. ul
? : CAYETANO HEREDIA

DESARROLLO DE UNA PROTEINA
MULTIEPITOPICA MEDIANTE
ANALISIS INMUNOINFORMATICO
PARA EL INMUNODIAGNOSTICO DE
NOROVIRUS GII.4

TESIS PARA OPTAR EL GRADO DE
MAESTRO EN BIOQUIMICA Y BIOLOGIA
MOLECULAR

JUAN ALEJANDRO ALMERCO FRANCO

LIMA - PERU

2017






ASESOR

DR. MIRKO JUAN ZIMIC PERALTA



JURADO DE TESIS

PRESIDENTE

DRA. ROSA PATRICIA HERRERA VELIT

VOCAL

DR. HOLGER MAYTA MALPARTIDA

SECRETARIO

MG. CARLA MARIA GALLO LOPEZ-ALIAGA.



DEDICATORIA

A mis padres, por ser mi motivo para seguir adelante.



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por financiar el presente trabajo de

investigacion.

Al Dr. Mirko Zimic por su asesoramiento y sugerencias, y por darme la oportunidad
de participar en este estudio mediante el desarrollo de la presente tesis. De igual
manera a la Dra. Patricia Sheen, por permitirme ser parte del Laboratorio de

Bioinformatica y Biologia Molecular.

A Manuel Ramirez, Hugo Valdivia y David Requena, por sus comentarios y apoyo

en el analisis bioinformatico de esta investigacion.

A José Luis Roldan, por ensefiarme y guiarme en mis primeras pruebas

experimentales en el laboratorio.

A todos mis compafieros y amigos del Laboratorio de Bioinformadtica y Biologia

Molecular, por su tiempo y consejos en el desarrollo de mi trabajo.

Y de manera muy especial a Edith Malaga por su gran apoyo y colaboracion en el

tramo final de este gran reto.



FUENTES DE FINANCIAMIENTO

La realizacion del presente trabajo de investigacion para optar el grado de Maestro
en Bioquimica y Biologia Molecular ha sido posible gracias al financiamiento
brindado por el Programa de Maestria en Bioquimica y Biologia Molecular de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia, subvencionado por FONDECYT-

CONCYTEC, segun Convenio de Gestion N°014-2013-FONDECYT.



TABLA DE CONTENIDOS

RESUMEN
ABSTRACT
L INTRODUCCION ..ccouniunriunneensesnssessssessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasass 1
II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ........ccuivvnnuinsnnrensancsensnssanssassancnas 4
IIL. MARCO TEORICO .....eceeeereeesressessessessessesssssessesssssssssessessessessessessessessessssens 7
3.1 Virologia MoOIECUIAr .........ccccviiiiiiiieiiecie e e 7
30101 GONOMA. ...ttt 7
3.1.2 Estructura de 1a CAPSIAe .......cooueieiieiiiiiieieeitee e 8
3.1.3 ClaSifICACION .....eeeeiieiiieiie ettt ettt et 9
3.1.4 Evolucion y variabilidad antigénica ............ccccveeveieeeecieeeecieeeeiee e 10
3.2 PAtOZENESIS c.vvieeuiiieeiieeeiie e ettt esieeestee ettt e et ee et e e eateesnbaeesneeesbeeennbeeennneeens 12
3.2.1 Susceptibilidad GENética ...........cccueevuieriieiiieriieiieeie et 12
3.2.2 Respuesta INMUNE..........oooviiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeee e 13
3.3 Epidemiologia ......cc.oeviiiiiiiiiiiieie e 14
3.4 DIQGNOSTICO.c..eieiiieiiieiie ettt ettt ettt ettt et e et abeeneeeneas 17
3.4.1 Microscopia EIeCtronicCa..........cceeeveeeciiieeiiieeciieeciie e 17
3.4.2 Real-time PCR .......coouiiiiiieieeeeeee e 17
3.4.3 INMUNOCIISAYO....eeeitieeirieeiiieeiteeeiteeeiteeetteesbeeesbeeesabeeenabeeenaseesnnseesnee 18

3.5 INMUNOINTOIIIATICA ... 18



3.5.1 Prediccion de epitopes para células B .........cccoeeveeiiecieniicieeieeeee, 18

3.5.2 Prediccién de afinidad a moléculas MHC-II.........oocoeviiiiniiniiniinenens 21
3.5.3 Disefio de proteinas multiepitOPICas. ......eevueeruveriiieriieiierie e 23

IV. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO ......cucoeverereeeeesessssessessessessessessessessesense 24
V. HIPOTESIS couueuneimnennsensscnsscnssscsssssssssssssessssesssssssssssssssssssssssssssssssssessassssass 25
VI, OBJETIVOS..iiiiiininsnicssisesssissssssssssesssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 26
6.1 ODbJetivo ZENETal ......cccuiiiieiiieiieie et 26
6.2 ODbjetivos €SPECITICOS....ecuiiriiiiiieiiieeiieiie ettt ettt 26
VIL METODOLOGIA .coutunctncrnscnsssnsscsnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 27
7.1 Andlisis InmunoinformatiCo........ccueeuiiiiiiiiiinieiieeeeee e 27
7.1.1 Alineamiento de SECUCTICIAS. .....c..eerverueerieeieriierieeieeiieieete s 27
7.1.2 Analisis flloENELICO .......ccvuviieiieeiieeieeee e 28
7.1.3 Modelamiento por homologia .........c.ccccueeeiieriiiiiieniieiieee e 29
7.1.4 Prediccion de epitopes para células B ........oocoeiiiiiiiiiiniieeee, 30
7.1.5 Prediccion de afinidad a MHC clase I1..........ccoooieiiiiiiiniiieieee, 31
7.1.6 Conservacion y especificidad ..........occveeveiiieciieecieiee e 32
7.1.7 Disefo del gen para la proteina multiepitopica MEP-GIL4 .................. 32

7.2 Produccion de la proteina multiepitopica MEP-NVGIIA4.......................... 33
7.2.1 Sistema de expresion pET28a-MEP-NVGIL4 .........ccccoovinieninienennns 33
7.2.2 Transformacion de células de E. coli BL2I(DE3) .....ccoovviveeiieinienee 34

7.2.3 Caracterizacion del vector pET28a-MEP-NVGIIL4 ..........c.cooevvvennnnee. 35



7.2.4 Expresion de la proteina MEP-NVGILA4 ..........ccoooviiiiieniiiieeeeee, 35

7.2.5 Cromatografia de afinidad...........cccoceeriieiiiiniiiiieiecee e, 37
7.2.6 Método de Bradford para cuantificacion de proteina..........ccceeceeeuneneee. 37
7.2.7 Concentracién de la proteina MEP-NVGIL4 ..........ccccviveiiiniieeiee, 38
7.3 Desarrollo de un método de ELISA indirecto.........ccoecveeveeniiinieniceneenee. 38
7.3.1 Muestras de Suero humano ...........ccoceevieriiienieiiienieeeeeeeeeee e 38
7.3.2 Desarrollo de un método de ELISA indirecto ..........coeevuervenierueneennns 39
7.3.3 Deteccion de anticuerpos especificos IgG e IgM .......ccoeviviieniieiennen. 41
7.3.4 AnAlisis de datOS......ccueiiieiieeiieieeeeeee e 41
VIIL. RESULTADOS ...uuoouiiiininnuinsensisssissassesssnssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssasssas 43
8.1 AnAliSisS d€ SECULNICIAS ....cuueeueeruietieiieiieiteie ettt ettt ettt 43
8.2 Modelamiento estructural de la proteina VP1........c.ccccevvvveviiiniiniieeeee. 48
8.3 Prediccion de epitopes B lineales.........ccoovveeiieniieiiiiniiieiecieeeeeeeee, 53
8.4 Prediccion de afinidad a MHC Clase 1 .........cooooiiiiiiiiiiiinieee, 54
8.5 Conservacion y especificidad de 10s epitopes........coceeveevvericneenienicneenens 56

8.6 Evaluacion de colonias de E. coli BL21(DE3) transformadas con el vector

PET28a-MEP-NVGIL4 .....coooioiiiiieieeeeeeeee et 57
8.7 Induccién y optimizacion de la eXpresion..........c.eeceeeveerieenveenieenceeenneennne. 58
8.8 Purificacion de la proteina multiepitOpiCa ........ccueeevverveerieenieeiieeieeieeee. 60
8.9 Deteccion de anticuerpos IgG € IgM.......cccoviiiiiiiiiiniieieeeeee e, 62

8.10 ANALISIS ESTAAISTICO .. eeeeeeneneeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e eeeaeaeeeeeeeeearaaaeeeeas 63



IX. DISCUSION ..eevoeeeeeeeeeeeuensssesesssesssssssssssnssssssssssnsssssssssssssssssssssnsassssssssnsssnssens 65

9.1 Prediccion iInmunoinformatica .........ccevvevverininininieieieiceseseeeeceeae 65
9.2 Reactividad de la proteina MEP-NVGII.4 frente a sueros humanos ......... 70
X. CONCLUSIONES ....ciovtiininensnnsnississississessesssssassssssesssssesssesssssssssssssssssesssases 74
XI. RECOMENDACIONES......uiniinnitinnininsinsinssnssessessnssiessssessssssssssssssesssanes 75

XII. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......covvureererrssessessessessessessesssssssesses 76



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Sitios informativos en la secuencia de la proteina VP1 ..........ccccceeeeee. 46

Tabla 2. Evaluacion de los modelos 3D de la proteina VP1 de NV GII.4 generados

POT HOMOLOZIA. ...eeeeiiieeiiie e e e et e e eeennaeeens 51

Tabla 3. Epitopes predichos para células B de NV GII.4 con afinidad a moléculas

AE MHC CLASE L ... e e e e e e e e e e eeeeeeeeeaaae 54



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estructura del genoma de NOTroVITUS. ........ccceerereiiieniieiienie e 7
Figura 2. Aspectos estructurales de la capside de norovirus..........cccceeevveeecveeennnennns 9
Figura 3. Mapa del vector pET28a-MEP-NVGIL4. ........ccoovvveiiiiiiieeeeee, 34

Figura 4. Andlisis filogenético de maxima verosimilitud de 716 secuencias

completas de la proteina VP1 de NV GIL4.......cccooviiriiiiiiiiieieeeceeceeee e 44

Figura 5. Sitios hipervariables del subdominio P de la proteina VP1, identificados

en secuencias representativas de NV GII1.4 desde el ano 1975 hasta el 2015........ 47

Figura 6. Comparacion de los valores de energia DOPE del modelo por homologia

de la proteina VP1 de NV GII.4 Sydney 2012.......cccooeriiniiiiiniininieniceeieeeee 49

Figura 7. Superposicion de las estructuras de la proteina VP1 entre variantes de

NV GILA ettt ettt st 50

Figura 8. Mapeo de la variacion de sitios informativos en la estructura 3D de la

proteina VP1 de NV GIIL.4 entre el afio 1970 y el 2015......coooviiieiiiiiiieieeeieee 52

Figura 9. Mapeo de regiones epitopicas en la estructura 3D de la proteina VP1 de

NV GIL4 variante Sydney 2012.......ccceeoiiiiieiiiiiiieieeieeie et eve e 53

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa de la digestion del plasmido pET28a-

MEP-NVGII.4, empleando las enzimas de restriccion Ncol y Xhol..................... 57

Figura 11. SDS-PAGE de la proteina MEP-NVGII.4 después de la induccion de su

expresion con 1 mM de IPTG. ......ooooiiiiiiiiiiiiiieeeee e 59



Figura 12. Fraccion soluble e insoluble de la proteina MEP-NVGIIL.4 expresada

luego de 5 horas de induccion con 1 mM de IPTG........ccccoeciviiiiiiiiiiniiie 60

Figura 13. SDS-PAGE de las fracciones de purificacion de la proteina MEP-

NVGIL.4 por cromatografia de afinidad.............cccoeeviiiiiiniiinieeieee e 61

Figura 14. Grafica de puntos de los valores de OD4sonm de anticuerpos IgG frente

a la proteina MEP-NVGILA4. .......coooiiiiiiiiecee s 63

Figura 15. Grafica de puntos de los valores de OD4sonm de anticuerpos IgM frente

ala proteina MEP-NVGIL4. ......ccoooiiiiiee et 64



°C
6xHis
pL

A°
ANN
AND
ARN
BLAST
cADN
DOPE
E. coli
EE.UU.
ELISA
FUT2
HBGA
HLA
HRP
ICso
IEDB
IFN-y

IgA

LISTA DE ABREVIATURAS

Grados Celsius

6-Histidinas

Microlitro

Angstrom

Artificial neural network

Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico

Basic Local Alignment Search Tool
Acido desoxirribonucleico complementario
Discrete Optimized Protein Energy
Escherichia coli

Estados Unidos de América
Enzyme-linked immunosorbent assay
o-1,2-fucosiltransferasa

Histo-blood group antigens

Human leukocyte antigen

Horseradish peroxidase

Half-maximal inhibitory concentration
Inmune Epitope Database

Interferon y

Inmunoglobulina A



IgG
IgM
IL
IMAC
IME
IPD
IPTG
kb
kDa
LB
ME
MHC
mL
mM
nm
NCBI
NV
OD450nm
ODe600nm
ORF
PBMC
PBS
PDB

Poli-A

Inmunoglobulina G
Inmunoglobulina M

Interleucina

Immobilized metal affinity chromatography
Inmunomicroscopia electronica
Immuno Polimorphism Database
isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido
Kilobase

Kilodalton

Luria-Bertani

Microscopia electronica

Major histocompatibility complex
Mililitro

Milimolar

Nanometro

National Center for Biotechnology Information
Norovirus

Densidad optica a 450 nm

Densidad o6ptica a 600 nm

Open reading frame

Peripheral blood mononuclear cells
Phosphate-buffered saline

Protein Data Bank

Poliadenina



qPCR

RIA
RMSD
RT-PCR
SDS-PAGE
SMV

Th

TMB
TNF-a

VLP

quantitative polymerase chain reaction
Radioinmunoensayo

Root-mean-square deviation

Reverse transcription polymerase chain reaction

Sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis
Snow Mountain virus

Linfocito T helper

3,3,5,5 -tetrametilbencidina

Factor de necrosis tumoral alfa

Virus-like particles



RESUMEN

Norovirus es la principal causa de gastroenteritis aguda no bacteriana a nivel
mundial, siendo el genotipo GII.4 el responsable de la mayoria de casos reportados
hasta la actualidad. Debido a una falta de tratamiento farmacoldgico, un diagnostico
temprano toma un papel importante. Actualmente, los métodos serologicos para la
deteccion de anticuerpos especificos utilizan particulas tipo virus, las cuales
representan un limite para los laboratorios en condiciones de bajos recursos. El
presente estudio tuvo como objetivo disefiar in silico una proteina multiepitdpica
para la deteccion de anticuerpos IgG e IgM contra norovirus GII.4 en suero humano.
Un total 20 epitopes inmunodominantes de la proteina VP1 de la capside de
norovirus GIL.4 fueron predichos mediante analisis inmunoinformatico, de los
cuales 10 fueron seleccionados para construir el gen sintético MEP-NVGII.4. Este
gen recombinante fue expresado en E. coli BL21, y la proteina recombinante, MEP-
NVGIL4, purificada y empleada como antigeno para el desarrollo de un ELISA
indirecto para la deteccion de IgG e IgM en un grupo de 26 sueros de bebes con
edades comprendidas entre cero y 2 afios. Se observaron valores similares entre los
niveles séricos de IgG de los individuos infectados y los controles. Sin embargo, se
obtuvo una diferencia estadistica significativamente alta (p < 0.0001) al comparar
los niveles séricos de IgM. MEP-NVGIIL.4 demostr6 una potencial utilidad para
estudios de seroprevalencia como de diagnostico de infeccion aguda y
convaleciente por norovirus GII.4.

Palabras clave: Norovirus GIIL.4, proteina multiepitopica, prediccion de epitopes,

inmunoinformatica, inmunodiagndstico, ELISA.



ABSTRACT

Norovirus is the leading cause of acute non-bacterial gastroenteritis worldwide,
with the GII.4 genotype responsible for the majority of cases reported to date. Due
to a lack of drug treatment, an early diagnosis takes an important role. Currently,
serological methods for the detection of specific antibodies use virus-like particles,
which represent a limit for laboratories in low-resource conditions. The present
study aimed to design a multiepitope protein in silico for the detection of IgG and
IgM antibodies against Norovirus GII.4 in human serum. A total of 20
immunodominant epitopes of the VP1 protein of the norovirus GII.4 capsid were
predicted by immunoinformatic analysis, of which 10 were selected to construct the
synthetic gene MEP-NVGII.4. This recombinant gene was expressed in E. coli
BL21, and the recombinant protein, MEP-NVGII.4, purified and used as an antigen
for the development of an indirect ELISA for the detection of IgG and IgM in a
group of 26 sera of babies aged between zero and 2 years. Similar values were
observed between serum IgG levels of infected individuals and controls. However,
a significantly high statistical difference (p <0.0001) was obtained when comparing
serum IgM levels. MEP-NVGIL.4 demonstrated a potential utility for
seroprevalence studies as a diagnosis of acute and convalescent infection with

norovirus GIIL.4.

Keywords: Norovirus GII.4, multiepitope protein, epitope prediction,

immunoinformatics, immunodiagnostics, ELISA.



I. INTRODUCCION

A principios del siglo pasado, en el afio 1929, el doctor John Zahorsky realiz6 una
investigacion sobre casos esporadicos de vomitos y diarrea aguda en nifios, los
cuales fueron descritos como la enfermedad emética del invierno (Hyperemesis
hiemis) (1). La etiologia que originaba dicha enfermedad era en aquel entonces
desconocida, sin embargo, la contagiosidad de la misma fue evidenciada gracias a
la informacion recopilada de experimentos con personas voluntarias y brotes

epidémicos con caracteristicas similares.

Anos mas tarde, uno de aquellos brotes acontecid en una escuela, esta vez la de una
pequena localidad llamada Norwalk, en Ohio (EE.UU.), en el cual se reportaron
116 casos de un total de 232 individuos, entre alumnos y trabajadores, durante dos
dias de octubre de 1968. Ademas, hubo bastantes casos secundarios entre los
familiares, donde se evidenci6é cuadros de vomitos y diarrea. Este episodio fue
diagnosticado como brote de la enfermedad emética del invierno, y el agente causal,

denominado en este caso “agente Norwalk”, permanecié aun sin ser identificado

(2).

Sin embargo, algunas muestras de origen fecal obtenidas en aquel evento fueron
guardadas y entregadas pocos afios después a otro grupo de investigadores dirigidos
por Albert Kapikian. En esta oportunidad, se estudiaron las heces de voluntarios a
quienes se les habia administrado el filtrado de heces, libre de bacterias, procedente
del brote de 1968. Estas muestras fueron analizadas mediante inmunomicroscopia

electronica (IME), la cual permite observar directamente la presencia de



inmunocomplejos debido a la interaccion de anticuerpos especificos presentes en el
suero de individuos convalecientes con particulas viricas. Es asi como en 1972
logré identificarse unos conglomerados de particulas redondas estructuradas de
pequeio tamafio (27 nm) que resultaron ser el agente causal de aquel brote al que

se le denomino virus Norwalk (3).

A la par de los grandes avances que se han producido sobre el conocimiento de este
agente viral, el cual actualmente es llamado norovirus, su importancia a nivel de
salud publica ha alcanzado una escala mundial. Se estima que norovirus, miembro
perteneciente a la familia Caliciviridiae, constituye la principal causa de
enfermedad diarreica a nivel mundial, caracterizada por presentar sintomas como
la diarrea, vomitos, dolor abdominal, cefalea, etc. (4). La mayor incidencia de
infeccion por norovirus ocurre en nifios menores de cinco afios, y ocasiona la muerte
de 70000 nifios cada afio, lo que constituiria la causa de muerte por diarrea mas

comun en esta poblacion (5).

Dentro de este género se han clasificado seis genogrupos, desde el GI hasta el GVI,
y - basados en la gran variabilidad genética de la proteina de la capside- cada
genogrupo se conforma de distintos genotipos, siendo el genotipo GII.4 el que mas

afecta a los seres humanos tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo.

La posibilidad de generar y amplificar el cADN viral a través de la técnica de RT-
PCR la ha conllevado a ser el método de eleccion para detectar la presencia de
norovirus en muestras fecales (6). Posteriormente, la expresion de proteinas de la
capside viral en sistemas de baculovirus y la formacion de particulas virales

contribuyeron con el conocimiento y uso de antigenos y anticuerpos para el



desarrollo de ensayos inmunologico. Sin embargo, debido al empleo de numerosos
equipos de alto costo, el requerimiento de personal adecuadamente entrenado para
realizar esa labor, y el continuo cambio a nivel gendémico y antigénico propio de
caracter viral, han conllevado a la biisqueda de nuevas herramientas para mejorar

la eficiencia y rapidez en la deteccion de norovirus.

Recientemente, el avance de la bioinformatica y la inmunoinformatica nos permite
analizar comparativamente a los epitopes situados en la superficie de la capside
viral y de esta manera producir antigenos sintéticos que predictivamente puedan
poseer la capacidad de ser reconocidos por anticuerpos séricos. Es por ello que el
objetivo del presente estudio fue evaluar bioinformaticamente las secuencias de la
proteina VP1 de norovirus GII.4 reportadas hasta la fecha, identificar y evaluar
regiones antigénicas basadas en epitopes inmunodominantes predichos, y disefiar
una proteina multiepitdpica para su uso en el desarrollo de una nueva y mas rapida

metodologia de deteccion de anticuerpos séricos IgG e IgM.



II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los ultimos afios se han realizado importantes avances en el conocimiento de las
caracteristicas moleculares y evolutivas del género norovirus en seres humanos. El
manejo optimo de los brotes de norovirus GII.4 asi como la necesidad de realizar
estudios de prevalencia que aporten a la informacion epidemioldgica en regiones
mas vulnerables deben incluir un rapido diagnostico del agente. En el ambito
hospitalario se puede limitar la diseminacion de la infeccion mediante la rapida
implementacion de medidas de control tales como restricciones de personal,
limpieza de superficies con desinfectantes adecuados y mantenimiento de las areas
afectadas. Por otro lado, dado que los brotes se asocian con el contagio a través del
agua y los alimentos contaminados, la deteccion temprana de la presencia de este
patdgeno en zonas socioeconomicamente afectadas podria prevenir la reaparicion
de casos de infeccion en personas anteriormente expuestas. Es por ello que seria
deseable disponer de métodos rapidos, sensibles, especificos y no muy costosos, los
cuales hagan mas asequible la deteccion de estos virus a la mayoria de los

laboratorios.

Hasta la fecha, la RT-PCR ha sido la técnica de referencia en cuanto a la deteccion
de norovirus del genogrupo GI y GII en muestras de heces. Sin embargo, este
método molecular suele quedar fuera del alcance de muchos laboratorios y, por otro
lado, la variabilidad genética de norovirus, en especial el genogrupo GII.4, hace

dificil el desarrollo de una prueba de amplificacion simple y genérica.



En cuanto al uso de técnicas de inmunoensayo, el empleo de particulas virales en la
gran mayoria de kits comerciales y técnicas experimentales, generadas por
expresion mediante baculovirus, simboliza un alto costo en cuanto a su produccion
y manejo. Sin embargo, dada la naturaleza bioldgica del género norovirus, su alta
tasa de mutacion y por ende, su gran variabilidad a través del tiempo, los esfuerzos
por generar medidas preventivas tales como vacunas o el disefio de farmacos
antivirales capaces de bloquear directamente la replicacion han dado pocos o
ningun resultado satisfactorio. Por esta razon, el conocimiento del patrén evolutivo
de norovirus GIIL.4, lo cual va de la mano con el origen de las epidemias reportadas
en todo el mundo desde el brote reportado en 1972 en Norwalk, Ohio, es de vital
importancia porque permite identificar los cambios a nivel funcional y estructural
que se dan en este patdgeno con el fin de adaptarse y, luego de cada cierta

temporada, reaparecer con un fenotipo distinto.

Recientemente, el aporte de herramientas para andlisis bioinformatico e
inmunoinformdtico ha permitido no solo evaluar un amplio nimero de datos de
secuencias del genoma y proteoma de diversos patdgenos, sino también disefar
moléculas que puedan reemplazar un antigeno en el proceso de produccion y/o
deteccion de anticuerpos. Es por esta razon que se han publicado varias propuestas
sobre el desarrollo de proteinas que contengan diversos epitopes conservados para
el inmunodiagndstico de enfermedades infecciosas. Sin embargo, a la fecha, no hay

antecedentes de una metodologia similar para la deteccion de norovirus GII.4.



Por lo tanto, el presente trabajo plantea responder la siguiente pregunta de
investigacion: ;Se podra generar una proteina multiepitdpica recombinante, basada
en diversos epitopes inmunodominantes de la proteina de la capside viral de
norovirus GII4, con capacidad de deteccion de anticuerpos IgG e IgM en suero

humano?



III. MARCO TEORICO

3.1 Virologia Molecular

3.1.1 Genoma

A pesar de su temprano descubrimiento, el estudio de la biologia molecular del
género norovirus (NV) permanecio retrasado por mucho tiempo debido al escaso
material genético que se obtenia de personas infectadas. No fue sino hasta el afio
1990 en que Jiang et al. lograron clonar y secuenciar el cADN del genoma de NV

(7), dando paso a grandes avances en la comprension de su organizacidon gendémica.

El genoma de NV estd conformado por un ARN de cadena simple y en sentido
positivo, de aproximadamente 7.7 kb de longitud, unido a una cadena de poli-A en

el extremo 3’, y que codifica 3 marcos abiertos de lectura (ORF) (8) (Figura 1).

ORF1 ORF3

p48 NTPase p22 VPg | Pro RdRp ORF2 VP2 AAAAAAAAAAAN
VP1

Figura 1. Estructura del genoma de norovirus.

El ORF1 comprende alrededor de los dos tercios del genoma (~5 kb) y codifica a
un polipéptido (200 kDa) que es proteoliticamente procesado para dar origen a 6
proteinas no estructurales; la proteina N-terminal p48 (37-48 kDa), la cual
promueve el desmontaje del aparato de Golgi e induce cambios en la membrana
intracelular (9); NTPasa (40 kDa), una nucléosido trifosfatasa (10); p22 (20 kDa),

la cual inhibe la via secretora de la célula (11); Vpg (16 kDa), una proteina unida al



genoma viral y que participa tanto en la replicacion del genoma viral (12) como en
su traduccion (13); Pro (19 kDa), una proteasa similar a quimotripsina (14); y RdRp
(57 kDa), una ARN polimerasa dependiente de ARN (15). El ORF2 (1,8 kb)
codifica a la proteina mayoritaria de la capside de NV (57 kDa), la cual conforma
la superficie externa del virion, mientras que el ORF3 (0,6 kb) codifica a la proteina

minoritaria estructural (22 KDa) (16).

3.1.2 Estructura de la capside

A inicios de los afios 90 se evidenci6 que la proteina estructural VP1, de 530 a 555
aminoacidos y con un peso molecular de aproximadamente 58 kDa, tenia la
propiedad de autoensamblarse en particulas tipo virus (virus-like particles, VLP)
cuando era expresada mediante el sistema de baculovirus, manteniendo éstas las
propiedades morfoldgicas del virus nativo (17). La estructura de VP1 se caracteriza
por poseer dos dominios principales: los primeros 225 aminoacidos desde el
extremo N-terminal componen el dominio S (skell), el cual est4 involucrado en la
formacioén interna de la estructura icosaédrica, mientras que el resto de residuos
hasta el extremo C-terminal constituyen el dominio protuberante P (protruding).
Este dominio a su vez esta conformado por dos subdominios, P1, constituido desde
el residuo 226 al 278 y del 406 al 530; y P2, constituido del residuo 279 al 405,

siendo este una insercion en el subdominio P1 (Figura 2) (18).
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Norwalk VLP Reconstruction VP1 dimer

Figura 2. Aspectos estructurales de la cépside de norovirus. A. Dominios que
conforman la proteina VPI1: regién brazo N-terminal (N), dominio shell (S), y
dominio saliente o protruding (P). B. Modelo completo de la estructura T =3 de la
capside de NV, determinada a 3.4 A de resolucién. C. Representacion
tridimensional en cintas de un dimero de la proteina VP1, mostrando el dominio S,
el subdominio P1 y el subdominio P2 de color azul, rojo y amarillo respectivamente.
Se indican ademads las regiones N-terminal (N) y C-terminal (C). (Adaptado de

Green, 2013) (19)

3.1.3 Clasificacion

Pese al desarrollo reciente de un cultivo de NV humano en enterocitos derivados de
células madre (20), la falta de un modelo in vitro de replicacion durante afios
anteriores habia impedido determinar un sistema de clasificacion mediante
serotipificacion (21). Es por ello que las técnicas de RT-PCR y secuenciamiento

gendmico mostraron una importancia notable para dicho propdsito. En base a la



secuencia de la proteina VP1, se han establecido genéticamente 6 genogrupos (GI
a GVI): Gl y GII son los genogrupos responsables de la mayoria de infecciones que
afectan al ser humano; GIII afecta al ganado bovino; GIV en especies felinas y
caninas, aunque raramente se ha detectado también en seres humanos; GV, engloba
a cepas murinas; y finalmente, GVI, en caninos (22). Un genogrupo VII presente
en caninos ha sido recientemente propuesto, no obstante, se requieren aun de
mayores hallazgos para su sustento. Cada genogrupo se puede subdividir en
genotipos, los cuales son asignados al haber un rango de distancia entre par de
secuencias (pairwise distance) de 14-43.8 % (23,24). Se han reconocido 9 genotipos
en GI y 22 en GII; se ha registrado un mayor niimero de casos de infeccién por
norovirus cuando la cepa proviene del genogrupo GII (89% de los casos) en
comparacion con el genogrupo GI.

A pesar de toda la gran variabilidad expuesta, el genotipo GII.4 es el principal
causante de brotes infecciosos a nivel global debido a su evolucion por épocas que
ha dado lugar a la aparicion de nuevas variantes genéticas y, por ende, a la
persistencia que tiene en la poblacion (25). La cepa denominada Sidney 2012 es la
mas prevalente en afos recientes (22).

3.1.4 Evolucion y variabilidad antigénica

Diversos estudios han identificado residuos aminoacidicos en la capside viral de
NV que son importantes tanto para su reconocimiento por anticuerpos especificos
como para la interaccion con receptores HBGA (histo-blood group antigens) del
hospedero. Los primeros hallazgos de zonas antigénicas especificas para
anticuerpos monoclonales diseniados contra VLPs de NV GII.4 determinaron que el

subdominio P2 de la proteina VP1 presentaba epitopes localizados en distintas

10



posiciones (26), conteniendo uno de ellos un motivo similar a la secuencia RGD
altamente conservado entre los residuos 288 y 290 (27). Un analisis de diversidad
genética, abarcando distintos brotes desde el afio 1987 al 2006 a lo largo de la
secuencia de VP1, identifico la presencia de residuos altamente variables (6, 9, 355,
372, 393, 394, 395, 412, 505 y 534) (28) y sugirié que estarian en un proceso de
seleccion en respuesta a la inmunidad del hospedero. Por otro lado, Allen et al.
(29,30) determino la presencia de dos zonas altamente variables, denominadas sitio
A (296-298) y sitio B (393-395), los cuales fueron ubicados en la superficie de
bucles expuestos; el sitio B cumpliria un rol importante en la especificidad de
interaccion con los residuos glucosidicos de los receptores HBGA a nivel de
genogrupo (31). Otros estudios mas recientes reconocieron residuos con capacidad

antigénica en posiciones similares (32-35).

Se ha observado que los cambios a nivel del subdominio P2 determinarian la
aparicion de una nueva epidemia en un modelo de evolucion periddica, en el cual
existen periodos estacionarios de baja variabilidad seguidos de la rapida aparicion
de nuevas variantes (31,36). Esto se asoci6 a un proceso de deriva antigénica, donde
se da una acumulacion de mutaciones en las secuencias que codifican para los sitios
de unién a anticuerpos, derivando en cambios a nivel antigénico y, por lo tanto,
evadiendo de esta manera la respuesta del sistema inmune incluso en individuos
que hayan sido expuestos anteriormente a la infeccion con el mismo genotipo de
NV (37). Esta variabilidad propia del genotipo GII.4 esté reflejada en su una alta
tasa de mutacion y una fidelidad de replicacion baja en comparacion con otros

genogrupos (38,39). Un caso similar ocurre con el virus de la influenza, el cual

11



modifica los residuos epitopicos de la proteina hemaglutinina necesaria para la

interaccion con su hospedero (40).

Sin embargo, Tan et al. 2009 mostré que las secuencias primarias de los sitios de
union a receptores HBGA son altamente conservados entre las distintas cepas
dentro de cada genogrupo. De esta manera, plante6 que la diversidad tanto genética
como antigénica de NV estd influenciada tanto por un proceso de evolucion
convergente, donde cepas con los mismos receptores blancos compartirdn una
similitud estructural a pesar de los cambios en la composicion aminoacidica, como
por un proceso de evolucion divergente, regida primordialmente por la deriva
antigénica producto del escape de la inmunidad humana, y que produce la aparicion

de nuevos episodios epidémicos y su persistencia a través del tiempo (41).

3.2 Patogénesis

3.2.1 Susceptibilidad Genética

Los primeros estudios de patogénesis y respuesta inmunoldgica a NV realizados en
personas voluntarias demostraron que algunos individuos eran mas susceptibles de
padecer la infeccion que otros (42). La busqueda de factores de susceptibilidad o
resistencia del hospedero asociados con la infeccién por NV fueron apoyados con
el uso de distintas lineas celulares para estudios de interaccion e internalizacion de
particulas virales, determinando que las células intestinales CaCo2, una linea de
carcinoma de colon humano, poseen una mayor capacidad de unién a la capside
(43). La presencia de un receptor especifico de entrada para NV fue relacionado
con estudios realizados en otros miembros de la familia Caliciviridiae (44), los

cuales mostraron tener afinidad por los antigenos de grupo sanguineo o HBGA.
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Hutson et al. 2002 determin6 que el fenotipo ABO de un individuo, el cual se
encuentra no solo en globulos rojos sino también en células epiteliales, jugaba un
rol importante en la susceptibilidad a la infeccion por NV (45). Algunas cepas de
NV infectan individuos quienes llevan el gen que codifica la enzima a-1,2-
fucosiltransferasa (FUT2), designandose como tipo secretor para indicar que ellos
expresan los antigenos sanguineos ABH. En cambio, aquellos individuos que son
deficientes en el gen FUT2 son denominados no secretores, por lo tanto, no
expresan los receptores HBGA apropiados para una interaccion adecuada con el

patdgeno, y generan un grado de resistencia a la infeccion (46,47).

3.2.2 Respuesta Inmune

Desde 1970 se han llevado a cabo algunos estudios clinicos consistentes en los
cuales se administr6 NV a individuos sanos, lo que permitié evaluar el orden
temporal en el cual aparecen los diferentes isotipos de anticuerpos especificos para
NV (48-51). Se ha reportado que los niveles séricos de IgG, IgM e IgA pueden ser
detectados luego de 8 a 11 dias de ocurrida la infeccion (49,51); IgG alcanza un
maximo luego de 3 semanas, a diferencia de IgM e IgA que son detectados
generalmente durante la segunda semana (48,50). Los anticuerpos IgG muestran
una tendencia a permanecer durante mayor tiempo y a niveles mdas elevados
comparados con los niveles de IgM e IgA, manteniendo un valor maximo constante
mas alla de los 90 dias luego de los cuales, declina (49). En cambio, los niveles IgM
retornan a sus valores anteriores a la infeccion luego de 2 a 4 meses (50), mientras
que los niveles de IgA persisten por 1-2 meses y descienden luego de dicho periodo
(48). Por otro lado, se ha observado que la respuesta inducida de anticuerpos contra

NV puede presentar una alta reactividad cruzada, siendo mayor la capacidad de
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unirse a diversas cepas de NV que pertenezcan a un mismo genogrupo en

comparacion con aquellas de genogrupos diferentes (52).

En un estudio realizado en voluntarios sanos con evidencia previa de infeccion por
NV GII.4 se reportd que las células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
expresaron a los marcadores de activacion CD80, CD86, CD40, y HLA-DR, luego
de ser expuestos a particulas virales de GII.4 (53). Por otro lado, se observo
produccion in vitro de citoquinas por PBMCs recolectadas entre 0, 8 y 21 dias de
iniciado el desafio, destacando una elevacion en los niveles de IFN-y, IL-2 e IL-5,
pero con pocos cambios en TNF-a, IL-4 e IL-10 (54). Todos estos resultados fueron
consistentes con un estudio similar, en donde la infeccion con el virus SMV,
miembro del genogrupo G.II, produjo también niveles elevados de IFN-y e IL-2
luego de 2 dias de inoculacion (55). En un estudio més reciente, los niveles de
citoquinas Thl y Th2 e IL-8 fueron mayores en el grupo sintomatico en
comparacion con el grupo asintomatico (p < 0.01) (56). Adicionalmente, se observo
que los sintomas no estaban asociados significativamente ni a la carga viral ni al
tiempo de eliminacion del virus en heces, sugiriendo un papel predominante de la

respuesta inmune del hospedero en el curso de la infeccion por NV.

3.3 Epidemiologia

La infeccion por NV en seres humanos puede ser sintomatica o asintomatica. De
acuerdo a algunos experimentos realizados en humanos y la informacion
proveniente de reportes de brotes infecciosos, 11.7 a 49.2 % de los individuos son
asintomaticos (57). En una infeccion sintomatica, el periodo de incubacion suele
ser de 24 — 48 horas luego de la exposicion al virus (95% IC, 1.49 a 1.62 dias) (58).

La enfermedad se caracteriza por la aparicion de diarrea no sanguinolenta, nauseas,
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vomitos, dolores abdominales y mialgia. Estos sintomas, a pesar de su posible
manifestacion severa en algunos individuos, suelen desaparecer en un periodo de 2
a 3 dias. La emesis es relativamente mds prevalente en nifios mayores a un afio
mientras que en aquellos menores de 1 afio, la diarrea suele ser mas frecuente. Se
sabe que la infeccion por NV podria ocasionar la muerte en individuos infantes y

seniles luego de un periodo prolongado de deshidratacion.

El modo de transmision de NV mas comuin ocurre mediante la ruta fecal-oral,
abarcando la ingestion de alimentos o agua contaminados, la exposicion a fomites
o vomito aerosolizado, y el contacto directo persona-persona, dando lugar a una
rapida propagacion en establecimientos como hospitales, colegios, hoteles, etc.
Entre las caracteristicas que facilitan esta transmision se incluyen: una alta
capacidad infectiva, siendo necesarias menos de 10 copias genomicas para
ocasionar una infeccién en un individuo sano (59); el tiempo de excrecion viral
persistente, el cual se puede prolongar alrededor de 3 semanas posterior a la
infeccion, tanto en individuos sintomaticos como asintomaticos; la estabilidad del
virus bajo concentraciones altas de desinfectantes y en un rango amplio de
temperaturas (desde la congelacion hasta 60°C); y, finalmente, la posibilidad de
ocurrir repetidas infecciones a lo largo de la vida por falta de una inmunidad a largo

plazo.

En todo el mundo, aproximadamente uno de cada cinco casos de gastroenteritis
aguda (diarrea y vomitos) es causado por norovirus. Globalmente, se estima que
norovirus es la causa mas comun de gastroenteritis aguda. Es responsable de 685
millones de casos anualmente, entre los cuales, 200 millones ocurren en nifios

menores de 5 afos de edad (4). Las muertes a nivel global por gastroenteritis se han
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reducido dramaticamente, de 2.6 millones por afio en 1990 a 1.3 millones en 2013,
debido a que la sanitizacion de aguas, las medidas de higiene y el abastecimiento
de soluciones rehidratantes han mejorado en diversos paises. A pesar de todo ello,
la gastroenteritis permanece como la segunda causa mas comin de mortalidad en
nifios menores de 5 afios (5). Se estima que norovirus es el responsable de
aproximadamente 200000 muertes anualmente en todo el mundo, con 70000 o mas

en la poblacién infantil de paises en desarrollo.

Una revision sistematica de 175 estudios a nivel mundial, los cuales abarcaron
187336 casos de gastroenteritis aguda, mostré que la prevalencia de NV fue del
18% (95% de IC: 17% - 20%), siendo mayores los casos ocurridos en comunidades
(24%) y paises en vias de desarrollo (19%) (60). En Peru, un estudio de cohorte de
nacimiento revelod que, en los dos primeros afios de vida, 71% de los individuos
experimentaron al menos 1 caso de enfermedad diarreica asociada a NV, siendo
mayor la incidencia en el periodo de 6 a 23 meses de edad y detectdndose el
genotipo GII.4 en el 41% de los casos (61). En cuanto al estudio de la epidemiologia
molecular de NV, la mayor parte de la informacion ha provenido histéricamente de
muestras obtenidas en brotes; sin embargo, aquellas cepas con mayor relevancia
actual a nivel mundial, como GII.4 Sidney 2012, han sido detectadas mayormente
en muestras de casos esporadicos en comparacion con casos de brotes, muchos afios
antes de tener predominancia mundial. Esto sugiere la importancia de hacer
vigilancia a nivel mundial de la enfermedad esporadica, sobre todo en lugares de
gran incidencia en paises en desarrollo, ya que esto permitiria entender y anticipar
cepas emergentes, asi como predecir cepas pandémicas potenciales para futuras

investigaciones (62). En la actualidad no existen estudios sobre la distribucion de
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esta cepa en nuestro pais y, dado que el genotipo GII.4 tiene una prevalencia alta a

nivel mundial, seria de vital importancia evaluar su distribucion a nivel poblacional.

3.4 Diagnostico

3.4.1 Microscopia Electronica

La cepa original de norovirus, el virus Norwalk (genogrupo GI), fue identificado en
1972 mediante microscopia electrénica (ME). En un inicio, el diagndstico de este
tipo de infecciones se baso en el uso de esta técnica hasta principios de la década
de los noventa. Sin embargo, la baja sensibilidad de la ME (requiriéndose 10° — 107
particulas virales) hizo que, a partir de la tltima década del pasado siglo, y con el
desarrollo de técnicas moleculares, la ME sea reemplazada por los métodos

gendmicos de amplificacion actuales.

3.4.2 Real-time PCR

Una vez conocida la secuencia nucleotidica del genoma de NV, la metodologia de
transcripcion reversa seguida de la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)
se ha convertido en la técnica de referencia o gold standard para su diagnoéstico,
permitiendo la deteccion de NV en un rango de 10? — 10 particulas virales por
mililitro (63). Se han descrito multiples primers para detectar distintas regiones del
genoma de NV, especialmente en la region de la polimerasa (region A) y en la
proteina VP1 de la cépside (Region D) (64). Ademas, la secuenciacion de los
amplicones permite identificar el genogrupo, genotipo e incluso, la variante a la
cual pertenece la muestra al comparar la secuencia con otras de referencia.
Posteriormente esta metodologia se mejord con la aplicacion de la técnica de RT-
PCR en tiempo real, siendo mas sensible y permitiendo detectar la presencia de una

carga viral de manera mas rapida (65,66). Por ello, el empleo de la técnica de RT-
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PCR a tiempo real se ha generalizado tltimamente en laboratorios que procesan un
elevado nimero de muestras y ha sido empleada mas frecuentemente con fines

diagnosticos por laboratorios adecuadamente equipados.

3.4.3 Inmunoensayo

Algunos métodos de inmunodiagnostico como radioinmunoensayos (RIA) o
inmunoensayos enzimaticos (ELISA) empleaban suero de personas en fase aguda
y convaleciente de la infeccion por NV o de individuos voluntarios infectados
experimentalmente (67,68), pero sus inconvenientes en cuanto a cantidad
disponible de antisuero y su especificidad la hacian muy limitadas. Gracias a la
posibilidad de generar particulas virales recombinantes mediante el uso de
baculovirus a comienzos de la década de los 90, fue posible la produccion de
anticuerpos especificos que permitieron el desarrollo de inmunoensayos destinados
a la deteccion de anticuerpos (69). Estas técnicas han mostrado una sensibilidad
intermedia entre la ME y la RT-PCR, estimandose que pueden detectar del orden
de 10* particulas virales por mililitro (63). Actualmente existen algunos kits de
ELISA e inmunocromatografia comercialmente disponibles que podrian facilitar la
identificacion de este tipo de infeccion (70-73). Sin embargo, presentan el
inconveniente de ser especificos para una determinada variante de NV GIIL.4, por lo

que los resultados pueden variar seglin las cepas circulantes.

3.5 Inmunoinformatica

3.5.1 Prediccion de epitopes para células B

La inmunoinformatica es la aplicacion de herramientas bioinformaticas para el
estudio de los distintos componentes del sistema inmunolégico tales como las

inmunoglobulinas, el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), los
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receptores para células T y B, antigenos y otras moléculas involucradas en el
desarrollo de la respuesta inmune. Una de las aplicaciones mas importantes es la
del estudio y desarrollo de algoritmos de prediccion de epitopes, lo cual favorece la
rapidez, pero, sobre todo, el bajo costo del desarrollo de métodos potenciales de

diagnostico y vacunas para enfermedades infecciosas.

Los epitopes para células B, los cuales corresponden a regiones reconocidas por
sitios de unidn o paratopos de inmunoglobulinas solubles o ancladas a la membrana
celular, pueden ser clasificados como continuos o discontinuos. Se puede
denominar un epitope continuo a aquella region o secuencia contigua de
aminodacidos en una proteina mientras que un epitope discontinuo o conformacional
consiste en un grupo de aminoacidos no adyacentes que se agrupan a través del

plegamiento de las regiones peptidicas donde estan ubicados.

La prediccion de epitopes discontinuos en una proteina requiere conocer su
estructura tridimensional. Hace mas de 3 décadas, existian tan solo 57 estructuras
de proteinas en el Protein Data Bank (PDB), razon por la cual los métodos de
prediccion basados en secuencias buscaban identificar epitopes continuos. Entre
estos se pueden mencionar el servidor BCpred, el cual atribuye a cada aminoacido
un puntaje de proclividad basado en las propiedades de hidrofilicidad,
hidrofobicidad, formacion de estructuras secundarias, etc., y el servidor ABCpred
basado en una red neuronal artificial la cual ha sido entrenada con 700 epitopes
lineales para células B del repositorio Bciprep y 700 péptidos aleatorios
provenientes de la base de datos SWISSPROT; un ejemplo de la aplicacion de
ambos predictores permiti6 identificar epitopes putativos B de la proteina VP1 de

sapovirus, siendo el primer trabajo reportado en este patogeno (74). Hoy en dia, y

19



con el gran numero de estructuras cristalinas almacenadas en diversos repositorios,
es posible desarrollar algoritmos informaticos que puedan predecir si una proteina

contiene epitopes discontinuos o también denominados conformacionales.

DiscoTope 2.0 es un predictor basado en estructura cuya metodologia ha sido
desarrollada a partir de la informacion experimental de 75 estructuras cristalinas de
complejos anticuerpo-antigeno obtenidos por difraccion de rayos X (75). Cada uno
de los 20 aminoacidos conocidos recibe un puntaje de acuerdo con un parametro
denominado /og-odds ratio, el cual representa el logaritmo del cociente entre la
frecuencia aminoacidica observada en epitopes y la observada en regiones no
epitopicas. En base a lo anterior mencionado, Discotope evalua dos medidas
principales: la primera, el calculo integrado de los log-odds ratio de aminoécidos
vecinos a un determinado residuo en un espacio tridimensional definido, lo cual da
como resultado el log-odds ratio para cada residuo en una proteina de estudio, y la
segunda, el grado de exposicion dado por el pardmetro conocido como exposicion
en media esfera (half-sphere exposure), el cual mide el nimero de atomos Ca
ubicados en dos mitades de un espacio esférico alrededor del carbono o de un
determinado residuo (76). En este tltimo caso, un puntaje mayor se correlaciona
con un numero reducido de contactos con el carbono o del residuo evaluado,
indicando una localizacion cercana a la superficie o, como en la mayoria de casos,
en regiones protuberantes del antigeno (77). Finalmente, el predictor combina
ambas medidas para asignar un puntaje global a cada residuo de la proteina

estudiada.
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3.5.2 Prediccion de afinidad a moléculas MHC-II

A diferencia de las células B que reconocen epitopes en la superficie de un antigeno
en estado nativo, las células T reconocen dicho antigeno una vez procesado y
presentado como péptido en el contexto de una molécula del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC). Por esta razén, el hecho de predecir si, y con qué
afinidad, un determinado péptido se unird a una molécula de MHC especifica es un
paso importante para identificar epitopes T potenciales. Existen dos clases de
moléculas MHC: moléculas MHC clase I (MHC-I), las cuales se caracterizan por
unirse a péptidos cortos, usualmente de 9 residuos de aminoacidos, y las moléculas
MHC clase I (MHC-II), que se unen a péptidos de diversa longitud; tipicamente
puede variar de 11 a 30 residuos. Este tltimo hecho se debe a que, a diferencia de
las moléculas MHC-I cuya hendidura de union al péptido es restringida, la
hendidura de las moléculas MHC-II es abierta en ambos lados, permitiendo el
alojamiento de péptidos mayores a 9 residuos. Sin embargo, se ha reportado que un
nucleo o core de 9 residuos es esencial para la union, siendo su ubicacion precisa
en el péptido de union a MHC-II desconocida a priori, y su prediccion, dificultosa

en comparacion con la prediccion de union a MHC-I (78).

En seres humanos, el locus de la region MHC-II alberga genes para las subunidades
a y B de las proteinas HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP. Estos genes son altamente
polimorficos (es decir, existen muchos alelos para cada locus) y, de acuerdo con la
ultima version de la base de datos IPD (/[nmuno Polimorphism Database), el
numero de proteinas DRa, DR DQa, DQ, DPa y DPp registradas es de 2, 1736,

35, 774, 24 y 641, respectivamente (79). Por lo tanto, existe la posibilidad de
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generar miles de combinaciones de subunidades o y § de proteinas HLA clase I y,

en consecuencia, se complica mas el proceso de prediccion de afinidad.

Hasta la fecha se ha desarrollado una variedad de métodos computacionales para
predecir la union de péptidos a MHC-II a partir de la secuencia primaria de una
determinada proteina. Ejemplos de estos predictores incluyen métodos basados en
matrices de puntaje, los cuales asignan un peso a cada residuo en base a un
alineamiento de péptidos de union a MHC-II; y métodos de aprendizaje de maquina
(machine learning) basados en inteligencia artificial de redes neuronales (ANN).
Sin embargo, muchos de estos predictores han sido entrenados empleando un
nimero limitado tanto de datos experimentales de afinidad a MHC-II como de

alelos evaluados, limitandose a las moléculas HLA-DR.

El predictor NetMHC-IIpan 3.0 es el primer predictor comun de afinidad de
péptidos para las moléculas HLA-DR, HLA-DP y HLA-DQ (80). Su metodologia
estd fundada en una AAN la cual ha sido entrenada con 52062 datos cuantitativos
de afinidad peptidica a HLA almacenados en el repositorio IEDB (Inmune Epitope
Database), definidos segun el valor de concentracion inhibitoria maxima media o
ICso. Primero, se construye una pseudo secuencia representativa lineal de cada alelo
a partir de los residuos de su respectiva molécula HLA con mayor potencial de
contacto con un péptido anclado; por otro lado, el conjunto de péptidos que tengan
afinidad demostrada por un determinado HLA es empleado para generar una matriz
de puntaje que identifica el nonamero con maxima probabilidad de explicar el ICso
observado para cada péptido. En base a lo anterior, NetMHC-IIpan 3.0 se entrena

continuamente integrando los datos de todos las pseudo secuencias alélicas con los
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valores de afinidad o ICso de los péptidos correspondientes a nandmeros con

maximos puntajes.

3.5.3 Diseiio de proteinas multiepitépicas

Diversos estudios han mostrado que el uso de proteinas multiepitopicas, cuya
estructura contiene regiones antigénicas caracterizadas de manera experimental o
mediante herramientas bioinformaticas, tiene un gran potencial como diagnostico
para diversas enfermedades. Una vez identificados o predichos a partir de un
determinado antigeno, los epitopes son ensamblados a través de péptidos de union
o espaciadores que otorguen flexibilidad a lo largo de la estructura y, a su vez,
eviten la formacién accidental de nuevas secuencias antigénicas no
correspondientes al patdégeno en estudio. Algunos trabajos realizados en el
diagnoéstico de enfermedades virales incluyen el desarrollo de un método de
inmunodiagndstico para el virus de la hepatitis B, utilizando la proteina
recombinante rMEHB (~21kDa) y obteniendo una alta especificidad para detectar
anticuerpos IgG mediante ELISA (81); la deteccion de anticuerpos IgG contra el
virus de la hepatitis E, el cual demostroé poseer buena sensibilidad y especificidad
en comparacion con un kit comercial(82); y el diagnostico del virus del dengue
mediante el péptido recombinante r-DME-G (~25kDa) para la deteccion de
anticuerpos IgG e IgM en pacientes humanos(83). Ademas, se ha utilizado esta
aproximacion para otro tipo de enfermedades causadas por parasitos tales como
toxoplasma(84,85) y leishmania (86), obteniendo antigenos con gran potencial

diagnostico comparado con sus respectivos test comerciales.
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IV. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Los test de diagnostico basados en proteinas multiepitdpicas presentan muchas
ventajas sobre los inmunoensayos basados en el uso de una particula viral completa
debido a su seguridad, especificidad y reproducibilidad. Diversos antigenos
sintéticos han sido utilizados en metodologias de diagnostico dirigidas a detectar
varias enfermedades, incluyendo infecciones bacterianas, virales, y parasitarias; en
estos ultimos casos, su aplicacion en la deteccion de un agente infeccioso presenta
ventajas en cuanto a la seguridad del personal, ya sea en la manipulacion de los
antigenos, asi como en su produccion en forma de proteina no nativa. También, la
especificidad de una proteina multiepitopica se ve incrementada considerablemente
debido a su composicion exclusiva por determinantes antigénicos, elegidos de
manera Optima de acuerdo a criterios como frecuencia de distribucion,
temporalidad, estructura secundaria, etc. El empleo de herramientas
inmunoinformaticas para la identificacion de dichas regiones cumple aqui un rol
importante ya que, ademas de reducir considerablemente el costo y el tiempo de
estudio, contribuye a enfrentar el obstaculo de la gran variabilidad genética que
puede poseer un patégeno viral. Finalmente, por tratarse de una proteina
recombinante de moderado peso molecular, su obtencion representa una especial
ventaja en situaciones donde los métodos convencionales para obtener grandes
cantidades de antigeno, a través del cultivo de un patégeno o mediante la extraccion
de moléculas antigénicas, son inaccesibles o no han sido satisfactoriamente
desarrollados, generando asi un abaratamiento de costos tanto en equipamiento

como en el entrenamiento del personal.
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V. HIPOTESIS

Una proteina multiepitopica recombinante, disefiada en base a diversos epitopes

inmunodominantes de la proteina de la cépside viral VP1, posee la capacidad de

deteccion de anticuerpos IgG e IgM frente a norovirus GIL.4 en suero humano
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VI. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general
Desarrollar una proteina multiepitopica basada en epitopes inmunodominantes de
la proteina VP1 de la cépside de norovirus GII.4 para la deteccion de anticuerpos

IgG e IgM en suero humano.

6.2 Objetivos especificos

- Evaluar bioinforméticamente secuencias completas de aminoacidos de la
proteina VP1 de norovirus GII.4 y generar modelos estructurales por homologia.

- Predecir epitopes de células B con afinidad a moléculas MHC-II mediante
analisis inmunoinformatico y ensamblarlos en una secuencia multiepitdpica.

- Expresar y purificar la secuencia multiepitdpica disefiada en células de E. coli
BL21.

- Estandarizar una técnica de ELISA para la deteccion de anticuerpos séricos IgG

e IgM en individuos infectados con norovirus GII.4.
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VII. METODOLOGIA

7.1 Analisis Inmunoinformatico

7.1.1 Alineamiento de secuencias

Se realiz6 un alineamiento multiple de todas las secuencias completas de la proteina
VP1 de la capside de NV GII.4 de la base de datos GenBank, almacenadas hasta el
afno 2015, mediante el programa CLC MAIN WORKBENCH 7.9. La secuencia de
la capside fue elegida por dos razones: en primer lugar, una gran parte de las
secuencias disponibles en la base de datos elegida corresponden a esta region, y, en
segundo lugar, el ORF2 codifica a la proteina VP1, la cual contiene la mayoria de
epitopes inmunodominantes observados en NV. Ademads de esto, se consideraron
las secuencias mas antiguas debido a que no se dispone aun de estudios
epidemioldgicos en algunos paises que confirmen la ausencia de las mismas, y, en
cuyo caso, se aumentaria mas las probabilidades de poder diagnosticar a NV GII.4
a nivel de dichas regiones. Debido al numero elevado de secuencias se empleo el
algoritmo de alineamiento progresivo, utilizando los valores de penalidad de 10.0
para la abertura de gaps y de 0.1 para la extension de los mismos. Con el fin de
evitar la sobrerrepresentacion de secuencias idénticas contenidas en la data cruda,
¢éstas fueron divididas en grupos que contengan secuencias que compartan un 100%
de identidad unas con otras mediante el programa BLASTclust proveido
gratuitamente por el Instituto Max Planck (http://toolkit.tuebingen.mpg.de),

pudiendo de esta manera descartar aquellas que se repiten.
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7.1.2 Analisis filogenético

Mediante el programa MEGA 6.0 se infirié un arbol filogenético utilizando el
algoritmo de maxima verosimilitud a partir de la informacion obtenida del
alineamiento multiple de secuencias, con la finalidad de identificar clados
correspondientes las diferentes variantes de NV GIIL.4. El algoritmo inicid con la
construccion de un arbol basado en distancias genéticas o de neighbour-joining, el
cual se sometid a una serie de modificaciones tanto en la topologia como en la
distancia de las ramas, obteniendo asi un conjunto de arboles filogenéticos; cada
arbol representd una hipdtesis evolutiva de la secuencia de la proteina VP1, de tal
manera que se eligio aquel con la maxima probabilidad de originar las secuencias

observadas.

El modelo de substitucion de aminoécidos aplicado fue la matriz de substitucion
JTT (Jones, et al 1992), la cual estima la tasa de reemplazo de cada aminoécido a
partir del alineamiento de diversas proteinas provenientes de bases de datos
actualizadas. La significancia estadistica de la filogenia analizada fue estimada
mediante el método de remuestreo o bootstrap. Esta metodologia se basa en la
comparacion de la topologia obtenida por el arbol original y las obtenidas por
pseudo réplicas generadas a partir de dicho arbol, obteniendo como resultado un
valor bootstrap de 100 si las ramas del arbol original coinciden con el 100% de las
réplicas; para el presente estudio se empled un ntimero de 1000 réplicas y se
considerd un valor bootstrap de 70 como adecuado. El arbol obtenido se visualizé
a través del programa FIGTREE 1.4. Para facilitar el reconocimiento de clados que
correspondan a una epidemia causada por una variante de NV en particular, se ubicé

a la secuencia de referencia de cada una de las variantes reportadas hasta la fecha,
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de tal manera que las secuencias agrupadas en conjunto con las representativas se

consideraron pertenecientes a dicha variante.

Mediante esta aproximacion la representatividad de las secuencias en cada clado se
debio a la informacion biologica contenida en la secuencia aminoacidica,
descartando la posibilidad de sesgo en cuanto a la diferencia geografica de los
centros donde se obtuvieron dichas secuencias, la cantidad de muestras tomadas, y
tiempo en el que fueron recolectadas y/o almacenadas en la base de datos. A partir
de cada clado se realizdo nuevamente un alineamiento multiple y se obtuvo una

secuencia consenso la cual fue sometida a las evaluaciones posteriores.

7.1.3 Modelamiento por homologia

Se generd un modelo estructural 3D de la secuencia consenso de cada clado
observado mediante modelamiento por homologia empleando el programa
MODELLER 9.14. A través de la busqueda de secuencias homologas con el
servidor SWISS-MODEL, se identifico al cristal de la proteina VP1 de la cepa
NV/GIL.4/VA387/1998/US (PDB 20BT) (87) como mejor molde para realizar el
modelamiento, sin embargo, este modelo solo contaba con el dominio P razén por
la cual se opt6 por la opcion de modelamiento multiple, anadiendo al cristal de la
proteina VP1 del prototipo original NV/GI (PDB 1IHM), cuyo dominio S estaba

disponible, con el fin de construir un molde hibrido.

Una vez obtenidos los modelos 3D de cada consenso, éstos fueron sometidos a un
proceso de refinamiento estructural mediante minimizacién de energia y a una
evaluacion de calidad a través de los siguientes parametros: la raiz de la desviacion

cuadratica media (RMSD), la cual mide la semejanza entre las coordenadas del
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modelo y la estructura obtenida experimentalmente; el z-score, obtenido mediante
el servidor PROSAT-WEB, que mide la desviacion de la energia total del modelo
propuesto con respecto a una distribucion de energia proveniente de
conformaciones aleatorias; diagrama de Ramachandran, que permite observar el
porcentaje de la distribucion de angulos ¢/y de aminoacidos ubicados en zonas
permitidas; y, el andlisis de ERRAT que permite identificar que regiones del
modelo poseen errores estructurales, a través de la comparacion estadistica entre las
interacciones no covalentes entre pares de atomos en el modelo propuesto y una

base de datos de estructuras con alta resolucion.

Posteriormente, los amino4cidos que se encontraban bajo seleccion positiva de
acuerdo al andlisis de secuencias fueron mapeados en los modelos estructurales
obtenidos. Adicionalmente, los modelos correspondientes a las variantes mas
antigua y reciente fueron superpuestas para comparacion. Las estructuras de las

proteinas se visualizaron utilizando el programa CHIMERA 1.12.

7.1.4 Prediccion de epitopes para células B

Los modelos estructurales de cada secuencia consenso fueron analizados mediante
el predictor de epitopes para células B DISCOTOPE 2.0, el cual predice epitopes
discontinuos bajo los parametros de puntaje de proclividad de los residuos y el
numero de contactos entre ellos; la integracion de ambos permite obtener un puntaje
final para cada residuo. El valor umbral para dicho puntaje se correlaciona con una
combinacion determinada de sensibilidad y especificidad en la prediccion; a
mayores umbrales de puntaje (>1.9) se obtiene una mayor especificidad (0.95), pero
se resta sensibilidad (0.17). Por tal motivo, se seleccion6 un valor umbral de puntaje

final de -3.7, lo cual indica que residuos con valores mayores a esta cantidad fueron
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considerados como parte de epitopes B de NV GII.4, con una especificidad de 0.75
y una sensibilidad de 0.47. Debido a que el mayor nimero de epitopes
experimentales para anticuerpos especificos de NV han sido identificados en el
subdominio P2 de la proteina VP1, se aplic un criterio de exclusion para aquellos
residuos ubicados fuera de dicho subdominio. Por otro lado, un criterio de inclusion
importante fue la localizacion de los residuos en zonas de mayor exposicion,
mediante su mapeo en los modelos estructurales predichos. Se contrastaron los

resultados obtenidos comparandolos con estudios publicados hasta la fecha.

7.1.5 Prediccion de afinidad a MHC clase 11

El predictor NetMHClIpan 3.0 fue escogido para predecir la afinidad de unién de
péptidos a moléculas de MHC-II, abarcando los tres isotipos HLA-DR, HLA-DP y
HLA-DQ. Para ello, las secuencias consenso son utilizadas como datos de entrada,
las cuales fueron virtualmente cortadas con el fin de generar péptidos lineales
superpuestos de una longitud de 15 residuos. Una vez evaluados, cada péptido es
asignado con un valor de prediccion equivalente a la afinidad de unién o valor de
ICso, siendo un valor menor a 500 nM correspondiente a un péptido con afinidad

intermedia y un valor menor a 50 nM, a un péptido con afinidad fuerte.

Con el fin de evaluar la promiscuidad de los péptidos para los diversos alelos que
cubran el mayor nimero posible de moléculas MHC-II, se seleccionaron los alelos
para las subunidades o y B de HLA de mayor frecuencia distribuidos a nivel global
reportados en la base de datos The Allele Frequency (www.allelefrequencies.net).
Los haplotipos mas comunes para HLA-DP fueron DPA1*0201/DPB1*0101,
DPA1*0103/DPB1*0201, DPA1*01/DPB1*0401, DPA1*0301/DPB1*¥0402,

DPA1*0201/DPB1*0501 'y DPAI1*0201/DPB1*1401; y para HLA-DQ,
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DQA1*0501/DQB1*0201, DQA1*0501/DQB1*0301, DQA1*0301/DQB1*0302,
DQA1*0401/DQB1*0402, DQA1*0101/DQB1*0501, DQA1*0102/DQB1*0602.
En el caso de HLA-DR, los alelos mas comunes fueron DRBI1*01:01,
DRBI1*03:01, DRB1*04:01, DRB1*04:05, DRBI1*07:01, DRB1*08:02,
DRB1*09:01, DRBI1*11:01, DRB1*12:01, DRBI1*13:02, DRB1*15:01,

DRB3*01:01, DRB3*02:02, DRB4*01:01 y DRB5*01:01

7.1.6 Conservacion y especificidad

El criterio para definir que epitopes serian considerados como candidatos fue el
grado de conservacion evaluado por el servidor BLOCKLOGO, y se definié como
la frecuencia con la que un rango especifico de residuos contiguos, correspondiente
a una region lineal predicha como epitope para célula B, estaba distribuido en cada
clado. La especificidad de los epitopes fue evaluada mediante la herramienta de
alineamiento local BLASTp, comparandolos con las secuencias de todas las
proteinas almacenadas en el repositorio del NCBI. El criterio de aceptacion de
similitud ante una determinada proteina y/o especie fue el valor del estadistico E <

10719,

7.1.7 Diseiio del gen para la proteina multiepitopica MEP-GII1.4

En base a los epitopes candidatos obtenidos del estudio inmunoinformatico, se
disefi6 una proteina multiepitdpica denominada MEP-NVGII.4 que consistio en una
unica cadena polipeptidica construida a partir de 10 epitopes unidos mediante
espaciadores flexibles de tetraglicina (Gly-Gly-Gly-Gly), con lo cual se estim6 un
peso aproximado de 17.7 kDa. Los criterios para seleccionar dichos epitopes fueron
un puntaje de prediccion alto, afinidad de uniéon a MHC-II de intermedia a alta,

promiscuidad a alelos MHC-II y, finalmente, la temporalidad de las cepas
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circulantes correspondientes a la fecha de estudio. Seguidamente, la secuencia
aminoacidica MEP-NVGIIL.4 fue sometida a un proceso de traduccion reversa
mediante el programa CLC MAIN WORKBENCH 7.9 para disefiar el gen sintético
MEP-NVGIIL4, considerando un uso de codones Optimo para su posterior

sobreexpresion en células de E. coli BL21(DE3).

7.2 Produccion de la proteina multiepitépica MEP-NVGIIL.4

7.2.1 Sistema de expresion pET28a-MEP-NVGII1.4

El gen recombinante MEP-NVGII 4 fue sintetizado quimicamente y clonado en el
vector de expresion pET28a (+) por la empresa Genemed Synthesis Inc. (EE.UU.)
entre los sitios de corte para las endonucleasas Ncol y Xhol (Figura 3). Este
constructo, denominado pET28a-MEP-NVGIL4, permiti6 anadir una secuencia
codificante 6xHis (cola de histidina) en el extremo carboxilo terminal de la proteina
de interés para fines de purificacion, precedido por una secuencia de fusion que
codifique un sitio de corte para la proteasa TEV (Glu-Asn-Leu-Tyr-Phe-GIn-Gly)
proveniente del virus de tabaco, con el fin de realizar ensayos inmunoldgicos en
presencia o ausencia de la cola de histidina. La secuencia de interés se expreso a
través del promotor T7, el cual a su vez estd fuertemente regulado por el represor
lac, de tal manera que la expresion fue inducida con isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranoésido (IPTG). Este vector incorpord ademas un gen codificante para
la enzima aminoglucésido-3’-fosfotranserasa (kan) la cual confiere resistencia al

antibidtico kanamicina para fines de seleccion de colonias.
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(5563) Xhol

(5069) Ncol

pET28a-MEP-NVGIL.4
5725 bp

Figura 3. Mapa del vector pET28a-MEP-NVGII.4. MEP Protein: gen que codifica
a la proteina multiepitopica recombinante MEP-NVGII.4, flanqueada por los sitios

de restriccion para las enzimas Ncol y Xhol.

7.2.2 Transformacion de células de E. coli BL21(DE3)

Se prepararon células quimicamente competentes de E. coli BL21(DE3) (ver Anexo
1) para ser transformadas con el vector pET28a-MEP-NVGII.4 mediante el método
de shock térmico. Primero, se descongelaron en hielo las células competentes
durante 10 minutos y, en seguida, se les afiadieron aproximadamente 100 ng del
plasmido recombinante, incubandose en hielo durante 30 minutos. Para el control

negativo de transformacion se afiadié un volumen similar de agua Mili Q estéril.
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Luego, las células fueron introducidas en bafio himedo a 42°C por 50 segundos y
seguidamente incubadas en hielo durante 2 minutos. Se afiadi6 1 mL de medio LB
y se incub6 a 37°C con agitacion a 250 rpm. Finalmente, se sembraron alicuotas de
100 pL en placas con agar LB con kanamicina (40 pg/mL) y se incubaron a 37°C

durante toda la noche.

7.2.3 Caracterizacion del vector pET28a-MEP-NVGII1 4

Se procedio a extraer y purificar el plasmido pET28a-MEP-NVGII 4 a partir de una
colonia transformada mediante un protocolo interno de miniprep por lisis alcalina
(ver Anexo 2). Asi mismo, se llevo a cabo la digestion del plasmido purificado
utilizando las enzimas de restriccion Xhol y Ncol (New England Biolabs, EE.UU.)
y los reactivos recomendados por el fabricante (ver Anexo 3). Las mezclas de
reaccion fueron incubadas a 37°C durante 3 horas en bafio maria y los productos
digeridos fueron posteriormente analizados mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1,5%. El tamafio del inserto se corroboré por comparacién con el

marcador de peso molecular 1 Kb Plus (Invitrogen, EE.UU.).

7.2.4 Expresion de la proteina MEP-NVGII.4

Se realizé un estudio de induccién sistematizado para definir las condiciones
optimas de expresion de la proteina multiepitopica. Brevemente, se inocularon 5
mL de caldo LB con kanamicina con una colonia positiva transformada con el
plasmido pET28a-MEP-GII4 y se dejo incubar overnight a 37°C, produciendo un
cultivo iniciador. El estudio se llevo a cabo inoculando 2mL del cultivo iniciador
en un matraz con 50 mL de caldo LB con kanamicina (diluciéon 1:25) e incubando

a 37°C con agitacion constante, hasta que el cultivo alcanzara un ODgoonm de 0.6 a

0.8.
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La expresion de la proteina se indujo mediante la adicién de tres volumenes
distintos de IPTG, obteniendo como concentraciones finales 0.125 mM, 0.5 mM y
ImM. Los cultivos fueron incubados a 25°C o0 37°C y se recolectaron alicuotas de
1 mL en los intervalos de tiempo T =0, 1, 2,3 ;4,5 y 10 horas. Se determin¢ el
ODesoonm en cada intervalo y posteriormente las muestras fueron sometidas a
centrifugacion a 13000 rpm y resuspendidas, en un volumen calculado de buffer

fosfato salino (PBS), pH 7.4, segun la férmula:

0D600nm

Vol PBS =
olumen 0.5

x 150

Con el fin de determinar en qué fase se encontraba la proteina de interés, se realizo
un estudio de solubilidad. Brevemente, 50 mL de cultivo fueron recolectados luego
de inducir la expresion con IPTG por T= 5, 7 y 10 horas. Las muestras fueron
sometidas a centrifugacion refrigerada (4°C) por 20 minutos a 13000 rpm y los
pellets fueron resuspendidos con 3 mL de PBS. Las cé¢lulas se colocaron en hielo y
seguidamente fueron sonicadas utilizando un equipo de ultrasonido S3000 (Misonix
Inc, EE.UU.), empleando 4 pulsos de 60 segundos y un periodo de enfriamiento de
15 segundos entre cada pulso. Una alicuota de 100 pL de la suspension celular
fueron recolectados para representar a la proteina total (fraccion soluble e
insoluble). Se centrifugoé la suspension a 13000 rpm por 20 minutos y a 4°C, se
separ6 el sobrenadante (fraccion soluble), y el pellet obtenido (fraccidon insoluble)
fue resuspendido en 3mL de buffer de extraccion (20mM Tris-HCI pHS, 0,5 M
NaCl, 8M urea). Todas las muestras obtenidas se analizaron mediante electroforesis

SDS-PAGE discontinua (ver Anexo 4).
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7.2.5 Cromatografia de afinidad

La proteina multiepitopica MEP-NVGIL4 fue purificada en un sistema para
cromatografia de baja presion BioLogic LP (Bio-Rad, EE.UU.) empleando una
columna HisTrap ™ HP ImL (GE Healthcare, EE.UU.) la cual permite la
separacion de proteinas fusionadas a una cola de histidina mediante cromatografia
de afinidad a metales inmovilizados o IMAC (88). Previamente, se realiz6 la
induccién de 1 L de cultivo de E. coli BL21(DE3) bajo las condiciones optimas
obtenidas segiin la metodologia 7.2.4. Luego de la liberaciéon de la proteina
mediante lisis celular por ultrasonido, se centrifugd a 13000 rpm por 20 minutos y
a 4°C, se resuspendio el pellet en 15 mL de binding buffer (buffer fosfato 20 mM,
NaCl 500 mM, urea 8M, imidazol 20 mM, pH 8) y se filtr6 a través de una
membrana Millipore de 0,45um. En seguida, la muestra fue inyectada en la columna
HisTrap, previamente equilibrada, usando binding buffer como fase mévil a un flujo
de ImL/min. La elucidén de la proteina se llevd a cabo empleando una gradiente de
concentraciones de imidazol en la fase movil de buffer fosfato/NaCl/urea (20, 40,
60, 100, 300 y finalmente 500 mM de imidazol), observando que la sefal de
absorbancia en el cromatograma sea estable y recolectando alicuotas de 1 mL antes
de proseguir con una nueva concentracion de imidazol. La pureza de la proteina
MEP-NVGIIL4 en cada fraccion recolectada fue analizada mediante SDS-PAGE

discontinua (ver Anexo 4).

7.2.6 Método de Bradford para cuantificacion de proteina
Este método colorimétrico se basa en la union proporcional del colorante azul de
Coomassie (Sigma Aldrich, EE.UU.) a las proteinas. Una solucion de albumina de

suero bovino fue preparada para un stock de 10 mg/mL y diluida 1/10 para la

37



preparacion de los estandares. 20 uL de estandar (0.25, 0.5, 0.75, 1 y 1.4 mg/mL) y
de las fracciones diluidas fueron colocados en una placa de poliestireno de 96
pocillos con fondo plano, junto con 200 pL del colorante diluido 1/5. Luego de un
reposo a temperatura ambiente por 5 minutos, la placa fue leida a 595 nm en el

lector de microplacas SpectraMax® 190 (Molecular Devices, EE.UU.).

7.2.7 Concentracion de la proteina MEP-NVGIIL.4

Aquellas fracciones con mayor cantidad de proteina fueron sometidas a un proceso
de concentracion al vacio, utilizando el sistema AMICON® Stirred Cell (Merck,
EE.UU.) (ver Anexo 5). La solucién concentrada de proteina recombinante fue

nuevamente cuantificada segin la metodologia 7.2.6.

7.3 Desarrollo de un método de ELISA indirecto

7.3.1 Muestras de suero humano

El material clinico de estudio estuvo constituido por sueros de bebes con edades
comprendidas entre cero y 2 afos, provenientes de un estudio de cohorte realizado
entre los afios 2007 y 2011 (61) el cual fue aprobado por el Comité Institucional de
Etica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Los individuos fueron divididos
en dos paneles: el panel A, conformado por 20 sueros de bebes (B1-B20) con
confirmacion de infeccion por NV GII.4 mediante qPCR en el Laboratorio de
Investigacion y Desarrollo (LID) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, los
cuales fueron considerados como controles positivos, y el panel B, conformado por
6 sueros de bebes recién nacidos (R1-R6), los cuales fueron considerados como
controles negativos. Todos los procedimientos fueron realizados siguiendo los
lineamientos establecidos en la Declaracion de Helsinki para investigacion en

humanos.
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7.3.2 Desarrollo de un método de ELISA indirecto

La prueba inmunolégica que se desarroll6 fue un ELISA indirecto para la cual, la
concentracion optima de la proteina MEP-NVGIIL.4 como antigeno, las diluciones
de trabajo del conjugado y la dilucién de los sueros fueron determinadas
previamente mediante titulaciones del tipo checkerboard o tablero de ajedrez

modificado.

En una primera etapa, se tomaron dos placas NUNC Maxisorp de 96 pozos; en los
pares de filas Ay E, By D, y Cy F se colocaron respectivamente 100 uL del
antigeno a 0.5, 1 y 2 pg/mL, y se incubo6 toda la noche a temperatura ambiente con
rotacion constante. En seguida, la placa se lavd 5 veces con tampon fosfato salino
0.075 M Na2HPOs4, 0.025 M NaH2PO4, 0.014 M NaCl, pH 7.2, que contenia 0.5%
Tween-20 (PBS/Tween) y se afiadi6é 200 pL de una solucion de bloqueo distinto en
cada placa, una para evaluar el bloqueo con leche al 5% en PBS/Tween y otra, con
leche al 5% y seroalbimina bovina (BSA) al 2.5% en PBS/Tween. El bloqueo se
realizé durante una hora a 37°C y se lavo 5 veces. Posteriormente en cada placa, se
adicionaron 100 pL de suero (3 controles negativos y 3 controles positivos) diluidos
1:100 en las filas comprendidas entre la A 'y la C, y 100 uL de suero diluidos 1:200
en las filas comprendidas entre la D y la F. Los sueros fueron diluidos en solucion
de leche al 1% en PBS/Tween. Se incub6 por hora y media a 37°C y se lavo 5 veces.
Luego, se agregaron en ambas placas 100 uL del conjugado anti IgG-peroxidasa
HRP (Kirkegaard & Perry Laboratories, EE.UU.) en la dilucion de 1:5000 para las
columnas 1 ala 6, y en la dilucidon 1:10000 para las columnas 7 a la 12, y se incub6
por una hora a 37°C. Se lavd 5 veces y se adicionaron 50 puL del sustrato 3,3°,5,5"-

tetrametilbencidina (TMB), midiéndose la absorbancia a 450 nm luego de 5
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minutos en el lector de microplacas. Las filas G y H en cada placa se emplearon
para evaluar los controles experimentales de antigeno (suero + conjugado), de

conjugado (antigeno + suero) y de suero (antigeno + conjugado).

En una segunda etapa, se tomo6 una placa NUNC Maxisorp de 96 pozos; en los
grupos de filas A, B, E, Fy C, D, G, H se colocaron respectivamente 100 puL del
antigeno a 0.5 pg/mL y 1 pg/mL y se incubo toda la noche a temperatura ambiente
con rotacion constante. Seguidamente, la placa se lavd 5 veces y fue bloqueada con
200 pL de leche descremada al 5% en PBS/Tween, incubandose durante una hora
a 37 °C. Se lavo 5 veces con PBS/Tween e inmediatamente, en los pares de
columnas 1:7, 2:8, 3:9, 4:10, 5:11, y 6:12 se afiadieron respectivamente 100 uL de
dilucion 1:100 de los sueros B1, B2, B3, B4, B5 y B6. Los sueros fueron diluidos
en solucion de leche al 1% en PBS/Tween. Se incubd por hora y media a 37°C y se
lavo 5 veces. Luego, se agregaron 100 uL del conjugado anti IgG-peroxidasa HRP
en las columnas 1-6, en la dilucion de 1:5000 para las filas A-D y de 1:10000 para
las filas E-H; de modo similar, se agregaron 100 pL del conjugado anti IgM-
peroxidasa HRP en las columnas 7-12, en la dilucién de 1:4000 para las filas A-D
y de 1:8000 para las filas E-H. La placa fue incubada por una hora a 37°C, se lavo
5 veces y se afiadieron 50 pL. de TMB, midiéndose la absorbancia a 450 nm luego

de 5 minutos.

Finalmente, se seleccionaron las condiciones que permitieron discriminar de
manera Optima la absorbancia generada entre controles positivos y negativos, a la
vez de obtener una sefial de fondo por debajo del valor de densidad optica (OD) de

0.05.
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7.3.3 Deteccion de anticuerpos especificos IgG e IgM

Brevemente, se tomaron dos placas NUNC Maxisorp de 96 pozos y se
inmovilizaron 100 pL de antigeno a 1 pg/mL durante toda la noche a temperatura
ambiente y con rotacion constante. En seguida, las placas se lavaron 5 veces con
PBS/Tween y fueron bloqueadas con 200 pL de leche al 5% en tampon PBS/Tween,
incubandose durante una hora a 37°C. Se lavo 5 veces, se agregaron 100 pL tanto
de controles positivos como negativos por duplicado, diluidos 1:100 con leche
descremada al 1% en PBS/Tween, y se incubaron las placas por hora y media a
37°C. Luego se lavd 5 veces y se agregaron 100 pL del conjugado anti IgG-
peroxidasa HRP diluido 1:10000 en una de las placas, mientras que en la otra se
agregaron 100 pL del conjugado anti IgM-peroxidasa HRP diluido 1:5000; ambos
conjugados se diluyeron en leche descremada al 1% en PBS/Tween. Se incubaron
las placas por una hora a 37°C y se lavaron 5 veces. Después, se afiadieron 50 pLL
de TMB, leyéndose la absorbancia generada a 450 nm luego de 5 minutos en el

lector de microplacas.

7.3.4 Analisis de datos

La presencia o ausencia de anticuerpos especificos de NV GII.4 se determind
comparando la absorbancia de las muestras respecto al valor de corte o cut-off, el
cual fue calculado a través de la media aritmética de las lecturas de OD de los 6
controles negativos mas 3 veces la desviacion estandar. La reactividad de los sueros
individuales frente a la proteina MEP-NVGIL.4 fue graficada empleando el
programa GRAPHPAD PRISM 6 (GraphPad Software, EE.UU.). La diferencia

estadistica entre los controles positivos y los controles negativos fue calculada
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mediante el test no paramétrico U de Mann-Whitney, considerandose un valor p <

0,001 como estadisticamente significativo.
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VIII. RESULTADOS

8.1 Analisis de secuencias

Se descargaron todas las secuencias completas de la proteina VP1 de la capside de
NV GIIL4 entre los afios 1975 y 2015 (n = 925), de las cuales so6lo 716 fueron
seleccionadas luego del proceso de curado (ver Anexo 6), descartandose aquellas
que contenian residuos no definidos o algun error de secuenciamiento, y que
ademas fueran redundantes. A partir de dichas secuencias se generd un
alineamiento multiple, el cual fue exportado en formato FASTA para luego

construir un arbol filogenético utilizando el algoritmo de maxima verosimilitud.

En la figura 4 se observa que las secuencias se segregaron en seis ramas principales,
con multiples cepas conformando cada rama, seguido de ramas mdas pequefias o
clados, los cuales representaron brotes epidémicos especificos alrededor del mundo.
Seglin orden cronolodgico, los clados estuvieron asociados a las variantes CHDC
1970s (1974-1977), 95/96-US (1995-2002), Henry (2000-2004), Farmington Hills
(2002-2004), Hunter (2004-2006), Asia (2003-2006), 2006a (2006-2008), 2006b
(2006-2012), Osaka (2007-2008), Apeldoorn 2008 (2007-2011), New Orleans
(2009 al presente) y la mas reciente, Sydney (2012 al presente). Algunas de estas
variantes estuvieron asociadas a pandemias de gastroenteritis aguda y han mostrado
distribucion global, tales como las variantes 95/96-US, Farmington Hills 2002,

Hunter 2004, 2006b, New Orleans 2009 y Sydney 2012.
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Figura 4. Analisis filogenético de maxima verosimilitud de 716 secuencias
completas de la proteina VP1 de NV GIIL.4. El arbol muestra que distintos clados
emergieron en el tiempo, los cuales estan representados por un color diferente. La
longitud de las ramas es proporcional al nimero de sustituciones por sitio. Los
valores de bootstrap, expresados como el porcentaje de veces que se observa un
clado en un total de 1000 réplicas, estan indicados en los principales nodos del arbol

filogenético.
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Por otro lado, se observaron 4 ramas que no estuvieron asociadas a ningin grupo
anteriormente mencionado (denominadas outlayers) y que, segun la fecha en la que
dichas variantes fueron secuenciadas, debieron pertenecer a alguno de los clados

mas recientes desde el 2012.

Los valores de bootstrap obtenidos fueron menores de los esperados tras el analisis
filogenético, siendo el valor de 92 en el nodo que define a la variante Osaka 2007
el mayor de los observados. A pesar de este hecho, la topologia obtenida que nos
aproxima a la historia evolutiva de NV GII.4 resulté ser consistente con estudios

previamente reportados.

De acuerdo a algunos estudios, se ha sugerido que los virus pertenecientes al
genotipo GII.4 evolucionaron mediante un modelo de evolucion por época, similar
al virus de la influenza, lo cual significa un proceso en donde existen periodos
estacionarios, sin diferenciacion considerable en el fenotipo (€pocas), seguidos de
rapidas tasas de evoluciodn, en los cuales nuevos fenotipos emergen. En el caso de
NV GII.4, algunos clados han persistido por varios afios, siendo algunos ejemplares
identificados incluso en estudios muy recientes. Cabe sefialar que, de manera
interesante, se puede observar que los clados mas recientes han emergido de manera
mas rapida, dando lugar a la aparicion de nuevas variantes aproximadamente cada

2 a 3 afios.

Mas adelante, una secuencia representativa de cada clado fue seleccionada y
nombrada segtn la fecha en la que fue aislada. El criterio de representatividad de
cada secuencia se basé en la condicion de haber sido la primera en ser reportada

desde su correspondiente brote epidémico. Para el clado 1970, se selecciond la

45



secuencia con codigo de acceso al GenBank ACT76139.1; para US95/96,
ABY27560.1; para Henry 2001, ACL27298.1; para Farmington Hills 2002,
AFJ04708.1; para 2006a, ABQ63283.2; para Hunter 2004, BAF95509.1; para
2006b, ABV55634.1, para Asia, ABP88833.1; para Osaka 2007, BAJ13894.1, para
Apeldoorn 2008, ADM52743.1; para New Orleans 2010, ACX31889.1; y para
Sydney 2012, AFV08795.1. Estas secuencias fueron exportadas, alineadas y
ordenadas por fecha en una tabla de Excel para la evaluacion de sitios informativos
(Ver anexo 7). Se consideraron sitios informativos a aquellas posiciones en donde
ocurridé una o mas sustituciones aminoacidicas entre las variantes. En base a ello,
se identificaron 87 sitios (16.1 % de 540 aminoacidos) como informativos (Tabla
1); 41 de estos sitios estuvieron localizados en el dominio P2 (32.3 % de
aminodacidos en este dominio), siendo su numero significativamente mayor (test de
chi cuadrado, p < 0.001) en comparacién con el dominio N-terminal (10%), el

dominio S (7.4%), y el dominio P1 (14.9%).

Tabla 1. Sitios informativos en la secuencia de la proteina VP1

Longitud N° de sitios

Dominio Posicion total (aa)* inforrélativos
(%)
N-terminal 1a50 50 5(10)
S 51-225 175 13 (7.4)
P1 226-278, 406-540 188 28 (14.9)
P2 279-405 127 41 (32.3)
Total 540 87 (16.1)

*aa = aminoacidos

Ademas, se pudieron identificar sitios hipervariables, es decir, posiciones en las

cuales se observaron 3 o mas residuos diferentes a lo largo del periodo de estudio,
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ubicados predominantemente en el dominio protuberante P2 (Figura 5), en los

residuos 294, 297, 298, 310, 333, 340, 352, 357, 359, 368, 372, 376, 377, 378, 389,

393,394 y 395.

% T N~ O O M O N MM O 0O N O M~ 0O O M T W
Variantes A A5 B3I B 388666 m3 838
1970 G HDNLASUHTTNO QT GI D H -
US95/96 A HDNVGSMHTTNETGVNS A
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o Farmington Hills 2002 A H - N - GES H T - N E T G V N -
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Apeldoorn 2008 S VAY DEEA DDANI N A
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Sydney 2012 v Y D -D ENA N

Figura 5. Sitios hipervariables del subdominio P de la proteina VP1, identificados
en secuencias representativas de NV GII.4 desde el afio 1975 hasta el 2015. La
posicion de los aminoacidos esta indicada en la parte superior mientras que el
nombre y afio de origen de las variantes se muestran en el lado izquierdo. De arriba
hacia abajo, cada color estd asociado a la variante con la cual aparecieron los
cambios de residuos observados. Variante ancestral 1970, gris; US95/96, amarillo;
Henry 2001, verde claro; Farmington Hills 2002, verde oscuro; 2006a, turquesa;
Hunter 2004, celeste; 2006b, azul; Asia, purpura; Osaka 2007, morado; Apeldoorn

2008, rosado; New Orleans 2010, lila; y Sydney 2012, rojo.

Como se puede observar en la figura 5, los cambios en los sitios informativos del
dominio P2 ocurrieron en un modo por etapas, mostrando una correlacion entre

dichos cambios y la aparicion de una nueva cepa circulante.
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8.2 Modelamiento estructural de la proteina VP1

Los modelos por homologia de la proteina de la cépside de NV GII.4,
correspondientes a la secuencia consenso de cada clado, fueron generados en base
al uso de un molde hibrido de las estructuras cristalinas del dominio P de la proteina
VP1 de la cepa VA387 de NV GII.4 (PDB 20BT) y de la proteina VP1 completa
de NV GI (PDB 1IHM). Los valores de la raiz de la desviacion cuadratica media
(RMSD) obtenidos para las 12 estructuras oscilan entre 0.92 y 1.05 A°, lo cual
indica una similitud alta a nivel de los esqueletos carbonados del modelo y las

secuencias consenso.

El empleo de un molde hibrido fue justificado al observar que los valores de energia
potencial generados (Discrete Optimized Protein Energy, DOPE) fueron menores
en comparacion con el uso de un tnico modelo (Figura 6), mostrando que ciertas
regiones, en especial los residuos ubicados en el subdominio P2 (280 — 405),
redujeron sus valores DOPE. Esto se debe a un mejor alineamiento del modelo
20BT ya que pertenece a una cepa del genotipo GII.4 mas cercano en comparacion

al dominio P del modelo 1IHM de NV GI.
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Figura 6. Comparacion de los valores de energia DOPE del modelo por homologia
de la proteina VP1 de NV GII.4 Sydney 2012. El calculo fue realizado con un molde
simple (color lila) y un molde hibrido (color verde). El eje “Y” representa el valor
DOPE vy el eje “X”, el nimero de residuo aminoacidico en la secuencia de la

proteina.

Con el proposito de examinar si la estructura de VP1 fue sometida a cambios
estructurales en los ultimos cuarenta afios, se realizo la superposicion de los
modelos correspondientes a las variantes 1970s y Sydney 2012 (Figura 7). Se
observo que 526 residuos poseen similitud en cuanto a su ubicacion espacial, dando
como resultado un valor de RMSD de 0.53 A° e indicando una conservacion
estructural mayoritaria a nivel estructural durante el periodo mencionado. Sin
embargo, al considerar el RMSD entre las secuencias completas de ambas variantes
se obtuvo un valor de 2.927; esta diferencia significativa se atribuye principalmente

a la orientacion de tres bucles expuestos y localizados en el dominio P2 de la

49



proteina. La variabilidad estructural observada en estas regiones podria sugerir una
modulaciéon por parte del virus en cuanto a la especificidad por su respectivo

receptor dentro del hospedero.

THR-340

THR-294

ALA-340

ARG-297

Figura 7. Superposicion de las estructuras de la proteina VP1 entre variantes de
NV GIIL.4. Variante 1970s en color gris y variante Sydney 2012 en color magenta.
Las cajas negras indican las zonas de mayor variabilidad en el subdominio P2,

resaltando los residuos 340 y 376 (A); 294 y 297 (B); 393, 394 y 395 (C).

La calidad de las estructuras obtenidas fue evaluada mediante varios métodos,
incluyendo el Z-score, evaluacion ERRAT y andlisis de Ramachandran (Tabla 2).

El Z-score de los modelos varia de -6.71 a -6.23, ubicandose dentro de los valores
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aceptables, mientras que el resultado del analisis de Ramachandran mostr6 que mas

del 95% de residuos se ubican en la region favorable.

Tabla 2. Evaluacion de los modelos 3D de la proteina VP1 de NV GII.4 generados

por homologia.

Ramachandran Calidad de
Clado RMSD*  Z Residuos  Residuos Residuos modelo
(A°)  score favorecidos permitidos atipicos ERRAT (%)
(%) (%) (%)

1970s 1.03 -6.23 95.5 3.6 0.9 67.297
US 95/96 097 -6.44 96.3 3 0.7 70.209
Henry 1.04 -6.27 95.9 3 1.1 71.591
Farmington Hills  0.99  -6.49 96.5 2.4 1.1 68.75
2006a 1 -6.37 95.4 33 1.3 72.075
Hunter 092 -6.23 95.7 3.5 0.7 74.528
2006b 1.05 -6.42 97.2 2 0.7 72.814
Asia 1 -6.32 96.3 2.8 0.9 74.053
Osaka 1.02  -6.65 95.9 3 1.1 74.858
Apeldoorn 1.02  -6.71 95.7 3 1.3 69.905
New Orleans 1 -6.44 96.1 2.8 1.1 68.053
Sydney 097 -6.44 96.3 2.4 1.3 73.423

*RMSD = raiz de la desviacidn cuadratica media

La evaluacion del servidor ERRAT mostrd resultados comprendidos entre 67.297%
y 74.528% en calidad de modelo, sin embargo, las regiones con mayor error se
encontraron en el dominio S y en bucles pertenecientes al dominio P, siendo en este
ultimo caso justificable por el grado de libertad que poseen estas estructuras

secundarias.

El mapeo de los residuos hipervariables en las estructuras de las diversas variantes,
los cuales fueron identificados de acuerdo al color asignado por clado segun la
figura 5, indic6 que la gran mayoria de sustituciones ocurrieron en la superficie del

subdominio P2, incluyendo los dominios de unién al receptor HBGA (Figura 8).
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Figura 8. Mapeo de la variacion de sitios informativos en la estructura 3D de la
proteina VP1 de NV GII.4 entre el afio 1970 y el 2015. Los modelos por homologia
se muestran en color gris oscuro, y el subdominio P2 (parte superior) estd de color
gris claro. A) Modelo por homologia de la variante ancestral GII1.4 1970. B) Modelo
por homologia de la variante GII.4 Sydney 2012 que muestra los distintos cambios
acumulados en los sitios informativos hasta el 2015. Cada color representa los
residuos asociados a las variantes de NV GIIL.4: US95/96, amarillo; Henry 2001,
verde claro; Farmington Hills 2002, verde oscuro; 2006a, turquesa; Hunter 2004,
celeste; 2006b, azul; Asia, parpura; Osaka 2007, morado; Apeldoorn 2008, rosado;

New Orleans 2010, lila; y Sydney 2012, rojo.
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8.3 Prediccion de epitopes B lineales

Empleando el servidor DISCOTOPE 2.0 se predijeron un total de 65 péptidos como
epitopes para células B putativos, de los cuales la gran mayoria se ubicaron en el
subdominio P2, considerando a estos ultimos para las posteriores predicciones. Se
reconocieron cinco regiones potencialmente antigénicas: 1) 287-298, 2) 302-315,
3) 302-316, 4) 370-383, y 5) 389-398, estando todas estas regiones asociadas a
conformaciones aleatorias o bucles expuestos en la superficie (Figura 9) e
incluyendo los sitios hipervariables descritos en la seccion 8.1. Por tal motivo, se
optd por considerar las regiones ubicadas exclusivamente en dichas estructuras,

asignando asi la denominacién de epitopes B lineales.

Vista Lateral Vista desde arriba

Epitope 3 Epitope 4

Epitope 5

Epitope 1
Epitope 2

Figura 9. Mapeo de regiones epitopicas en la estructura 3D de la proteina VP1 de
NV GII.4 variante Sydney 2012. El modelo estructural se encuentra de color gris

mientras que las zonas predichas como potenciales epitopes estan de color lila. Las
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regiones con mayor puntaje de prediccion fueron: epitope 1 (287-298), epitope 2

(302-315), epitope 3 (302-316), epitope 4 (370-383), y epitope 5 (389-398).

8.4 Prediccion de afinidad a MHC Clase 11

El servidor NetMHClIpan 3.1 predijo la afinidad de péptidos de 15 residuos de
longitud, provenientes de las secuencias representativas de los clados de NV GII.4,
a moléculas de MHC clase II humanos, teniendo en cuenta los 3 isotipos HLA-DR,
HLA-DP y HLA-DQ y los alelos asociados a una cobertura en la poblaciéon mundial
mayor a 99%. Los valores de prediccion fueron obtenidos en términos de
concentracion inhibitoria 50 (ICso), siendo el valor limite de 500 nM usado por
defecto para definir afinidad intermedia entre los péptidos y las moléculas MHC
clase II y el valor de 50 nM para una afinidad fuerte. De todos los isotipos
analizados, s6lo se obtuvieron resultados de afinidad significativa para los alelos
DQA1 0501-DQB1 0301, DRB1 0101, DRB1 0401, DRB1 0701, DRB1 0901,
DRBI1 1101, DRBI1 1201,y DRB5 0101, dando un total de 23 epitopes candidatos

(Tabla 3).

Tabla 3. Epitopes predichos para células B de NV GII.4 con afinidad a moléculas
de MHC clase I1

Epitopes B Posicion Alelos MHC clase 11 Variante
RGDVTHIAGSHDYT 287-300 DQA1*05:01/DQB1*03:01 US95/96,
RGDVTHIAGT 287-296 DQA1*05:01/DQB1*03:01 Farmington

Hills 2002,
2006a, Hunter
GDVTHIAGSRN 288-298 DQA1*05:01/DQB1*03:01, 2006b

DRB1*01:01, DRB1*07:01,
DRB1*12:01, DRB5*01:01
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RGDVTHIPGTRT

RGDVTHIAGS
RGDVTHIPGSRNYT

RGDVTHITGSRNYT

NLASQNWNNYDPTEE

NLASQNWNSYDPTE

NLASQNWSNYDPTE
TQTTRADGSTRA
TQTTREDGSTRAHK
TQTTRRDGSTRG

TQTTRADGSTRG

TQTTRTNGSTRGHK

DTNNDFQTGQNTK

DTNNDFETGQNTKF

TSNDFETGQNTR

DTDNDFETGQNTR
VGDGSTTHQN

287-298

287-296
287-300

287-300

302-316

302-315

302-315
335-346
335-348
335-346

335-346

335-348

370-382

370-383

371-382

370-382
389-398

DQA1#05:01/DQB1*03:01,
DRB1*01:01, DRB1*07:01,
DRB1*11:01, DRB1*12:01,
DRB5*01:01

DQA1#05:01/DQB1*03:01

DQA1#05:01/DQB1*03:01,
DRB1*01:01, DRB1*12:01,
DRB5*01:01

DRB1*01:01, DRB1*07:01,
DRB1*11:01, DRB1*12:01,
DRB5*01:01

DRBI1*12:01

DRB1*12:01

DRB1*12:01
DRBI1*12:01
DQA1*05:01/DQB1*03:01
DRB1*12:01

DRB1#12:01
DQA1#05:01/DQB1*03:01
DRB1*01:01, DRB1*07:01,
DRB1#09:01
DRB1#01:01

DRB1*01:01

DRB1*01:01
DQA1#05:01/DQB1*03:01
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IQDGGTTHRN 389-398 DQA1*05:01/DQB1*03:01  2006b
DGSSAHRN 391-398 DQA1*05:01/DQB1*03:01 Asia
IQDGSTTHRN 389-398 DQAI1*05:01/DQB1*03:01 Sydney 2012

El péptido VTHIPGTRT, positivo para DRB1 0101, mostré tener la mas alta
afinidad (ICso = 58 nM) mientras que para el alelo DRB1 1201, el péptido
LTQTTRADG mostro el valor ICso mas alto (497.23 nM). El epitope para células
T VTHIPGTRT (ICs0 = 58 nM) se ubic6 dentro de la secuencia del epitope B 287
RGDVTHIPGTRT y fue el que mostré mayor promiscuidad entre alelos MHC clase
II, teniendo afinidad para los alelos DRB1 0101, DRB1 0701, DRB1 1101,
DRB1 1201, DRB5 0101 y DQA1 0501-DQB1 _0301. Todos los péptidos con
menor valor ICso fueron mapeados en las estructuras 3D predichas para VPI,

corroborandose su ubicacion en las zonas expuestas de la proteina VPI.

8.5 Conservacion y especificidad de los epitopes

En el estudio de conservacion y especificidad de epitopes predichos, se obtuvo que
para la region 1, el péptido con mayor frecuencia dentro del clado 2006b fue
GDVTHIAGSRN (100%), mientras que en el clado Sydney 2012, fue el péptido
RGDVTHITGSRNYT (79.43%). En la region 2, s6lo dos péptidos pertenecientes
a los clados 2006b y 2012 Sidney fueron analizados, teniendo una frecuencia 100%
y 48.94% respectivamente. En la region 3, el péptido TQTTRADGSTRG mostrd
una frecuencia de 69.23% siendo la mas alta en este bloque, seguidos de los
péptidos TQTTRRDGSTRG (60%) y TQTTRTNGSTRGHK (42.61%). En la
region 4, el péptido TSNDFETQGNTR fue el mas frecuente y se encontraba
distribuido en los clados Hunter 2004 (94.74%) y 2006a (88%) respectivamente,

seguido del péptido DTDNDFETGQNTR (85.29%). Finalmente, en la region 5 se
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encontraron los péptidos IQDGSTTHRN (51.06%) ¢ IQDGGTTHRN (49.64%)
pertenecientes a los clados Sydney 2012 y 2006b respectivamente. En el andlisis
de BLASTp no se observé similitud significativa con ninguna otra especie, lo que

demuestra que los péptidos candidatos son altamente especificos para el genotipo

NV GI1.4.

8.6 Evaluacion de colonias de E. coli BL21(DE3) transformadas con el vector
pET28a-MEP-NVGII14
Los resultados de la digestion del plasmido pET28a-MEP-NVGIIL.4 obtenido de

células de E. coli BL21 transformadas con dicho vector se ilustran en la Figura 10.

5000 bp

2000bp

1000 bp

500 bp

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa de la digestion del plasmido pET28a-
MEP-NVGIIL4, empleando las enzimas de restriccion Ncol y Xhol. Carril 1:
pET28a-MEP-NVGIIL.4 no digerido, carril 2: pET28a-MEP-NVGII.4 digerido con

Ncol; carril3: pET28a-MEP-NVGIIL.4 digerido con Xhol; carril 4: Plasmido
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pET28a-MEP-NVGIIL.4 digerido con Ncol y Xhol; carril 5: Marcador de tamafio de

ADN 1 kb Plus.

En el carril 1, se puede observar que el tamafo del plasmido es visible alrededor de
la banda 5000 kb, correspondiendo a la forma no enrollada, mientras que en la parte
superior se observa una banda de mayor peso correspondiente a la forma enrollada
del plasmido. En los carriles 2 y 3 se pueden observar la presencia de la forma linear
del plasmido (aproximadamente 5000 kb) en los productos de digestion con las
enzimas Ncol y Xhol respectivamente. En el carril 4, se confirm¢é el producto de
doble digestion Ncol/Xhol correspondiente al gen que codifica la proteina MEP-

NVGIL4 de 487 kb (~500 kb).

8.7 Induccion y optimizacion de la expresion

En el presente estudio, la proteina recombinante MEP-NVGIIL.4 fue expresada en
células de E. coli BL21 y mediante induccion con IPTG. Los resultados del SDS-
PAGE confirmaron la expresion de la proteina recombinante en diferentes
intervalos de tiempo de induccion, siendo el peso de la proteina de ~ 18 kDa (Figura
11). A partir de la comparacion de bandas en los geles de los diferentes ensayos y
considerando que el nimero de células analizadas luego de los respectivos tiempos
de induccion fue normalizado segiin el ODesoonm obtenido, se evidencio que la
concentracion de IPTG tiene poco efecto en el incremento de la expresion de la
proteina recombinante, y, ademds, que ésta comienza a detectarse de manera
progresiva a partir de T = 1 h hasta alcanzar un maximo a T = 2 h, con menores

cambios en horas posteriores.
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Figura 11. SDS-PAGE de la proteina MEP-NVGII.4 después de la induccion de su
expresion con 1 mM de IPTG. Carril 1: Marcador de peso molecular (10 kDa —250
kDa); Carriles 2 — 6: expresion de la proteina multiepitopica después de la induccion

con [IPTGaT=0, 1, 2,3 y 5 h respectivamente.

El estudio de solubilidad en diferentes intervalos de tiempo, mostro que la proteina
recombinante estaba presente predominantemente en la fraccion insoluble a T =5
h mientras que los niveles de expresion en la fraccion soluble fueron indetectables,

razén por la cual se procedio a su purificacion en condiciones desnaturalizantes

(Figura 12).

59



Ez r 4 '
75 kDa =

— [ S i t il
S50kDa s . \ #* s
37kDa — rrm— [ErES—

"

25kDa  — —
20kDa "— — — 18kDa
15KD2 e - -
10kDa  m— —

Figura 12. Fraccion soluble e insoluble de la proteina MEP-NVGII.4 expresada
luego de 5 horas de induccion con 1 mM de IPTG. Carril 1: Marcador de peso
molecular (10 kDa — 250 kDa); carril 2: fraccion soluble de la proteina

multiepitdpica; carril 3: fraccion insoluble de la proteina multiepitopica.

8.8 Purificacion de la proteina multiepitopica

La proteina MEP-NVGIIL.4 fue purificada a partir de un cultivo de E. coli
BL21(DE3) con un tiempo de induccion de la expresion de 5 horas, mediante
cromatografia de afinidad, en la cual los residuos de histidina de la proteina
recombinante se unen a los atomos de niquel inmovilizados en la columna
cromatografica. La presencia de la proteina (~18 kDa) fue confirmada mediante

SDS-PAGE tal como se muestra en la Figura 13.
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Figura 13. SDS-PAGE de las fracciones de purificacion de la proteina MEP-
NVGIL.4 por cromatografia de afinidad. La proteina multiepitopica fue expresada
en células de E. coli BL21 a 5 horas después de la induccion. Carril 1: marcador de
peso molecular (10 kDa — 250 kDa); carril 2 y 3: elucion de carga o flow-trough,
con tampon de imidazol 20 mM; carriles 4 y 5: elucién con tampdn de imidazol 40
mM; carriles 6 y 7: elucion con tampon de imidazol 60 mM, donde se aprecia una
mayor cantidad de proteina eluida; carriles 8 y 9: elucidon con tampon de imidazol

100 mM.

La concentracion de proteina se determind a partir de la curva de calibracion
obtenida con el método de Bradford (ver Anexo 8). El ensayo arrojo una
concentracion de 0.1611 mg/mL para las bandas mas intensas (Figura 13, carriles 6
y 7), que luego del proceso de concentracion al vacio alcanzé el valor de 1.074

mg/mL.
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8.9 Deteccion de anticuerpos IgG e IgM

Para determinar la reactividad de los anticuerpos IgG e IgM frente a la proteina
MEP-NVGIIL 4, se evaluaron diversos pardmetros experimentales de la técnica de
ELISA indirecto, entre ellos el tipo de solucién bloqueante, y las diluciones
adecuadas de los reactivos usados. El empleo de la solucién bloqueante de leche
descremada al 5% en PBS/Tween 0.5% permitié obtener un menor ruido de fondo
segun las absorbancias de los controles experimentales (control de antigeno usados
(rango de O.D.=0.043 - 0.1271). La dilucion 6ptima de antigeno y suero fueron de
lug/mL y 1:100 respectivamente, mientras que las soluciones de conjugado anti-
IgG y conjugado anti-IgG e IgM en las que se obtuvo una mejor proporcion entre
absorbancias de muestras positivas y negativas fue establecida en 1:10000 y 1:5000

respectivamente.

Se emplearon un total de 26 sueros de bebes, de los cuales 20 eran confirmados
como positivos y los 6 restantes provinieron de recién nacidos (controles
negativos), y los anélisis fueron llevados a cabo por duplicado. Todos los sueros
mostraron una alta absorbancia para anticuerpos IgG frente a la proteina MEP-
NVGIL4 (ver Anexo 9), hallando valores similares entre los bebes infectados
(rango de O.D. = 0.2712 — 2.8708) y los bebes recién nacidos (rango de O.D. =
0.5352 —2.8689). Sin embargo, los valores de absorbancia para anticuerpos IgM en
muestras positivas (rango de O.D. = 0.2097 — 2.5662) fueron considerablemente

mayores en contraste con las muestras negativas (rango de O.D.=0.0927 —0.1890).
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8.10  Analisis estadistico

La comparacion de medianas de los valores de IgG detectados por la proteina
multiepitdpica entre los bebes infectados y los bebes recién nacidos no mostrd
diferencia estadistica significativa (p = 0.4938) de acuerdo a la prueba de U de

Mann-Whitney (Figura 14).
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Figura 14. Grafica de puntos de los valores de OD4sonm de anticuerpos IgG frente
a la proteina MEP-NVGII.4. La prueba inmunolégica se realizo entre dos grupos:
(+) norovirus, bebés infectados con NV; y (-) norovirus, bebés recién nacidos. El
valor de la mediana de cada grupo estd indicado por una linea solida horizontal. El
simbolo ns representa un valor p > 0.05, indicando ausencia de diferencia

significativa.

Por otro lado, la comparacion de medianas de los valores de IgM detectados por la
proteina multiepitdpica entre los bebes infectados y los bebes recién nacidos mostrd

diferencia estadistica muy significativa (p < 0.0001) (Figura 15).
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Figura 15. Grafica de puntos de los valores de OD4sonm de anticuerpos IgM frente
a la proteina MEP-NVGIIL.4. La prueba inmunolégica se realiz6 entre dos grupos:
(+) norovirus, bebés infectados con NV; y (-) norovirus, bebés recién nacidos. El
valor de la mediana de cada grupo est4 indicado por una linea sélida horizontal
mientras que la linea punteada (color rojo) representa el valor de corte segun
promedio + 3SD, el cual fue de 0.2375. El simbolo **** representa un valor p <

0.0001.

Los valores promedio de O.D usando los controles negativos fueron de 0.09265,
0.1169,0.1194,0.1352,0.1581 y 0.189 respectivamente. El promedio fue calculado
como 0.1352 y la desviacion estandar fue determinada como 0.0341, siendo el valor

de corte (promedio + 3SD) de 0.2375.
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IX. DISCUSION

9.1 Prediccion inmunoinformatica

En el presente trabajo se realizd el analisis filogenético, modelamiento por
homologia, y prediccion de epitopes B lineales asi como de su afinidad por
moléculas de MHC clase II comparando secuencias completas de la proteina VP1
de la capside de NV GIL4. A través del andlisis de secuencias, se confirmaron
hallazgos previos de la aparicion de brotes de NV GII.4 a lo largo del tiempo a
través de un modelo de seleccién impuesta por la inmunidad colectiva de la
poblacion (89), dando lugar a la formacion de 12 clados temporales desde el afio

1975 hasta la fecha.

Cada nuevo clado que ha emergido estuvo acompaiado de mutaciones acumuladas
en determinados residuos, denominados sitios informativos, de la proteina VP1. La
mayor densidad de estos sitios se ubicd en el subdominio protuberante P2 en
comparacion con el resto de la secuencia de la proteina de la capside, obteniendo
asi evidencia de que existi6 una fuerza de seleccion que dispuso a cada nueva
variante de NV GII.4 de cierta ventaja evolutiva con respecto a previas cepas
circulantes. Algunos de estos residuos han sido sefialados como participes
importantes en la interaccion entre la cdpside viral y los receptores asociados de
tipo HBGA o de grupo sanguineo presentes en las células epiteliales del intestino,
principal puerta de entrada para este agente infeccioso (90). Dentro del subdominio
P2, el alineamiento de secuencias mostré que los residuos S343, T344, R34s, G3a4e,
H347, y D374 presentan un alto grado de conservacion a lo largo de todo el genotipo

GII.4, siendo éstos los que conforman el pocket de union al receptor, mientras que
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los residuos vecinos presentaron gran variabilidad. Por otro lado, los bloques
antigénicos designados en otro estudio como A y B (29)contenian residuos
informativos (A: 296-298 y B 393-395) cuya variabilidad estaba muy asociada a la
generacion de una nueva cepa. Como ejemplo, se observa que el conjunto de
residuos T296, H297, D298, N393, S304, y A39s en la variante US95/96 fue reemplazado
por T296, Q297, N29s, S393, T394, y T395 con la aparicion de la variante Hunter 2004 y,
posteriormente, a S296, R297, N2os, G393, T394, y T39s5 con el surgimiento de la variante

Sidney 2012.

En el andlisis estructural, se observd un patrén de plegamiento muy similar entre
todas secuencias representativas con respecto a los moldes 1IHM y 20BT, (RMSD
~ 1%) debido al gran porcentaje de similitud que poseian entre si. El empleo del
cristal 20BT (NV GII.4/VA387) ha sido ampliamente referido en muchas
investigaciones por abarcar el dominio P de la proteina VP1 y por pertenecer
especificamente al genotipo GII.4. Por otro lado, no se descarto el uso simultdneo
del cristal de la proteina completa de NV GI ya que éste incluye el dominio S, con
lo que se tuvo en cuenta en el mapeo de posibles epitopes correspondientes a esta
region. Ademas, la comparacion entre las secuencias de NV GI y NV GII sefiala
que este ultimo posee 3 inserciones de 6, 3 y 7 aminoacidos ubicados dentro del
subdominio P2 (36), por lo que el modelamiento de esta regiéon fue realizado
considerando predominantemente el molde 20BT. La evaluacién de los modelos
generados mostré que son validos para los posteriores analisis de prediccion

antigénica.

Las secuencias asignadas como potenciales epitopes fueron seleccionadas en base

a los resultados de prediccion para epitopes de células B, prediccion de afinidad a
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moléculas de MHC clase II, mapeo en las estructuras generadas por modelamiento
tanto en la proteina individual como en la capside completa, y accesibilidad del
solvente. Los epitopes para células B son regiones antigénicas situadas en la
superficie de la proteina, los cuales son preferentemente reconocidos por
anticuerpos, y, de acuerdo a la continuidad en su secuencia, pueden clasificarse
como lineales o conformacionales. Si bien existe la posibilidad de que un segmento
corto y continuo de una proteina pueda tener la capacidad de unirse a un anticuerpo
especifico contra dicha proteina, los estudios cristalograficos de complejos proteina
anticuerpo revelan que la mayoria de epitopes son discontinuos, es decir, estan
conformados de atomos provenientes de residuos distantes agrupados en la
superficie. Sin embargo, un péptido sintético puede ser disefiado de tal forma que
simule la estructura de un epitope discontinuo de una proteina. Por lo tanto, una
aproximacion de estudio es identificar aquellos epitopes que muestren afinidad por
moléculas HLA pero que, a su vez, estén ubicadas en las regiones continuas de un

epitopes para células B.

Para el presente trabajo, se realizaron predicciones en base a los modelos 3D de
cada clado, teniendo en cuenta que los epitopes predichos estén ubicados
preferentemente en regiones aleatorias o bucles expuestos en la superficie. En total
se reconocieron 5 regiones potencialmente antigénicas, en el rango de 8 a 15

aminoacidos, y todas ubicadas en el subdominio P2.

Diversos anticuerpos monoclonales han sido reportados por tener la propiedad de
detectar diferentes particulas virales asociadas a variantes especificas de NV GII.4,
y la gran mayoria de los epitopes reconocidos por dichos anticuerpos se localizaron

en el dominio P de la proteina VP1. Tres anticuerpos anti-GII-4v0 mostraron
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reducir su capacidad de reconocimiento del antigeno en ~80% cuando éste es
sometido a mutagénesis dirigida hacia las regiones 294-296 y 393-395, mientras
que la union de otros dos anticuerpos anti-GII-4v2 fue dependiente solo de la region
294-296 (30). Estos dos epitopes reconocidos experimentalmente coinciden con las
predicciones llevadas a cabo en el presente estudio, ubicindose dentro de las
regiones 287-300 y 389-398 presentes en la mayoria de clados de NV GIL.4. En otro
estudio, los aminoacidos 294-298 y 368-372 (Epitope A) fueron reconocidos por
los anticuerpos monoclonales NVB 114, NVB 111 y NVB 43.9 generados contra
un panel de 6 particulas virales representativas de variantes entre los anos 1987 y
2009, a la vez que los residuos 393-395 (Epitope D) fueron esenciales para la union
con el anticuerpo NVB 97 (34). A pesar que todos los residuos que conforman el
epitope D estan contenidos en la region 389-398, s6lo dos residuos del epitope A
(368 y 369) no fueron considerados como parte de la region 3 (370-381) debido a
que el residuo 369 sobrepaso el umbral de puntaje establecido en el servidor de
prediccion, dando como resultado un epitope no lineal. Otro estudio similar de
prediccion de epitopes conformacionales tanto para genogrupo I y II identifico, a
través del servidor SEPPA, una region antigénica exclusiva para el genogrupo II
situada en los residuos 395-406 (35), estando parcialmente superpuesta con la

region 5 (389-398) descrita en este estudio.

En contraste con las predicciones de epitopes para células B, los epitopes para
células T son péptidos cortos con una longitud de 8-9 aminoacidos, y, a diferencia
de los primeros, pueden ser reconocidos en cualquier region de la proteina viral
(tanto en la superficie como en la parte interna). La presencia de regiones con

afinidad a moléculas MHC de clase II asociadas con epitopes B lineales podria
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asegurar que dichos péptidos pudieron haber sido capaces de activar el sistema
inmune y, por ende, haber generado la produccion de anticuerpos. De esta
evaluacion se pudieron escoger 19 péptidos core con la mejor afinidad a moléculas
MHC-II (ICs0 < 500 nM) distribuidos en 23 de los 65 péptidos predichos como
epitopes B lineales. Algunos de ellos mostraron ser promiscuos tanto para el isotipo
HLA-DQ como para el HLA-DR, mientras que ninguno mostré afinidad
significativa por el isotipo HLA-DP (Tabla 3). Los péptidos core
290VTHIPGTRT298, 290VTHITGSRN298, 290VTHIAGSRN y
290VTHIPGSRN298 fueron los que tuvieron afinidad a un mayor nimero de
alelos, siendo comunes a la region 1 predicha como epitope de células B, la cual
corresponde a sitios antigénicos reconocidos de manera experimental en los
estudios mencionados. El estudio de conservacioén de epitopes determind que la
region 2 proveniente de las secuencias predichas
(302NLASQNWNNYDPTEE316) se superponian en un 100% en casi todas las
variantes, siendo considerada en la construccion de la proteina multiepitopica. A su
vez, para el resto de regiones predichas se escogieron aquellas secuencias que
cumplan el criterio de temporalidad deseado y hayan mostrado un cierto grado de
conservacion en cada clado, haciendo un total de 10 epitopes elegidos. La busqueda
BLAST de estas secuencias frente a todo el repositorio GenBank confirmé que no
presentan ninguna homologia con proteinas humanas, minimizando la posibilidad

de una reaccidon inmunoldgica indeseable.

Existen una utilidad potencial de estos péptidos para que puedan ser reconocidos
por anticuerpos para NV GII.4 pertenecientes a distintas variantes circulantes, entre

ellas, algunas mas recientes y otras de clados con méas antigiiedad. Por lo tanto, la
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construccioén de una proteina multiepitopica en base a los péptidos mencionados
representd una alternativa como antigeno de diagndstico, con alta probabilidad de

reaccionar ante la mayoria de anticuerpos presentes en la actualidad.

9.2 Reactividad de la proteina MEP-NVGII.4 frente a sueros humanos

Los estudios serologicos han representado una herramienta muy valiosa para
entender el comportamiento del sistema inmune frente a las infecciones por NV.
Por medio de la produccion de particulas virales representativas de los brotes donde
fueron disefiadas, su utilidad como antigenos para pruebas de diagndstico, asi como
para estudios epidemiologicos ha sido reconocida ampliamente en las décadas
anteriores. Sin embargo, hoy en dia los requerimientos tanto a nivel de personal
adecuado como infraestructura en el laboratorio con el fin de desarrollar este tipo
de material bioldgico impiden en nuestro entorno local considerar a las técnicas de
inmunoensayo como pruebas rapidas de diagndstico, especialmente en trabajos de
campo. Ademas, hasta la fecha, todos los intentos por generar particulas virales a
través del sistema de baculovirus no han sido reproducibles en comparacioén con

trabajos de rutina de otros paises (Datos no publicados).

Las proteinas multiepitopicas han simbolizado no s6lo una alternativa menos
costosa a los antigenos convencionales, sino también, y de acuerdo a las
herramientas y procedimientos bioinformaticos empleados para su disefio, pueden
ser altamente especificos para un determinado patégeno. Actualmente, no hay
evidencia del uso de esta aproximacion para el inmunodiagnostico de NV por lo
que los resultados obtenidos en el presente estudio son los primeros en base a

combinar técnicas computacionales y experimentales.
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En cuanto a los detalles técnicos observados durante el checkerboard para optimizar
las condiciones de los inmunoensayos, se pudo destacar el hecho de que no hubo la
necesidad de realizar el replegamiento de la proteina a partir de la solucion obtenida
tras la purificacion. Siendo una proteina conformada integramente por secuencias
predichas de poseer conformaciones aleatorias, resultd bastante ventajoso
mantenerla bajo condiciones desnaturalizantes ya que permiti6 emplearla
directamente en la etapa del inmunoensayo y, ademas, otorgar cierta flexibilidad a
la proteina al momento de su fijacion en las placas de ELISA, de tal modo que los

epitopes individuales puedan mantenerse expuestos para su reconocimiento.

En primer lugar, se disefi6 y optimizé una metodologia de ELISA indirecto para
detectar anticuerpos IgG en suero humano. La proteina MEP-NVGII.4 obtenida por
prediccion inmunoinformatica mostrd reactividad notable frente a anticuerpos IgG
en el 96% de los casos (Figura 14), observando resultados similares tanto en las
muestras de bebes confirmados con infeccion a NV GII.4 como en las muestras de
bebes recién nacidos, considerados como controles negativos en este estudio. Este
hecho se explica debido al rol que cumplen los anticuerpos IgG de la madre en la
proteccion del bebe, los cuales son transferidos durante el desarrollo del feto por
via transplacentaria. Estos anticuerpos pueden permanecer en el individuo hasta
mostrar una reduccion considerable luego de un periodo de entre 3 y 6 meses (49);
sin embargo, dichos niveles séricos pueden ser detectables hasta un periodo de 9
meses de edad. Ademas, cabe sefalar que el valor de corte para esta metodologia
no pudo ser obtenido adecuadamente por la falta de un nimero requerido de

muestras con reactividad negativa. Por todo lo anterior dicho, la utilidad de emplear
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a los anticuerpos IgG como marcador de infeccion por NV GII.4 resulté ser muy

limitada.

En segundo lugar, se realizd6 una metodologia similar para la deteccion de
anticuerpos IgM especificos contra NV GIL.4. Los resultados mostraron una
reactividad muy alta en los individuos con infeccion confirmada en comparacion
con los controles negativos (Figura 15), razon por la cual se obtuvo una diferencia
estadistica significativamente alta (p < 0.0001). La capacidad de un antigeno para
diagnosticar una infeccion por NV a través de la seroconversion de anticuerpos ha
sido indicada en algunos estudios. Sin embargo, se requiere al menos un
levantamiento de 4 veces en los niveles séricos comparando una muestra en fase
aguda temprana con otra en fase convaleciente; en los resultados anteriormente
mostrados, y considerando los valores maximos y minimos de respuesta frente a
IgM, la proteina multiepitdpica pudo ser capaz de producir un levantamiento de 27
veces en los niveles séricos. Se sabe que la respuesta inmunologica a través de la
produccion de anticuerpos IgM es detectable aproximadamente luego de dos
semanas de iniciada la infeccién y que mantiene valores séricos altos hasta por 100
dias, segin estudios clinicos (50). Tomando en cuenta que las muestras de suero de
bebes infectados fueron obtenidas en un intervalo de 1 a 2 meses de haber
confirmado una infeccion reciente con NV GII.4, se puede dar por demostrado que
la metodologia establecida es adecuada para evaluar la presencia de una infeccion

por NV, ya sea aguda o convaleciente.

Adicionalmente, en los resultados mostrados s6lo hubo un caso de bebe infectado
cuya respuesta inmunoldgica tanto para IgG como para IgM fue muy baja. La

hipdtesis de una falta de especificidad esperada para otros genogrupos de NV, como
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es el caso del genogrupo GI, fue descartada al confirmar que la cepa obtenida de la
muestra pertenecia al genotipo GIIL.4. Otra posible explicacion se relaciona con la
propiedad de algunos individuos de ser genéticamente resistentes a la infeccion por
NV, (fenotipo no secretor) lo que obstaculizaria el desarrollo de la replicacion viral
y, por ende, la formacidon de anticuerpos especificos. Sin embargo, se necesitan

pruebas especificas para confirmar esta hipotesis.

Es importante sefialar también que el tiempo en el cual se obtuvieron las muestras
de sangre provienen de una época en la cual la cepa circulante actual, GII.4 Sydney
2012, aun no existia, o por lo menos, no en nuestro entorno. Esta informacion es
relevante y apoya la utilidad de la proteina multiepitopica en la deteccion de
anticuerpos circulantes correspondientes a variantes de afios anteriores, ya que en
el disefio de la misma se abarcaron las variantes GII.4 2006, siendo estas las mas
prevalentes de dicho estudio de cohorte. De esto ultimo, se deduce la necesidad de
evaluar y renovar la estructura de la proteina multiepitopica cada cierto periodo de
tiempo, resaltando de este modo el papel que cumple el criterio de temporalidad al
permitirnos mantener la especificidad deseada con la inclusion de epitopes

provenientes de las nuevas variantes emergentes.

Finalmente, es importante sefalar que a pesar de haber obtenido resultados que van
acorde con la informacion expuesta en la literatura, la obtencion de muestras tuvo
muchas limitaciones debido a la poblacién en estudio, razén por la cual los
resultados mostrados conforman una base potencial para futuros ensayos en el

estudio la respuesta inmune frente a NV en nuestro entorno.
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l.

X. CONCLUSIONES

El andlisis inmunoinformatico de modelos estructurales consenso para cada
variante de norovirus GII.4 logrd reconocer epitopes B lineales ubicados
preferentemente en bucles expuestos.

Los epitopes predichos obtuvieron puntajes de afinidad por MHC-II
relativamente altos y en diferentes alelos de mayor distribucion, lo que permitid
asegurar la capacidad in silico de reconocimiento por anticuerpos especificos.
La proteina multiepitopica posee la capacidad potencial de diagnosticar una
infeccion aguda y/o convaleciente a través de la deteccion de niveles séricos de

IgM.
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XI. RECOMENDACIONES

En base a la capacidad de reconocimiento de la proteina multiepitdpica por parte
de los anticuerpos séricos IgG e IgM, se deberia establecer una metodologia de
inmunoensayo similar para la deteccion de anticuerpos especificos IgA en
muestras de saliva y heces.

Se podria llevar a cabo un estudio de cohorte de madres que posean reactividad
IgG negativa ante la proteina multiepitopica, con el objetivo de obtener y
evaluar adecuadamente controles negativos derivados de sueros de los bebés
recién nacidos.

Evaluar la reactividad inmunoloégica de la proteina multiepitopica en ausencia
de la cola de histidina.

Sintetizar y evaluar la capacidad de deteccion de IgG e IgM de los epitopes
individuales predichos en el estudio mediante técnicas de cross-/inking tanto en
nanoparticulas como en dendrimeros.

Realizar la busqueda y evaluar a los epitopes B lineales ubicados
preferentemente en la zona mas expuesta del dominio P1 de la proteina VP1 de

NV GII 4.
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ANEXOS



Anexo 1: Preparacion de células competentes de E. coli

Sembrar por agotamiento 1 colonia de la cepa deseada en una placa con LB-
agar sin antibiotico.

Transferir una colonia a 2 mL de medio LB sin antibiotico e incubar a 37°C
con agitacion durante toda la noche.

Tomar 1 mL del cultivo e inocular 50 mL de medio LB sin antibidtico en un
matraz de 250 mL e incubar a 37°C con agitacion hasta un ODesoo de 0.35 a
0.45 (aproximadamente en 2 horas de incubacion).

Transferir el contenido a tubos de 50 mL enfriados previamente e incubar en
hielo por 10 min. Centrifugar el cultivo a 4000 rpm y a 4°C por 10 min.
Resuspender el pellet con ImL de 0.1 M CaCl2, 15% glicerol frio y
homogenizar.

Preparar alicuotas de fracciones de 50 pL en criotubos colocados en una

gradilla con isopropanol previamente congelados a -80°C. Almacenar a -80°C.



Anexo 2. Método de extraccion del ADN plasmidico por lisis alcalina

Seleccionar una de las colonias obtenidas en las placas de agar LB-kanamicina,
se transfirié a SmL de caldo LB con kanamicina y se incub6 durante toda la
noche a 37°C y con agitacion constante a 200 rpm.

Después, transferir 1.5 mL del cultivo incubado en un tubo eppendorf,
centrifugar la muestra a 10000 rpm durante 5 min y eliminar el sobrenadante.
Afadir 150 pL de Solucion I fria, colocar en un agitador vortex de manera
cuidadosa, evitando formar grumos.

Anadir 300 uL de Solucion II (preparada recientemente) y mezclar 5 veces por
inversion y dejar incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.

Anadir 225 pL de Solucién IIT fria, mezclar 5 veces por inversion y dejar
incubar a 4°C durante 5 minutos. Luego, centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos
y transferir el sobrenadante en otro tubo eppendorf.

Anadir 675 pL de solucion de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico 25:24:1,
mezclando la solucion con un agitador vortex cuidadosamente y centrifugar a
12000 rpm durante 2 minutos.

Transferir la fase acuosa a otro tubo y repetir el punto 6 una vez mas.

Anadir 2 volumenes de etanol absoluto al sobrenadante, mezclar por inversion
y dejar reposar por 20 minutos a 4°C.

Centrifugar a 12000 rpm durante 5 minutos, remover el sobrenadante y colocar
el tubo invertido sobre papel toalla hasta que el pellet se seque.

Anadir ImL de etanol 70% a 4°C. Repetir el paso 9.



- Resuspender el pellet en 50 uL buffer EB conteniendo RNAsa y evaluar la
cantidad y pureza del ADN extraido mediante espectrofotometria UV a 260 nm

y 280 nm.



Anexo 3. Componentes de la reaccion de digestion de ADN con las enzimas de

restriccion Ncol y Xhol

Reactivo Control Rxn XAhol Rxn Ncol Rxn Doble
oMb oL s sk s
Buffer NE 3.1 10X 2 uL 2 uL 2 uL 2 uL
Xhol (20U/uL) - 1 uL - 0.5 uL
Ncol (10U/uL) - - 1 uL 0.5 uL
ADN plasmidico 12 uL 12 uL 12 uL 12 uL

Total 20 uL 20 uL 20 uL 20 uL



Anexo 4. Electroforesis SDS-PAGE

Para el analisis de las muestras de proteina, se empled la metodologia de SDS-
PAGE descrita por Laemmli en 1970 con algunas modificaciones. Brevemente, 10
uL de cada muestra fueron mezclados con un volumen igual de buffer de carga
(Buffer Tris-HCI 0,3 M pH 6,8, SDS 10%, Azul de Bromofenol 0,05%, glicerol
50%, DTT 30%) y calentados por 5 minutos a 95°C. Se colocaron 10 pL. de muestra
en los pocillos correspondientes y el tamafio de las bandas de proteinas fue estimado
mediante el marcador de peso molecular (10 kDa — 250 kDa) Precision Plus Protein
Dual Color (Bio-Rad, USA). La electroforesis se llevo a cabo en una cédmara
vertical Mini-PROTEAN® (Bio-Rad, EE.UU.) llena con buffer 1X Tris-glicina-
SDS (Tris 25mM, glicina 192 mM y SDS 0,1%, pH 8,3) y empleando una corriente
constante de 15 mA para el gel de apilamiento y 30 mA para el gel separador.
Finalmente, los geles se tifieron con azul de Coomassie 0,25% (0,25g de azul de
Coomassie R-250 en HxO/MeOH/acético glacial 45:45:10) overnight y
posteriormente destefiidos con solucion decolorante (H2O/MeOH/acético glacial

45:45:10).



Anexo 5. Concentracion de la proteina recombinante

Para concentrar la proteina purificada por cromatografia de afinidad en condiciones
desnaturalizantes, se uso el sistema AMICON® Stirred Cell (Merck, EE.UU.). Este
sistema fue conectado a gas nitrogeno, el cual ejercid la presion necesaria para
lograr que la solucion de proteina pase a través de una membrana con 10 kDa de
tamafio de poro, lo cual evito filtrar la proteina de 18 kDa. Este ensayo se realizo a
temperatura de 4°C y en agitacion. Inicialmente, el sistema AMICON® se desarmo
y se lavo con agua hervida, la membrana de concentracion también fue tratada de
la misma manera. Seguidamente, se rearmo el sistema, y se colocaron las fracciones
que contenian a la proteina purificada hasta alcanzar un volumen igual a % de la
capacidad total del sistema. Luego, se agregé 10 mL de Buffer A (buffer fosfato 20
mM, NaCl 500 mM, urea 8M, pH 8) como tampdn de lavado, y se abrid el flujo de
presion para iniciar la concentracion. Cuando el volumen de solucion en la parte
superior de la membrana lleg6 a 10 mL, se agregaron mas fracciones de proteina
purificada hasta que el sistema nuevamente alcanzé un volumen de solucion en la
parte superior de la membrana equivalente a 10 mL. A continuacidn, se agregaron
35 mL de Buffer A al sistema en agitacion hasta alcanzar un volumen de 4 mL
dentro del sistema. Finalmente, estos 4 mL fueron recolectados en tubos de 1.5 mL

y centrifugados por 1 minuto a 10 000 rpm para precipitar cualquier contaminante.



Anexo 6. Numeros de acceso al GenBank de las 716 secuencias de la proteina

VP1 de NV GI1.4 empleadas en este estudio

ABG49509.1, BAE98191.1, BAE98194.1, BAE98197.1, ABP&8833.1,
ABV55634.1, ABW74532.1, ABW74533.1, ABW74534.1, ABW74535.1,
ABW74536.1, ABW74537.1, ABW74538.1, ABW74539.1, ABW74540.1,
ABW74541.1, ABW74542.1, ABW74543.1, ABW74544.1, ABW74545.1,
ABW74546.1, BAF95499.1, BAF95501.1, BAF95503.1, BAF95505.1,
BAF95509.1, BAF95511.1, BAF95513.1, BAF95515.1, BAF95517.1,
BAF95519.1, BAF95521.1, BAF95527.1, BAF95529.1, ABY27560.1,
ABY65350.1, P54635.1, BAG30923.1, ACF41177.1, ACF41180.1, ACF41181.1,
ACF41182.1, ACF41183.1, ACF41184.1, ACF41185.1, ACF41186.1,
ACF41187.1, ACF41188.1, ACF41189.1, ACF41190.1, ACF41191.1,
BAG70434.1, BAG70437.1, BAG70440.1, BAG70449.1, BAG70452.1,
BAG70455.1, BAG70458.1, BAG70461.1, BAG70476.1, BAG70479.1,
BAG70491.1, BAG70494.1, BAG70500.1, BAG70503.1, BAG70509.1,
BAG70512.1, BAG70521.1, BAG70524.1, BAG70527.1, ACJ66263.1,
ACJ66265.1, ACJ66267.1, ACJ66269.1, ACJ66271.1, ACJ66273.1, ACJ66275.1,
ACJ66279.1, ACJ66281.1, ACJ66283.1, ACJ66285.1, ACL27297.1, ACL27298.1,
ACL27299.1, ACL27300.1, ACL36375.1, BAH29786.1, BAD&8558.2,
ACO55068.1, ACT76139.1, ACT76142.1, ACT76145.1, ACT76148.1,
ACT76151.1, ACV41093.1, ACWI19927.1, ACX31821.1, ACX31885.1,
ACX31887.1, ACX31889.1, ACX31891.1, ACX85806.1, BAI49904.1,
BAI49905.1, BAI49906.1, BAI49907.1, BAI49908.1, BAI49909.1, BAI49910.1,
BAI49911.1, BAI49912.1, BAI49916.1, BAI49917.1, BAI49918.1, BAI49919.1,
BAI49920.1, BAI49921.1, BAI49924.1, BAI49925.1, BAI49926.1, BAI49927.1,
BAI49928.1, ADB27027.1, ADB27914.1, ADDI10375.1, ADF47125.1,
ADI45808.1, ADI45809.1, ADI45810.1, ADI45811.1, ADI45813.1, ADI45815.1,
ADI45816.1, ADI45817.1, ADI45818.1, ACX31841.2, BAJ13508.1, BAJ13513.1,
BAJ13520.1, BAJ13534.1, BAJ13537.1, BAJ13540.1, BAJ13546.1, BAJ13555.1,
BAJ13564.1, BAJ13567.1, BAJ13570.1, BAJ13576.1, BAJ13588.1, BAJ13591.1,
BAJ13600.1, BAJ13603.1, BAJ13606.1, BAJ13609.1, BAJ13612.1, BAJ13615.1,
BAJ13618.1, BAJ13624.1, BAJ13627.1, BAJ13630.1, BAJ13633.1, BAJ13639.1,
BAJ13645.1, BAJ13651.1, BAJ13654.1, BAJ13657.1, BAJ13660.1, BAJ13663.1,
BAJ13666.1, BAJ13672.1, BAJ13675.1, BAJ13678.1, BAJ13681.1, BAJ13684.1,
BAJ13687.1, BAJ13690.1, BAJ13693.1, BAJ13696.1, BAJ13699.1, BAJ13702.1,
BAJ13708.1, BAJ13711.1, BAJ13717.1, BAJ13720.1, BAJ13723.1, BAJ13726.1,
BAJ13735.1, BAJ13741.1, BAJ13756.1, BAJ13759.1, BAJ13771.1, BAJ13777.1,
BAJ13789.1, BAJ13795.1, BAJ13801.1, BAJ13813.1, BAJ13825.1, BAJ13828.1,
BAJ13840.1, BAJ13852.1, BAJ13855.1, BAJ13861.1, BAJ13867.1, BAJ13873.1,
BAJ13879.1, BAJ13891.1, BAJ13894.1, BAJ13909.1, BAJ13915.1, BAJ13921.1,
BAJ13927.1, BAJ13930.1, BAJ13942.1, BAJ13948.1, BAJ13954.1, BAJ13957.1,
BAJ13972.1, BAJ13975.1, BAJ13978.1, BAJ13990.1, BAJ14005.1, BAJ14008.1,
BAJ14011.1, BAJ14017.1, ACL31316.2, ADMS52743.1, ADQ43779.1,
ADQ43781.1, ADR78872.1, ADR78887.1, ADR78899.1, ADR78911.1,



ADR78917.1,
ADR78935.1,
BAK43272.1,
AER11310.1,
AER11336.1,
AER11352.1,
ACX31831.2,
ACX31860.2,

ADR78920.1,
ADR78944.1,

BAK43278.1,

AERI11312.1,
AER11338.1,
AERI11354.1,
ACX31836.2,
ACX31864.2

2

ADR78923.1,
ADR78950.1,
BAK43281.1,
AER11320.1,
AER11344.1,
AER11360.1,
ACX31851.2,

ABQ63283.2,

ADR78929.1,
AEB71774.1,
AEJ82646.1,
AERI11326.1,
AER11348.1,
AEX91910.1,
ACX31855.2,
AFI108234.1,

ADR78932.1,
AEG79284.1,
AEKO05311.1,
AER11330.1,
AER11350.1,
AEY77037.1,
ACX31856.2,

AFI108237.1,

AFI108243.1, AFJ04708.1, AFJ04709.1, AFJ04707.1, AFJ21385.1, AFJ21387.1,
AFJ21390.1, AFJ21391.1, AFJ21392.1, AFJ21397.1, AFJ21399.1, AFJ21401.1,
AFJ21405.1, AFJ21408.1, AFJ21412.1, AFJ21418.1, AFJ21421.1, AFJ21423.1,
AFJ21425.1, AFJ21427.1, AFJ21428.1, AFJ21432.1, AFJ21433.1, AFJ21435.1,
AFJ21438.1, AFJ21440.1, AFJ21441.1, AFJ21442.1, AFJ21443.1, AFJ21444.1,
AFJ21446.1, AFJ21451.1, AFJ21454.1, AFJ24945.1, AFL70023.1, AFN09918.1,

AFN09924.1,
AFN09957.1,
AFN09981.1,
AFQ00513.1,
AFQ00521.1,
AFU55689.1,
AFU55716.1,
AFU92660.1,
AFU92666.1,
AFU92672.1,
AFU92678.1,
AFU92688.1,
AFU92704.1,
AFU92715.1,
AFU92722.1,
AFV08780.1,
AFV99155.1,
AFW15948.1,
AFX81133.1,
AFX81184.1,
AFX81229.1,
AFX81280.1,
AGC66783.1,
AGE89442.1,
AGES89508.1,
AGE89598.1,
AGES89643.1,
AGG37871.1,
AGI99554.1,

AGK25882.1,
AGK25898.1,
AGK25910.1,
AGK25921.1,
AGL98413.1,

AFN09930.1,
AFN09963.1,
AFN09984.1,
AFQ00514.1,
AFQ00526.1,
AFU55692.1,
AFU55725.1,
AFU92661.1,
AFU92667.1,
AFU92673.1,
AFU92679.1,
AFU92693.1,
AFU92707.1,
AFU92716.1,
AFU92723.1,
AFV08783.1,

AFW15938.1,

AFW15950.1,

AFX81151.1,
AFX81187.1,
AFX81247.1,
AFX81286.1,
AGC66784.1,
AGE89445.1,
AGER9538.1,
AGESg9616.1,
AGER9652.1,
AGH24750.1
AGI99555.1,
AGK25884.1,
AGK25900.1,
AGK25912.1,
AGK25924.1,
AGL98416.1,

2

AFN09939.1,
AFN09969.1,
AFN09993.1,
AFQ00516.1,
AFQ00528.1,
AFU55698.1,
AFU55728.1,
AFU92662.1,
AFU92668.1,
AFU92674.1,
AFU92685.1,
AFU92699.1,
AFU92708.1,
AFU92717.1,
AFV08771.1,
AFV08789.1,

AFW15939.1,

AFW15951.1,

AFX81160.1,
AFX81217.1,
AFX81250.1,
AFX81301.1,
AGC66787.1,
AGE89469.1,
AGER9562.1,
AGES89619.1,
AGER9670.1,
AGI96383.1,
AGJ52172.1,
AGK25887.1,
AGK25902.1,
AGK25915.1,
AGK25927.1,
AGNI11943.1,

AFN09945.1,
AFN09972.1,
AFP89593.1,
AFQO00519.1,
AFS33552.1,
AFUS55707.1,
AFU55731.1,
AFU92663.1,
AFU92670.1,
AFU92675.1,
AFU92686.1,
AFU92700.1,
AFU92712.1,
AFU92718.1,
AFV08774.1,
AFV08792.1,
AFW15943.1,
AFX71668.1,
AFX81166.1,
AFX81220.1,
AFX81259.1,
AFX81310.1,
AGC66788.1,
AGE89484.1,
AGER9565.1,
AGES89625.1,
AGE99596.1,
AGI99552.1,
AGJ52173.1,
AGK25890.1,
AGK25905.1,
AGK25917.1,
AGK25930.1,
CCX28607.1,

AFN09954.1,
AFN09978.1,
AFQ00511.1,
AFQ00520.1,
AFU55686.1,
AFU55713.1,
AFU92659.1,
AFU92664.1,
AFU92671.1,
AFU92676.1,
AFU92687.1,
AFU92703.1,
AFU92713.1,
AFU92721.1,
AFV08777.1,
AFV08795.1,

AFW15945.1,
AFX81124.1,
AFX81175.1,
AFX81223.1,
AFX81274.1,
AFZ84663.1,
AGC66789.1,
AGE89487.1,
AGES89586.1,
AGE89628.1,
AGE99612.1,
AGI99553.1,
AGJ52174.1,
AGK25895.1,
AGK25908.1,
AGK25919.1,
AGK36311.1,
CCX28610.1,



CCX28613.1, CCX28616.1, AGN90584.1, AGO20263.1, AGS08025.1,
AGS08027.1, AGS08028.1, AGS08034.1, AGS08035.1, AGS08038.1,
AGS08039.1, AGS08043.1, AGS08044.1, AGS08045.1, AGS08046.1,
AGS08047.1, AGS08049.1, AGS08051.1, AGS08052.1, AGS08053.1,
AGS08054.1, AGS08055.1, AGS08057.1, AGS08059.1, AGS08068.1,
AGS08070.1, AGS08075.1, AGS08077.1, AGS08078.1, AGS08081.1,
AGS08084.1, AGS08085.1, AGS08087.1, AGS08091.1, AGS08098.1,
AGS08100.1, AGS08101.1, AGS08108.1, AGS08109.1, AGS08110.1,
AGSO08113.1, AGS08117.1, AGS08118.1, AGS08122.1, AGS08123.1,
AGS08124.1, AGS08125.1, AGS08130.1, AGS08131.1, AGS08132.1,
AGSO08133.1, AGS08134.1, AGS08135.1, AGS08137.1, AGS08140.1,
AGS08141.1, AGS08142.1, AGS08144.1, AGS08149.1, AGS08151.1,
AGSO08153.1, AGS08154.1, AGS08155.1, AGS08156.1, AGS08158.1,
AGS08159.1, AGS08167.1, AGS08169.1, AGS08171.1, AGS41450.1,
AGT17782.1, AGT17788.1, AGT17795.1, AGT17798.1, AGT17813.1,
AGTI17816.1, AGT17819.1, AGT17823.1, AGT17830.1, AGT17833.1,
AGT17839.1, AGT17842.1, AGT95926.1, AGT95927.1, AGT95928.1,
AGT95929.1, AGT95930.1, AGT95931.1, AGU68328.1, AGV40221.1,
AGV76553.1, AGX01098.1, AGX85889.1, AGX85892.1, AGX85895.1,
AGX85901.1, AGX85904.1, AGXS85910.1, AGX85934.1, AHA44847.1,
AHB62404.1, AHFA45991.1, AHF45995.1, AHHA44876.1, AHH44877.1,
AHH44878.1, AHH44879.1, AHH44880.1, AHH44881.1, AHH44884.1,
AHH44886.1, AHH44887.1, AHH44889.1, AHH44894.1, AHH44895.1,
AHH44900.1, AHH44904.1, AHH44906.1, AHH44907.1, AHH44908.1,
AHH44909.1, AHH44910.1, AHH44911.1, AHH44913.1, AHH44914.1,
AHH44915.1, AHIS9157.1, AHNS2598.1, AHX22018.1, AHX22021.1,
AHX22025.1, AHX22028.1, AHX22032.1, AHX22038.1, AHX22041.1,
AHX22044.1, AHX22047.1, AIDS5I1515.1, AID51519.1, AID51522.1,
AID68576.1, AID68577.1, AID68578.1, AID68579.1, AIG59994.1, A1G59996.1,
AIG60000.1, AIG60002.1, AIG60020.1, AII02584.1, AII02587.1, AII02680.1,
All02725.1, AllI02761.1, AII02794.1, AII02815.1, AII02821.1, AII02833.1,
AlII02857.1, All73750.1, AIS40019.1, AIV43150.1, AIV43151.1, AIV43156.1,
AIV43157.1, AIV43158.1, AIV43165.1, AIV43166.1, AIV43167.1, AIV43168.1,
AIV43169.1, AIV43170.1, AIV43173.1, AIV43179.1, A1Y25491.1, AIY27747.1,
AlZ46843.1, A1Z46845.1, A1Z46846.1, A1Z46849.1, A1Z46850.1, A1Z46852.1,
AlZ46855.1, AIZ46858.1, A1Z46860.1, AIZ46863.1, ATAT71388.1, AJAT71390.1,
AJAT1391.1, AJAT71394.1, AJA71397.1, AJAT1398.1, AJA71399.1, AJAT71401.1,
AJAT1405.1, AJA71407.1, AJAT71412.1, AJAT71414.1, AJAT1415.1, AJAT71417.1,
AJAT1423.1, AJAT1424.1, AJAT71425.1, AJAT71426.1, AJAT1427.1, ATAT1430.1,
AJAT1456.1, AJAT1457.1, AJAT1458.1, AJAT1459.1, AJAT1466.1, ATAT1467.1,
AJAT1468.1, ATJAT1469.1, AJAT1471.1, AJAT1473.1, AJAT71474.1, AJF21974.1,
AJF21975.1, AJF21977.1, AJF21978.1, AJF21979.1, AJF21980.1, AJF21983.1,
AJF21984.1, AJF39151.1, AJF39153.1, AJF39155.1, BAQ55211.1, BAQ55213.1,
BAQS55214.1, BAQS55215.1, BAQ55216.1, BAQS55217.1, BAQS55218.1,
ABC96332.1, ABD77588.1, ABD77589.1.



Anexo 7: Evaluacion de sitios informativos en las secuencias de VP1

representativas de cada variante de NV GII.4

A continuacion, se muestra el analisis evolutivo de las secuencias de la proteina
VPI1 de NV GII.4 representativas de las variantes que surgieron entre los afios 1975
hasta 2015. Se observaron 12 patrones evolutivos en base a las sustituciones de
residuos asociados con cada nueva variante. Gris, aminodcidos presentes en la
variante 1970; amarillo, cambios que ocurrieron para generar la variante US95/96;
verde claro, cambios especificos para la variante Henry 2001; verde oscuro,
cambios asociados a la variante Farmington Hills 2002; turquesa, cambios
asociados a la variante 2006a; celeste, cambios asociados a la variante Hunter 2004;
azul, cambios asociados a la variante 2006b; purpura, cambios asociados a la
variante Asia; morado, cambios asociados a la variante Osaka 2007; rosado,
cambios asociados a la variante Apeldoorn 2008; lila, cambios asociados a la
variante New Orleans 2010; y rojo, cambios asociados a la variante Sidney 2012.
El subdominio P2 se encuentra resaltado en color amarillo, cuyos flancos N-
terminal y C-terminal estan resaltados en color azul para el extremo N-terminal de
la proteina total, color celeste para el dominio S, y color rojo para el subdominio
P1. Los aminodcidos identificados bajo presion selectiva (denominados

hipervariables) estan marcados debajo de su columna por un aspa.
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Anexo 8. Curva de calibracion obtenida con el método de Bradford para

cuantificacion de proteinas
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Anexo 9. Reactividad de sueros de bebés frente a la proteina multiepitopica

MEP-NVGIIL.4 mediante ELISA indirecto

A continuacion, se muestra la grafica en barras de las lecturas de ELISA indirecto
para la deteccion de anticuerpos IgG e IgM, mostrando los valores promedio de
OD4sonm en cada muestra, asi como la desviacion estandar. El grupo R1-R6
representa aquellos sueros provenientes de bebés recién nacidos (controles

negativos), y el grupo B1-B20, sueros obtenidos de bebés infectados con NV GII.4.
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