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La6 ga6znoenzenlzl6 vlnale6 6on una de la6 en6e~me­

dade6 má6 comúne6 en mucha6 ~eglone6 del mundo, pudléndo6e pn~ 

6enzan zanzo en 6onma endémlca como epldémlca (J). La nelacl6n 

de alguna6 ga6znoenzenlZl6 6on agenze6 vlnale6 6ue pue6za al -

de6cublenzo en et año de 1912, con et vl4u6 Nonwatk (2), et -­

cual ha 6ldo a6oclado con la6 ln6ecclone6 lnze6zlnale6 que a6~c 

zan p4lnclpatmenze a j6vene6 y adutzo6 (3,4). En el año de -­

l973 6e de6c4lble4on lo6 nozavl4u6, lo6 cuale6 6ue4on ob6e4va­

do6 al mlc~o6coplo elecz~6nlco en blop6la6 de zejldo duodenal 

y en hece6 de nlño6 con dla44ea aguda (5,6). 

Lo6 4ozavl4u6 6on con6lde4ado6 en la aczualldad uno 

de lo6 ~genze6 ezlot6glco6 má6 lmpo4zan~e6 de la dla44ea aguda 

en nlño6 menone6 de 5 año6. Tamblén a6ec~an a lndlvlduo6 j6v~ 

ne6 de ozna6 e6pecle6 como ave6 (7) y mamL6eno6 (8,9,10, 11, 12, 

73). En humano6 lo6 epl6odlo6 de dla44ea ocun4en pnlnclpalm~n 

ze en nlño6 enzne lo6 6el6 me6e6 y lo6 do6 año6 de edad (14). 

La g4avedad de lo6 cuadno6 dla44élco6 depende del g4ado de de-

6 equlllb4lo hldnoetec~notLzlco que oca6lonen, que de no 6en -­

znazado a zlempo puede 6en monzat (15). 

Lo6 nozavlnu6, penzenecen a la 6amllla Reovlnldae, y 

6on panzLcula6 lco6ahédnlca6 con un dlámezno de al4ededon de -

10 nm. Su genoma e6zá 6onmado po~ once 6egmenzo6 de RNA de -­

doble cadena (RNAdc) de dl6~~en~e6 zamaño6, que van de6de 680 

pane6 de ba6e6 ha6za 33,000 pane6 de ba6e6 (76). Eazo6 6eg--
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menZoó pueden óepananóe de acuendo a óu zamaño pon e¿ecznoóo­

neóló en ge¿eó de po¿lacnl¿amlda (ólg. 1). 

Loó vlnuó madunoó eóZán óonmadoó pon una dob¿e capa 

pnozélca. En e¿ caóo del nozav.i.nuó de ólm.i.o SAll (el cua¿ ha 

óldo uóado como mode¿o de eóZudlo ya que cnece eólclenzemenze 

en cu¿zlvo de cé¿ulaó); la capa lnzenna eóZá compueóZa pon 

zneó pnozelnaó, VPI, VP2 y VP6, laó cua¿eó zlenen peóoó mo¿é­

c~aneó de 116,000, 96,000 y 42,000 dalzonó neópeczivamenze -

(17,18). 

de¿ RNAdc de¿ genoma vlna¿, eó la pnozelna máó abundanze, y -

eó la neóponóab¿e de ¿a lnduccl6n de anz.i.cuenpoó capaceó de -

neacc.i.onan con no;t.av.i.nuó aióladoó de d.i.6enenZeó eópec.i.eó a1t.i.­

ma¿eó y penzenec.i.enZeó a óenozlpoó dióZinZoó, pon ¿o que óe -

¿e ha denom.i.nado como an;t.lgeno común de gnupo de eóZoó v.t.11.uó 

( 1 9) ( 6,{.g • 1 ) • 

zelnaó VP3 y VP7. 

de znaduccl6n del óegmenzo cuazno del genoma; ;t..i.ene un peóo -

mo¿ecu¿an de 88,000 da¿zonó, y ha óldo aóoc.i.ado con ¿aó pno-­

pledadeó hemag¿uz.i.nanZeó y con e~ aumenzo de la lnóeczivldad 

de¿ no;t.avlnuó a¿ óen zna;t.ado con znlpólna (20). EóZe znaza-­

mlenzo con Znlpólna pnoduce un conze en VP3 onlglnando doó p~ 

¿lpépzldoó, VPS y VP8 ( 21 l ( 6-i.g 2), loó cua¿e¿, ó e cnee eóZ1fo 

lnvo¿ucnadoó en ¿oó 6 en6me'no.6 de ad..1 oncl6n !J /o , 1eneznac-i611 - -

de¿ vlnuó a ¿a célula hué<1ped. 
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VP3 
SEROTIPO ESPECIFICO • 

VP6 
ANTIGEI'Xl Cff1l.IN OC GRUPO Y 
DISTINTIVO OC Sl.IBGRUPO • 

VP7 
SEROTIPO ESPECIFICO • 

Fig l. Esquema de la estructura del genoma y de la doble 
capside de los rotav:i:.rus. Se muestran los once segmentos del RNAdc 
separados en un gel de poliacrilamida y se señala la localización -­
dentro del viri6n de los polipéptidos VP3 VP6 y VP7, codificados como 
se indica, por los s.egmentos de RNAdc 4, 6 y 9, respectivamente. Alg.!:!_ 
nas de las características de estos polipéptidos se enlistan en la -­
parte derecha de la figura. 
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VPI 
VP2 ~~ 
VP3 -
VP5 -
VP6 ..... 
VP7 .... 
VP8 

Fig 2 Efecto de la tripsina sobre las proteínas estruE_ 

turales del rotavirus de simio SAll • Las proteínas virales marcadas " 
radioactivamente con 35s-metio~ina se separaron por electrofor~sis en -
un gel de poliacrilamida al 11\. Se·m.iestra la autoradiografía del gel. 
Carril 1, proteínas obtenidas del virus no tratado con tripsina; carril 
2, proteínas del virus tratado con 10ug/ml de tripsina, durante treinata 
min. a 37°C. 
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La6 p4oze~na6 VP7, m~6 abundanze de la capa exzenna, 

e6Z~ cod~6Lcada pon el 6egmenzo nueve del genoma de SA11; -­

zLene un pe6o moleculan de 37,000 dalzon6 y e6Z~ glLco6Llada 

(22). E6Za pnoze~na 6e ha LdenZL6Lcado como el anz~geno 4e6-

pon6able de la e6pecL6LcLdad de 6enozLpo {19,23), y conzna la 

cual neaccLonan la mayo4~a de lo6 anzLcuenpo6 que neuznalLzan 

al vLnu6 (22). Alguno6 e6zudLo6 necLenze6 han a6ocLado zam-­

b~én a VP3 como Lnduczo4a de anzLcue4po6 neuznallzanZe6, peno 

en meno4 gnado (24) !6Lg 1). 

Lo6 40ZavL4u6 ln6ecian y 6e neplLcan en la6 célula6 

eplzelLale6 del Lnze6Z~no delgado. La6 célula6 de e6Za ~egL6n 

al 6eh ~n6eczada6 pon el v~nu6 óe deópnenden ~empnanamenze y 

6on 4eemplazada6 pon célula6 Lnmaduna6 pnoven~enZe6 de laó -

c4Lpzaó de L~ebenkuhn. E6~aó célula6 Lnmadunaó óon Lncapaceó 

de lleva4 a cabo laó 6uncLoneó nonmale6 de abóoncL6n ln~eóZL-­

nal, lo cual ocaóLona una péndlda de elec~nol~~oó y agua pnod~ 

cLéndoóe a6~ la dLannea, que puede óen gnave, dependLendo del 

gnado de deóhLdna~aclán que óe p4oduce en el ~ndLvLduoó (25, 

2427). 

Sl bLén no óe conocen con cenzeza lo6 mecanl6moó Ln 

munol6glcoó de de6enóa con~na loó nozavLnuó, óe 6abe que lo6 

anzLcuenpoó a n~vel lnzeó~Lnal juegan un papel lmponzanze pa-

4a evlzan laó ln6ecc~aneó cauóadaó pan eóZaó vLnu6 (28), mle~ 

~na6 que loó anzlcuenpoó a nlvel ólóZémlca na panecen óen pn~ 
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Pana poden o6necek &oluclone6 de ~ipo ~ekapéu~lco o 

pko6lláczlco a lo& pkoblema& de la& ga6tAoente4¿~¿6 cau&ada& 

pok kozavlnu&, &enla de gnan ayuda enzendek laa lnzenacclone& 

en~Ae e6Ze vlku6 y &u célula hué&ped, aal como 6u6 mecanl&mo& 

de ln6eccl6n. En genekal &e &abe que lo& vlAua pana pene~kak 

a la célula hué&ped deben lnzenacclonak con un necepzok celu­

lak. E6Za LnZekaccl6n enZAe el AecepzoA y el vlku6 lnvolucka 

únLcamenze alguna& AegLone& de la& pkotelna& de la 6upeAólc¿e 

vlAal, conzka la& cuale6 geneAalmenze AeaecLonan lo& anzlcue~ 

po6 que neu~kallzan al vlAu6, y 6e le& han denom¿nado dezekml 

nanze& anz¿génLco& de neutkal¿zac¿6n o eplzope& de neu~Aal¿-­

zacl6n. 

Exl&~e gAan lnzeAé6 en la canaczenizacL6n de lo& -­

epl~ope6 de neu~kallzacl6n en loa Ao~auLAua, le cual ha mozl­

vado el e&~udlo de 6u6 pko~elna6 de capa ex~ekna pok &e~ é&Za6 

la& que po&een dLcho& eplzope&. Ademá& &e &abe que lo& no~a­

vlnu& al pekdek &u capa ex~eAna p¿eAden &u ln6ec~lvLdad (31), 

lo que Lndica que e6Za6 pko~elna6 juegan un papel lmpokzan~e 

en el pkoce6o de Ln6eccl6n, po&lblemen~e en el Aeconoclmlen~o 

de lo& kecepzoAe6 de la célula hué&ped y la pene~Aacl6n a la 

ml&ma. 

Pana e&zudlak lo~ dezenmlnan~ea anti&Enlco& de la6 

pko~elna& 6e han apllcado dlven&a& me~odologlaa. Una de ella6 
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ea la cJtlazaLogJt.a6la de Jtayoa X que pel!.mlze de~lnLJt aquelLaa 

Jt.eglonea de La pJtozelna que ae encuenzJtan expueazaa en La au­

peJt6Lcle de La moL(cuLa, mdó no neceaaJtLamenze aeffala Loa de­

zeJtmLnan~ea anzlglnlcoa. Eaze ea ademda un pJtoceóo baazanze 

ao6lazLcado, el cual JtequleJte de la pJtozelna zo~almenze pulta 

y en eazado cl!.Lózallno (321. 

O~Jta de laa ~(cnlcaa empleadaa pal!.a ea~e 6Ln ha al­

do la p1!.oduccL6n de an~Lcuel!.poó monoclonaleó neuzl!.alLzan~eó -

que ae uzlllzan pal!.a ob~enel!. mu~an~ea Jtealazenzea a la neuzJta 

Llzacl6n. Poa~el!.LoJtmenze, ae ob:r:-i.e.nen laa aecuencLaa de Laó -

plto~elnaa del vLJtuó mu~anze, Laó cualeó aL compal!.aJtóe con La 

del vLJtua· óLlvea~Jte l!.evela aquellaa l!.egLonea que eazdn aL~el!.E!:_ 

daa y que pal!. conalgulen~e podJtlan JtepJteaenzaJt epl~opea de -­

neu~Jtallzacl6n (33,34). 

PoJt dL~lmo, uno de Loó en6oquea mdó popuLaJteó en La 

ac~ualldad paJta la LocaLlzacl6n de epLzopea de neu~naLlzacl6n 

ea la u~LLlzacl6n de plpzldoa aln~(~Lcoó que mlme~lzan La ea­

zJtuc~uJta pl!.LmaJtla de Laa JtegLoneó aeLecclonadaa del vLJtuó que 

ae eazudla. 

nlzaJt anlmalea, pltobdndoae poa~eJtLoJtmen~e La capacidad de Loa 

auenoa an~l-p(pzldo obzenldoa pal!.a neu~JtalLzal!. la Ln6ec~Lvldad 

Ve eaza manel!.a óe han podido locallzalt de~eJtmlnan~eó 

anzlg(nlcoa de neuzJtaLlzacl6n de vaJtloa vl~ua, como pollovlJtuó 

( 3 5 J , vLJtuó de la 6LebJte a6zcqa, ( 3 6 J y e C v.l.'Luó de la ltepaz:f_ 
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Z~h 8 (37,38,39,40). En et caho de ta 6~ebne a6Zo6a loh pép­

.z~doh no 66lo 6uenon capace6 de ~nduc~n anz~cuenpo6 que neu-­

znat~zan la ~n6ecc~6n en un 6~6Zema ~n v~zno, 6~no que adem46 

~ndujenon anz~cuenpo6 en an~male6 e~pen~menzateh que lo6 pno­

zeg~enon conzna nezoh po6Zen~one6 con et v~nu6 paz6geno. 

OBJETIVO 

El objez~vo de e6Ze znabajo e6 tocat~zan un ep~zope 

de neuznal~zac~6n de ta pnoze~na VP7 del nozav~nu6 de h~m~o -

SA11, med~anze et uho de pépz~do6 6~nzéz~co6. 



MATERIALES Y METODOS. 



'' 
STNTESIS QUIMICA VEL PEPTTVO 

La alnzeaia qulm.<.c.a de¿ plp~do ae ¿lev6 a e.abo poi!. 

e¿ mlzodo ett 6aae a6.lida deac.11..<.zo poi!. Ba11.any y Me11.11.ió.ield 

(41), emp¿eando e.amo aopo11.ze una 11.eaina de po.liea.tL,~no-divi-

n.<.¿benc.eno. La 11.eaina uzi.lizada zenla ac.cplado el amino~cido 

.t.<.a.lna, e.l cua.l eazaba unido a z11.avla de au gil.upo canboxLlo -

(COOH), m.<.ett.tl!.a6 que au g4upo amino (NH 2 l ea.taba bEoqueado po4 

e.l gil.upo ze4buzilox.lc.a11.bo1t.<..l Cz-boc.), e¿ c.ua.l .tiene como 6inE!:_ 

.l.ldad eviza4 que e.e. aminoác..ldo 4eac.c..lone po4 au lado NH 2 . Ve.l 

m.lamo modo, e.l g4upo ¿aze4a.l de .la ¿iaina eazaba &¿oqueado -­

poi!. e.l g4upo 2-c.lo4o-c.a4bobenzoxi (2-C.l-Z) pa11.a evi.ta11. .la óo~ 

mac.i6n de c.adenaa .la.tell.alea no deaeadaa ett el plp.t.ldo. 

Como p11.ime11. paao en .la alnzeaia, ae 11.emov.l6 e.l gil.u­

po z-boc. de .la liaina medianze .t11.azam.lenzo c.on ác..ldo z11.i6luc-

11.ac.lzico (TFA) (P.le11.ce) a.l 50% en d.lc.loll.ome.tano (Me11.c.k). Eaza 

deap11.o~ec.c.L6n ae llev6 a e.abo du11.an~e z11.einza minu.toa a ~emp~ 

11.a~u11.a amb.lenze, con ag.lzac.l6n óuave. 

a.lna ae lav6 c.on d.lc.lo11.omezano y ae .t11.az6 con z11..le~il amina -

(TEA) (P.le11.ce) al 5% en dic..lo11.ome.tano pana deap11.o.tona11. e.l g11.~ 

po NH 2 de ¿a lLóitta. Veapula ae ag11.eg6 el aigu.len~e am.lnoác.~ 

do, en ea.te c.aao ácido g.lu.támic.o, en un exceao 3M (¿ab Penln­

au¿a¡, y ae hizo 11.eac.c.lona11. c.on .la liaina unida a ¿a 11.ea.lna -

añadiendo d.tc..lc..lohexi¿c.a11.bodi.lmida [VCC) f.Pie-~ce) como agen.te 

ac.op¿anze, en c.an.tidad equivalenze a.t·aminoác.id~ añadido. E.l 



12 

ác¿da gtuzám¿ca zenla -Ou ex~4ema NH 2 bloqueado po4 -Ou g4upa -

z-bac y -Ou cadena taze4al po4 et g4upa benz¿L-e-O~e4 (OBZL). 

Ve e-0za óa4ma -0e tag46 que et am¿naác¿da añad¿da 4eacc¿ana4a 

a z4avé-0 de -Ou exz4ema COOH can et exz4ema NH
2 

del am¿naác¿da 

un¿da a ta 4e-O¿na, óa4mánda-0e a-0l eL enlace pepzld¿ca. E-0~e 

p4aced¿m¿en~a -0e 4ep¿z¿6 zanza-0 vece-0 coma am¿naác¿da-0 zuvo -

et pépz¿da que -0e 4¿nzez¿z6, -0óta que en cada ca-00 -0e uz¿t¿zó 

En ta 

ó¿gu4a 3 -0e encuenz4a un e-0quema gene4al de La-0 pa-00-0 ¿nvat~ 

c4ada-0 pa4a tteva4 a cabo ta -0~nze-0¿-0 de pépz¿da-0 en óa-Oe -06-

Cada pa-00 de acaplam¿eiiza y de-Op4azecc¿6n -Oe canZ4f!. 

tó hac¿enda 4eacc¿ana4 atlcuoza-0 de pép~¿da de Lo-0 d¿4z¿nza-0 

pa-00-0, con n¿nh¿d4¿na (42,43). s¿ ta p4ueba 4e-OuLzaba negaz~ 

va (a¿n colok), e-O~a ¿nd¿eaba La au-Oene¿a de 94upa-0 NH 2 ¿¿&4e-0, 

4¿ e4a po-0¿~¿va (can coto4), ¿nd¿caba La p4e-Oene¿a de g4upo-O 

NH 2 4eaez¿vo-0. 

¿nd¿canda que et aeopLam¿en~o no hab~a -0¿da zozat, et e¿eto a 

pa4z¿4 del pa-00 de de-Op4ozanae¿6n con TEA -0e 4epez~a, acoptá~ 

do-0e nuevamenze et m¿-0mo am¿noáe¿do ha-0~a que ta p4ueba 4e-Ou~ 

za4a negaz¿va. 

Al ó¿nat¿za4 ta -0lnze-0¿-0 qu~m¿ea deL pép~¿do, é-0ze 

-Oe t¿be46 de ta 4e-O¿na po4 ~4a~am¿enzo con an¿-0ot al 10% en -
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Fig 3. Esquema de la s1ntcsis química <le péptidos. R, resina emplead.1 como soporte s61ido 

durnntc la síntesis; R
1

, ..:.adeno. lateral <lcl aminoácido 1 ; R2 , cadena lateral del aminotícido 2. 



H R2 0 
1111 o -o Boc-N-C-C-OH + N=C=N 

Boc l..o acido l 

1 
H ~O 9H 
1 1 11 11 ·-o eoc-N-~-c-o-c-N 

lntermediorlo activo 
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H R ~OH 
l 1

2

1íY11 '-o - Boc -N-c¡:-c- N- C-N 
H 
Boc amino ocido urea 

Hz N-~-C-0-CHz ~ RESINA 1 

t 
~· ~ 

amino acido resina . 
~ ~2 ?i ~ ~·?. 

Boc-N-C-C-N-c-c-o-CHz -i_RESINA 1 
1 1 

H O H 

0 1111-0 + N-C-N 

H H 
Boc dipeptido resina dicicloexil urea 

Fig 4. Esquema de la reacci6n qul.Illica que se lleva a cabo 
para fonnar el enlace peptídico durante 1a síntesis-química de péptidos. 
R1 , cadena lateral del aminoácido 1; R2, cadena lateral del aminoácido 2. 
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ác.Ldo 6Luohhldhlc.o (HF) (Mazheaon-c.uhzLn gaaeal duhanze una -

hoha a OºC. PoazehLoAmenze, eL HF ae quLz6 c.on vac.lo y eL h~ 

manenze ae Zhaz6 c.on ézeh de pezh6Lea (Mehc.kl paha exzhaeh eL 

anLaoL. EL pépzLda ae aaLublLLz6 en ác.Ldo ac.ézLc.a aL .1 % en -

agua dealonLzada y ae aepah6 de La he6Lna pah 6LLZhac.L61t. FL 

naLmenze, el pépzLda ae LLa6LlLz6 y ae guahd6 a 4°C haaza au 

uzLlLzac.L6n. 

ANAL1S1S VE AMINOAC1VOS 

El análLaLa de amLnaác.Ldaa del pépzLda aLnzezLzada 

ae LLev6 a e.aba pah c.hamazagha6la de alza pheaLán (HPC) de L~ 

Zehcamblo L6nLc.a, e.ama 6ue deac.Alza pah SzeLn y Maah (44,45). 

Paha Llevah a e.aba eaze análLaLa, la mtteazha 6ué hLdhollzada 

c.an ác.Ldo c.lohhldhLc.a 6N a 110°C pah 20 hahaa. PaazehLahmenze 

ae Lnyec.z6 a la e.alumna de LnzeAc.ambLa L6nLc.a Vuhhum V-500 de. 

0.173 X 48 cm, La c.ual c.onzenla AeaLna Vawex 50. 

phoLLna, a 440 nm. Loa valahe6 obzenLdaa pah eaze mézodo 6ue­

Aon gha6lc.adaa y c.ampahadaa c.an pazhanea paha dezehmlnah el -­

zLpa y La c.anzldad de c.ada amLnaác.lda c.anzenLdo en La mueazha. 
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ANAL1S1S VE PUREZA 

La. pu11.eza. del pép.tldo -Oln.te..tlza.do -0e. de..te.11.m.ln6 poi!. 

med~o de c11.oma..tog11.a.6~a. l~qulda. de al.ta p11.e.-0l6n (HPLCI de 6a.-0e 

11.eve.11.lla. • 

.tell pobla.clone.l> de pép.t.ldol> loúi.te..t.lza.dol> (el e.i.pe.Jta.do, mál> -­

tolo polo-lble.l> pl!.oduc.toll la..te.1ta.le.-0 de 1tea.cc.l6n), de a.cue1tdo a -

ll u gil.a.do de h.ld1to 6-ll.lc.lda.d e h-ld1to 6 o b.lclda.d. Ell .t:e a.nál.l.i.l.i. -

lle llev6 a. cabo en u.na. columna. RP-18, u..t.lllza.ndo como e.luyen­

.te un g11.a.d.le.n.te. de a.ce..ton.l.t11..lto de ta l>lgu..le.n.te. 601tma. (ve.11. --

6-lg 5): du11.a.n.te. lo-0 p11..lme1to-0 5 mln lle e.lu.y6 con a.ce..ton.l.t11..llo 

a.l 5% en a.gua.; en tolo 45 mln ll-lgu.len.te-0 -Oe a.u.me.n.t6 g11.a.du.a.lme.~ 

.te el a.ce..tonl.t1tllo ha.lo.ta. a.lca.nza.Jt una. conce.n.t1ta.cl6n del 60%, 

donde pe.1tma.ne.c.l6 du.11.a.n.te. lol> 5 mln l>lgu.le.n.t:e-0. Poll.te1t.lo11.men­

.te la. concen.t1ta.c.l6n de a.ce..tonl.t11.llo deacend.i.6 ha.a.ta. 5% en lo-O 

./ O m.llt .i..lg u.l'.en.te-!> y p e11.ma.ne.c.l6 a la m.lama. co nc.e.n.t1ta.cl6n po!t 

5 mln, con lo cu.al 6-lna.l.lz6 la co11.1tlda. de la columna.. Todo -

el pl!.oceao 6e llev6 a cabo a u.na .te.mpe.11.a..tu11.a. de 40°C y con -­

u.na veloc..ldad de 6lujo de 1 ml/mln. 

Pa.11.a pode.11. de..te.c.taJt laa dl6el!.en.te6 muea.t11.a.6 que .lban 

l>a.lle.ndo de la columna., el elu~do 6e 6lgul6 a una longl.tud de 

onda de 254 nm. Loa valo1tel> a.qu~ ob.te.n.ldo-0 6e g11.a.6lca1ton e -

i.ndlca.11.on va.11.lo-0 ple.o-O que 11.e.p1te.ae.n.ta.1ton laa d-l6e.1te.n.te.6 pobl~ 

clone.a de pép.tldol> pl!.ellen.tea e.11 la muea.t11.a., 
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Fig S. En esta figura se muestra el gradiente de acetonitrilo que fue empleado para 
correr la colunna de HPLC. en fase reversa. Todo el proceso se llev6 a cabo a una temperatura de 40°C 
y con tma velocidad de flujo de 1-1/min. 
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Lo4 p.lc.o4 obzen.ldo4 en ¿a. c.o¿umna de 6a4e JteveJt4a -

6ueJton c.o¿ec.zado4 poJt 4epaJtado pa.Jta podeJt .lden~.i.6.lc.aJt a nue4-

~Jto pt!ptido. 

po4.lc..l6n de' a.m.l.not!c..ldo4 paJta c.ada una de ¿a4 mue4~Jta4. 

IOVINACION VEL OLIGOPEPTIVO SINTETIZAVO 

PaJta aumen~aJt ¿a .lnmunogen.lc..ldad de¿ o¿.lgoplp~.ldo -

4.ln~etizado, 4e ac.op¿6 c.ova¿en~emen~e a una pJtoze~na. ac.aJtJtea­

doJta. PaJta podeJt c.ua.nti6.lc.aJt e4Ze ac.op¿a.m.l.en~o e¿ o¿.lgoplp:tf 

do 4e maJtc.6 c.on yodo Jtad.loac.z.lvo 1125 r). La yod.i.na.c.¿ón .6e 

¿¿ev6 a e.abo poJt e¿ mt!zodo de4c.~zo poJt. HunZeJt y GJt.eenwood 

(46), e¿ c.ua.¿ 4e ba4a en ¿a. un.i.6n de¿ yodo a¿ an,(,¿¿o a.Jt.omd~.l­

c.o de ¿04 Jte4Z04 de Z.i.Jto4.lna., u4a.ndo c.¿oJtam.i.na. T e.amo a.g e11ze 

ox-ldanze. 

Se uZ.l¿.lza.Jt.on 25 ~ de 4o¿uc.¿6n amoJtz.lgua.doJta de --

6o46azo de poza4-lo 0.5 M pH 6, c.onzen¿endo 25 ug de plpz.ldo; 

4e agJtupaJt.on 0.5 mCuJt.le4 de 125 1 y 10 ~ de 4o¿uc..l6n amoJt.Z.l-

La mezc.¿a. 

4e ag.lz6 6ueJt.zemenze poJt. 90 4egundo4 y 4e agJt.ega.Jton 20 u¿ de 

4o¿uc..l6n de 6o4óaZo4 pH 1 c.on 25 ag de z.i.Jto4¿na.. Se a.g.i.~6 -

óueJtzemenze poJt. 60 4egundo4. f¿na.¿men~e 4e a.d.lc..lon6 a. ¿a. -­

mezc.¿a 10 u¿ de d.lz¿ozJt.lzo¿ (VTTl 0.5 M y 5op u¿ de 4o¿uc..l6n 

de 6o4óa~o4 pH 6 c.on 5 mg ~e pt!pz.ldo. Po4ZeJt..lo~menze 4e ag.i.­

~6 .6ua.vemenze poll. 60 4egundo4 y ¿a mezc.¿a de Jteo..".c..l6n 4e pa.46 
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po11. una columna de -Se6adex G-1 O de 1 O mt ( p11.ev.lamen.te h.ld11.a.tE:_ 

da .toda ta noche en PBS). Una pequeña 611.acc.l6n del etu~do de 

ta columna (50 ut), 6e con.t6 en un de.tec.to11. de 11.ad.lac.lone6 

gamma, y 6e catcut6 ta 11.ad.loac.t.lv.ldad e6pec~6.lca del pép.t.ldo 

(6e ob.tuvo ap11.ox..lmadamen.te un 20% de 11.ecupe11.ac.l6n del pép.t.ldo 

en .todo et p11.oced.lm.len.to). La mue6.t1La 6e gua11.d6 a -20°C ha6-

.ta 6u u.t.lt~zac.l6n. 

ACOPLAM11B./TO · VEL PEPT1VO A ALBUMINA SERlCA BOVINA 

Et ol.lgopép.t.ldo -0e acopt6 a atbam.lna 6é!Uca bov.lna 

(BSA) {M.lte-0) u.t.lt.lzando una mod.l6.lcac.l6n del mé.todo de6c1L.l.to 

poi!. Sch.lnck y S.lnge11. {47). Como agen.te acoplan.te 6e empte6 -

2-4-d.l.l6oc.lana.to de .totueno (TC), que e6 un 11.eac.t.lvo b.l6unc.l~ 

na.e. con ta capac.ldad de 11.eacc.lona11. con to-0 g11.upo-0 -am.lno l.l­

b11.e6 .tan.to del pép.t.ldo como de ta p11.o.te~na aca11.11.eado11.a. 

A 2 mt de BSA {75 mg/mt) en PBS pH 7, -Oe te añad.le-

11.on 40 u.e. de TC y ta.mezcla 6e ag.l.t6 du11.an.te do6 ho1La6 a OºC. 

Po6.te11..lo11.men.te, -0e cen.t1L.l6ug6 a 420 g poi!. 20 m.ln y eL 6ob11.ena 

dan.te 6e .lncub6 en h.leto du11.an.te una ho11.a. Ve6pué6 de e-0.ta -

.lncubac.l6n, a ta mezcla de 11.eacc.l6n 6e te ag11.eg6 850 u.e. de 

pép.t.ldo (9 mg/mt en -0otuc.l6n amo11..t.lguado11.a de 6o66a.to6 O. 1 M 

pH 71 y 6 x 10 6 cpm de pép.t.ldo yod.lnado (ac.t.lv.ldad e6pec~6.lca 

de 1.7 X 10 5 cpm/ug) y-0e .lncub6 poi!. 75 m.ln a 37°C. FJ.:natme~ 
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~e, Za mue6Zna 6e pa66 pon una columna de 10 ml de Se6adex -­

G-75 de pono 6lno, equlllbnada con PBS, pana 6epana~ el p~pzf 

do no acoplado del p~pZldo acoplado a BSA. La coZumna 6e eZu 

y6 con PBS y 6e coZeczanon 6nacclone6 de 15 goZa6 cada una. -

Se dezenmln6 Za nadloac~lvldad pne6enze en al~cuo~a6 de e6Za6 

6nacclone6 pana 6aben donde 6e enconznaba el p~p~ldo acoplado 

y e6~a6 6e guandanon a 4°C ha6~a 6U uzlllzacl6n. 

ESQUEMA VE INMUNIZACION 

Con eZ 6ln de ob~enen an~lcuenpo6 con~na eZ p~p~ldo 

6ln~ezlzado, 6~ lnmunlza~on cuyo6 de 25 d~a6 de edad. Vo6 -­

cuyo6 6uenon lnmunlzado6 con 150 ug de p~pzldo acoplado a BSA 

y do6 con 150 ug de p~pzldo 6ln acoplan. En ~odo6 lo6 ca606 

Za pnlmena lnmunlzacl6n 6e dl6 con adyuvanze comple~o de 

Fneund (48), admlnl6Znando eZ lnmun6geno pon v~a 6ubcu~ánea en 

dl6~ln~a6 neglone6 del lomo e ln~namu6culanmen~e cenca de lo6 

gangllo6 Zln6á~lco6 de la6 paza6 zna6ena6. Lo-0 e6~~mulo6 6e­

cundanlo6 6e dlenon con adyuvanze lncomple~o de Fneund a ln-­

~envalo6 de 15 d~a6, pon v~a -0ubcuzánea, del ml6mo modo que -

ta pnlmena lnmunlzacl6n e lnocuZando en cada ca6o 150 ug de -

p~pzldo acopZado a 6olo 6egán el ca6o. 

Lo6 cuyo6 &e 6angnanon anZe6 de empeza~ eZ e6quema 

de lnmunlzacl6n (6ue~o pne~nmune) y 6leze d~a6 t'e6pué6 de ca-
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da una de La• LnmunLzaeLone• •eeunda4La• (6ue4o6 hLpe4Lnmune6). 

Ve6pué6 de 10 LnmunLzaeLone• Lo• anLmale• 6e 6ang4a4on a bLan­

eo. 

La •ang4e obtenLda de Lo• anLmaLe• •e Lneubo p4Lme4o 

una ho4a a tempe4atu4a ambLente, de6pué• do• ho4a6 a 4ºC y po4 

úLtLmo •e eent4L6ug6 a 250 xg du4ante 15 mLn. EL •ue4o •e •e­

pa46 deL eo~gulo y •e alLeuot6 en 64aeeLone• de 0.5 mL. Se -­

gua4d6 a -20°C ha•ta •u utLLLzaeL6n. 

VETERMINACTON VE LOS ANTICUERPOS TNVLJCIVOS POR EL PEPTIVO 

Lo• antLeue4po• LndueLdo• po4 el péptLdo 6ue4on de-­

teetado• po4 Lo• método• de dobLe LnmunodL6u•Lón (VIV), en•ayo 

LnmunoenzLm~tLco (ELTSA), e Lnmunopunto. 

VOBLE INMLJNOVIFUSTON 

E•ta técnLca con•L•te en hace4 4eaccLona4 en un me­

dLo •emL•óLLdo de aga4, a un antZgeno con un antLcueJLpo. La• 

mo~éeula• dL6unden 4adLalmente en lo• pozo•, 6o4mando una LZ­

nea de p4ecLpLtacLón en el punto de equLvaleneLa en cada •L•­

tema antZgeno-antLcue4po (AG-Ac) (49,50). 
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20 ul del an~~geno (30 ug/ul) en el pozo cenznal y 20 ul de -

lo6 6ueno6 y 6u6 dLlucLone6 conne6pondLen~e6 en loa pozo6 de 

la pelt..l6enLa. La6 placa6 6e dejanon dL6undL~ dunan~e 24 ho~a6 

a zempena~u~a ambLen~e y po6~enLonmenze 6e lava~on en 6olucL6n 

6alLna L6oz6nLca pana quL~an el anz~geno y an~Lcue~po que no -

hubLe~an ~eaccLonado. La6 placa6 6e zLñenon con amLdo negno -

(BLo Rad) al 0.1% en 4cLdo acézLco al 10% du~anze doa hona6, y 

el exce6o de colonan~e 6e quLz6 con 4cLdo acézLco al 10%. 

ENSAYO INMUNOENZIMATICO 

La ~écnLca de ELISA empleada pana e6~e en6ayo, 6ue -

una modL6LcacL6n de la6 de6cnLza6 po~ TaLne~ y col. (51) y po~ 

el Cenz~o Colabo~adon de la OMS pana Re6enencLa e Inve6zLga--

guLenze: cLncuen~a pLcomole6 de pép~Ldo, en 10 ut de PBS, 6e 

añaden a cada uno de lo6 pozo6 de una mLcnoptaca de zL~ulacL6n 

de 96 pozoa (Vynazech, Immulon 2). Pa~a 6Ljan el pép~Ldo a -

ta placa, é6za 6e Lncuba a 37°C pon ~oda la noche 6Ln ~apa~la 

pa~a 6ecan lo6 pozo6. Una vez 6eca ta placa 6e agnegan a ca­

da pozo 100 ul de mezanol ab6olu~o (Menckl y 6e Lncuba 5 mLn 

placa con agua de6LonLzada. Po6~e~Lonmenze, lo6 6LZLo6 no 

ocupado6 pon el pépzLdo en lo6 pozo6, 6e bloqnean con BSA al 

3% en PBS/O. 1% Tween 20 du~anze 4 hona6 a 37°C. Lo6 pozo6 6e 
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la.va.n con PBS/0.1% Tween 20, :t.Jte6 vece6, Ve6pué6 del la.va.do, 

6e a.gJtega.n a. ca.da. pozo 100 ul de la.6 d-lluc-lone6 coJtJte6pond.C.~n 

:te6 de ca.da. uno de lo6 6ueJto6 h-lpeJt-lnmune6 a. pJtoba.Jt6e y 6e -

-lncuba.n duJta.n:te :toda. la. noche a. 31°C. La. pla.ca. 6e la.v6 con 

PBS/O. 1% Tween 20 :t.Jte6 vece6, y 6e a.ña.de un 6egundo a.n:t-lcueJt­

po (a.n:t-l-1gG de cuyo pltepa.Jta.do en conejo, a.copla.do a. óo6óa.:ta.6a. 

a.lca.l-lna.) (M-lle6), d.C.lu~do 1:400 en PBS y 6e -lncub6 poJt do6 -­

hoJta.6 a. 31°C. La. m-lcJtopla.ca. 6e la.v6 de la. m-l6ma. óoJtma. que la. 

vez a.n:te~oJt y 6e a.gJteg6 el 6u6:t.Jta.to de la. óo6óa.:ta.6a. a.lca.l.C.na. 

(1 mg/ml de p-n.C.:t.Jtoóen-ll óo6óa.:to en 10% d.te:ta.nol a.m-lna./O. 1% -

MgCl 2 ). 

de Na.OH 3M a. ca.da. pozo. 

de a.n:t.tcueJtpo óa6óa.:ta.do un-ido a. ca.da. pozo, lo que a. 6u vez Jte­

óleja. la. ca.n:t-lda.d de a.n:t-lcueJtpo6 a.n:t-l-pép:t-ldo. 

PROPAGAC10N Y PUR1F1CAC10N VE ROTAV1RUS SAIJ 

En e6:te :t.Jta.ba.jo 6e u:t.f:Llz6 el Jtota.v.C.Jtu6 SAJ I (S-lm-la.n 

Agen:t 11), a..C.6la.do poJt el VJt. H. H. Ma.U1e1¡.be. de la. Un.C.veJt6-lda.d 

de Tex.a.6 • E6:te v-lJtu6 ae pltopa.g6 en célula.a de Jt-lff6n de mono 

MA104, como 6e Ita. de6cJt-l:to pJtev-la.men:te [12). 
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La pu~.i.6.i.cac.i.6n del v.i.4u6 6e llev6 a cabo de la 6.i.­

gu.C.en.te mane4a: la6 célula6 .i.n6ec.tada6 6e ex.t4aje4on con .t~f 

clo4o.t4.i.6luo4oe.tano (64e6n) du4a.n.te 30 m.i.n, con ag.i..tac.i.6n 6u~4 

.te, pa.4a 4ompe4 la6 memb4ana.6 celula4e6 y pode4 l.i.be4a4 la6 -

.te, 6e cen.t4.i.6ug6 du4a.n.te 30 m.i.n a 10,000 Xi a 4°C; la 6aóe 

acuo6a, donde e6.t~ con.tenido el v.C.4u6, 6e 6epa46 y &e le ag4~ 

96 pal.i.e.t.i.lén gl.i.col al 50% ha&.ta ob.teneft una concen.t4ac.i.6n -

La mue&.t4a 6e .i.ncub6 .toda la noche a 4ªC pa~a -

pftec.i.p.i..tada.&. El 6ed.i.men.to 6e 4e&u6pend.i.6 en 0.3 ml de 6olu-

c.C.6n a.mo4.t.i.gua.do4a TSM (T4.i.zma. ba6e 0.05 M, NaCl 0.15 M, 

MgCl 2 0.01%, pH 8.4). La mue&.t4a 4e&u&pend.i.da 6e pu&o &ob4e 

una &oluc.i.6n de C&Cl con una den&.i.da.d de 1.36 g/cm 3 y &e cen 

.t!U.6ug6 ha&.ta equ.i.l.i.b4io (180,000 X a du4a.n.te 18 ho4a&). 

Ve6pul!6 de la cen.t~6ugac.i.6n, la banda opale.6.cen.te 

ob6e4vada 6e colec.t6 y 6e anal.i.z6 &u compo&.i.c.i.6n de p4o.te!na 

po4 elec.t4o6ofte&.i.& (56). el v.C.4u& puft.i.6.i.cado &e concen.t46 -

po4 med.i.o de ul.t4acen.t4.i.6uga.c.i.6n a 180,000 X a po4 do& ho4a& 

a 4ºC, y el bo.t6n &e 4e6u&pend.C6 en &oluc.C6n TM lT4.i.zma ba&e 

0.05M, NaCl O. 15 M, pH 8.4) y 6e gua4d6 a 4°C ha6.ta &u u.tili 

zac-l6n. 
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INMUNOPUNTO 

E6za zécn.lca .¡,e uz.ll.lz6 patr.a dezetr.m.lnatr. 6.l lo.6 anz{ 

cuetr.po.6 d.ltr..lg.ldo.6 conztr.a el pépz.ldo etr.an capace.6 de tr.eacc.lo-­

natr. con el v.ltr.u.6 complezo (53,54) y con6.l6ze 6undamenzalmenze 

100 ug de p~pz.ldo 6 12 ug de v.ltr.u.6 SA11 ca-

mo anz.lgeno 6e aplican e1t una goza, .¡,obtr.e papel de n.lztr.ocelu­

lo6a (NC) (0.45 um Schle.lchetr. y Schuell), y la.6 mue6~tr.a6 6e -

dejan 6ecatr.. Una vez .¡, eco.6 lo.6 papel e.& de NC, lo.6 6.ltio.6 que 

no 6uetr.on ocupado./> potr. el anz.lgeno .&e bloquean con 6oluc.l6n -

TSGT (Ttr..i.6 HCl 10 mM, pH 4, NaCl 0.9%, Gelaz.lna 3% y Tween 20 

o. 3%). Lo.6 papele.& de NC .&e incuban a zempetr.azutr.a amb.lenze -

con ag.lzac.l6n .&uave, dutr.anze 60 m.ln, cambiando la .&oluc.l6n -­

cada m.ln. 

Lo.& anz.lgeno.& 6.ljo.& al papel de NC 6e incuban con -

lo.& 6uetr.o.& h.lpetr.útmune.& d.l.i.u.ldo.s 1: 500 en TSGT. Po.6zetr..lotr.me!!_ 

ze, lo.& papele.6 6e lavan ztr.e.& vece.& a zempetr.azutr.a amb.lenze -­

dutr.anze 15 m.ln cada vez, con TSGT. 

Patr.a dezeczatr. lo.6 anz.lcuetr.po.& un.ldo.s al anz.lgeno, lo.6 

pape.i.e.& de NC ./>e incuban con 0.5 uC.l/ml de ptr.oze.lna A- 725 r 
(Ametr.6ham}. El exce6o de ptr.oze.lna A- 125 1 .&e lava ~tr.e.6 vece./> 

potr. 15 m.ln a ~empetr.a~utr.a amb.len~e con TSTG • U1ta vez lavado.6, 

.i.06 papele.& 6e dejan ./>ecatr. 6obtr.e e.i. 6.ll~tr.o y ./>e exponen a una 

placa 6o~ogtr.á6.lca (Kodak X-Orna~ kl dutr.an~e 20 htr. a -70°C (55). 
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INMUNOELECTROTRANSFERENCIA 

E&t:e mét:odo &e ut:.l.t.lz6 pana pnoban &.l ¿o& a.nt:.lcuen­

po& .lnduc.ldo& pon e.e. p€.pt:.ldo enan capa.ce& de neconocen a .ta -

pnot:e~na. v.lna.e. comp.tet:a, de .ta cua.e. e.e. p€.pt:.ldo 6u€. cap.lado. 

P~meno .ta& pnot:e~na& de.e. v.lnu& &e &o.tub.l¿.lzanon -­

h.lnv.lendo .ta mue&t:na dunant:e 2 m.ln en una. &otuc.l6n de: t:n.lz­

ma ba&e 0.05 M, pH 6.8, dodec.l.t&u.t6a.t:o de &ad.lo (SVSI 2.5%, -

g.t.lceno.e. 10%, ~c.ldo et:.l.tendLa.m.lnot:et:nac€.t:.lco (EVTAT 0.002 M, 

a.zu.t de bnomo6eno.t 1% y 2-mencapt:oet:ano.t (14.4 Ml. La6 pno-­

t:e~na& 6e 6epa.nanon pon e.tect:no6one&.l& en un gel de po.t.lacn.l­

.tam.lda-dodecl.t&u.t6at:o de 6od.lo (EGP~ 10%-SVS) de acuendo al -

mét:odo de La.emm.t.l. Po6t:en.lonment:e, .ta¿ pnot:e~na& ¿epa.na.da.& -

6e e.tect:not:na.n&6.ln.lenon a un 6.l.tt:no de NC duna.nt:e do6 hona.6 -

con una. conn.lent:e de lA, a. 4°C, como Lo de&cn.lbe T6a.n9 y co~. 

(54) y Towb.ln H y co.t. (57). Ve&pué& de .e.a. t:na.n&6enenc.la to& 

pa.pe.te6 de NC ¿e b.toquea.non con TSGT. Todo& .to& pa&o& po6t:e­

n.lone6 a. e6.t:e 6uenon .to& m.l6mo6 de¿cnlt:o6 ant:en.lonment:e pana. 

.ta. t:écn.lca de .lnmunopunt:o. 

EFECTO VEL PEPTIVO SOBRE LA 1NFECT1V1VAV VIRAL 

Pana e6t:udlan .e.a ca.pac.ldad de.e. pépt:.ldo &.lnt:et:.lzado 

pana. .lnh.lb.ln .e.a. .ln6 ect:.lv.lda.d del v.lnu6 SA 11, 6 • emp.te6 .ta t:€.c 

n.lca de neducc.l6n de 6oco6 de .lnmunopenox.lda.&a. ;58). 
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MA104 po4 una ho4a a 31ºC. 

men de vL4u6 a una dL¿ucL6n a ¿a cua¿ 6e 6abe que Lnóecza de 

10 a 80 cé¿u¿a6 (óoco6 LnóeccLo6o6) en au6encLa de¿ pépzLdo. 

E¿ vL4u6 en p4e6encLa de¿ pépzLdo 6e deja ad6o4ben a ¿a mono­

capa du4anze una ho4a a 31°C. Ve6pué6 de e6ze iLempo ¿a man~ 

capa ce¿u¿a4 6e ¿ava do6 vece6 con PBS pa4a quLza4 e¿ exce6o 

de vL4u6 y pépzLdo. Ve6pué6 de añadL4 medLo a ¿a6 cé¿u¿a6 --

6e Lncuban a 37°C du4anze 12 ho4a6 pa4a da4 opo4~unLdad a que 

e¿ vL4u6 6e 4ep¿Lque en e¿ Lnze4Lo4 de ¿a6 cé¿u¿a6 Ln6eczada6. 

A ¿a6 12 ho4a6 po6zLnóeccL6n, ¿a6 cé¿u¿a4 6e ¿avan do6 vece6 

con PBS y 4e óLjan a ¿a6 mLc4op¿aca6 con acezona a¿ 80% en -­

PBS du4anze 20 mLn. Po6zenLonmenze, ¿a6 cé¿uLa6 6e Lncuban -

con 6ueno hLpe4Lnmune anzL-SA11 pana dezecza4 aque¿¿a6 cé¿u¿a6 

¿a4 6e ¿ava do6 vece6 con PBS pa4a quLza4 e¿ exce6o de anzL-­

cue4po6 que no 4eaccLonanon y aque¿~a6 cé¿u¿a6 que zLenen ¿06 

comp¿ejo6 AG-Ac 6e neve¿an po4 LncubacL6n con pnoze~na A-pen~ 

xLda6a (2 hona6 a 31ºC) y 6ub6ecuenze adLcL6n deL 6u6znazo de 

La pe4oxLda6a (canbazo¿ 4 mg/m¿ en una 6o¿ucL6n de 1.5 m¿ de 

dLmezL¿ óonmamLda, 4.0 m¿ de 6o¿ucL6n amo4zLguadona·de aceza­

Z06 0.05 M pff 5.0 y 10 u¿ de pen6xLdo de hLd46geno a¿ 30%1. -

E6Ze 6u6z4azo cuando e6 modLóLcado po4 ¿a enzLma 6e zonna co­

¿o4Ldo y 6e p4ecLpLza en e¿ 6LzLo de neaccL6n. E6Za6 cé¿u¿a6 

con e¿ 6u6Z4azo p4ecLpLzado en 6U Lnze4Lo4 pueden 6e4 óácL¿-­

menze dezeczada6 y cuanzLóLcada6 con un mLcno6copLo LnvenzLdo 



28 

EFECTO VEL SUERO ANT1-PEPT1VO EN LA 1NFECT1V1VAV VIRAL 

Una eanz~dad eanoe~da de pahz~eula4 ~nóeee~o4a4 del 

hozav~hu4 de 4~m~o SA11 4e ~neuba eon d~óehenze4 d~lue~ane4 -

del 4ue4o anz~-plp~do du4anze una ho4a a 37°C. E4Za mezcla 

de v~4U6 4Ueka-anz~pépz~do 4e uz~l~za paha ~n6eezah una mano­

eapa de eélula6 MA104, y el númeha de ellula6 ~n6eezada6 6e -

euanz~6~ea pah.el de mlzado de heduee~6n de 6oea6 de ~nmuno-­

pe4ox~da4a de6eh~zo anzeh~ohmenze. s~ el 4ueho z~ene aez~v~­

dad neuzhal~zanze el núme4o de 6oeo4 ~nóeee~o4o4 4e veh~ 4ed~ 

e~do en helae~6n a un eonzhol de v~hU6 el eual na 6ue ~neubada 

eon el 4ueho. 



R E S U L T A D O S. 
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CRITERIOS PARA LA ELECC10N VE PEPT1VQS 

Se emplea1Lon t1Le6 c.1Llte1Llo6 dl6e1Lente6 pa1La elegl1L 

ta 1Legl6n de la p1Lote.C.na VP7 que 6e 6lntetlz6. 

1. Se ellgl6 una 1Legl6n de VP1 que 6ue1La alta.mente 

hld1Loó.C.llc.a, c.on et objeto de tene1L una. mayo1L p1Lobab,(;l,(;dad de 

que e6ta 1Legl6n e6tuvle1La expue6ta en ta 6upe1Ló-<:c.,(;e de ta mo­

léc.ula y po1L lo tanto, d-<:6ponlble pa1La la -<:nte1Lac.c..l6n c.on lo6 

antlc.ue1Lpo6. 

La ldentl6lc.ac.l6n de e6ta zona h-<:d1Lo6.C.l-<:c.a 6e. hlzo 

en ba6e a la c.u1Lva de. hld1Lopat.C.a de ta 6ec.ue.nc.la p1L-<:ma1L,(;a de. 

VP7 (59), de ac.ue.1Ldo al p1Log1Lama de. c.omputac.l6n de. Hoop y 

Wciod6 (60) (6lg 6). 

2. E6 una 1Leg-<:6n que no c.ont,te.ne. a.1Lg-<:n.lna6 n.l t.l.a,(; 

na6, en ta 1Leg-<:6n .lnte.1Lmed.la del pépt-<:do. E6te c.1Llte.1L.lo 6ué 

c.on6.lde.1Lado, ya que c.uando el vl4.l6n pu1Ll6-<:c.ado e.6 t1Latado -­

c.on t1L-<:p6.lnct (enzima p1Lote.ol.C.t.lc.a. que c.o1Lta en .f:l6úta6 y a1Lg~ 

n.lna6), ta p1Lote..C.na. VP7 no 6u61Le. n.lngún c.o1Lte. (3,4). E.ato 6!:!_ 

g.le1Le que d-<:c.ho6 am.lnodc..ldo6 de. VP7 no e6tdn expue..ato.a en la. 

6upe46.lc.-<:e. de.l v-<:1Lu6 o e.6tdn poc.o ac.c.e6-<:bte6, y po1L lo tanto, 

e.6 poc.o p1Lobable. que puedan 6o1Lma.1L pa1Lte. de. un de.te.1Lmlnante. -

ant.lg énlc.o d.e. .a upe.1L6.lc.le.. 



. Fig 6. Perfil hidrofilico de la proteína VP7 del rota-· 

virus SA11 (Tomado de la referencia 59). El grado de hidrofilicidad au~ 

menta de la linea media hacia abajo; el grado de hidrofobicidad, de la -
linea media hacia arriba. La franja negra ( ) señala la región de VP7 

·que se sintetiz6 quúnicamente. La flecha negra que se encuentra entre -

los. aminoácidos 55 y 105, señala el sitio de glicosilación de la pro te- - ·. 

ína. 
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3. E6 una zona poco conóelt.vada con Jt.eópec~o a la -

6ecuenc.é.a de amlno~cldoó de p1t.oze~na6 hom6loga6 ob~en-lda6 de 

1t.-lo 6ul conólde1t.ado debldo a que VP7 e6 la p1t.oze~na que con-

6-lelt.e la e6pec.é.6-lc-ldad de 6e1t.oz-lpo (611, y lo6 an~lcue1t.po6 -

neuz1t.al-lzanZe6 d-l1t.-lg-ldo6 conz1t.a un 6e1t.ozlpo no neuz1t.al-lzan a 

1t.ozav-l1t.u6 pe1t.Zenec-lenze6 a 6 e1t.oz-lpo6 dl6zlnzo6. Poi/. lo zanzo, 

la6 6ecuenc-la6 de amlno~c-ldo6 de aque.lla6 zona6 donde pudle--

1t.an local-lza1t.6e lo6 ep~Zope6 de neuz1t.allzacl6n debe1t.~an zene1t. 

camb.é.06 no con6e1t.vaz.lvo6 con 1t.e6peczo a la6 p1t.oze~na6 hom6lo-

Wa (6e1t.0Z.lpo 11 (62); Hu/5 (6e1t.ozlpo 2) (63); UK (6e1t.oz.lpo 6). 

(64); SA11 (óelLoZ.lpo 3) (59,65); y NCVV (óe1t.oz-lpo 6 (66) 

(ólg 7). 

En ba6e a lo6 z1t.e6 c1t.lZe1t.lo6 an~e6 dl6cuz.ldo6, 6e 

el-lg.é.6 la 1t.eg.l6n de VP7 comp1t.endlda enz1t.e loó amlno~c.ldo6 

211-223. 

COOH NH 2 

*-Ty1t.-A6p-Ala-Th1t.-Th1t.-Phe-Glu-Glu-Val-P1t.o-Th1t.-Ala-Glu-Ly6, 

2 11 22 3 

pe1t.zenece a .e.a 6 ecuenc.é.a ok..i.g.lnal de la p1t.oze~n .. VP7. t6Ze -
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Fig 7. Secuencias de aminoácidos de las proteínas VP7 de 
de los siguientes rotavirus: SA11 (scrotipo 3); NCDV(serotipo 6); UK(sero­

tipo 6); Wa(serotipo 1); Hu/S(scrotipo 2); s2(serotipo2). La región nar­

cada con asteriscos y delimitada con dos flechas representa el péptido -

sintetizado. El codigo para los aminoácidos de una letra es; A, Ala; e, 
Cys; D, Asp; E, Glu; F, Fhc; G, Gly; H, His; I, lle; K, Lys; L, Leu; M,­

Met; N, Asn; P, Pro; Q, Gln; R, Arg; S, Ser; 1', 'fhr; V, Val; W, Tql;-Y Tyr. 
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am.lna~c.lda 6ue ag4egada a d.lcha aecuenc.la. pa4a pade4 ma4ca4 -

4ad.laac.t.lvamen.te e.I'. pép.t.lda pa4 e.I'. mé.tada a.n.te• de• c4.l.ta ( 4 61. 

y 6a.c.l.l'..l.ta4 e.e. •egu.lm.len.ta de éa.te en enaayaa paa.te4.lanea. 

SINTESIS QUIMICA Y ANALISIS VEL PEPTIVO VP1 211 _223 

La •~n.te•-l• qu~m.lca •e .l'..l'.ev6 a ca.ba pa4 .e.a. .técn.lca 

en 6a.•e •6.1'..lda. de Me44.l6-leld, .ta..I'. cama •e deac4.lb.l6 en Ma.te-­

ua.1'.e• y Mé.tadaa. Veapuéa de 6-lna..1'..lza.da. la. a.[n.tea.la de.1'. pi!:p­

.t.lda VP1 211 _2-23 , éa.te ae aepa46 de la 4e•-lna. •opon.te, med.lan­

.te h-ld46.l'..l•-l• can HF. AR. 6-lna..l'.-lza.4 eate aR.t-lma pa•a e.e. a.l'..lgQ_ 

pép.t-lda •e a b.tuvo con un ne11d-lm-len.to de.I'. 59 % (ea.te 4e11d.lm.len­

.to 6ue ca..l'.cu.1'.ado cona.ldenando .1'.a. can.t.lda.d eape4a.da. .teon.lcame~ 

.te en ba.ae a..I'. núme4o de m.ll-lequ-lva..l'.en.te• que con.ten.[a. .l'.a. 4e•f 

na. emp.l'.ea.da. pa.na -ln-lc-la.4 .1'.a •~n.te•-l•, y el va..l'.o4 ob.ten.ldo a.1'. 

6-lna.1'. de d.lcho p4oceaa). 

Pa.na pnoba.4 •-l el pép.t-ldo a-ln.tet-lza.do .ten.[a. .e.a. com­

poa-lc.l6n deaea.da •e h.lzo un a.n~l-l•-l• de a.m-lno~c.ldo• de una. --

6na.cc.l6n de.e. m.l•ma. En .1'.a .tab.l'.a. 1 •e muea.tna.n ea.to• 4eau.1'.ta.­

doa, donde ae ~uede obaenvan que .e.a. compoa.lc-l6n de am.lno~c.l-­

do• encon.t4ada. pa.4a. e.I'. pépt-ldo VP1 211 _223 co.lnc-lde con .1'.a ea­

pe4a.da., .f.o que -lnd.lca que muy p4oba.b.1'.emente el pép.t.lda ob.ten.l 

do .t.lene .l'.a aecuenc.la con4ec.ta.. Pa4a poden detec.ta4 •-l e.I'. p4!!_ 

duc.to a.ln.te.t.lzada eata.ba. ~ep4eaentada pa~ una •o~a pab.1'.ac.l6n -



TABLA 1 • CCMPOSICION DE AMINOACIOOS DEL 

PEPTIOO VP7211-223" 

AMINOACIVO VALOR ESPERAVO VALOR OBTENIVO 

Ai.p l. o o. 9 8 

ThJL 3.0 2. 6 2 

G.eu 3.0 2.79 

PILO l. o 0.60 

A.ea 2.0 2. 30 

va.e. ,l. o o. 9 l 

T!flL l. o l . o 2 

Phe l. o l . 09 

Lyi. l • o 1.24 
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de pépz¿do6 o 6¿ zen~a con~am¿nac¿one6 con pob¿ac¿one6 6o4ma­

da6 po4 p4oducZo6 6ecunda~o6 de 4eacc¿6n du4an~e e¿ p4oce6o 

de 6~nZe6¿6, 6e ana¿¿z6 una a¿~cuoza a z4avé6 de c4omazog4a6~a 

8 6e mue6Z4a e¿ c4omazog4ama ob~en¿do, donde 6e puede ap4ec¿a4 

¿a p4e6enc¿a de a¿ meno6 6e¿6 d¿6e4enZe6 p¿co6, que pud¿e4an -

Uno de e6Z06 

po6¿c¿6n de am¿noác¿do6 e6pe4ada, cada uno de e¿¿o6 6e 4ecup~ 

46 ¿nd¿v¿dua¿menze en una co44¿da p4epa4az¿va de¿ HPLC y 6e -

¿e6 deze4m¿n6 6u compo6¿c¿6n de am¿noác¿do6. Lo6 4e6u¿~ado6 

de e6Ze aná¿¿6¿6 6eencuenZ4an en ¿a Zab¿a 2, donde podemo6 o~ 

6e4va4 que ¿06 p~co6 1 y 2 co44e6ponden a ¿a 6ecuenc¿a e6pe4~ 

da, m¿enz4a6 que ¿06 p~co6 4, 5 y 6 z¿enen una p4o¿¿na y una 

~¿~o6¿na de má6 y una p4o¿¿na de meno6 4e&pecz¿vamenze. Ve6a 

óo4Zunadamenze, e¿ aná¿¿6¿6 de am¿noác¿do6 de¿ p¿co 3 no 6e -

pudo obzene4 deb~do a que &e 6ob4eca4g6 e¿ ana¿¿zado4 de am¿­

noác¿do6 con ¿a mue&Z4a. s¿n emba4go, zomando en con6¿de4a-­

c¿6n que ¿a mezc¿a zoza¿ de¿ pép~do VP7 211 _223 z¿ene ¿a com­

po&~c~6n de am¿noác~do& e&pe4ada (ve4 zab¿a ll, y que e¿ p¿co 

3 e6 e¿ que 4ep~e6enza ¿a mayo4 pa4Ze de ¿a mue6Z4a ana¿¿zada, 

a&um¿mo6 que e6Ze p~co 4ep4e&enz~ e¿ p4oduczo p4~nc~pa¿ de ¿a 

&~nze6~6, con ¿a 6ecuenc~a y compo6¿c~6n adecuada. 
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Fig 8. cromatograrna. obtenido de la cromatografia líquida ·: 
de alta presión HPLC) en fase reversa del péptido VP7 

211 
_223 • 



TABLA 2. {X)MP()SICION DE AMINOA.CIDOS DE CADA UNO DE 

LOS PICOS OBTENIDOS POR HPLC EN FASE REVERSA DEL 

PEPTIDO VP7
211

_
223

• 

AMINOAC!VO VALOR 

A-0p 

Th1t 

G.f.u. 

PlLO 

A.f.a. 

Va..f. 

TIJ'l 

Phe. 

Ly-0 

---- ·no se detennin6 
**** no se deteét6. 

ESPERAVO 

1 . o 8 

3.26 

3 2. 9 7 

0.65 

2 2.22 

0.83 

o. 85 

0.93 

1. 21 

VALORES OBTEN!VOS 

2 3 4 5 

0.99 1. o o 1. 26 

3.09 2.93 3.60 

2.96 2. 6 8 2.70 

0.65 1. 1 5 o. 80 

2. 1 7 2. 16 2.20 

0.97 1. 04 **** 
0.99 o. 9 8 0.70 

1. o 1 0.96 0.63 

1. 17 1 • 2 2 1. 30 

6 

1. 1 o 
3. 1 o 
2. 80 

o. 30 

2.20 

1.ól 

**** 
1. 03 

1. 20 
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de46 Lnnece4a4Lo pa4L6Lca4 eL pépzldo VP7 211 _ 223 , ya qae zo-­

mando en caenza qae lo qae •e p4eZende e• p4odacln anz~cae4--

po• qae 4eacclonen conzna La p4ozetna compLeza, La Lnmanlza-­

cl6n con e•ze pnodaczo mlxzo qae, como a6amlmo6, conzlene en 

mayo4 p4opo4cl6n eL pépzldo de6eado no a6ecza4ta La ~e6pae6Za 

lnmane en conzna del pépzldo de LnZe4é4. 

VOBLE INMUNOVIFUSION 

Como p4Lmen Lnzenzo pa4a dezecza4 Lo• anzlcae4po• -

qae padle4an habe4 6Ldo Lndlcado• pon eL pépzldo •e azLLLz6 La 

zécnlca de dobLe ¿nmanod¿6a•L6n. Pa4a e6Xe en•ayo adem~6 de 

Lo• •aeno• p4elnmane6, ae aZLL¿zanon Lo• •ae4oa h¿penlnmane• 

~06 6e hlc¿e4on 4ea~c¿ona4 con eL pépzldo 66Lo; con el pép~­

do acoplado a BSA; y con BSA aoLa como conz4oL negaz¿vo. 
~ 

Como •e paede ob6e4va4 en La 6¿ga4a 9, caando 6e -­

p4oba4on Lo• aae4o4 obzenLdo6 con Loa cayo6 Cy V (¿nmanLzado• 

con pépz¿do aolot, •e dezecza4on banda• de p4ecLp¿zac¿6n (com­

plejo Ag-Acl ha•za ana d¿Lac¿6n 1:4 deL •ae4o h¿pe4¿nmane. -­

s¿n emba4go, de Lo6 aae4o• obzenldo6 de Lo• cayo• Lnman¿zado• 

con pépz¿do acoplado (cayo• A y 8) no 6e obzav¿e4on 4e•alzado• 

conz4a de BSA Ldazo6 no mo6z4ado6), Lo caal Lndlca qae La 
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Fig 9. Ensayo de doble irummodifusión para los sueros 
obtenidos de la sexta semana de iniciado el protocolo de inmunización de 
los cuyos ·e y D (inoculados con péptido solo). En los pozos numerados -
del 1 al 5 se puso el suero hiperinmune correspondiente, iniciando con 
el suero sin diluir en el pozo 1 , y haciendo diluciones seriadas ¡ : 2 has­
ta el pozo S. Al pozo 6 se le añadió sueT? preimnune sin dilui, del cuyo 
correspondiente. En el pozo central se puso el péptido, ya sea solo (pl~ 
·cas 1 y 3) o acoplado a BSA (placas 2 y 4). El suero del cuyo D se em--­
pleó en las placas 1 y Z y el del ~. en las placas 3 y 4 • 
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neacc.C6n obóenvada en conzAa del pépz.Cdo aceptado a BSA e6 e6-

pec.lMca del pépz.ldo. · 

Pana compncban loó ne6ulzado6 obzen.ldo6 con et en6~ 

yo de doble .Cnmunod.Cóu6 . .l6n, y con6.Cdenandq que .e.a 6en6.(;b.Cl.Cdad 

de e6za zécn.lca no e6 muy alza, 6e con6.lden6 pnoban lo6 6ue~o6 

anz.C-p€pz.Cdo poA ELlSA, en6ayo .(;nmunoenz.(;mdz.lco de mayan óen--

6.lb.Ct.ldad. 

ENSAYO !NMUNOENZIMATICO 

En l.06 ne6utzado6 ob~en.(;do4 en e4ze en6ayo de ELISA 

(ve4 ó.lguna 101 6e puede apnec.Can una mayo~ y mdh 4dp.Cda p~o­

ducc.(;6n de anz.lcuenpo6 an~.l-p€pz.ldo en loó que loó cuyo6 C y 

V C.lnmun.Czado6 con p€pz.ldo 4old) que pana l.06 cuyoh A y B 

(.Cnmun.(;zado6 con pépz.ldo acopl.ado a 8SAl, Lo cual concue~da -

con toh ~e4ul.zado4 obzen.Cdo6 anzeA.loAmenze. S.Cn emba~go, au~ 

que en menan gAado, loó cuyo6 A y B zamb.lén Ae4pond.le~on en -

conzna del anz.lgeno. 

INTERACCION VE LOS ANTICUERPOS ANT1-PEPT1VO CON LA PROTElNA 

VIRAL VP7 

Una vez que 6e dezecza~on anz.lcue~po6 en conz~a del. 

pépz.ldo, p~obamoh 6.l e6~o6 anz.lcue~pob zen~an La capac.ldad de 
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Fig 1 O. Ensayo irummoenzimático (ELISA) de los suero 

obtenidos de los diferentes cuyos innnmizados. Cuyos A y B inmunizados 

con péptido acoplado a BSA, y cuyos C y D, irum.mizados con péptido solo. 
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Jr.eacclona.Jr. con la. pl!.o~eLna. VP7 que 6e encuen~Jr.a. en6a.mbla.da. en 

la6 pal!.zLcula.6 vl1Lale6 compteza6. Pa.Jr.a ello 6e uz.ll.lz6 la. 

zicn.lca de .lnmunopun~o. en la. cual et a.nzLgeno 6e 6.lja a. UNa. 

ma.zl!..lz (NC) y po6ze1Llo1Lmenze 6e hace Jr.ea.cc.lonal!. con lo6 6ue­

Jr.o6 col!.Jr.e6pond.lenze6. En lo6 Jr.e6ulza.do6 obzenldo6 ( 6.lgul!.a --

11) 6e puede ob6el!.va.Jr. que lo6 6ueJr.o6 h.lpel!..lnmune6 de lo6 d.l6~ 

Jr.enze6 cuyo6 (6e mue6zJr.a.n 6olo lo6 Jr.e6ulza.do6 obzenldo-0 con -

lo-0 cuyo6 A y V) Jr.ea.cclonaJr.on zanzo con et pipz.ldo como con -

et v.lJr.u6 SA11. E-0 .lmpol!.za.nze ha.cel!. nozaJr. que la. 6effal e-0 aún 

mcí6 .lnzen6a. cuando et v.ll!.u6 6ue Zl!.a.zado con 2-mel!.ca.pzoezanol 

y SVS (condlc.lone-0 de-0na.zu1Lal.lzan~e6 pa.1!.a. la6 p1Loze~na6 del -

v.lJr.u-0), que cuando et v.ll!.u6 pel!.ma.nece .l1i.ta.czo o e6 ZJr.aza.do -­

can EVTA ( ZJr.a.za.m.len~o que 6 epa.1!.a la capa. exze1L11a. del v.ll!.u-O, -

pel!.o no de6nazu1Lallza ta-0 pl!.oze~na6). Al a.nal.lzal!. nue6zl!.o -­

con~Jr.ol po6l~.lvo Lun anz.l-0ue1Lo d.lJr..lg.ldo en con~Jr.a del v.lJr.u6 -

comple~o) 6e ob~.lene una 6ue4~e Jr.ea.cc.l6n en con~~a. del vl1Lu6 

6.ln ~l!.a.Zal!. (pal!.~~culal!. comple~a.6) y ZJr.a.da.do con EVTA, m.len-­

zl!.a6 que la. Jr.eaccl6n en conzJr.a. del vlJr.u6 Zl!.aza.do con 2-mel!.c~ 

zoeza.nol y SVS e-0 mucho menoJr., al .igual que la. ob6el!.vada. en 

conzJr.a del pépz.ldo. E-0zo6·1Le6ulza.do6 6ug.leJr.en que to-0 anz.l­

cuel!.po6 en conzJr.a del pépzldo pueden e-0za1L Jr.econoclendo a la 

pl!.ozeúia. v.lJr.al de la cual 6ui cap.la.da. 6u 6ecuenc.la, pel!.o colo 

en ou 601Lma. de6nazuJr.a.llzada, y que e6Z06 a.nzlcuel!.po6 pa.Jr.ecen 

Jr.econocel!. en menol!. gl!.a.do a la. pl!.o~e~na. en 6u 601Lma na.zlva. 
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Fig 11 . Ensayo de irununopunto . Los sueros de los cuyos 
A y D, se utilizaron con una dilución 1:500, mientras que el suero anti-­
SA11 se utilizó a una dilución 1:2000. 1, 100 ug de p~ptido VP7211 _223 ; 
2, 12 ug de virus SA11; 3, 12 ug de virus SA11 tratado con 1% de 2-mercaE_ 

·toetanol y 2.5% de SDS; 4, 12 ug de v~rus SA11 tratado con EDTA O.OS M. 
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4econocLendo e6pec.l'.6Lcamenze a la p4o~elna vL4al VP1, como lo 

6ugLe4en lo6 4e6ul~ado6 del en6ayo anze4Lo4, 6e hLzo una eLe~ 

Z40Z4an66e4encLa a nLZ4oceLuLo6a de La6 p4ozelna6 vL4aLe6 6e­

pa4ada6 po4 eLecz4o6o4e6L6 y e6Za6 p4oze.1'.na6 6e 4eaccLona4on 

do6 (6Lgu4a 12) mue6Z4an que zanzo Lo6 6ue4o6 p4e.lnmune6 como 

Lo6 hLpe4Lnmune6 4eaccLona4on con La6 p4oze~na6 VP2 y VP6, que 

6on La6 má6 abundanze6 del vL4u6, Lo cual 6ugLe4e que e6~o6 -­

an.lmaLe6 hab~an 6.ldo .ln6ec~ado6 con 4ozavL4u6 anze6 deL LnL-­

cLo deL expe4Lmenzo (6oLo 6e mue6Z4an Lo6 4e6uLzado6 obzenL-­

do6 pa4a eL cuyo 8). 

FLnalmenze, decLd.1'.mo6 p4oba4 6L Lo6 6ue4o6 de e6Zo6 

anLmaLe6 e4an capaceó de neuZ4al¿za4 La -ln6ecc-l6n deL 4ozavL-

4U6 SA11 en un 6-l6zema Ln v.lZ40, 

ne6 n-l en 6ue4o6 h-lpeunmune6. 

v-l4u6 que -ln6eczó a cuyo6 uzLl-lzado6 en nue6Z4o e6quema de .l~ 

mun.lzac.l6n pe4zenec.l'.a a un 6 e4ozLpo dL6Z-lnzo al deL 4ozab-l4U6 -

SA11. 

z4a deL p~pzLdo zampoco ~Lenen acz.lv.ldad neuz4al.lzanze conz4a 

SA11. 
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Fig 12. Ensayo de irui!Unoelectrotranferencia. :Las ~­
proteínas del rotavirus SA.11 se separaron por electroforésis y después se 
transfirieron a filtros de nitrocelulosa. Posterionnente los filtros se 
incubaron con suero preirunune (carril 1). suero delasª semana (carril 2) 
y suero de la 14ª semana (carril 3) del cuyo B. Las proteínas virales en 
el carril 4 se incubaron con el suero hiperinmune anti-SA11. Los comple­
jos Ag-Ac se detectaron por incubaci6n con proteína A125r y posterior.~­
exposici6n a una placa fotográfica. 



DISCUSION. 
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En e4ze Z4abajo 4e 4epo4Za ¿a 4~nze4z4 y ca4acze~­

zacZ6n de un o¿zgoplpzZdo que conZZene ¿a 4ecuencZa de un po-

4zb¿e ep~zope de neuz4a¿zzacZ6n de ¿a p4oze~na VP7 de¿ ftoza-­

vZftu4 de 4ZmZo SAll. 

La pufteza de¿ plp.t.c.do 4ZnzezZzado 4e ana¿zz6 po4 -­

c4omazog4a6~a ¿~quZda de a¿za p4e4Z6n (HPLCJ de 6a4e 4eve44a. 

Con e4Ze mlzodo, e¿ plpzZdo obzenZdo 4e 4epa46 en 4eZ4 dZóe--

do4 de ¿04 pZco4 1 y 2 cancue4dan can ¿a campa4ZcZ6n de amZn~ 

~cZda4 de¿ pépzZda e4peftado. E4Za 4ugZefte que amba4 pab¿acZa 

ne4 de pépzZda4 pudZe4an zeneft ¿a 4ecuencZa de4eada. La fta-­

z6n pa4 ¿a cua¿ mZgftan dZóeftenze en e¿ HPLC puede 4e4 pa4 ¿a 

p4e4encZa de a¿guna4 gftupa4 p4azecZa4e4 de ¿a4 cadena4 ¿azeft~ 

¿e4 de ¿a4 amZna~cZda4, ¿a4 cua¿e4 hayan pe4manecZda en e¿ -­

pép.clda aán de4pué6 deZ paóo 6Z11a~ de de4pfto~ecc{6n con HF. 

A¿ ana¿zzaft ¿a campa4ZcZ6n de amZna~cZda4 ob~enZda pafta ¿a4 -

pZca4 4, 5 y 6 podema4 canc¿uzft que e4~04 canzZenen pépzZdoó 

que 4e apaftzan de ¿a campo4~cZ6n y poft ¿o zanza de ¿a 4ecuen­

cZa e4pe4ada. 

La campaóZcZ6n de amZna~cZdo4 de¿ pZco námefta z4e4 

na 6ué pa4Zb¿e de~eftmZna4¿a, ya que e¿ ana¿zzadaft de amZna~c{ 

da4 4e 4ab4ecaftg6 y ¿a4 fte4td.Zada~ na 4e pudZeftan cuanzZ6Zcaft. 

SZn embaftga, can4Zdeftanda que e¿ an~¿z4z4 hecha a ¿a zaza¿z-­

dad de ¿a mueóZfta caftfte4poñde a ¿a campo4ZcZ6n tbpeftada (Za--
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bl.a 1), y que el p.lco .t.he& hephe&en.t.a la mayo4 phopohc.l6n de 

la mue&.t.ha, la compo&.lc.l6n de am.lno~c.ldo1> de la mue&.t.ha .t.o.t.al 

debe hep4e1>en.t.a4 de maneha .lnd.lhec.t.a, la compo1>.lc.l6n del p.lco 

.t.he&. 

Con lo& he&ul.t.ado1> ha&.t.a aqu~ ob.t.en.ldo1> &e con&.lde-

46 .lnnece&a4.lo puh.C6.Ccah el pép.t..ldo y &e p4oced.l6 a .Cnmun.lzah 

1>ul.t.ado& de la& .t.écn.lca1> u.t..ll.lzado& paha la de.t.ecc.l6n de an.t..l 

cue4po& an.t..l-pép.t..ldo (V1V, ELISA) no& .Cnd.lcan que e1>.t.o& an.t..l­

cuehpoh 6ueJr.on .lnduc.ldo1> m~.6 e6.lc.Cen.t.emen.t.e en l.01> an.lmale& -

.lnmun.lzado1> con pép.t.¿do &ola (veh 6.lg 10) que en aquello& ¿n­

mun.lzado& con pépz¿do acoplado (cuyo& A y B). La expl.lcac.l6n 

paJr.a e&.t.e hecho no eh muy claJr.a ya que en la mayoJr.la de l.01> -

caho& Jr.epoJr..t.adoh, loh 4e&ul.t.adoh no mue1>.t.Jr.an d.l6eJr.enc.la& 1>.lg­

n.l6.lca.t.lva.6 í!.rL e.l .t..t.t.u.lo. En t:tqtt<?..f..f.01> en c¡ue .6~ he encuen.t.Jr.an 

d.C6eJr.enc.lah, el .t.~.t.u.f.o m~h al.to e1> e.f. ob.t.en.ldo paJr.a aquello& 

an.lma.f.e& .lnmun.lzado.t. con el pép.t..ldo acoplado. Una po&.lble e~ 

pl.lcac.l6n paha e1>.t.oh he&u.l.t.ado& pud.leJr.a &e~ el hecho de que -

el acopl.am.Cen.t.o del pép.t..ldo a BSA hub.leJr.a Jr.e&.t.Jr..lng.ldo eit él -

la poh.lb.Cl.ldad de adop.t.ah con6o4mac.Cone& m~h .lnmunogén.lca.6, -

la& cual.e.& e.&.t.u.v.leJr.an pJr.ehen.t.eh en e.e pép.t..ldo l.lbJr.e. 0.t.Jr.a -­

po.t..lb.ll.ldad e& que la d.l6eJr.enc.la pud.le~a 1>eJr. deb.lda a la Jr.e.6-

pue&.t.a .lnd.lv.Cdu.al de l.01> an.lmale1> emp.f.eado.6, o a la p1Le1>'en.t.a­

c.C6n y acce1>.lb.ll.ldad del pép.t..ldo al 1>.l&.t.ema .lnmu.ne. 



so 

Una vez que 6e dezecz6 la p1Le6encia de anzicue11.po6 

en conz11.a del pépzido 6e p11.ocedi6 a deze11.mina11. la capacidad -

de dicho6 anzicue11.po6 pa11.a 11.eacciona11. en coné11.a de la p11.oze~na 

cabo poi!. medio de .é'.06 en6ayo6 de inmunopunzo e inmunoelecz11.o­

z11.an66e1t.encia, en lo6 cuale6 6e hizo dió~cil la deze11.minaci6n 

de e6Ze 11.econocimienzo ya que 6e dezecza11.on anéicue11.po6 en 

conz11.a del vi1t.u6 complezo, zanéo en lo6 6Ue1t.06 p1t.einmune6, 

11.e6ulZado6 negaéivo6 obzenido6 en lo6 en6ayo6 de neuz11.aliza-­

ci6n no6 indican que lo6 anéicue1Lpo6 di4igido6 en conZ4a del 

pépzido no 6on capace6 de neué11.aliza11. e.e e6ec~o del vi1t.u6, y 

ademd6, que lo6 anzicue11.po6 zoéale6 dezeczado6 en lo6 6ue1t.06 

p11.einmune6 e hipe1Linmune6 de lo6 cuyo6 uZilizado6 6ue11.on ind~ 

cido6 poi!. .i.n6ecci6n de lo6 animale6 con 11.oéavi1t.u6 pe4Zenecie~ 

ze6 a un 6ehó~ipo dió~in~o del que 6u~ utie¿zado en e6ze e6éu 

dio (6e4ozipo 3). 

Po4 oz11.o lado, du4anze la elabo4aci6n de e6ze z11.ab~ 

jo, Holme6 y col. l67) 11.epo11.~a11.on el ai6lam.i.en~o de va4ian.te6 

del 11.oéavi1t.u6 SAll, lo6 cuale6 e11.an 11.e6i6~enze6 a la neuz11.alf 

zaci6n poi!. anéicue11.po6 monoclonale6 neuz11.alizanée6 di1t.ig.i.do6 

p11.oze~na VP7 palla dezec~alL en que 1t.egi6n o 4egione6 6e encan­

z11.aban lo6 cambio6 p11.oduci~o6. En la6 va1Lian~e6 anal.i.zada6 -

6e encon~11.a11.on z1t.e6 am.i.nodcido6 cambiado6 en 11.el~c.i.6n a la6 -
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ae.cue.nc.la.a de. VP1 de.l v.l11.ua a.llve.a.t11.e., Voó de. eótoó ca.mb.loó 

e.ó.tuv.le.11.on loca.l.lza.doa e.n la. 11.e.g.l6n de. la. cua.l ae. cop.l6 e.l -­

ol.lgoplp.t.ldo a.(;nte..t.lza.do páll. noao.t11.oa (poó.lc.lone.a 211 y 223]. 

M~a .ta.11.de. a.pa.ll.e.c.l6 e.n la. l.l.te.11.a..tu11.a. un t11.aba.jo 11.e.a.l.lza.do poi!. 

Be.lla.my col. (68), en e.l cua.l a.lnte..t.lza.11.on a.lgunoa p~pt.ldoó ~ 

de.11..lva.doó de. la. óe.cue.nc.la. de. la. pll.o.te.tna. VP7 de.l 11.ota.v.lll.uó de. 

ó.lm.lo SA 11. 

a.m.ln~c.ldo 208 a.l 225, poi!. lo ta.nto, e.ate. plpt.ldo con.t.le.ne. la. 

óecue.nc.la. de.l plp.t.ldo a.ln.te..t.lza.do poi!. noaotll.oa, con .t11.e. a.m.l-­

nodc.ldoa mda e.n e.l e.xt11.e.mo a.m.lno y doa e.n e.l e.xt11.e.mo ca.11.box.l­

lo. En au e.atad.lo loa a.n.t.lcue.11.poa p11.oduc.ldoa con.t11.a. d.lcho -­

p~pt.ldo no ne.u.t11.a.l.lza.11.01i a.l v.l11.ua. 

Loa 11.e.aul.ta.doa obte.n.ldoa poi!. Holme.a y col. aug.le.11.e.n 

que la. 11.e.g.l6n con.te.n.lda. e.n nue.at11.o plpt.ldo pod11.ta. 11.e.p11.e.ae.nta.11. 

t!l'I de.te.11.m.lna.nte. a.nt.lg ~n.lco de ne.u.t11.a.l.tza.c.l6n. S.ln e.niba.11.g o, -

.tomando e.n cuenta. nue.at11.oa 11.e.aulta.doa, a.a.<: como loa 11.e.aulta.-­

doa obte.n.ldoa poi!. Be.lla.my y·col., d.lcho de.te.11.m.lna.n.te. a.nt.lg~n~ 

co muy p11.o ba.ble.me.nte. a e.11..<:a. e.a.t11.uctu11.a.l y no l.lne.a.l. 
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