se pueda encontrar el 

dominio de unión al receptor de IBV entre el aminoácido 250 y 450, pero muy probablemente sin ser 

inmunodominante (en la estructura 3D de S1 de SARS-CoV tiene un -hélice que no está expuesta en la 

superficie) ya que nuestro clúster de epítopos se encuentró en la parte amino-terminal de S1 como fue el 

caso del virus de la hepatitis murina (MHV), cuya subunidad tiene un epítopo o epítopos en los primeros 

300 aminoácidos capaces de unirse al receptor celular CEACAM1 (Kubo et al, 1994). Además, como se ha 

discutido anteriormente con los grupos de Kant, Moore y Niesters, los epítopos inmunodominantes residen 

principalmente en zonas variables de IBV y no en zonas conservadas como lo es N-ter de S2 y la parte C-

terminal de S1. Esto podría permitir que el epítopo pueda presentar mutaciones que le ayudan al virus a 

evadir el sistema inmunológico del hospedero permitiendo la variabilidad antigénica como mecanismo de 

sobrevivencia del virus. 

A manera de conclusión, estos resultados pueden comprobar la efectividad de los fagos con 

mimótopos como buenos inmunógenos vacunales en el futuro (inclusive, mejor que los péptidos sintéticos) 

ya que pueden presentarse en forma de epítopos inmunodominantes puros, es decir, no presentan 

secuencias moduladoras que inhiban la respuesta inmune del hospedero como lo harían las proteínas 

recombinantes (Solís et al, 2005) o los virus (Pudney et al, 2005). Al mismo tiempo, estos resultados indican 

que probablemente si se seleccionan aún más sitios conservados en la parte N-ter de S1 (incluso de S2) de 

diversas variantes de IBV genotípicamente homólogas o filogenéticamente alejadas, se podrán diseñar 

vacunas que puedan neutralizar la acción viral con protección cruzada. Los resultados obtenidos 

experimentalmente a través de phage display y las conjeturas hechas por Cavanagh et al, 2003 sobre que S1 
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ya sea expresado en adenovirus como vacuna viva [con una protección hasta de un 90-100% en aves 

infectadas por IBV (Johnson et al, 2003)] o en fragmento puro de la subunidad (Cavanagh et al, 1986), 

podrían extrapolarse al desarrollo de una posible vacuna contra SARS en caso de re-emergencia viral. Con 

ayuda de phage display, se podrían obtener mimótopos de epítopos inmunodominantes de la RBD de S1 

de Spike  del virus SARS para la neutralización viral en hospederos animales y luego, probablemente, en 

humanos, esto sin la necesidad de hacer vacunas recombinantes que pueden, de alguna forma, promover la 

inmunomodulación del virus para no ser neutralizado por el sistema inmune del hospedero. Es por ello 

que sería preferible usar los péptidos miméticos de fagos en vez del epítopo viral ya que presentan una 

mejor respuesta inmunológica (Zucchelli et al, 2001). Esta estrategia permitirá dar pie a la nueva generación 

de vacunas representadas por inmunógenos miméticos de gran diversidad que serán requeridos para cubrir 

la diversidad antigénica generada por virus de ARN, principalmente. 
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 CONCLUSIONES 

 

 Phage display es una herramienta para la búsqueda de epítopos inmunodominantes de proteínas 

de envoltura virales a través de la selección de mimótopos. 

 Los sueros antivirales resultaron tener reactividad cruzada con UNAM 2001 y Mass, así como con 

otros virus de bronquitis infecciosa (Conn, UNAM 97, BL 56).  

 El P138 (carboxilo terminal de HVR) resultó ser un buen inmunógeno al inducir sueros 

hiperinmunes en conejos. 

 Las inmunoglobulinas antivirales de aves inoculadas con Mass seleccionaron clonas con motivo 

QYGKF en un 22% de la población, mientras que la IgG de conejo inoculado con UNAM 2001 

seleccionó al 33% de la población de clonas que presentaron la secuencia de aminoácidos 

YPxYxxL. El anticuerpo anti-péptido sintético seleccionó mimótopos que presentaron la secuencia 

QxTGPLxF en un 34% de la población de fagos.  

 Los motivos QYGKF y YPxYxxL de las clonas de fago fueron secuencias traslapadas que 

mimetizaron al epítopo 159-YPSFRSL-165 o 152-YPTFKSF-158de S1 del virus UNAM 2001 y 

Mass, respectivamente. El motivo QxTGPLxF estuvo representado en el epítopo 141-

GGDSPSDLFY-150 de UNAM 2001 (en Mass, la mitad del epítopo está deletado). 

 Las clonas con motivo QxTGPLxF resultaron ser inmunogénicas al inducir una respuesta inmune 

en ratones. Asimismo, las clonas con motivo QYGKF o YPxYxxL indujeron una respuesta 

humoral en aves. Estas tres poblaciones de fago también fueron antigénicas al haber reconocido al 

virus UNAM 2001 en ELISA. 

 Las clonas 2, 6, 8 y 10 combinadas (motivo  YPxYxxL) y la clona 3 (motivo QYGKF) neutralizaron 

de forma parcial (75%) al virus UNAM 2001 en un ensayo de protección a aves. Las aves no 

presentaron nefropatías o neumopatías a nivel tisular. La vacuna comercial heteróloga solo indujo 

una respuesta humoral, pero no protectora en aves. 

 Los dos epítopos inmunodominantes (141-GGDSPSDLFY-150 y 159-YPSFRSL-165) formaron un 

clúster que abarca del aminoácido 141 al 165, el cual está unido por un puente de ocho 

aminoácidos (no reconocidos por los anticuerpos) que funcionan probablemente como soporte al 

mismo. Este clúster se localizó río abajo de la región hipervariable de S1 de IBV y presentó 

aminoácidos críticos que se conservaron en diferentes variantes de IBV tanto de cepas de 

distribución mundial como locales. 

 El clúster inmunogénico se alineó con los residuos 179-203 que se localizan en el sitio 

inmunodominante II (SI2) del virus SARS. 
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 El estudio del perfil hidrofílico y antigénico, además del análisis de estructura secundaria y uso del 

modelo tridimensional de S1 de SARS-CoV revelaron que el clúster inmunogénico de S1 de IBV 

presentó un grado de conformación donde los aminoácidos están expuestos en la superficie de la 

proteína. Los dos epítopos juntos formaron un asa cuya curvatura es derivada de aquéllos 

aminoácidos que no fueron reconocidos por los anticuerpos.  

 Es probable que existan más epítopos en la parte C-terminal de S1, e inclusive, el sitio de unión al 

receptor de IBV podría encontrarse entre el aminoácido 250 y 450, según alineamientos con RBD 

de SARS-CoV y otros coronavirus. 
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PERSPECTIVAS 

 

 La región C-terminal de HVR es un buen candidato para el mapeo de epítopos 

inmunodominantes. Sería importante generar nuevas bibliotecas de mimótopos de estos probables 

epítopos en otras cepas virales locales y mundiales. 

 No es muy clara la selección de péptidos mimetizantes por inmunoglobulinas de aves en el 

tamizado (se obtuvo una población de mimótopos baja). Esta es la primera vez que se tiene registro 

del uso de IgY en phage display y por ello sería necesario hacer más pruebas con este anticuerpo 

en el biopanning. 

 En el presente trabajo, se utilizó IgY de suero de aves inoculadas con Mass en el biopanning. Sería 

conveniente utilizar también suero anti-UNAM 2001. Asimismo, se hizo tamizado de la biblioteca 

con IgG de conejos inoculados con UNAM 2001; se tendría que considerar también hacerlo con 

suero anti-Mass. 

 Para una mejor evaluación del ensayo de desafío en aves, sería conveniente que los fagos con 

mimótopo sean aplicados en una población de aves más grande y que la evaluación del efecto 

(protección) de éstos sobre las aves se extienda en un tiempo más prolongado. También sería 

importante realizar reaislados virales post-desafío con RT-PCR para determinar la carga viral en 

cada órgano blanco. Igualmente, sería útil ver si las clonas seleccionadas protegen a aves de otras 

cepas virales como Conn, UNAM 97 o BL 56 (protección cruzada). 

 Los resultados sugieren que la región C-terminal de S1 se ha caracterizado por presentar el 

dominio de unión al receptor en otros coronavirus, e incluso, ha resultado ser muy inmunogénico 

como en el caso de SARS-CoV. Esto podría ser punto de partida para la caracterización de RBD 

en IBV, el cual podría también presentar epítopos inmunodominantes. 

 Sería interesante aplicar la misma metodología para la generación de mimótopos inmunogénicos 

seleccionados con antisuero de pacientes infectados con SARS-CoV o, en su defecto, sueros 

policlonales de animales de laboratorio inoculados con virus SARS y/o péptidos sintéticos 

diseñados a partir de la secuencia de RBD o de los sitios inmunodominantes como S12. 
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ANEXOS 

 
ANEXO I 
 

Búsqueda de sitios conservados en la parte N-ter de S1 

 

Para la elaboración de péptidos sintéticos nos basamos en las investigaciones de Schikora y cols. 

(2005) quienes ya habían estudiado variantes de IBV endémicas de California en las que se estudió su 

diversidad genética y sus patrones de evolución. En este estudio se mencionó que C-ter de la región 

hipervariable (HVR), se relacionaba con mutaciones a nivel de aminoácidos lo que promovía la variabilidad 

genética en estos aislados virales. En el alineamiento con estas variantes, HVR mostró ciertas regiones 

conservadas, las cuales, fueron utilizadas para el diseño de péptidos sintéticos (Fig. A1a). Otra de las 

razones por las que se eligió las secuencias S1 de cepas californianas para el consenso y diseño de los 

péptidos sintéticos es que filogenéticamente son más cercanas a UNAM 2001 (Fig. A1b). Por lo tanto, los 

sitios conservados que se eligieron fueron N-ter 103NFTNLVVFVTHCFV116 C-ter (denominado péptido 103, P103) 

y N-ter 138MKSNGTGPSDLFYNLTV154 C-ter (P138) de la cepa original de California, CA 88, que contiene 

aminoácidos conservados en la mayoría de las demás variantes (Fig. 1a). Las características de los péptidos 

se presentan en la Tabla A1. 
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a) 

                                     100       110       120       130       140 

CA 88 (AAM09501)                  SQFCTAHCNFTNLVVFVTHCFVPGNGHCPLTGLVPQGYIRIAAMKSNGTG 

CA/2/88 (AAM09494)                AQFCTAHCNFTNIVVFVTHCFKNRLDYCPLTGLIPQNYIRIAAMKSNGTG 

CA/179/94 (AAM09485)              AQFCTAHCNFTNIVVFVTHCFKNRPNYCSLTGLIPQNYIRIAAMKSNGTG 

CA/4065/95 (AAM09484)             VQFCTAHCNFTNIVVFVTHCFKNGPNYCSLTGLIPQNYIRIAAMKSNGTG 

CA/100/97 (AAM09482)              AQFCTAHCNFTNIVVFVTHCFKYRPNYCSLTGLIPQYYIRIAAMKSNGTG 

CA 85-633 (AAB61603)              AQFCTAHCNFTNIVVFVTHCFKSGHN-CPLTGLIPQNYIRIAAMKSNGTG 

CA/376/98 (AAM09477)              SQFCTAHCNFTNVVVFVTHCYASGDGSCPLTGQIPKGNIRIAAMKSTGTG 

CA/5442/99 (AAM09491)             SQFCTAHCNFTNVVVFVTHCYASGDGSCPLTGQIPKGNIRIAAMKSNGTG 

CA/37/00 (AAM09492)               QQFCTAHCNFTNFVVFVTHCFKNGPNTCPLTGRIDQGYIRIAAMKNTGTG 

CA/627/01 (AAM09476)              QQFCTAHCNFTNFVVFVTHCFKNGPNTCPLTGRIDQGYIRIAAMKNTGTG 

CA/96/01 (AAL69418)               QQFCTAHCNFTNFVVFVTHCFKNGPNTCPLTGRIDQGYIRIAAMKNTGTG 

                                  ***********.*******:    . *.*** : :  *******..*** 

 

                                     150       160       170       180        

CA 88 (AAM09501)                  PSDLFYNLTVPVTKYNLFKSLQCVNNRTSVFLNGDLVFTSN 

CA/2/88 (AAM09494)                PSDLLYNLTVPVTKYPKFRSLQCVNNQTSAYLNGDLVFTSN 

CA/179/94 (AAM09485)              PSDLFYNLTVSVTKYPKFRSLQCVNNQTSVYLNGDLVFTSN 

CA/4065/95 (AAM09484)             PSDLFYNLTVPVTKYPKFRSLQCVNNQTSVYLNGDLVFTSN 

CA/100/97 (AAM09482)              PSDLFYNLTVPVTKYPKFRSLQCVNNQTSVYLNGDLVFTSN 

CA 85-633 (AAB61603)              PSDLFYNLTVPVTKYPKFRSLQCVNNQTSVYLNGDLVFTSN 

CA/376/98 (AAM09477)              PSDLFYNLTVSVTKYPVFKSLHCVNNQTSVYLNGDLVFTSN 

CA/5442/99 (AAM09491)             PSDLFYNLTVSVTKYPVFKSLHCVNNQTSVYLNGDLVFTSN 

CA/37/00 (AAM09492)               PRDLFYNFTVPVTKYPSFKSLQCVNNQTSVYLNGDLVFTSN 

CA/627/01 (AAM09476)              PRDLFYNSTVPVTKYPSFKSLQCVNNQTSVYLNGDLVFTSN 

CA/96/01 (AAL69418)               PRDLFYNSTVPVTKYPSFKSLQCVNNQTSVYLNGDLVFTSN 

                                  * **:** **.****  *:**:****:**.:**********          

b) 

 

 

Fig. A1 a) Alineamiento múltiple de variantes de California en donde se muestra la región hipervariable parcial 
(cuadro negro) de la cual se escogieron dos regiones para preparar péptidos sintéticos P103 (sombreado claro) y P138 
(sombreado oscuro). Las variantes presentan su número de identificación en el banco de datos de proteínas (en 

paréntesis). Los aminoácidos conservados se marcan con (*), los grupos polarmente fuertes se marcan con (:) y los 
grupos polarmente débiles se marcan con (.). b) Árbol filogenético sin raíz en donde se mostró que CA 88 es una 
variante viral californiana cercana a UNAM 2001 (se muestra su número de identificación en el PDB). 
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Tabla A1 Características de los péptidos sintéticos de S1 de IBV 

Nombre  P103 P138 

Sitio  Aminoácidos 103-115 Aminoácidos 138-154 

Aminoácidos  NFT NLV VFV THC FK MKS NGT GPS DLL YNL TV 

Número de aa 14 17 

Peso molecular 1668 g/mol 1810 g/mol 

Pureza 92% 86% 

 

 

Al mismo tiempo, mediante el programa ANTIGENICITY PLOT se demostró la antigenicidad 

de uno de los péptidos. El P138 demostró ser potencialmente antigénico al presentar aminoácidos 

hidrofílicos como lisina, serina, asparagina, glicina y ácido aspártico (Fig. A2). El P103, según el método de 

predicción de epítopos, no es potencialmente antigénico debido a que el promedio de los valores de 

antigenicidad están por debajo del límite de los valores de hidrofilicidad (0 a 3). Esto es debido a que el 

único aminoácido cargado polarmente en este péptido es la asparagina; sin embargo, consideramos este 

sitio por ser conservado en HVR. 

 

 

 

 
 
Fig. A2 Perfil antigénico de la secuencia N-ter de S1 de la variante de IBV CA 88. El P103 no es potencialmente 
antigénico (debajo del eje). El P138 presenta aminoácidos que están dentro de los valores de hidrofilicidad. El eje de 
las y representa los valores de hidrofilicidad (0-3) y el eje de las x contiene aprox. los primeros 180 aminoácidos de 

Spike. 

 

 

 

 

0           54           64         74          84          94          104        114        124        134        144        154        164        174 

                                                                              Aminoácidos   

P103 

P138 
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Alineamiento de la secuencia de los péptidos sintéticos con UNAM 2001 y Mass 

 

Para demostrar que existía una compatibilidad de las secuencias de P103 y P138 con las secuencias 

de S1 de Spike de UNAM 2001 y Mass, se alinearon con el programa ALIGN (Fig. A3). El P103 (aa 103-

116) de CA 88 se sobrepone con la misma numeración de secuencia S1 del virus endémico mexicano 

UNAM 2001 presentando un 90% de similitud con la variante californiana dentro de los primeros 180 

aminoácidos (sin considerar la zona de N-ter de espacios o gaps). Todos los aminoácidos de esta región se 

conservan fielmente, excepto por Thr103, Asn104, Leu105 y Val106 que son sustituidos por sus 

homólogos Ser, Gly, Val y Thr respectivamente del virus mexicano (y Val116 sustituida por Lys116 en 

UNAM 2001). El P138 presenta aminoácidos conservados (Met, Lys, Gly, Pro, Ser, Asp, Leu, Phe, Tyr, 

Asn, Leu, Thr y Val) y parecidos fisicoquímicamente (140Ser-Gln, 141Asn-Gly, 144Gly-Ser) con respecto 

al sitio homólogo de Spike de UNAM 2001 (Fig. A3a). El virus Mass presenta un 56% de similitud con 

respecto a CA 88 dentro de los primeros 180 aminoácidos (sin considerar la zona de N-ter de gaps). El 

P103 se empalma con el sitio aa103-115 de Mass y en el cual presenta las mismas sustituciones de 

aminoácidos como en UNAM 2001 en Thr, Asn, Leu y Val. En cambio, en la comparación con el P138 de 

la variante californiana, existen gaps en Mass en el sitio 143-146 (Fig. A3b)- 
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a) 
                10        20        30        40        50        60         

CA 88         --------------------------------------GGRTQLTVTQESNNAGSASQCT 

                                                    :. . ..:. ::::::.:: :: 

UNAM 2001     LLVIVLCALCSANLFDNDTYVYYYQSAFRPGHGWHLHGGAYAVVNVSTESNNAGAASTCT 

                10        20        30        40        50        60         

 

                70        80        90       100       110       120   

CA 88         AGAIVWSKNFSAASVAMTAPVPGMQWSKSQFCTAHCNFTNLVVFVTHCFVPGNGHCPLTG 

              ::.: :::::::.:::::::  ::.:: ::::::::::....:::::::  : :.::::: 

UNAM 2001     AGVIYWSKNFSASSVAMTAPGSGMSWSVSQFCTAHCNFSGVTVFVTHCFKKGAGECPLTG 

                70        80        90       100       110       120   

 

               130       140       150       160       170       180   

CA 88         LVPQGYIRIAAMKSNGTGPSDLFYNLTVPVTKYNLFKSLQCVNNRTSVFLNGDLVFTSN- 

              :.::.::::.:::..: .:::::::::::::::  :.:::::::.:::.::::::::::  

UNAM 2001     LIPQNYIRISAMKQGGDSPSDLFYNLTVPVTKYPSFRSLQCVNNQTSVYLNGDLVFTSNE 

               130       140       150       160       170       180   

 
 

 

b) 
                      10        20        30        40        50        60 

CA 88         --------------------------------------------GGRTQLTVTQESNNAG 

                                                          :. . .....:::::: 

Mass          MLVTPLLLVTLLCVLCSAALYDSSSYVYYYQSAFRPPNGWHLHGGAYAVVNISSESNNAG 

                      10        20        30        40        50        60 

 

                      70        80        90       100       110       120   

CA 88         SASQCTAGAIVWSKNFSAASVAMTAPVPGMQWSKSQFCTAHCNFTNLVVFVTHCFVPGNG 

              :.  : .:.:  ..  .:.:.:::::  :: ::.::::::::::.. .::::::.   .: 

Mass          SSPGCIVGTIHGGRVVNASSIAMTAPSSGMAWSSSQFCTAHCNFSDTTVFVTHCY-KYDG 

                      70        80        90       100       110          

 

                     130       140       150       160       170       180 

CA 88         HCPLTGLVPQGYIRIAAMKSNGTGPSDLFYNLTVPVTKYNLFKSLQCVNNRTSVFLNGDL 

               ::.::.. ....:..::: ::    .::::::: :.::  :::.::::: :::.::::: 

Mass          -CPITGMLQKNFLRVSAMK-NG----QLFYNLTVSVAKYPTFKSFQCVNNLTSVYLNGDL 

             120       130            140       150       160       170 

 
Fig. A3 Alineamiento de CA 88 con el virus endémico mexicano UNAM 2001 (a) y con el virus de distribución 
mundial Mass (b). Se observa una mayor similitud entre las secuencias del virus californiano y el endémico mexicano 
que con Mass. En recuadro claro se muestra el P103  y en oscuro, el P138. En  recuadro negro se muestra la región 
variable de S1. Los aminoácidos conservados se marcan con (*), los grupos polarmente fuertes se marcan con (:), los 
grupos polarmente débiles se marcan con (.) y los espacios sin alinear (gaps) con (-) 

 

 

 

 

 

 

 

Neevia docConverter 5.1



 
74 

Acoplamiento de los péptidos a BSA 

 

Los péptidos sintéticos tienen un peso molecular pequeño para inducir por sí mismos una 

respuesta inmune (haptenos). Es por ello que éstos se acoplaron vía amino-terminal al acarreador de 

albúmina sérica de bovino (BSA). En la Fig. A4 se muestra la electroforesis para visualizar el acoplamiento 

péptido-BSA. 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

 

Fig. A4 Electroforesis en gel de acrilamida donde se observa el acoplamiento de ambos péptidos (P103  y P138). Las 
tres primeras fracciones se obtuvo hasta 1mg/ml del conjugado. 1, marcador de peso molecular; 2, BSA (69 KD); 3,4, 
5 y 6, P103 unido a BSA; 7, 8 y 9, P138 unido a BSA. 
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ANEXO II 

 
Tabla A2 Características de los aislados de IBV 

Cepa Pase* Titulación (DIE50%)** 
Concentración de 

proteína (mg/ml) 

Volumen obtenido 

(ml) 

Massachusetts Tercero 10
-5.8

 11 400 

UNAM 2001 Onceavo 10
-6.2

 14 600 
* Sub-cultivo de virus en embriones de pollo 

** Recíproco de la dilución del virus por unidad de volumen que resulta de la infección del 50% de los embriones inoculados 

 

 

 

 

 

Tabla A4 Fracciones de IgY de suero de pollo inmunizado con Mass 

Antisuero Mass 

(# Fracción) 

Concentración 

(g/l) 

Antisuero Mass 

(# Fracción) 

Concentración 

(g/l) 

1 0.189 14 3.612 

2 0.341 15 3.000 

3 0.243 16 2.162 

4 0.285 17 1.343 

5 0.240 18 0.932 

6 0.882 19 0.383 

7 1.466 20 0.095 

8 1.564 21 0.113 

9 1.681 22 0.061 

10 2.326 23 0.052 

11 2.625 24 - 

12 3.150 25 0.067 

13 4.084   

 

Tabla A3 Características de los antígenos y antisueros 

Animal de 

laboratorio 
Antigeno 

Cantidad de 

antígeno inoculado 

Volumen de anti-

suero obtenido (l) 

Título de 

sus sueros 

Concentración del 

anticuerpo purificado 

(g/l) 

Aves  
Mass  10

4

 EID 3,000 1:150 4.084 

UNAM 2001 10
4

 EID 800 1:150 - 

Conejos  

Mass 800 g 60,000 1:10,000 1.460 

UNAM 2001 1000 g 20,000 1:9,000 2.160 

P103 1000 g 6,000 - 1.05 

P138 1000 g 6,000 1:1,200 1.08 
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Fig. A5 Concentración de IgY de aves inoculadas con Mass de cada una de las 25 fracciones obtenidas 

 

 

ANEXO III 
 

Secuencia parcial de S1 de Mass 

 

Conf: 767557989878699988999715498892004344469997777489999948988977  

Pred: CCCCCEEEEECCCEEEEEEEEEEECCCCCCCCHHCCEEEEEECCCCEEEEEEECCCCCCC  

 AA: SSPGCIVGTIHGGRVVNASSIAMTAPSSGMAWSSSQFCTAHCNFSDTTVFVTHCYKYDGC  

             70        80        90       100       110       120  

 

Conf: 343746588799999938848999998887888843899854885099966487715855  

Pred: CCCCEECCCEEEEEEEECCEEEEEEEEECCCCCCCCEEEEECCCCEEEECCEEEECCCCE  

 AA: PITGMLQKNFLRVSAMKNGQLFYNLTVSVAKYPTFKSFQCVNNLTSVYLNGDLVYTSNET  

               130       140       150       160       170       180  

Secuencia parcial de S1 de UNAM 2001 

Conf: 889664599978999986599883678655399998766379999966569988476456  

Pred: EEEECCCEEEEEEEEEEECCCCCCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEEEEECCCCCCCCCCC  

 AA: AGVIYWSKNFSASSVAMTAPGSGMSWSVSQFCTAHCNFSGVTVFVTHCFKKGAGECPLTG  

             70        80        90       100       110       120  

 

Conf: 226897899999868998760699999856788785385220686159986818883275  

Pred: EECCCCEEEEEEECCCCCCCCEEEEEEEECCCCCCCCEEEEECCCEEEEECCEEEEECCC  

 AA: LIPQNYIRISAMKQGGDSPSDLFYNLTVPVTKYPSFRSLQCVNNQTSVYLNGDLVFTSNE  

            130       140       150       160       170       180 

 

Fig. A6 Predicción de estructura secundaria del sitio inmunodominante de IBV a través de PsiPred. El programa 
muestra el nivel de confianza (0-9) para la predicción de la estructura secundaria de la proteína. Se muestra la 

representación de las hélices (H), hojas  plegadas (E), y espiral al azar (C). AA, secuencia parcial de S1. En 
sombreado se encuentra el clúster inmunodominante caracterizado por phage display. 
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