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DESCRIPCIÓN

Composición farmacéutica para el tratamiento y la prevención de una infección por rinovirus

La presente invención se refiere a una composición farmacéutica para el tratamiento y la prevención de una 
infección por rinovirus. 

Los rinovirus son virus sin envoltura que contienen un genoma de ARN monocatenario dentro de una cápside 5
icosahédrica. Los rinovirus pertenecen a la familia de Picornaviridae, que incluye los géneros Enterovirus (poliovirus, 
grupos A y B del virus de Coxsackie, ecovirus, enterovirus numerados, parecovirus) y Hepatovirus (virus de la 
hepatitis A). Se han identificado más de 110 serotipos. 

Los rinovirus se trasmiten habitualmente mediante aerosol o contacto directo. El sitio primario de inoculación es la 
mucosa nasal, aunque la conjuntiva puede estar implicada en menor grado. El rinovirus se une al epitelio respiratorio10
y se propaga localmente, en el que el receptor de rinovirus humano principal es la molécula de adhesión intercelular 
1 (ICAM-1). La respuesta natural del sistema de defensa humano frente a lesión implica ICAM-1, lo que respalda la 
unión entre células endoteliales y leucocitos. El rinovirus se aprovecha de la ICAM-1 usándola como receptor para la 
unión. 

Una respuesta inflamatoria local frente al virus en las vías respiratorias puede conducir a descarga nasal, congestión 15
nasal, estornudos e irritación de garganta. No se produce daño al epitelio nasal, y la inflamación está mediada por la 
producción de citocinas y otros mediadores. 

Las concentraciones de histamina en las secreciones nasales no aumentan. A los días 3-5 de la enfermedad, la 
descarga nasal puede volverse mucopurulenta a causa de leucocitos polimorfonucleares que han migrado hasta el 
sitio de infección en respuesta a quimiotaxinas, tales como interleucina-8. El transporte mucociliar nasal se reduce 20
notablemente durante la enfermedad y puede verse afectado durante semanas. Tanto la inmunoglobulina A 
secretora y los anticuerpos de suero están implicados en resolver la enfermedad y proteger contra la reinfección. 

Los resfriados comunes provocados por infección por rinovirus son más frecuentes desde septiembre hasta abril en 
climas templados. Las infecciones por rinovirus, que están presentes en todo el año, justifican el aumento inicial de 
la incidencia de frío durante el otoño y un segundo pico de incidencias al final de la estación de primavera. Varios 25
estudios demuestran que la incidencia del resfriado común es la más alta en niños con edades de preescolar y 
primaria. Se observa un promedio de 3-8 resfriados al año en este grupo de edad, con una incidencia incluso mayor 
en niños que asisten a guardería y educación infantil. Debido a los numerosos agentes virales implicados y los 
numerosos serotipos de rinovirus, no es inusual que niños más pequeños tengan nuevos resfriados cada mes 
durante la estación de invierno. Los adultos y adolescentes tienen normalmente 2-4 resfriados al año. 30

La manifestación más común de rinovirus, el resfriado común, es leve y autolimitada. Sin embargo, en raras 
ocasiones puede producirse enfermedad respiratoria grave, incluyendo bronquiolitis y neumonía. 

Puesto que los primeros intentos de prevenir infecciones por rinovirus mediante vacunación no han tenido éxito (Mc 
Cray et al. Nature 329: 736-738 (1987); Brown et al. Vaccine 9: 595-601 (1991); Francis et al. PNAS EE.UU. 87: 
2545-2549 (1990)), el actual tratamiento contra rinovirus está limitado a un tratamiento sintomático con analgésicos, 35
descongestionantes, antihistaminas y antitusivos. Debido a la diversidad de los serotipos de rinovirus y la carencia 
de protección cruzada durante reinfección con serotipos heterólogos, se considera imposible una prevención exitosa 
mediante vacunación (Bardin PG, Intern. Med. J. 34 (2004): 358-360). Por tanto, el desarrollo de compuestos 
farmacéuticos respectivos se centra principalmente en el desarrollo de moléculas antivirales, tales como interferones
y compuestos anti-rinovirus sintéticos, que podrían usarse terapéuticamente así como profilácticamente. 40

El documento WO 2008/057158 se refiere a vacunas que comprenden péptidos inmunógenos que neutralizan los 
rinovirus, derivados de la región C-terminal de la proteína de la cápside VP1 de rinovirus humano. Sin embargo, 
algunos de los péptidos dados a conocer en el mismo pueden inducir la formación de anticuerpos dirigidos a un 
amplio miembro de serotipos de rinovirus. 

Katpally U et al. (J Virol 83(2009):7040-7048) describen que el extremo N-terminal de VP4 de la cepa de rinovirus 45
humana 14 puede unirse a anticuerpos dirigidos a proteínas de la cápside de otras cepas de rinovirus. Según los 
autores de esta publicación, el extremo N-terminal de VP4 está altamente conservado entre todas las cepas de 
rinovirus. 

En el documento EP 0 358 48, se da a conocer un epítopo de células T que contiene péptidos de la proteína de la 
cápside VP2 del serotipo 2 de rinovirus que tienen menos de 40 residuos de aminoácido. 50

Los rinovirus humanos (HRV) son la causa principal de enfermedad de las vías respiratorias aguda (ARTI) e 
infecciones de las vías respiratorias altas (URT), generalmente conocidas como resfriado común. Sin embargo, este 
virus también puede replicarse en las vías respiratorias bajas contribuyendo a disfunciones más graves de las vías 
aéreas. Un conjunto de pruebas significativa y en aumento demuestra que HRV es responsable del ∼50% de las 
exacerbaciones de asma y es uno de los factores que pueden dirigir un sistema inmunitario de lactante hacia un 55
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fenotipo asmático. Pruebas adicionales de la implicación de HRV en asma se basan en la estacionalidad de las 
exacerbaciones. Las infecciones por HRV se producen en todo el año pero habitualmente con picos en la primavera 
y el otoño. También se han encontrado fuertes correlaciones entre patrones estacionales de las infecciones 
respiratorias de las vías altas y admisiones hospitalarias por asma. 

No hay un patrón obvio para los síntomas de las infecciones por HRV, por lo que se remite al laboratorio de 5
diagnóstico solamente con el fin de confirmar la presencia de HRV. De manera decepcionante, el examen de rutina 
para detectar cepas de HRV se produce de manera infrecuente porque las pruebas no están siempre disponibles o
la infección por HRV se considera inofensiva. Actualmente, el diagnóstico de infecciones por rinovirus se realiza 
principalmente mediante detección directa de virus mediante métodos basados en PCR pero rara vez se 
caracterizan resultados positivos más allá del nivel de género y se notifican habitualmente como “picornavirus 10
respiratorios”. El serodiagnóstico usado comúnmente basado en la neutralización específica de la cepa de la 
infección tampoco es práctico para estudios de grandes poblaciones. Por tanto, existe la necesidad de mejorar las 
técnicas serológicas para el diagnóstico de infecciones por HRV y para determinar si los rinovirus humanos han 
desencadenado otras enfermedades respiratorias tales como asma. 

Por tanto, la presente invención se refiere a un método para diagnosticar in vitro una infección por rinovirus 15
provocada por cepas de rinovirus que muestran reactividad cruzada con la cepa de rinovirus 89 ó 14 en un mamífero 
que comprende las etapas de:

- proporcionar un anticuerpo que comprende una muestra de un mamífero,

- poner en contacto dicha muestra con al menos un péptido que consiste en un mínimo de 8 y un máximo de 50 
residuos de aminoácido que comprenden los residuos de aminoácido 1 a 8 de una proteína de la cápside de 20
rinovirus VP1 de la cepa de rinovirus 89 o cepa de rinovirus 14,

- diagnosticar una infección por rinovirus cuando se detecta la unión de anticuerpos a dicho al menos un polipéptido. 

En el presente documento, se da a conocer por primera vez una formulación farmacéutica que va a usarse como 
vacuna para el tratamiento o la prevención de infecciones por rinovirus. 

Dicha composición farmacéutica puede comprender al menos un péptido que consiste en un mínimo de 8 y un 25
máximo de 50 residuos de aminoácido que comprenden los residuos de aminoácido 1 a 8 de una proteína de la 
cápside de rinovirus seleccionada del grupo que consiste en VP1, VP2, VP3 y VP4. 

Resultó que los péptidos derivados de proteínas de la cápside de rinovirus VP1, VP2, VP3 y VP4 que comprenden 
los 8 primeros residuos de aminoácido N-terminales de dichas proteínas de la cápside pueden inducir la formación in 
vivo de anticuerpos dirigidos a partículas de rinovirus. El al menos un péptido puede comprender en total 8, 9, 10, 30
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 
42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 ó 50 residuos de aminoácido. Por tanto, el al menos un péptido comprende los 
residuos de aminoácido 1 a 8, preferiblemente 1 a 9, 1 a 10, 1 a 11, 1 a 12, 1 a 13, 1 a 14, 1 a 15, 1 a 16, 1 a 17, 1 a 
18, 1 a 19, 1 a 20, 1 a 21, 1 a 22, 1 a 23, 1 a 24, 1 a 25, 1 a 26, 1 a 27, 1 a 28, 1 a 29, 1 a 30, 1 a 31, 1 a 32, 1 a 33,
1 a 34, 1 a 35, 1 a 36, 1 a 37, 1 a 38, 1 a 39, 1 a 40, 1 a 41, 1 a 42, 1 a 43, 1 a 44, 1 a 45, 1 a 46, 1 a 47, 1 a 48, 1 a 35
49 ó 1 a 50 de proteínas de la cápside de rinovirus VP1, VP2, VP3 o VP4. 

Estos péptidos pueden usarse en una composición respectiva en la prevención y/o el tratamiento de una infección 
por rinovirus. 

Una composición farmacéutica puede comprender al menos un polipéptido (proteína) que comprende una secuencia 
de aminoácidos que consiste en un tramo de al menos 80 residuos de aminoácido consecutivos de al menos una 40
proteína de la cápside de longitud completa de un rinovirus para prevenir y/o tratar una infección por rinovirus. 

Resultó sorprendentemente que la administración de al menos un polipéptido que comprende una secuencia de 
aminoácidos que consiste en un tramo de al menos 80 residuos de aminoácido consecutivos de al menos una 
proteína de la cápside de longitud completa de un rinovirus induce en un individuo la formación de anticuerpos 
dirigidos a rinovirus, en particular a las proteínas de la cápside de rinovirus. 45

Los polipéptidos y péptidos de la composición dada a conocer en el presente documento inducen, tal como se 
mencionó anteriormente, la formación de anticuerpos, en particular, la formación de IgA. IgA desempeña un papel 
importante en la inmunidad de la mucosa. Se produce más IgA en los revestimientos de la mucosa que todos los 
demás tipos de anticuerpo combinados. En su forma secretora, IgA es la principal inmunoglobulina encontrada en
secreciones mucosas, incluyendo lágrimas, saliva, jugo intestinal y secreciones del epitelio respiratorio. También se 50
encuentra en pequeñas cantidades en la sangre. Se encontró sorprendentemente que los anticuerpos de la clase de 
IgA se forman de manera predominante (en comparación con otras clases de anticuerpo) cuando los péptidos según
la presente invención se administran a un individuo. Esto muestra que los péptidos dados a conocer en el presente 
documento permiten una protección superior contra infecciones por rinovirus puesto que la vía de infección primaria 
de rinovirus son las vías respiratorias, en particular las membranas mucosas de las mismas, y se sabe que IgA 55
desempeña un papel crítico en la inmunidad de la mucosa. El tramo de residuos de aminoácido consecutivos puede 
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consistir preferiblemente en al menos 90, 100, 110, 120, 150, 200, 250, 260, 270, 280, 290, o incluso todos los 
residuos de aminoácido de la al menos una proteína de la cápside de longitud completa. El tramo de residuos de 
aminoácido consecutivos puede comprender al menos 90, en particular 100, residuos de aminoácido. 

Los rinovirus están compuestos por una cápside que contiene cuatro proteínas virales VP1, VP2, VP3 y VP4. VP1, 
VP2 y VP3 forman la mayor parte de la cápside de proteína. Por tanto, la proteína de la cápside preferida es VP1, 5
VP2 o VP3. 

En una realización particular preferida, la proteína de la cápside de rinovirus es VP1, preferiblemente VP1 de
rinovirus humano 89. Un polipéptido particular preferido que va a usarse en la presente invención consiste en o
comprende la siguiente secuencia de aminoácidos: M N P V E N Y I D S V L N E V L V V P N I Q P S T S V S S H A 
A P A L D A A E T G H T S S V Q P E D M I E T R Y V I T D Q T R D E T S I E S F L G R S G C I A M I E F N T S S 10
D K T E H D K I G K G F K (residuos de aminoácido 1 a 100 de VP1 de rinovirus humano 89) . 

Las proteínas de la cápside a modo de ejemplo incluyen proteínas VP1 de cepas de rinovirus 1 humanas, en
particular 1A y IB, 2, 3, 6, 14, 15, 16, 18, 23, 25, 29, 35, 37, 44, 54, 72, 83, 86, 89, 92 y C. Las respectivas 
secuencias de aminoácidos se identifican en la siguiente tabla:

Tabla A.15

N.º Rinovirus 
humano 
(HRV)

GenBank Secuencia de aminoácidos

1 HRV_1A AAQ19855.1

2 HRV_1B AAQ19856.1
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3 HRV_2 AAQ19857.1

4 HRV_3 AAQ19858.1

5 HRV_6 AAQ19861.1

6 HRV_14 AAQ19869.1
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7 HRV_15 AAQ19870.1

8 HRV_16 AAQ19871.1

9 HRV_18 ACK37374.1

10 HRV_23 AAQ19878.1
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11 HRV_25 ACK37379.1

12 HRV_29 ACK37381.1

13 HRV_35 ACK37443.1

14 HRV_37 AAQ19892.1
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15 HRV_44 AAQ19899.1

16 HRV_54 ACK37394.1

17 HRV_72 ACK37409.1

18 HRV_83 ACK37417.1
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19 HRV_86 ACK37420.1

20 HRV_89 AAQ19944.1

21 HRV_92 ACK37425.1

22 HRV_C ACN94256.1
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23 HRV_C YP_001552435.1

Las proteínas de la cápside más preferidas se derivan de rinovirus humano 89. 

Según una realización preferida de la presente invención, el rinovirus es una cepa de rinovirus seleccionada del 
grupo que consiste en la cepa de rinovirus 89 y cepa de rinovirus 14. 

Por supuesto, con el fin de potenciar adicionalmente la reactividad cruzada de la vacuna, pueden usarse una o más 5
de otras proteínas de la cápside de uno o más de otros serotipos de rinovirus en dicha vacuna (por ejemplo VP1 de
rinovirus humano 89 en combinación con VP1 de rinovirus humano 14). 

Las proteínas de la cápside de la cepa de rinovirus 89 y cepa de rinovirus 14 muestran reactividad cruzada con la 
mayoría de las aproximadamente 100 cepas de rinovirus conocidas. La administración de un polipéptido derivado de 
una de dichas cepas de rinovirus induce la formación de anticuerpos, en particular de IgA, dirigidos contra la mayoría 10
de serotipos humanos de rinovirus. Por tanto, se prefiere especialmente usar polipéptidos derivados de las proteínas 
de la cápside de dichas cepas de rinovirus. 

Según una realización particular preferida, la proteína de la cápside es de rinovirus humano 89 y comprende la 
siguiente secuencia de ácidos nucleicos y aminoácidos:

VP1 de rinovirus humano 89:15
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VP2 de rinovirus humano 89: 
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VP3 de rinovirus humano 89:
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VP4 de rinovirus humano 89: 

Según una realización preferida de la presente invención, los residuos de aminoácido 1 a 8 de la proteína de la 
cápside de rinovirus VP1 tienen la secuencia de aminoácidos NPVENYID. 5

La información de secuencia dada en el presente documento y conocida en la técnica anterior permite determinar los 
péptidos preferiblemente usados en la presente invención. Se mencionan anteriormente los respectivos rangos de 
aminoácido

Según una realización particularmente preferida de la presente invención, el al menos un péptido se selecciona del 
grupo que consiste en NPVENYIDSVLNEVLVVPNIQPSTSVSSHAA y NPVENYIDSVLNEVLVVPNIQ. 10

El péptido puede fusionarse o acoplarse a un portador. 

Los portadores adecuados incluyen pero no se limitan a hemocianina de Limulus polyphemus (LPH), hemocianina 
de Tachypleus tridentatus (TTH) y albúmina de suero bovino (BSA), toxoide tetánico y toxina diftérica, DHBcAg, 
polirribitol ribosil fosfato (PRP), PncPDll, proteínas de unión a maltosa (MBP) y formulaciones de nanopartículas. En
una realización, una proteína de portador inmunogénico adecuado es hemocianina de lapa californiana (KLH). 15

Con el fin de estimular el sistema inmunitario y aumentar la respuesta a una vacuna, la composición puede 
comprender al menos un excipiente y/o adyuvante farmacéutico. 

El adyuvante puede ser alumbre, preferiblemente fosfato de aluminio o hidróxido de aluminio, o partículas a base de 
hidratos de carbono (CBP). 

Con el fin de aumentar la eficacia de la formulación, pueden usarse todos los tipos de adyuvantes. Adyuvantes 20
preferidos son, sin embargo, compuestos a base de aluminio. Otros adyuvantes que pueden usarse incluyen 
compuestos que contienen lípidos o micobacterias inactivadas. Se conocen PBC, por ejemplo, a partir del 
documento EP 1 356 826. 

El alumbre se conoce como un adyuvante de conducción de Th2 que da como resultado la formación de moléculas
de IgG. Sin embargo, se encontró sorprendentemente que el uso de alumbre en combinación con el al menos un 25
polipéptido de la presente invención da como resultado una inducción de IgA en vez de IgG. La inducción de IgA es 
particularmente ventajosa, porque IgA es una inmunoglobulina secretora encontrada en las secreciones mucosas y
es, por tanto, una primera línea de defensa contra un virus entrante. 
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Generalmente, los adyuvantes pueden ser de formas diferentes, siempre que sean adecuados para la 
administración a seres humanos. Ejemplos adicionales de tales adyuvantes son emulsiones de aceite de origen 
mineral o vegetal, compuestos minerales, tales como hidróxido o fosfato de aluminio, o fosfato de calcio, productos y 
derivados bacterianos, tales como P40 (derivado de la pared celular de Corynebacterium granulosum), monofosforil
lípido A (MPL, derivado de LPS) y derivados de péptido muramilo y conjugados del mismo (derivados de 5
componentes de micobacteria), alumbre, adyuvante de Freund incompleto, liposina, saponina, escualeno, etc. 
(véase, por ejemplo, Gupta R. K. et al. (Vaccine 11:293-306 (1993)) y Johnson A. G. (Clin. Microbiol. Rev. 7:277-
289)). 

La formulación puede comprender de 10 ng a 1 g, preferiblemente de 100 ng a 10 mg, especialmente de 0,5 µg a 
200 µg de dicho polipéptido. El polipéptido de la presente invención se administra a un mamífero en estas 10
cantidades. Sin embargo, la cantidad de polipéptido aplicado depende de la constitución del sujeto que va a tratarse 
(por ejemplo, el peso). Además, la cantidad que va a aplicarse también depende de la vía de administración. 

La composición puede adaptare para administración intradérmica, intramuscular, subcutánea, oral, rectal, vaginal o 
epicutánea. 

Los modos preferidos de administración de la formulación de la presente invención incluyen todos los regímenes de 15
administración convencionales descritos y sugeridos para la vacunación en general (oral, transdérmica, intravenosa, 
intranasal, por vía mucosa, rectal, etc). Sin embargo, se prefiere particularmente administrar las moléculas y
proteínas según la presente invención por vía subcutánea o por vía intramuscular. 

El péptido de la presente invención consiste en un mínimo de 8 y un máximo de 50 residuos de aminoácido que 
comprenden los residuos de aminoácido 1 a 8 de la proteína de la cápside de rinovirus VP1. 20

El polipéptido o péptido tal como se definió anteriormente puede usarse para la fabricación de un medicamento para 
la prevención y/o el tratamiento de una infección por rinovirus. 

El medicamento se administra preferiblemente por vía intradérmica, por vía intramuscular, por vía subcutánea, por 
vía oral, por vía rectal, por vía vaginal o por vía epicutánea aplicando, por ejemplo, parches. 

Se da a conocer un método para diagnosticar in vitro una infección por rinovirus en un mamífero que comprende las 25
etapas de:

- proporcionar una muestra de un mamífero,

- poner en contacto dicha muestra con al menos un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos que 
consiste en un tramo de al menos 80 residuos de aminoácido consecutivos de proteína de la cápside de longitud 
completa de la cepa de rinovirus 89 y/o cepa de rinovirus 14,30

- diagnosticar una infección por rinovirus cuando se detecta la unión de inmunoglobulinas a dicho al menos un 
polipéptido. 

Los anticuerpos dirigidos a las proteínas de la cápside (en particular a VP1) de cepas de rinovirus 89 y 14 también 
pueden sorprendentemente unirse a proteínas de la cápside de una amplia variedad de cepas de rinovirus. Este 
hecho sorprendente se usa para diagnosticar una infección por rinovirus provocada por cualquier cepa de rinovirus 35
en un mamífero, preferiblemente en un ser humano. El método de la presente invención permite diagnosticar una 
infección por rinovirus provocada por cepas de rinovirus que muestran reactividad cruzada con la cepa de rinovirus 
89 ó 14. El al menos un polipéptido tiene las características que se definieron anteriormente.

El al menos un polipéptido según la presente invención se inmoviliza preferiblemente sobre un soporte sólido. Esto 
permite unir los anticuerpos que se unen a dicho al menos un polipéptido a un soporte sólido y detectar si la muestra 40
analizada comprende anticuerpos dirigidos a proteínas de la cápside rinovíricas. La presencia de tales anticuerpos
permite el diagnóstico de una infección por rinovirus. 

En el método según la presente invención, IgA, IgG, IgM y/o IgE se miden preferiblemente. 

Según una realización preferida de la presente invención, la muestra es una muestra de sangre, preferiblemente
suero o plasma, una muestra de esputo, muestra de fluido de lavado neural o muestra de lágrima. 45

Según la presente invención, la proteína de la cápside es VP1. 

Se da a conocer un método para diagnosticar in vitro una enfermedad respiratoria asociada con una infección por 
rinovirus en un mamífero que comprende las etapas de:

- proporcionar un anticuerpo que comprende una muestra de un mamífero,

- poner en contacto dicha muestra con un polipéptido de VP1, VP2, VP3 y VP4 de un rinovirus o un fragmento del 50
mismo,
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- determinar la clase de los anticuerpos que se unen a dicho polipéptido, y

- diagnosticar

- bronquiolitis cuando se detectan anticuerpos IgG1 específicos de VP3 y específicos de VP4 y anticuerpos IgM 
específicos de VPS,

- asma cuando se detectan los anticuerpos IgG1 específicos de VP4 y anticuerpos IgA específicos de VP1 y 5
VP2,

- laringitis aguda cuando se detectan anticuerpos IgG1 específicos de VP4,

- convulsiones cuando se detectan anticuerpos IgM específicos de VP1,

- doble infección viral (HRV/virus de la gripe) cuando se detectan IgA específicas de VP1, VP2, VP3 y VP4. 

Se encontró que la presencia de anticuerpos de un isotipo/una clase específico/a dirigidos a polipéptido de VP1, 10
VP2, VP3 y VP4 de rinovirus indica qué tipo de enfermedad respiratoria puede padecer un individuo. Por tanto, la
determinación de la clase de anticuerpo y la especificidad de anticuerpo permite diagnosticar una enfermedad 
respiratoria en un individuo. En la técnica se conocen medios y métodos para determinar la presencia de anticuerpos 
que se unen a una diana específica. Además, la determinación del isotipo/la clase de un anticuerpo la conoce un 
experto en la técnica. 15

Según una realización preferida de la presente invención, la muestra es una muestra de sangre, preferiblemente
suero o plasma, una muestra de esputo, muestra de fluido de lavado neural o muestra de lágrima. 

El fragmento del polipéptido de VP1, VP2, VP3 y/o VP4 consiste preferiblemente en un mínimo de 8 y un máximo de 
50 residuos de aminoácido que comprenden los residuos de aminoácido 1 a 8 de una proteína de la cápside de 
rinovirus seleccionada del grupo que consiste en VP1, VP2, VP3 y VP4. 20

Según otra realización preferida de la presente invención, el rinovirus es la cepa de rinovirus 89 y la proteína de la 
cápside es VP1. 

Los residuos de aminoácido 1 a 8 de la proteína de la cápside de rinovirus tienen preferiblemente la secuencia de 
aminoácidos NPVENYID. 

El fragmento se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en NPVENYIDSVLNEVLVVPNIQPSTSVSSHAA 25
y NPVENYIDSVLNEVLVVPNIQ. 

La presente invención se ilustra además mediante las siguientes figuras y ejemplos, pero sin limitarse a los mismos.

La figura 1 muestra la estacionalidad de la respuesta de IgA a VP1 en sueros humanos tomados a lo largo de un 
periodo de un año. Los sueros de 8 pacientes alérgicos y 6 no alérgicos se tomaron en invierno, primavera, verano y 
otoño y se determinaron títulos de anticuerpos IgA específicos de VP1 mediante ELISA y se expresan como valor 30
óptico (DO 405 nm) en el eje y. Los valores ópticos corresponden al nivel de anticuerpo en los sueros humanos. Los 
resultados se muestran en diagramas de cajas, donde el 50% de los valores están dentro de las cajas y los 
resultados no atípicos entre barras. La línea dentro de las cajas indica los valores medianos.

La figura 2 muestra los niveles de IgA específica de VP1 en un individuo vacunado durante el periodo del estudio. 
Los títulos de IgA específicas de VP1 se midieron mediante ELISA. El día de la donación de sangre se aplica en el 35
eje x, la densidad óptica (DO) en el eje y. El valor óptico corresponde al nivel de anticuerpo IgA en sueros humanos.

La figura 3 muestra la respuesta de IgA específica de VP1 en ratones. Se inmunizaron grupos de ratones con
antígeno de VP1. Los títulos de IgA específicas de VP1 se midieron mediante ELISA y se expresan como valor 
óptico (DO 405 nm) en el eje y. El valor óptico corresponde al nivel de anticuerpo IgA en sueros de ratón.

La figura 4 muestra una prueba de neutralización con VP1 de serotipo de rinovirus humano 14.40

La figura 5 muestra una prueba de neutralización con VP1 de serotipo de rinovirus humano 89.

La figura 6 muestra la purificación de proteínas VP1 recombinantes. (A) 89VP1 y (B) 14VP1 se tiñeron con azul de 
Coomassie tras SDS-PAGE (izquierda) y con un anticuerpo anti-His6 (derecha) tras la transferencia sobre 
nitrocelulosa. Los pesos moleculares en kDa se indican a la izquierda.

La figura 7 muestra respuestas inmunitarias específicas de VP1 de conejos y ratones inmunizados. (A) Respuestas 45
de IgG específicas de 89VP1 y 14VP1 en conejos. Los conejos se inmunizaron con 89VP1 o 14VP1. Se tomaron 
muestras de suero el día de la primera inmunización (suero preinmunitario) y después de la segunda y tercera 
inyección en intervalos de 3-4 semanas (parte superior de la caja: suero inmunitario 1; suero inmunitario 2). Las 
diluciones de los sueros (89VP1 de conejo; 14VP1 de conejo) se presentan en el eje x (10-3-10-6 indicado como 
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log). Las reactividades de IgG a los inmunogenes (89VP1, 14VP1) se presentan como barras. (B) Se inmunizó un
grupo de cinco ratones con 89VP1. Se tomaron muestras de suero el día de la primera inmunización (0) y en
intervalos de tres semanas (s3-s9) (eje x). Las reactividades de IgG1 se presentan para el grupo con diagrama de 
cajas donde el 50% de los valores están dentro de las cajas y los resultados no atípicos entre barras. Las líneas 
dentro de las cajas indican los valores medianos. Los niveles de IgG1 específica de 89VP1 se presentan como 5
valores de densidad óptica (eje y).

La figura 8 muestra que el anticuerpo anti-VP1 producido contra VP1 recombinante reacciona con VP1 derivada de 
rinovirus y virus completo. (A) Se incubaron extracto de proteína de HRV14 transferido con nitrocelulosa y 14VP1 
recombinante con anticuerpos anti-14VP1 y el correspondiente suero preinmunitario (pre-IS). Los pesos moleculares
en kDa se indican a la izquierda. (B) Micrográficos electrónicos de preparaciones de virus marcados tras tinción 10
negativa. Se incubó HRV89 inmovilizado con anticuerpos IgG anti-89VP1 y los sitios de unión se visualizaron 
mediante una sonda de anticuerpo IgG secundario acoplada a partículas de oro coloidal con un diámetro de 10 nm. 
El micrográfico de la izquierda proporciona un detalle de una partícula de virus (VP) conectada con cuatro partículas 
de oro (GP). El micrográfico de la derecha muestra la preparación de control usando la Ig preinmunitaria. Barras: 
micrográfico de la izquierda, 50 nm; micrográfico de la derecha, 100 nm.15

La figura 9 muestra la reactividad de antisueros de conejo producidos contra proteína 14VP1 recombinante o
péptidos derivados de 14VP1. Se inmunizaron los conejos con 14VP1, PVP1A, PVP1B o PVP3A recombinante 
(parte superior de la caja) y los sueros se expusieron a 14VP1 (parte superior) o 89VP1 (parte inferior). Las 
diluciones de los sueros se presentan en el eje x (10-3-10-6 indicado como log). Los niveles de IgG específica de 
14VP1 y 89VP1 corresponden a los valores de densidad óptica (barras: eje y).20

La figura 10 muestra que HRV14 se neutraliza mediante anticuerpos anti-14VP1. Se preincubó HRV14 a 100 TCID50

con diluciones en serie de antisuero tal como se indica durante 2 h a 37ºC y la mezcla se añadió a células HeLa 
subconfluyentes en placas de 24 pocillos. Tras 4 días a 34ºC, las células restantes se tiñeron con violeta cristal. Se 
usó suero preinmunitario pre-IS como control.

La figura 11 muestra (A) el árbol filogenético las secuencias de VP1 de los HRV investigados. Las secuencias de 25
VP1 se recuperaron del banco de datos y se analizó su similitud con ClustalW. (B) Inhibición de infecciones por HRV
por los respectivos anticuerpos específicos de VP1. Se preincubaron HRV a 100 TCID50 con diluciones en serie de 
dos veces de los respectivos antisueros a de 1:2 (a) a 1:16 (d) durante 3 horas a 37ºC y las mezclas se aplicaron a 
células HeLa subconfluyentes en placas de 96 pocillos. Tras la incubación durante 3 días a 34ºC, las células se 
tiñeron con violeta cristal, se lavaron, se disolvió el tinte, y se leyó la DO a 560 nm. Se muestra la media ± error 30
estándar de cuatro experimentos independientes.

La figura 12 muestra geles SDS-PAGE al 12,5% teñidos con azul de Coomassie que contienen proteínas con 
etiqueta his VP1, VP2, VP3 y VP4 purificadas (carril 1: 5 l de marcador molecular; carril 2: 10 l de VP1; 10 l de 
VP2; 10 l de VP3; 10 l de VP4, respectivamente).

La figura 13 muestra las respuestas de IgA, IgM, IgG1 e IgG2 a VP1, VP2, VP3 y VP4 detectadas en sangre humana 35
de pacientes con resultados de prueba de PCR específica de HRV positivos. Los sueros de cincuenta y siete 
pacientes se sometieron a prueba para determinar la presencia de cuatro anticuerpos específicos de proteínas de la 
cápside derivadas de rinovirus. Los títulos se midieron mediante ELISA y se expresan como valor óptico (DO 
405 nm) en el eje y. Los valores ópticos corresponden a los niveles de anticuerpos en los sueros humanos. Los
resultados se muestran en diagramas de cajas, donde el 50% de los valores están dentro de las cajas y los 40
resultados no atípicos entre barras. La línea dentro de las cajas indica los valores medianos.

La figura 14A muestra la alineación múltiple de las secuencias de aminoácidos de VP1 de cepas prototipo de HRV. 
Se recuperaron las secuencias de la base de datos de proteínas y se alinearon con GeneDoc seguido por edición 
manual. Representan serotipos de HRV que pertenecen a diferentes especies y diferente grupo receptor: HRV37 y
89 son el género A de grupo principal, HRV3, 14 y 72 son el género B de grupo principal, HRV1A, 18 y 54 son los 45
tipos K y HRV1A, HRV29 y 44 son el género A de grupo minoritario. Los cuadrados negros denotan tres epítopos 
derivados de VP1 de la cepa HRV89.

La figura 14B muestra las respuestas de IgA, IgM, IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 a Ep_1, Ep_2 y Ep_3 detectados en
sangre humana de pacientes con resultados de prueba de PCR específica de HRV positivos. Los sueros de 
cincuenta y siete pacientes se sometieron a prueba para determinar seis anticuerpos específicos de epítopos 50
derivados de VP1. Los títulos se midieron mediante ELISA y se expresan como valor óptico (DO 405 nm) en el eje y. 
Los valores ópticos corresponden al nivel de anticuerpo en la sangre humana. Los resultados se muestran en
diagramas de cajas, donde el 50% de los valores están dentro de las cajas y los resultados no atípicos entre barras. 
La línea dentro de las cajas indica los valores medianos.

La figura 15 muestra la reactividad cruzada de IgG de cobaya frente a epítopos derivados de VP1, VP2, VP3 y VP155
recombinantes. Sin embargo, esto sólo se refiere al reconocimiento de los antígenos (que van a usarse para 
diagnóstico). No es una prueba de la neutralización de cada virus pero indica protección cruzada. La neutralización
de diferentes cepas de HRV se muestra en la figura 11B. Puesto que los datos se correlacionan, podría asumirse 
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que los anticuerpos contra VP1 o fragmento N-terminal derivado de VP1 de HRV89 también neutralizarán otras 
cepas cuando se someten a prueba mediante pruebas de neutralización.

La figura 16 muestra el mapeo de epítopos de la principal proteína de la cápside VP1.

La figura 17 muestra la respuesta inmunitaria de IgG1 frente a péptidos sintéticos derivados del epítopo N-terminal 
de VP1 en comparación con péptidos descritos previamente (Mc Cray et al., Nature 329 (1987): 736-738) detectada5
en sangre humana de pacientes con resultados de prueba de PCR específica de HRV positivos.

La figura 18 muestra una curva ROC para los valores de anticuerpo en pacientes con doble infección viral por 
HRV/virus de la gripe.

La figura 19 muestra respuestas de IgG1 a péptidos derivados de P1, comprendiendo cada uno aproximadamente 30 
(figura 19A) o 20 (figura 19B) aminoácidos, o péptidos derivados de P1A (B), comprendiendo cada uno 20 10
aminoácidos, detectadas en sangre humana de cincuenta y siete pacientes con resultados de prueba de PCR 
específica de HRV positivos. Las reactividades de IgG1 se midieron mediante ELISA y se expresan como valor 
óptico (DO 405 nm) en el eje y. Los valores ópticos corresponden a los niveles de anticuerpos en los sueros 
humanos. Los resultados se muestran en diagramas de cajas, donde el 50% de los valores están dentro de las cajas 
y los resultados no atípicos entre barras. La línea dentro de las cajas indica los valores medianos.15

La figura 20 muestra la inhibición de infecciones por HRV mediante anticuerpos anti-VP1, anti-VP2, anti-VP3, anti-
VP4. Se preincubaron HRV a 10 TCID50 (A), 100 TCID50 (B) o 1000 TCID50 (C) con diluciones en serie de dos veces 
de los respectivos antisueros de 1:2 a 1:1:128 durante 3 horas a 37ºC y la mezcla se aplicó a células HeLa 
subconfluyentes en placas de 96 pocillos. Tras la incubación durante 3 días a 34ºC, las células se tiñeron con violeta 
cristal, se lavaron, se disolvió el tinte y la DO se leyó a 560 nm.20

La figura 21 muestra la reactividad de anticuerpos anti-89VP1 y anti-14VP1 de conejo con 14VP1, 89VP1 y tres
fragmentos de 89VP1 recombinantes. Se diluyeron los sueros de conejo 1:5000 y A560 correspondiente a 
anticuerpos IgG unidos se muestra en el eje y.

Ejemplos:

Ejemplo 1: Respuesta de anticuerpo IgA específica de VP1 de tres pacientes alérgicos determinada en diferentes 25
estaciones. 

Se tomaron muestras de sangre en el invierno de 2006 (inv06), la primavera de 2007 (prim), el verano de 2007 (ver), 
el otoño de 2007 (ot) y el invierno de 2007 (inv07). Se midió el título de anticuerpo mediante experimentos de ELISA. 
Se recubrieron placas para ELISA (Nunc Maxisorb, Dinamarca) con 5 g/ml de VP1 (de la cepa de rinovirus 89) y se 
incubaron con sueros de ratón diluidos 1:50. Se realizaron todos los experimentos en dobletes y se calcularon las 30
DO medias. Se detectaron anticuerpos unidos con anticuerpos monoclonales de ratón anti-IgA humana (BD 
Pharmingen, San Diego, CA, EE.UU.) diluidos 1:1000, y luego con anticuerpos de rata acoplados a POX anti-IgG de 
ratón (Amersham Bioscience) diluidos 1:2000. Se midió la DO a 405 nm y 490 nm en un lector de ELISA (Dynatech, 
Alemania).

El título de anticuerpo varía entre las estaciones y entre pacientes. Esto conduce a la conclusión de que la35
exposición a rinovirus puede determinarse mediante VP1 (figura 1).

Ejemplo 2: La proteína rinovírica VP1 induce una fuerte respuesta de IgA en un voluntario sano

Se vacunó un voluntario sano con una formulación que contenía la molécula de VP1 completa, una proteína 
rinovírica, adsorbida a Al(OH)3 (20 g/inyección). Se inyectó esta vacuna por vía subcutánea en la parte superior del 
brazo del sujeto tres veces (día 0, 21, 42). Antes de la primera vacunación y en los días 65, 79, 91, 98 y 119 se 40
extrajo sangre para analizar el desarrollo de la respuesta inmunitaria específica de antígeno. 

En la figura 2, se demuestra el aumento de anticuerpos IgA específicos de VP1 mediante mediciones de ELISA. El 
eje x muestra las fechas del muestreo de sangre y el eje y los valores de densidad óptica (DO) correspondientes. La 
cantidad máxima de anticuerpos IgA específicos de VP1 se alcanza en el día 65 (DO= 0,551) en el que, en 
comparación con el suero preinmunitario (día 0), podía medirse un aumento de tres veces de anticuerpos IgA 45
específicos de VP1. Tras el día 65, pudo detectarse una lenta disminución del nivel de IgA. Pero en el día 119, el 
nivel de anticuerpos IgA específicos de VP1 (DO= 0,372) era casi el doble que en el día 0 (DO= 0,195).

Ejemplo 3: Respuesta de IgA específica de VP1 de ratones inmunizados. 

Con el fin de determinar la respuesta de IgA específica de VP1, se inmunizó un grupo de cinco ratones por vía 
subcutánea con 5 g de antígeno de VP1 adsorbido a hidróxido de aluminio en intervalos de tres semanas. Se 50
tomaron muestras de suero de las venas de la cola el día anterior a la primera inmunización (0) y después de la 
segunda inmunización (6s). Se determinaron los niveles de anticuerpos IgA específicos de VP1 mediante ELISA. Se 
recubrieron las placas con 5 g/ml de la proteína VP1 y se incubaron durante la noche con suero de ratón diluido 
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1:500. Se detectó IgA unida con anticuerpos de rata anti-IgA de ratón monoclonales diluidos 1:1000 y posteriormente
con anticuerpos de cabra acoplados a POX anti-IgG de ratón diluidos 1:2000, respectivamente. Se midió la DO a 
405 nm y 490 nm. Se realizaron todos los experimentos de ELISA por duplicado, y se calcularon los valores medios. 

Aunque la inmunización con proteína VP1 recombinante indujo una respuesta de IgA específica de VP1 en ratones,
el aumento del nivel de anticuerpos tras 6 semanas no fue significativo (figura 3).5

Ejemplo 4: VP1 derivada de rinovirus recombinante para vacunación contra infecciones por resfriado común

Materiales y métodos

Construcción de vectores de expresión que contienen el ADNc de VP1 de HRV14 o HRV89 

Se usó el plásmido que contenía el genoma completo de HRV14 (33) como molde para la amplificación de 14VP1 
(VP1 de HRV14) mediante PCR. Se usaron los siguientes cebadores: 10

Los sitios de restricción (NcoI, EcoRI) se subrayan. Se insertó el ADNc que codificaba para la región codificante de 
14VP1 (n.º de base de datos AY355195) en los sitios NcoI y EcoRI del plásmido pET23d (Novagen, Merck 
Bioscience, Alemania). 

Se obtuvieron reservas de virus de la cepa 89 de la colección del Instituto de Virología, Universidad Médica de 15
Viena. Se preparó ARN viral a partir de sobrenadantes de cultivo celular usando el kit de ARN viral QIAamp (Qiagen, 
Alemania) y se añadió inhibidor de ARNasa (Boehringer GmbH, Alemania) hasta una concentración final de 0,01 
U/pl. Se amplificó el ADNc de 89VP1 (VP1 de HRV89) mediante RT-PCR usando un kit de RT-PCR de una etapa
SuperScript de Invitrogen (EE.UU.) usando los siguientes cebadores: 

20

Los sitios de restricción (EcoRI, AseI) se subrayan. Se subclonó el ADNc que codifica para la región codificante de 
89VP1 completa (n.º de base de datos AY355270) en el sitio NdeI y EcoRI de un vector pET17b (Novagen, Merck 
Bioscience, Darmstadt, Alemania).

Expresión y purificación de 89VP1 y 14VP1 recombinantes

Se expresaron 89VP1 y 14VP1 recombinantes en E. coli BL21(DE3) (Stratagene, EE.UU.). Se indujo la síntesis de 25
proteínas durante 5 horas a 37ºC con IPTG 1 mM y se purificaron las proteínas recombinantes de la fracción del 
cuerpo de inclusión tras solubilización en clorhidrato de guanidinio 6 M, NaH2PO4 100 mM, Tris 10 mM, pH 8 usando 
una matriz de afinidad Ni-NTA (Qiagen, Hilden, Alemania). Se lavaron las proteínas con tampón de lavado (NaH2PO4

100 mM, Tris-HCl10 mM, urea 8 M pH 5,9) y se eluyeron con el mismo tampón a pH 3,5. Se dializaron preparaciones
de proteínas contra tampones con concentración de urea decreciente y finalmente contra H2Odd. Se comprobaron la 30
pureza y concentración de proteínas mediante SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie.

Péptidos sintéticos y conjugados de péptido

Se sintetizaron péptidos derivados de HRV14 (PVP1A, PVP1B y PVP3A) en el sintetizador de péptidos de Applied 
Biosystems (EE.UU.), modelo 433A usando una estrategia de Fmoc (9-fluorenil-metoxicarbonilo) con activación de 
HBTU [hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)1,1,3,3 tetrametiluronio]. Se purificaron los siguientes péptidos35
hasta >90% de pureza mediante HPLC preparativa y su identidad se verificó mediante espectrometría de masas:

PVP1A: VVQAMYVPPGAPNPKEC aminoácidos 147-162 de VP1 (10);

PVP1B: CRAPRALPYTSIGRTNYPKNTEPVIKKRKGDIKSY aminoácidos 256-289 de VP1 (véase el documento WO 
2008/057158);

PVP3A: KLILAYTPPGARGPQDC aminoácidos 126-141 de VP3 (10). 40

Se acoplaron péptidos purificados a KLH usando un kit de conjugación de inmunógeno activado con maleimida 
Imject (Pierce, EE.UU.) según las instrucciones del fabricante.

Inmunización de ratones y conejos 

Se obtuvieron anticuerpos de conejo contra 14VP1, 89VP1, PVP1A, PVP1B o PVP3A inmunizando conejos (Charles 
River, Kisslegg, Alemania). También se inmunizaron grupos de cinco ratones por vía subcutánea con 5 g de 89VP1 45
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adsorbidos a alumbre en intervalos de tres semanas y a los que se les extrajo sangre de las venas de la cola.

Experimentos de ELISA

Se recubrieron 5 g/ml de 89VP1 o 14VP1 a placas para ELISA. Se diluyeron los sueros de ratón 1:500 y los sueros 
de conejo 1:103-1:106. Se detectaron anticuerpos IgG1 de ratón específicos de antígeno con anticuerpos de ratón 
anti-IgG1 de ratón monoclonales acoplados a fosfatasa alcalina diluidos 1:1000 (Pharmingen). Se desarrollaron 5
anticuerpos IgG de ratón específicos de antígeno con una 1:2000 dilución de anticuerpos de burro anti-IgG de 
conejo acoplados a peroxidasa (Amersham Bioscience). Se midieron las DO correspondientes a anticuerpos unidos
a 405 nm y 490 nm para anticuerpos de conejo y a 405 nm y 450 nm para anticuerpos de ratones en un lector de 
ELISA (Dynatech, Alemania).

Reactividad de anticuerpos anti-VP1 con extracto de rinovirus transferido y rinovirus10

Se centrifugaron sobrenadantes de cultivo celular de células HeLa infectadas por HRV en una centrífuga de mesa 
(15.000 rpm, 10 min, 20ºC) para retirar partículas insolubles. Entonces, se añadieron 0,5 ml de PEG (polietilenglicol 
6000 al 40% v/v, NaCl al 2,4% p/v, pH 7,2) a 2 ml de sobrenadante que contenía el virus. Se incubó la disolución a 
4ºC durante la noche y después se centrifugó a 2.300 x rpm durante 45 minutos en una centrífuga de mesa a TA. Se 
resuspendió el sedimento en 100 l de PBS y se lisó en 50 l de tampón de muestra SDS. Se separaron 10 l de15
este extracto de proteína HRV14 y 0,5 g de 14VP1 purificado mediante SDS PAGE al 12% y se transfirieron sobre 
membranas de nitrocelulosa. Se incubaron transferencias preparadas de manera idéntica con diluciones 1:500 de
anticuerpos de conejo anti-14VP1 o la correspondiente Ig preinmunitaria. Se detectaron anticuerpos unidos con anti-
IgG de conejo de burro marcada con 125I y se visualizaron mediante autorradiografía. 

Para la microscopía electrónica con oro inmunitario, se pipetearon 4,2 l de alícuotas del precipitado viral 20
resuspendido sobre rejillas de cobre limpias de plasma, recubiertas con carbono y secadas al aire. Tras 5 minutos, 
se retiró el líquido restante con un trozo de papel de filtro. Entonces se incubaron las rejillas boca abajo (cámara de 
humedad a temperatura ambiente) en los siguientes tampones: en primer lugar, PBS que contiene BSA al 1% (p/v) a
pH 7,4 y después tampón Tris que contiene BSA al 1% (p/v) a pH 8,2. 

Después, se realizaron las siguientes etapas de incubación: (a) BSA al 5%, 5 min; (b) Ig anti-VP1 purificada con 25
proteína G o Ig preinmunitaria ajustada hasta una DO 280 nm de 0,6, 45 min; (c) 6 x tampón PBS, 5 segundos cada
uno; (d) 6 x tampón Tris, 5 segundos cada uno; (e) Ig de cabra anti-conejo acoplada a partículas de oro coloidal con
un diámetro de 10 nm (Plano, Wetzlar, Alemania), diluida 1:20 en tampón Tris, 30 min; (f) 6 x tampón Tris, 5
segundos cada uno; (g) 6 x agua destilada, 5 segundos cada uno. Tras el marcaje, se realizó tinción negativa 
pipeteando una disolución saturada de acetato de uranilo sobre las rejillas. Tras 1 minuto, se retiró tinte negativo en 30
exceso con un papel de filtro húmedo. Entonces se secaron al aire las rejillas y se observaron en un microscopio 
electrónico de transmisión EM 410 de Philips equipado con una cámara CCD de alta resolución. Se tomaron 
micrográficos a una ampliación de 165.000 x o 240.000 x.

Prueba de neutralización de HRV 

Se usaron reservas de rinovirus y la cepa “Ohio” sensible a HRV de células HeLa (Stott EJ y Tyrrell DA, Arch. 35
Gesamte Virusforsch. 1968; 23:236-244.). Se sembraron células HeLa en placas de 24 pocillos y se hicieron crecer 
hasta aproximadamente el 90% de confluencia. En un primer conjunto de experimentos, se incubaron 300 l de 
alícuotas de HRV14 (100 TCID50) en medio durante 2 h a 37ºC con 300 l de anti-sueros de conejo (anti-14VP1, 
anti-PVPlA, anti-PVPlB o PVP3A) o los correspondientes sueros preinmunitarios (sin diluir o diluidos 1:2-1:32) y se 
añadieron a las células. Se usó medio MEM-Eagle (Invitrogen, EE.UU.) que contenía FCS al 1% y MgCl2 40 mM 40
como diluyente en los experimentos. Se incubaron las placas a 34ºC en una atmósfera del 5% de CO2 humidificada 
y se tiñeron células viables con violeta cristal después de tres días. Se llevaron a cabo pruebas de neutralización 
cruzada en placas de 96 pocillos; se sembraron células HeLa en medio esencial mínimo (MEM) que contenía suero 
bovino fetal al 2%, MgCl2 30 mM y glutamina 1 mM (medio de infección) y se hicieron crecer durante la noche a 37ºC 
hasta aproximadamente el 70% de confluencia. Se mezclaron HRV (100 TCID50 en 100 l de medio de infección) 45
con 100 l del respectivo antisuero no diluido y diluciones en serie de dos veces del mismo en el mismo medio. 
Después de incubación durante 3 h a 37ºC, se cubrieron las células con estas disoluciones y se continuó la 
incubación a 34ºC durante 3 días. Se retiró el medio y se tiñeron las células con violeta cristal (0,1% en agua) 
durante 10 min. Después de lavar con agua, se secó la placa, se disolvió el tinte en 30 l de SDS al 1% con 
agitación durante 1 hora y se cuantificó la protección celular como DO a 560 nm en un lector de placas.50

Resultados

Expresión y purificación de proteínas VP1 recombinantes de HRV89 y HRV14 

Se expresaron VP1 recombinante de HRV89 (89VP1; la figura 6A) y HRV14 (14VP1; la figura 6B) en E. coli con una 
etiqueta His6 en sus extremos C-terminales y se purificaron a partir de cuerpos de inclusión solubilizados mediante 
cromatografía de afinidad de níquel de una única etapa. Las bandas de proteína purificadas aparecen tras la tinción 55
con azul de Coomassie en aproximadamente 34 kDa en SDS-PAGE. Las proteínas recombinantes 89VP1 y 14VP1 
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reaccionaron específicamente con el anticuerpo anti-etiqueta His debido a su etiqueta hexa-histidina C-terminal 
(carriles derechos; figura 6). 

89VP1 y 14VP1 inducen una respuesta inmunitaria específica de VP1 en animales. La inmunización de conejos con
89VP1 y 14VP1 recombinantes indujo respuestas de IgG específicas de VP1 (figura 7A). La respuesta inmunitaria a 
89VP1 fue más fuerte que la de 14VP1 con anticuerpos detectados hasta una dilución de suero de 10-5 tras la 5
segunda inmunización y hasta una dilución de 10-6 tras la tercera inmunización. La respuesta de IgG específica de 
14VP1 fue detectable hasta una dilución de suero de 10-3 tras la segunda inmunización y hasta una dilución de 10-4

tras la tercera inmunización (figura 7A). También se obtuvieron respuestas de anticuerpo específicas de VP1 en
ratones inmunizados con proteínas VP1 adsorbidas a alumbre. Se detectaron anticuerpos IgG1 específicos de 
89VP1 ya después de la primera inmunización y continuaron aumentando a la segunda y tercera inmunización10
(figura 7B).

Reactividad de anticuerpos producidos contra proteínas VP1 recombinantes con respecto a VP1derivada de virus y
viriones completos

Se estudió la reactividad de anticuerpos inducidos por inmunización con proteínas VP1 recombinantes con VP1 
natural, derivada de virus y virus completo mediante inmunotransferencia y microscopía electrónica, 15
respectivamente. Como ejemplo representativo, la unión de anticuerpos de conejo anti-14VP1 y de Ig preinmunitaria 
a proteínas HRV14 transferidas en nitrocelulosa y 14VP1 se muestra la figura 8A. Los anticuerpos producidos contra 
14VP1 recombinante, pero no la Ig preinmunitaria, reaccionaron con 14VP1 natural y recombinante a
aproximadamente 34 kDa (figura 8A). Se visualizó la unión específica de anticuerpos anti-89VP1 a HRV89 usando el 
método de microscopía electrónica con oro inmunitario. Cuando se expusieron viriones inmovilizados a anticuerpos20
anti-89VP1 y anticuerpos secundarios conjugados con oro, aproximadamente el 10% de las partículas de virus 
aparecieron recubiertas con de una hasta cinco partículas de oro coloidal (figura 8B). No se encontró unión de oro a 
los viriones en las preparaciones de control con la Ig preinmunitaria; estaban presentes pocas partículas de oro pero 
no estaban asociadas con partículas de virus (figura 8B; panel derecho).

La inmunización de conejos con 14VP1 recombinante da mayores títulos de anticuerpo específico de 14VP1 y25
89VP1 que la inmunización con péptidos derivados de HRV14 acoplados a KLH 

Se produjeron antisueros contra péptidos acoplados a KLH que se han descrito anteriormente como posibles 
candidatos de vacuna. Los antisueros anti-péptido contenían títulos altos de anticuerpos específicos de péptido
(PVP1A:10-3; PVP1B:10-5; PVP3A:10-5). Sin embargo, en comparación con antisueros producidos contra 14VP1 
recombinante, reaccionaron sólo débilmente con la proteína 14VP1 y mostraron reactividad cruzada débil con 89VP1 30
(figura 9). Lo más notablemente, el antisuero producido contra 14VP1 recombinante mostró una reactividad 
comparable con 14VP1 y 89VP1. El antisuero contra la proteína VP1 reaccionó con ambas proteínas virales al 
menos diez veces más fuerte que los antisueros de péptido (figura 9).

Anticuerpos específicos de 14VP1 inhiben la infección por HRV de células HeLa mejor que los anticuerpos 
específicos de péptido35

A continuación, se investigó si anticuerpos IgG de conejo producidos contra la proteína 14VP1 recombinante pueden 
inhibir la infección por HRV de células HeLa. Los resultados de un conjunto de experimentos de protección celular 
realizados con HRV14 se muestran en la figura 10. La presencia de anticuerpos 14VP1 evitó la muerte celular al 
exponerse a HRV14 a 100 TCID50 hasta una dilución 1:32 del antisuero. 

Además, se analizó la capacidad de anticuerpos producidos contra 14VP1 completa con anticuerpos producidos 40
contra péptidos derivados de 14VP1 para la protección de las células frente a infección viral. Se incubaron diluciones 
en serie (sin diluir o diluidas 1:2-1:32) de antisueros anti-14VP1, - PVP1A, -PVP1B o -PVP3A junto con HRV14 y se 
añadieron a células HeLa. La capacidad para inhibir la infección celular de los tres antisueros anti-péptido fue 
comparable entre sí. Se observó una clara reducción de CPE a una dilución de 1:8 con anti-PVP1A y anti-PVPlB y a
una dilución de 1:4 con anti-PVP3A. Se obtuvo un grado similar de inhibición de infección (es decir, CPE parcial) con45
el antisuero anti-14VP1 hasta una dilución de 1:32. Esto sugiere que el último antisuero era aproximadamente 8
veces más potente en la inhibición de infecciones virales (tabla 1). 

Tabla 1. Inhibición de infección por HRV14 con antisueros producidos contra péptidos derivados de 14VP1 y HRV14

sin diluir 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64

 14VP1 +++ +++ ++ ++ + + -

 PVP1A +++ +++ + + +/- +/- -

 PVP1B +++ +++ + + +/- +/- -

 PVP3A +++ +++ + +/- +/- +/- -

En la tabla 1 se muestra la neutralización de infección mediante anticuerpos producidos contra péptidos derivados 50
de 14VP1 y HRV14. Se preincubó una dilución de anticuerpos anti-14VP1, anti-PVPlA, anti-PVPlB o anti-PVP3A (sin 
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diluir o diluidos 1:2-1:32) con 100 TCID50 HRV14 y se añadió a células HeLa. Las neutralizaciones de virus y los 
efectos citopáticos (CPE) observados se indican: +++: neutralización completa; ++: CPE mínimos; +: CPE parciales; 
+/-: CPE casi completos; - CPE completos.

Anticuerpos producidos contra proteínas VP1 recombinantes muestran protección cruzada contra cepas de HRV 
poco relacionadas entre sí. 5

La figura 11A muestra la relación evolutiva de los tipos de rinovirus usados para los experimentos de protección 
cruzada. Se seleccionaron para pertenecer a diferentes especies y diferentes grupos de receptor: HRV37 y 89 son el 
género A de grupo principal, HRV3, 14 y 72 son el género B de grupo principal, HRV1A, 18 y 54 son tipos K (es 
decir, HRV de grupo principal que poseen una lisina en el bucle HI de VP1) y HRV29 y 44 son el género A de grupo
minoritario. Ambos, los anticuerpos anti-89VP1 y anti-14VP1 inhibieron la infección de células HeLa por la mitad de 10
los serotipos de HRV de manera dependiente de la concentración independiente de su relación evolutiva (figura 
11B). De manera interesante, anticuerpos anti-14VP1 inhibieron la infección por HRV89 más fuertemente que los 
anticuerpos anti-89VP1 mientras que los anticuerpos anti-89VP1 sólo inhibieron débilmente la infección por HRV14 
(figura 11B). De manera notable, ambos antisueros mostraron una amplia reacción cruzada con HRV escasamente 
relacionados (comparar con la figura 11A).15

Conclusiones: 

Una vacuna que protege contra infecciones por rinovirus puede ser útil para reducir exacerbaciones de asma 
inducidas por rinovirus. Se investigó la proteína de la cápside VP1 derivada de HRV como posible antígeno de 
vacuna por varios motivos. El trabajo de Rossmann et al., que elucida la estructura cristalina de HRV14, demuestra 
que VP1 está implicada críticamente en la unión de HRV a su receptor en células epiteliales humanas. Se encontró 20
que cinco copias de VP1 forman una depresión, denominada cañón y que el receptor de ICAM-1 se une en la parte 
central de este cañón. Además, estudios de mutaciones espontáneas en la cubierta viral condujeron a la 
identificación de cuatro sitios inmunogénicos neutralizantes (NIm) sobre la superficie de HRV14. Investigaciones
adicionales revelaron que anticuerpos que se dirigieron a dos de los cuatro sitios antigénicos que se sitúan en la 
proteína VP1 bloquearon la unión celular. 25

Las proteínas VP1 completas de HRV89 y HRV14, que pertenecen a las especies filogenéticamente distantes HRV-
A y HRV-B, respectivamente, se expresaron en E. coli y se purificaron después. Usando el programa ClustalW para 
alineación (http://www.ebi.ac.uk/clustalw) sólo pudo encontrarse el 45% de identidad de nucleótidos y el 41% de 
identidad de aminoácidos entre 89VP1 y 14VP1. Se purificaron 14VP1 y 89VP1 recombinantes por medio de una 
etiqueta His C-terminal mediante cromatografía de afinidad de níquel en un procedimiento de una única etapa. La 30
inmunización de ratones y conejos con 14VP1 recombinante así como proteínas 89VP1 condujo al desarrollo de
respuestas de anticuerpo específicas de VP1 que reconocen VP1 natural del virus e incluso virus intacto tal como se 
demuestra mediante microscopía electrónica con oro inmunitario. 

Las respuestas de anticuerpo obtenidas con las proteínas VP1 se compararon con las inducidas por péptidos 
derivados de VP1 y VP3 de HRV14 que se habían descrito anteriormente como candidatos de vacuna y con las 35
obtenidas con un péptido PVP1B ubicado en el extremo C-terminal de la proteína VP1, siendo parte del sitio de 
unión de ICAM-1 en HRV14. Se encontró que los antisueros de VP1 anti-HRV14 reaccionaron mucho más fuerte 
con VP1 que los antisueros anti-péptido y presentaron un mayor título de neutralización. La mayor capacidad de 
neutralización de los anticuerpos producidos contra las proteínas completas se debe probablemente al hecho de que 
el antisuero producido contra la proteína completa reconoce varios epítopos diferentes en la proteína VP1 y, por 40
tanto, puede presente una mayor avidez que los anticuerpos específicos de péptido. 

Existe un grado relativamente bajo de identidad de secuencia del 45% en el nivel de nucleótido y del 41% en el nivel 
de aminoácido entre 89VP1 y 14VP1. Sin embargo, se encontró que anticuerpos producidos contra las proteínas 
VP1 recombinantes de cada de una de estas cepas inhibieron la infección de células HeLa cultivadas por una 
variedad de diferentes cepas de rinovirus que pertenecen al grupo principal y minoritario. El último hallazgo puede 45
ser importante porque indica que puede ser posible generar por ingeniería genética una vacuna de amplia protección 
cruzada y eficaz contra HRV combinando proteínas VP1 de unas pocas cepas de rinovirus. La eficacia de una 
vacuna de este tipo también puede mejorarse mediante la adición de otras proteínas de la cápside tales como VP2, 
VP3 y/o VP4. La última ha recibido atención recientemente puesto que también tiene protección cruzada inducida. 

Las principales ventajas de una vacuna basada en proteínas de la cápside de rinovirus recombinantes son que los 50
antígenos de la vacuna pueden producirse fácilmente en condiciones controladas mediante expresión recombinante 
a gran escala en huéspedes foráneos, tales como E. coli a costes razonables. Una vacuna contra HRV de amplia 
protección cruzada puede ser especialmente útil para la vacunación de pacientes que padecen ataques de asma 
inducidos por rinovirus y puede, por tanto, reducir exacerbaciones de asma.

Ejemplo 5: Construcción de vectores que contienen los ADNc de VP1, VP2, VP3 y VP4 de HRV89 55

Se optimizaron los codones de los ADNc que codifican para VP1, VP2, VP3 y VP4 de HRV89 para Escherichia coli y
se sintetizaron de manera sintética con la adición de seis residuos de histidina en el extremo 3’. Los genes
completos se insertaron en el fragmento NdeI/XhoI de sitios de clonación múltiples de pET-27b (ATG Biosynthetics, 
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Alemania). Los constructos resultantes se denominan vectores p89VP1, p89VP2, p89VP3 y p89VP4 y productos 
génicos VP1, VP2, VP3 y VP4. Las secuencias de ADN de VP1, VP2, VP3 y VP4 se confirmaron mediante 
secuenciación de nucleótidos y digestión doble y se muestran en la figura 11.

Ejemplo 6: Expresión y purificación de VP1, VP2, VP3 y VP4 recombinantes

Con el fin de lograr la expresión de proteínas de la cápside recombinantes, se transformaron las cepas Escherichia 5
coli BL21 (DE3) con p89VP1, p89VP2, p89VP3 o p89VP4, respectivamente, y se sembraron en placas LB que 
contenían kanamicina 100 g/ml. Se usó una única colonia para inocular 250 ml de medio LB que contenía 
kanamicina 100 mg/l. Se hizo crecer este cultivo hasta una densidad óptica (600 nm) de 0,6 y se indujo la expresión 
de proteínas añadiendo IPTG hasta una concentración final de 1 mM. Se recogieron las células mediante 
centrifugación a 3500 rpm a 40C durante 10 min. Se realizó purificación con el protocolo Qiagen usando Ni-NTA. Se 10
resuspendió el sedimento celular en condiciones desnaturalizantes en 10 ml de clorhidrato de guanidina 6 M durante 
4 horas. Tras la centrifugación (20 min, 18 000 rpm) se incubó el sobrenadante con 2 ml de Ni-NTA durante 2 horas 
adicionales. Entonces se cargó la suspensión en una columna, se lavó dos veces con 10 ml de tampón de lavado 
(urea 8 M, NaH2PO4 100 mM, Tris-HCl 10 mM pH 6,1) y después se eluyó con 12 ml de tampón de elución (urea 8 
M, NaH2PO4 100 mM, Tris-HCl 10 mM pH 3,5. Se logro renaturalización tras la diálisis con molaridad decreciente de15
urea. 

Se analizaron la pureza y el tamaño de las proteínas recombinantes mediante SDS-PAGE tal como se muestra en la 
figura 12. Las bandas de proteína se correlacionaron con los tamaños de proteína calculados de 33,6 kDa para VP1, 
30,8 kDa para VP2, 27,8 kDa para VP3 y 8,3 kDa para VP4. Los tamaños de proteína también se confirmaron 
mediante análisis MALDI-TOF.20

Ejemplo 7: Clonación de constructos que expresan proteínas de fusión de epítopos MBP-VP1 

Se usó el ADNc que codificaba para VP1 como molde para la amplificación de epítopos derivados de VP1 mediante 
PCR (tabla I). Se usaron los sitios de restricción EcoRI y BamHI (subrayados en la tabla I) del vector pMalc4X para 
la inserción de productos de PCR aguas abajo del gen malE de E. coli, que codifica para proteína de unión a 
maltosa (MBP), dando como resultado la expresión de proteínas de fusión de MBP (New England BioLabs). Se 25
confirmó la inserción de ADNc para epítopos derivados de VP1 mediante secuenciación de nucleótidos y los 
productos génicos se denominan Ep_1, Ep_2 y Ep_3 (figura 14A).

Tabla I. Cebadores usados para la clonación de fragmentos de PCR (5’ a 3’).

Cebadores SEQ ID No.
Ep_1 directo 1

Ep_1 inverso 2

Ep_2 directo 3

Ep_2 inverso 4

Ep_3 directo 5

Ep_3 inverso 6

Secuencias de aminoácidos del epítopo N-terminal (epítopo 1):30

Ep_1a: M N P V E N Y I D S V L N E V L V V P N I Q P S T S V S S H A A

Ep_1b: P A L D A A E T G H T S S V Q P E D M I E T R Y V I T D Q T R D E T

Ep_1c: S I E S F L G R S G C I A M I E F N T S S D K T E H D K I G K G F K

Ejemplo 8: Expresión y purificación de proteínas de fusión de MBP 

Se expresaron proteínas de fusión recombinantes (Ep_1, Ep_2, Ep_3) en la cepa de E. coli BL21 (DE3) tal como se 35
describió en el ejemplo 6. Se realizó la purificación usando la afinidad de MBP por maltosa. Se solubilizó la fracción 
del cuerpo de inclusión con urea 8 M, NaH2PO4 100 mM, Tris-HCl 10 mM y se dializó contra el tampón de columna
(Tris 20 mM, NaCl 200 mM, EDTA 1 mM pH=7,4). Se cargó el lisado transparente en una columna de afinidad de 
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resina amilosa equilibrada, se lavó dos veces con 60 ml de tampón de columna y se eluyó con 20 ml de tampón de 
columna que contenía maltosa 10 mM. 

Se confirmó la identidad de las proteínas de fusión mediante análisis de inmunotransferencia de tipo Western 
usando antisuero de conejo anti-VP1.

Ejemplo 9: Detección de anticuerpos específicos de VP1, VP2, VP3 y VP4 en sangre de pacientes con resultados de 5
prueba de PCR específica de HRV positivos

Para investigar la aparición de anticuerpos específicos de VP1, VP2, VP3 y VP4 en sangre humana, se realizó 
ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA). Se recubrieron placas para ELISA (Nunc) con 5 g/ml de
proteínas de la cápside derivadas de rinovirus recombinantes (VP1, VP2, VP3, VP4) y se usó albúmina sérica 
humana (HSA) como control. Se diluyó la sangre completa de 57 pacientes positivos para HRV 1:50. Se detectaron 10
IgA, IgM, IgG1 e IgG2 humanas unidas (BD Pharmingen) 1:1000 con anticuerpos de oveja anti-ratón acoplados a 
peroxidasa (Amersham Bioscience) 1:2000. Se presenta el valor óptico (DO 405 nm) en el eje y y corresponde al 
nivel de anticuerpos específicos de VP1, VP2, VP3 y VP4 en sangre humana (figura 13). Se encontraron buenas 
especificidades interesantes de respuestas inmunitarias específicas del isotipo y la subclase en pacientes positivos
para HRV. De las cuatro proteínas virales de la cápside, VP1 y VP2 se reconocieron predominantemente por IgG1 e15
IgA, mientras que VP3 y VP4 reaccionaron principalmente con IgM. Estos resultados muestran que los pacientes 
infectados por HRV reconocen diferentes proteínas derivadas de rinovirus (VP1, VP2, VP3 y VP4) preferiblemente
mediante anticuerpos IgG1 y IgA y que aquellas proteínas pueden usarse para el diagnóstico y la monitorización de
infecciones por rinovirus en general y en particular para la identificación de pacientes que padecen exacerbaciones 
de enfermedades respiratorias inducidas por rinovirus.20

Ejemplo 10: Reactividad de IgG de cobaya anti-HRV frente a epítopos derivados de VP1, VP2, VP3 y VP1 

Con el fin de evaluar si las proteínas de la cápside recombinantes de HRV89 y epítopos derivados de VP1 
reaccionan de manera cruzada con una variedad de diferentes cepas de rinovirus, se recubrieron placas para ELISA 
con 5 g/ml de cada antígeno. Se diluyeron sueros de cobaya producidos contra veintisiete cepas de rinovirus, que 
pertenecían a diferentes especies y diferentes grupos de receptor, 1:1000. Se detectaron IgG específicas de 25
antígeno con anticuerpos de cabra acoplados a peroxidasa anti-cobaya diluidos 1:2000 (Jackson ImmunoResearch). 
Se midieron las DO correspondientes a anticuerpos unidos a 405 nm y 490 nm en un lector de ELISA. Se usaron 
suero anti-HRV89 y suero anti-cobaya como controles (Sigma) (figura 15). 

Pudo detectarse un alto título de IgG anti-VP1 en sueros producidos contra casi la mitad de las cepas sometidas a 
pruebas y se encontró un título de IgG anti-Ep_1 potenciado en sueros con un alto nivel de anticuerpo anti-VP1. 30
Estos hallazgos tienen implicaciones importantes para el diagnóstico de infecciones por HRV, especialmente en el 
contexto de enfermedades de las vías aéreas, porque muestran que VP1 y sus epítopos ubicados en su mayoría 
dentro del extremo N-terminal de toda la proteína se reconocen no sólo por sueros anti-cobaya producidos contra el 
grupo principal sino por sueros producidos contra rinovirus del grupo minoritario.

Ejemplo 11: Comparación de respuestas de anticuerpo específicas de HRV con diversos datos clínicos de los 35
pacientes

Con el fin de investigar si es posible encontrar una correlación entre respuestas de anticuerpo específicas de VP1, 
VP2, VP3 y VP4 y diferentes manifestaciones clínicas, se usó un análisis de única variante usando la prueba de 
“Mann-Whitney” (valores de p < 0,05 se consideraron positivos). Se consideraron los siguientes datos clínicos:

• Fiebre40

• Convulsiones

• Sexo

• Laringitis aguda

• PCR de HRV y PCR de virus de la gripe

• Tiempo de gestación45

• Rinitis

• Tos

• Exposición al humo

• Sibilancia

• Pitidos50
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• Administración de broncodilatadores

• Asma

• Bronquiolitis

Se encontró una conexión estadística significativa entre:

• IgM específica de VP1 y convulsiones5

• IgG1 específica de VP4 y laringitis aguda

• IgA específica de VP1, VP2, VP3 y VP4 y PCR de doble de HRV/virus de la gripe positiva

• IgG1 específica de VP3 y VP4, IgM específica de VP3 y bronquiolitis

• IgG1 específica de VP4 e IgA específica de VP1 y VP2 y asma

• IgG2 específica de VP1 e IgA específica de VP3 y VP4 y exposición al humo10

A continuación, se realizó un análisis de múltiples variantes. Básicamente, en esta prueba, se agruparon datos 
clínicos con diversos modos y se compararon entonces con los valores de anticuerpo como en las pruebas de única 
variante. Los únicos 2 grupos que dieron una hipótesis correcta (p < 0,05) fueron los siguientes:

Grupo 1:

Asma/bronquiolitis/convulsión/laringitis aguda15

Grupo 2:

Asma, bronquiolitis, PCR positiva viral, convulsión, laringitis aguda

El grupo 2 produjo diversos resultados estadísticos significativos. Estos se vieron afectados principalmente por la 
presencia del factor de infección viral doble que parecía ser muy importante en la totalidad de los análisis de única y 
múltiples variantes. Para IgM específica de VP2, hubo una conexión entre la infección viral doble y la convulsión, 20
mientras que para IgA específica de VP1, se encontró una relación entre la infección viral doble y el asma. 

Además, se encontró que los niveles de anticuerpos podían usarse como marcador biológico para la doble infección 
viral por HRV/virus de la gripe. La figura 20 muestra la curva ROC para los valores de Ig en pacientes con infección
doble. No sólo hay una significancia estadística en la hipótesis (valores de Ig como marcador biológico) sino también 
la posibilidad de establecer valores umbral para IgA específica de VP1, VP2, VP3 y VP4.25

Basándose en estos resultados, se supone que será posible desarrollar pruebas serológicas para el diagnóstico de
infecciones por rinovirus y su asociación con enfermedades respiratorias.

Ejemplo 12: Mapeo de los determinantes antigénicos de la principal proteína de la cápside VP1 

Se ha encontrado que VP1 recombinante de HRV89 es la proteína de superficie más importante inmunológicamente 
en muestras de sangre humana (figura 13). Por tanto, se amplificaron tres fragmentos derivados de VP1 mediante 30
PCR usando ADNc que codificaba para VP1 como molde y se fusionaron al extremo C-terminal de la proteína de 
unión a maltosa (MBP). Las proteínas de fusión de MBP que contenían fragmentos derivados de VP1, 
comprendiendo cada una aproximadamente 100 aminoácidos (figura 14A), se expresaron en E. coli. Se purificaron 
las proteínas de fusión mediante cromatografía de afinidad y se analizaron mediante SDS-PAGE. Se confirmó la 
integridad de las proteínas de fusión mediante inmunotransferencia con antisuero de conejo anti-MBP y anti-VP1 35
(datos no mostrados). Se usaron las proteínas de fusión de MBP purificadas para evaluar si pueden encontrarse 
anticuerpos específicos de epítopos en sangre humana y qué subclases de anticuerpo pueden identificarse. Tal 
como se muestra en la figura 14B, los principales epítopos de IgG1 se ubicaron en el fragmento de VP1 
recombinante N-terminal que comprende los 100 primeros aminoácidos de toda la proteína. Se detectó reactividad
potenciada para IgA, mientras que no se encontró reactividad para IgM, IgG2, IgG3 e IgG4 (figura 14B). Para analizar 40
adicionalmente la especificidad de epítopo, se sintetizaron diferentes péptidos derivados del extremo N-terminal de
VP1, comprendiendo cada uno aproximadamente 30 (figura 19A) o 20 (figura 19B) aminoácidos. Entonces se usaron 
los péptidos para investigar la aparición de respuestas de anticuerpo en pacientes infectados por HRV. En ambos 
experimentos, los principales epítopos de IgG1 se ubicaron dentro de los 32 (figura 19A) o incluso 15 (figura 19B) 
primeros aminoácidos de la proteína VP1. 45

Las secuencias de aminoácidos a las que se hace referencia en este ejemplo y en la figura 19 son las siguientes

Residuos de aminoácido 1 a 100 de VP1 de HRV89 (denominados P 1) 
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Péptidos derivados de P 1 de VP1 de 89HRV: 

1. P1A, 32 aa

N P V E N Y I D S V L N E V L V V P N I Q P S T S V S S H A A

2. P1B, 34 aa5

3. P1C, 34 aa

Péptidos derivados de P1A de VP1 de 89HRV 

1. P1a10

N P V E N Y I D S V L N E V L V V P N I Q

2. P1b

V V P N I Q P S T S V S S H A A P A L D

3. P1c

A P A L D A A E T G H T S S V Q P E D M15

4. P1d

Q P E D M I E T R Y V I T D Q T R D E T

5. P1e

T R D E T S I E S F L G R S G C I A M I

6. P1f20

C I A M I E F N T S S D K T E H D K I G

7. P1g

H D K I G K G F K T W K I S L Q E M A Q

Ejemplo 13: Anticuerpos producidos contra proteínas de la cápside recombinantes inhiben la infección por HRV de
células HeLa 25

Se investigó si los anticuerpos IgG de conejo producidos contra proteínas de la cápside VP1, VP2, VP3 y VP4 
recombinantes pueden inhibir la infección por HRV de células HeLa. Se muestran los resultados de un conjunto de 
experimentos en la figura 19. Se incubaron diluciones en serie (1:2 a 1:128) de anti-VP1, anti-VP2, anti-VP3, anti-
VP4 junto con HRV89 a 10 TCID50, 100 TCID50 y 1000 TCID50 y se añadieron a las células HeLa. Los cuatro 
antisueros mostraron la capacidad para inhibir la infección celular al exponerse a HRV89 a 10 TCID50. Cuando se 30
usaron mayores cantidades de virus, se obtuvo una reducción significativa de CPE con anti-VP1, anti-VP2 y anti-
VP4. 

Esto sugiere que no sólo los anticuerpos producidos contra VP1, sino también contra VP2 y VP4, pueden proteger a 
las células HeLa de infección por HRV (figura 20). Por tanto, puede suponerse que una vacuna que consiste en una 
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mezcla de diferentes proteínas de la cápside recombinantes puede mostrar una reacción cruzada más extensa con
otras cepas de HRV.

Ejemplo 14: Reactividad de anticuerpos de conejo anti-89VP1 y anti-14VP1 con 14VP1, 89VP1 y tres fragmentos de 
89VP1 recombinantes. 

Con el fin de confirmar la especificidad de los antisueros de conejo anti-HRV14VP1 y anti-HRV89VP1, se realizó un 5
experimento de ELISA usando proteínas VP1 purificadas recombinantes de HRV14 y 89 así como tres fragmentos
recombinantes de VP1 derivada de HRV89. Se ha encontrado que los anticuerpos anti-HRV14VP1 reaccionaron de 
manera cruzada con VP1 y tres fragmentos de VP1 que abarcaban los aa 1-100 (véase el ejemplo 12), aa 101-200 y
aa 201-293 tenían sin embargo un título mucho menor que los anticuerpos anti-HRV89VP1. En este contexto, cabe 
destacar que los antisueros anti-VP1 obtenidos mediante inmunización con VP1 de HRV14 y HRV89 reaccionaron 10
de manera diferencial con estos fragmentos de 89VP1 recombinantes. Por tanto, parece que este último antisuero 
contiene IgG que reaccionan con muchos más epítopos que el antisuero producido contra 14VP1. Además, confirma 
el supuesto de que usando fragmentos derivados de VP1 es posible detectar anticuerpos dirigidos contra especies 
de rinovirus poco relacionadas entre sí.

15
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REIVINDICACIONES

1. Método para diagnosticar in vitro una infección por rinovirus provocada por cepas de rinovirus que muestran 
reactividad cruzada con la cepa de rinovirus 89 ó 14 en un mamífero que comprende las etapas de:

- proporcionar un anticuerpo que comprende una muestra de un mamífero,

- poner en contacto dicha muestra con al menos un péptido que consiste en un mínimo de 8 y un máximo 5
de 50 residuos de aminoácido que comprenden los residuos de aminoácido 1 a 8 de una proteína de la 
cápside de rinovirus VP1 de la cepa de rinovirus 89 o cepa de rinovirus 14,

- diagnosticar una infección por rinovirus cuando se detecta la unión de anticuerpos a dicho al menos un 
péptido.

2. Método según la reivindicación 1, caracterizado porque la muestra es una muestra de sangre, 10
preferiblemente suero o plasma, una muestra de esputo, muestra de fluido de lavado neural o muestra de 
lágrima.

3. Método según la reivindicación 1 ó 2, caracterizado porque el rinovirus es la cepa de rinovirus 89.

4. Método según la reivindicación 3, caracterizado porque los residuos de aminoácido 1 a 8 de la proteína de 
la cápside de rinovirus tienen la secuencia de aminoácidos NPVENYID.15

5. Método según las reivindicaciones 3 ó 4, caracterizado porque el al menos un péptido se selecciona del 
grupo que consiste en NPVENYIDSVLNEVLVVPNIQPSTSVSSHAA y NPVENYIDSVLNEVLVVPNIQ. 
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