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INTRODUCXION



Las gastroenteriids virales son una de Las enferme-
dades mds comdnes en muchas regiones del mundo, pudiéndose pre
senian tanto en forma endémica como epidémica (1). La nrnelacién
de algunas gaétmbentanétLA zan agentes vinales. fue puesta al -
descubiento en el afio de 1972, con ef virus Norwalh (2], el --
cual ha sido asoeiado con £as infecelones intestinales que afec
Lan princdpalmente a jbévenes y adultos (3,4). En el afo de -~
£973 se descndbieron Los notavinus, Los cuales fueron observa-
dos al microscopilo electrbnico en biopsdias de tefjido duodenal

y en heces de niios con diarnea aguda (5,6).

Los notavinus son considenados en La actualidad uno
de Los agentes etiolbgicos mds impontantes de La diarrea aguda
en nifios menoies de 5 aios. También afecian a individuos fbve
nes de otnas especfes como aves (7)) y mamfferncs (8,9,10,11,12,
13). En humanos Los episodios de dianrea ocunnren principalmen
Le en nifios entne Los seis meses y Los dos aiios de edad (14).
La gravedad de Los cuadrnos diannbicos depende delf grade de de-
sequilibrioc hidnoelectrolitico que ocasionen, que de no sen --

trhatado a tiempo puede sen mortal {(15).

Los notavinus, pertenecen a La familia Reovinidae, y
son panticulas Lcosahédnicas con un didmetno de alrededon de -
70 nm. Su genoma esitd fonrmade pon once segmentos de RNA de --
dobfe cadena (RNAde) de diferentes tamasios, que van desde 680

pares de bases hasta 33,000 parnes de bases (16). Estos seg--



mentos pueden separahrse de acuerdo a su tamaido porn electrnofo-

nesis en geles de polilacnilamida (fig- 1).

Los vinus maduros estdn fonmados pon una doble capa
phrotéica. En el caso del notavinrus de simio SAI1 (el cual ha
s4ido usado como modelo de esdtudio ya que crece eficientemente
en culitivo de cllulas); @a capa Lnteana esatd compuesita porn -
trnes protelfnas, VP, VP2 y VUP6, Las cuales Lienen pesos molé-
culares de 116,000, 96,000 y 42,000 daltons nespectivamente -
(17,18). VP6, el producto de traduccibn del segmento seis --
del RNAde def genoma vinal, es La protelna mds abundante, y -
ed La responsable de La Lnduccibn de antécueﬁpaé capacesd de -
nheacclLonan con rotavirus aislados de difenentes especies ani-
males y pentenecientes a senotipos distintos, porn Ro que se -
£e ha denominado como antigeno comin de grupo de estos virus

[19) (f<g. 1).

La capa exteana del virus esid foamada pon Zas pro-
tefnas VP3 y VP7. En ef notavirus SAT1, VP3 es el producto -
de traduccifn def segmento cuatrno def genoma; tieme un peso -
molecularn de 88,000 daltons, y ha sido asociado con Las pro--
pledades hemaglufinanies y con el aumento de La infectividad
del notavirus al sen tratado con tripsina {(20). Este trhata--
miento con Tnipsine prnoduce un cornte en VP3 oniginando doa po.
Lipéptidos, VP35 y VP8 (21) (fig 2), Los cuaéeb se cree estdn
Anvolucrades en Los 6en6m€noé de adéoncidn y/o penetraciln --

del vinus a £La célula hulsped.
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Fig 1. Esquema de la estructura del genoma y de la doble
capside de los rotavirus. Se muestran los once segmentos del RNAdc
separados en un gel de poliacrilamida y se sefiala la localizacién --
dentro del viri6n de los polipéptidos VP3 VP6 y VP7, codificados como
se indica, por los ségmentos de RNAdc 4, 6 y 9, respectivamente. Algu

nas de las caracteristicas de estos polipéptidos se enlistan en la --
parte derecha de la figura.
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Fig 2 Efecto de la tripsina sobre las proteinas estruc
turales del rotavirus de simio SA11 . Las proteinas virales marcadas -
radioactivamente con Sss—metionina se separaron por electroforé&sis en -
un gel de poliacrilamida al 11%. Se muestra la autoradiograffa del gel.
Carril 1, proteinas obtenidas del virus no tratado con tripsina; carril
2, proteinas del virus tratado con 10ug/ml de tripsina, durante treinata

min. a 37°C.



Las protefnas VP7, mds abundante de fa capa extexrna,
estd codificada por el segmento nueve del genoma de SATI; --
tiene un peso molecular de 37,000 dalitons y estd glicosilada
(22). Esta proteina se ha Ldentificado como el antigeno res-
ponsable de La especificidad de sernotipo (19,23), y contra La
cual heacclonan La mayonria de Los anticuerpos que neutralizan
al vinus (22). ALgunos estudios recientes han asociado tam--
bi€tn a VP3 como .inductena de anticuenpos neutralizantes, pero

en menonr grado (24} (4ig 1).

Los notavihrus inﬁacian y se neplican en Las aclulas
epiteliales del intestino delgado. Las células de esta hegiﬁn
al sen Anfdectadas por el vihus se desprenden Lempranamenide y
son neemplazadas por células Linmadunas provenientes de Las -
cniptas de Lieberkuhn. Estas cllulas Lnmaduras son Lncapaces
de £Levar a cabo Las funclones nonmales de absoncidn intesti--
nat, Lo ecual ocasiona una péadida de electrolitos y agua produ
ciéndose asf La dianrea, que puede sen grave, dependiendo defl
grado de deshidratacibn que se produce en el individuos (25,

2427).

S4 bién no se conocen con cerieza Los mecanismos in
munolégicos de defensda contra Los hrotavirus, se sabe que Los
anticuenpos a ni{vel intesiinal fuegan un papel Amportanie pa-
na evitanr £as Lnfecciones causadas pon estes virus (28), mien

thas que Los anfdicuerpos a nivel sisiémico no panrecen sen prg



tectores contra Las {nfgeceiones (29,30).

Para poden ofnrecen so0fucifones de Lipo ternaplutico o
profildctico a Los problemas de Las gastroentenitis causadas
por hrotavirus, serfa de gran ayuda enender fas Lnfenracclones
entre este virus y su cllulfa hubsped, asf como sus mecanfsmos
de Linfeccibn. En genenal se sabe que Los virus para penelhran
a La cClula huésped debén Lntenaceionanr con un rccepton cefu-
Lan. Esta Lnteraccddn entre el receplorn y el virus Lnvolucra
dinicamente afgunas regiones de Las protefnas de La supenficie
vinat, econtra tLas cuales generalmente neaccLonan Los anticuehr
pos que neutnaldizan al vinus, y se Les han denominado deteamd
nanted antigéndicos de neutralizaciln o epiitopes de neuiraldi--

zacibn.

Exdiste ghan intenés en La canactenizacibn de Los -~
epitopes de neutnalizacidn en Leos notavinus, £¢ cuaf ha motdi-
vado el estudio dé sus phrotedinas de capa extenna pon sen Estas
Las que poseen dichos epltopes. Ademds se sabe que Los nota-
vinus al perder su capa exiterna pienden su Angectividad {(31]),
L0 que indieca que éétaé protefnas juegan un papel Lmponiante
en el proceso de Lnfeccibn, posibfemente en el neconocimiento
de Los neceptones de La céfula hufsped y La penetnaciln a fa

misma.
AN

Pana estudiarn Loy deteaminantes antigénicos de Las

protefnas se han aplicade diversas metodologias. Una de ellas



es La endistalografia de rayos X que peamite defindirn aqueflas
regiones de La protelna que se encuentran expuesias en La su-
perficie de La moLécula, mlds no necesanlamente seiiala Los de-
Leaminanies antigéndcos. Este es ademd&s un phroceso bastante
sofisticado, el cual nrequdiene de La proteina totalmente punrna

y en estado crildtalino (32).

Otra de Las técenicas empleadas para este fin ha &s4-
do La produccidn de anticuenpos monocclonales neutnalizanteé--
que se utildizan panra obienen mutanites nesistentes a La neuina
Lizacdibn, Postendiormente, 4o obTienen Las secuencias de Las -
proteinad del virus mutante, Las cuales af compararse con £a
def vinus sdlvesine nevela aquelLlfas nreglones que estdn altena
das y que pon consiguiente podafan neprnesentar epitopes de --

neuwtralizacibn (33,34).

-

Pon détimo, uno de Los engoques mds popularnes en £a
actualidad para La Localizacidn de epltopes de neutnalizaciln
es La utifizacibn de péptidos sintéticos que mimetizan La es-
tructuna primaria de Las nrnegiones seleccilonadas del virus que
se estudia. Estos péptidos sintéticos se utilizan para Lnmu-
nizarn andimales, probdndose posteriormente La capacidad de Los
duenos anii-péptido obtenidos para neutralilzan La infectividad
vinal. De esta manera se han podido Localizan deferminantes
antigéndicos de neutralizaciln de vardos virus, como pollovdrus

(35), virus de La fLebre aftosa, (36) y el virus de La hepaid



tis B (37,38,39,40). En el caso de La fiebre aftosa Los pép-
Lidos no 8620 fueron capaces de inducir anticuenpos que neu~~-
tnalizan La Lnfeccidn en un sistema in vitrno, sino que ademds
induferon anticuenpos en animales expenimentales que Los pho-

feglienon contra netos posteniones con el virus patbfgeno,

OBJETIVO

EL objetivo de este thabajo es RLocalizar un epiiope
de neutralizacibn de La protelna VP7 del retavinus de simio -

SA11, mediante el uso de pepitidos sintéticos.



MATERIALES Y METODOS.



SINTESIS QUIMICA DEL PEPTIDO

La sintesis qufmica def péptido se £Levs a cabo pon
el métode en fase s6lLida descanlto por Barany y Merndifield --
(41), empleando como soponte una nesina de poliestiicno-divi-
nilbenceno. La nesina utilizada tenfa aceplfade el aminod&eido
Lisina, el cualf estaba unide a trhavés de su grupo carboxilo ~
(COOH), mientrad que su grupo aﬁ{no (NHZ) estaba bfogqueado pon
el grupo teabutiloxicarbonif {(t-boec), el cual fiene como fina
Lidad evitar que ef aminodeido reaccione pon su Lado NH,. Det
mibmo'modo, el grupo Lateral de La Lisina estaba bRoqueado --
pon el grupoe Z2-clonro-canbobenzoxi (Z2-CL-Z) pana evitan La fon

macidén de cadenasd Laterales no deseadas en el péptido.

Como primer paso en £a sintesis, se removdid el gru-
po t-boec de La Lisina mediante tratamiento con dcido ZadfLuc-
rnacético (TFA) (Pience) al 50% en diclonrometano (Mench). Esxa
de#pnatecc&dn se Llevd a cabo durante tredinta minutod a Lempe
ratura ambiente, con agitacién suave. Posternionmenie, La ne-
4ina se Lavd con diclonoﬁetano y se trats con thliefil amina -
(TEA) (Pience) al 5% en dicforometano pana desprotonan ef gru
po NHZ de La Lisina. Deapu€s se agregb el sigulente aminoded
do, en este caso dedido glutdmico, en un exceso 3M (Lab Penin-
sula), y se hizo reacefonan con éa Lisina unida a La resina -
afiadiendo d&cécﬂohexélcanb?diimida (pCC) (Piexce] como agente

acoplante, en cantidad equivalente al aminodeide aradido. EL



deido glutdmico tenia su extremo NH, bloqueado pon su ghupo -
t-boc y su cadena Lateral por el grupo benzil-estfen (0BZR).
De esta foama se Logrl que el aminodeido aradido neacelonara
a thavés de su extremo COOH con el extnemo NHZ del aminodcido
unido a La resina, formdndosde asi el enface pepitidico. Este
procedimiento se repitif tantas veces como aminofielidos Lfuvo -
el pépiido que se sintetizé, s6Lo que en cada caso se utilLizé
el aminodcido connespondiente a La secuencia deseada. En La
figura 3 se encuentra un esquema general de L£0os pasocs Lnvolu
crados parna LLevar a cabo La sfntesdis de péptidos en fase 46-
Lida. En La figura 4 se muesitra La neaccdiln que se LPeva a -

caboe pana gdorman el enlace peptldico.

Cada paso de acoplamiento y desproteccidn se contno
L6 haciendo neaccelfonar alifcuoias de péptido de Los distintos
pasos, con ninhidrina {42,43). 8S&i La prueba resultaba negafdl
va (sin colon), esto indicaba Ea ausencia de grupos NH, Libres,
44 ena positiva {con colon), indicaba ta pneéanéia de grupos
NHZ neactives. Cuando el nesultado de La phrueba era posifivo,
Lndicando que el acoplLamiento no habfa sido total, el ciclo a
partin del paso de desprotonacisén con TEA se nepetia, acopldn
dose nuevamente ef mismo aminodeido hasta que La prueba resul

Lana negafiva.

AL ginalizan La sinfesdis qufmica del plptido, €ste

de Libené de fLa nresdina pon tratamiento con andisol al 10% en -
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Fig 3. Esquema de la sintesis quimica de péptidos. R, Tesina empleadn como soporte s6lido
durante la sintesis; Ry, cadena l1ateral del aminodcido 15 Ry, cadena lateral del aminoficido 2.
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deido fLuorhidnico (HF) (Matheson-cuntin gases) durante una -
hona a 0°C. Postenionmente, el HF se quitd con vaclo y el re
manente se thatd con Eter de petrbleo (Mernchk) para extraech el
andisol. EL péptido se so0lubilizé en feildo acético al 1% en -
agua desiondizada y se separd de La hresina por filtracién. F4L
naltmente, el péptido se Li0§iLiz6 y se¢ guandé a 4°C hasta su

utllizacidn,

ANALISIS DE AMINOACIDOS

EL andeifsis de aminodceidos del péptido sintetizado
se LLevd a cabo pon crnomatoghafla de alia presibfn (HPC} de £Ln
tercambio L6nico, como fue descnita porn Stedin y Moon (44,45).
Para LLevanr a cabo este andlisis, La muestra §ué hidrolizada
con deido elonhfdnico 6N a 110°C porn 20 horas. Postenionmente
se inyects a La columna de intercambio ibdnico Puinum U-500 de

0.173 X 48 em, La cual contenfa nresina Dowex 50.

La defeccibn de cada uno de Los aﬁinodcidoé eluldos
se hizo con ninhidrnina. La absonbancia def colon desarnnollado
se midis a una, Longltud de onda de 454 nm. En ef caso de La -
protina, a 440 nm. Los valohes obtenddos pon este mé€iodo fue-
non graficados y comparados con pairones para determinar el --

tipo y La cantidad de cada aminodcido contendido en La muestra.



ANALISTS DE PUREZA

La puneza del péptido sintetizado se deteamind pon
med{o de cromatografla Liquida de alita presién {(HPLC) de fase
revensa. Este método se basa en La separacibn de Las diéferen
tes poblaciones de péptidos sintetizados (el esperado, mds --
Los posibles productos Latenatgé de neaccibn), de acuendo a -
su grado de hidrogilicidad e hidnofobicidad. Eszte andfisdia -
se LLevl a caboe en una columna RP-18, uitilizando como eluyen-
{e un gradiente de acetfonditnilo de La sigudiente fonma (ven --
§<g 5): dunrante £os paimenocs 5 min se eluyb con acetonitailo
al 5% en agua; en Los 45 min siguientes se aumentd gradualmepn
te el acetonithilo hasta alcanzar una concenthracdibn del 60%,
donde peamanecié duhrante Los 5 min siguientes. Posteniormen-
te La concentracdibn de acetonitrilo descendlif hasta 5% en Los
10 min sfgufentes y peamanecid a La misma concentracdifn pon -
5 mén, con Lo cual finaltizd La cornida de La columna. Todo -
el proceso se LLevl a cabo a una temperatura de 40°C y con --

‘una vekocidad de fLujo de 1 me&/min.

Para poder detectan Las difernentes muesinas que Lban
saliendo de La columna, ef elufdo se siguil a una Longitud de
onda de 254 nm. Los valonrnes aquf obtenidos se gragicaron e -
LndLcaron varios picosd que nrepresentaron Las difernentes pobla

clones de pépitidos presentes en La muestra,
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Fig 5. En esta figura se muestra el gradiente de acetonitrilo que fue empleado para
correr la columa de HPLC. en fase reversa. Todo el proceso se 1levé a cabo a una temperatura de 40°C
Y con una velocidad de flujo de Iml/min,



- 18 -

Los picos obtenidos en La columna de fase heversa -~
fueron colectados por separado para poden identificar a nued-
trno pepitido. Esta identificacibn se hizo determinando £a com

posicibén de aminodeidos para cada una de Las muestnras.

TODINACION DEL OLIGOPEPTIDO SINTETIZADO

Pana aumentfar £a inmunogenicidad def oligoplptido -

sintetizado, se acoplé covaleniemente a una phrotefna acarrea-

dora. Para poder cuantifican esfe acoplamiento el oligoplpidl

do se marcé con yodo radioactivo (1251). La yodinacién se --

£Lev6 a cabo por el méiodo descrito por Hunter y Greenwood

{46), e£ cual se basa en La unibn del yodo al aniflo aromiii-

co de Los nestos de tirnosina, usando cloramina T como agenie

oxidante.

Se utdlizanron 25 ul de sofLucibn amontiguadora de --

fosfato de potasic 0.5 M pH 6, conteniendo 25 ug de pépitido;

se agrupanon 0.5 mCunies de 1251 y 10 ul de solucién amonrti-

guadora de fosfatos pH 7 con 25 ug de cloramina T. La mezela

¢ agité fuentemente por 90 segundos y ase agheganron 20 ul de

A0Lucibn de fosfatos pH 7 con 25 ag de tinosina. Se agité -

guentemente ponr 60 segundos. FLnalmente se adiciond a La --

mezela 10 ul de ditlfotnitol (DTT)Y 0.5 M ¢y 500 ul de sofucibn

de fosfatos pH 6 con 5 mg 4& péptido. ?oaienia1mente se agl-

16 suavemente por 60 segundos ¢y £a mezcla de neanrcibn sc pasl



por una columna de-Sefadex G-710 de 10 m& (previamente hidrata
da toda £a noche en PBS). Una pequeda fraccibn del elufdo de
La columna (50 ul}, se conté en un detecton de radiaciones =--
gamﬁa, Yy s¢ caleuls La hadioactividad especffica del péptido

{se obtuvo apnokimadamente un 20% de necupenracibén del péptido
en todo el procedimiento). La muestra se guardd a -20°C has-

ta su utllizaciébn.

ACOPLAMIENTO © DEL PEPTIDO A ALBUMINA SERICA BOVINA

EL oligopépitido se acopld a akbdmina sé€nrica bovina
{BSA} (Mites) utilfizando una modificacibn del método descndito
por Sahinck y Singenr {(47). Como agente acoplante se empled -
2-4-didisocianato de tolueno (TC), que es un neactivo blduncio
naf con fLa capacidad de reaccionan con Los ghupos -—amino Li-

bres tanto del péptido como de La protelna acanreadonra.

A 2 me de BSA (15 mg/mk) en PBS pH 7, se Le afadie-
non 40 wt de TC y La mezcla se agité durante dos horas a 0°C.
Postenionmente, de centrifugé a 420 g porn 20 min y ek so0brena
dante se Lncubd en hielo durante una hora., Después de esia -
Lnéubacidn, a La mezela de reaccidn se Le agnregé 850 ut‘de --
péptido (9 mg/ml en solucibén amontiguadora de fosfatos 0.1 M
pH 7} ¥y 6 x 108 cpem de pépiido yodinado (actividad especlfica

de 1.7 X 10° cepmfug) y se incubd por 75 méin a 37°C. Finalmen



te, La muestna se pass por una columna de 10 m€ de Sefadex --
G-75 de poro f4ino, equilibrada con PBS, para separar el pépidl
do no acoplado del péptido acopfado a BSA. La columna se eclu
y6 con PBS y se colectaron §racciones de 1?5 gotas cada una. -
Se determiné La nadioactividad presenie en alfcuotas de estas
fracciones panra saben donde se encontraba el pEpitido acoplado

y estas se guandaron a 4°C hasta su utilizacibn.

ESQUEMA DE INMUNIZACION

Con el §in de obienen anticuenpos contra el péEpitido
Qintetizudo, se Anmunizaron cuyos de 25 dias de edad. Dos --
cuyos fuenon inmunizados con 150 ug de péptido acoplade a BSA
y dos con 150 ug de péptido sin acoplan. En todos Los casos
La primena Anmunizacibn se di6 con adyuvante completfo de --
Freund (48), admindisinando el Linmunégeno por via subcutfdnea en
distintas negiones del Lomo e .intramuscularmente cenca de Los
ganglios Binfdticos de Las patas trnasenad, Los esifmulos se-
cundarnios se dieron con adyuvante Lncompleto de Freund a in--
tenvalos de 15 dlfas, pon via subecutfnea, def mismo modo que -~
La primera inmunizacibn e LAnccufando en cada casc 150 ug de -

péptido acoplado a so0lo segdn el caso.

Los cuyos se sangraron antes de empezan ef esquema

de Lnmunizacibn {suero prefnmune) y siete dias Jespués de ca-



da una de Las Lnmunizaciones secundarias (suercs hiperinmunes).

Despuls de 10 inmunizaciones £os andimales se sangraron a blan-

co.

La sangnre obtendida de Los animales se Lncubo primeno
una hora a Zemperatura ambiente, después dos horas a 4°C y pon
detimo se centrifugb a 250 xg durante 15 min. EL sueno se se-
pan6 det codgﬁla Yy s¢ alicuotld en fracclones de 0.5 m€, Se --

guanrdd a ~20°C hasta su utilizacién.

DETERMINACTON DE LOS ANTICUERPOS TNDUCIDOS POR EL PEPTIDO

Los anticuenrpos inducidos pon el pépiido fueron de--
tectados por Los métodos de doble Lnmunodifusidn (DID), ensayo

inmunoenzimdtico (ELISA), e 4Linmunopunto.

DOBLE INMUNODIFUSION

Esta técnica consfste en hacer neaccionar en un me-
dio semisdlideo de agar, a un antigeno con un anfdlcuerpo. Las
moﬁédutaA didunden radialmente en Los pozos, formando una EIL-
nea de precipitacibén en el punto de equivalencia en cada 5£58-

tema antligeno-anticuenpe (AG-Ac) (49,50).

Se utilizf agarosa af 1% en PBS pH 7. Se colocaron



20 ul def antlgeno (30 ug/ul) en el pozo central y 20 ul de -
Los suenos y sus difucdlones connespondientes en £os pozos de
La penifenda. Las placas se defaron difundirn durante 24 honas
a temperatura ambiente y posteniormente se Lavaron en solucdén
salina Lsotblnica pana quitarn el antigeno y anticuenrpo que no -
hubieran nreaccionado. Las placas se tiferon con amido negho -

{Bio Rad) af 0.1% en fAcido acético al 10% dunrante dos horas, y

el exceso de colorante se quits con dcido acéitico al 10%.

ENSAYO INMUNOENZIMATICO

 La técenica de ELISA empleada pana este ensayo, fue -
una modificacibn de Las deschritas por Tainern y col. (51) y pon
el Centrno Cofaboradon de La OMS pana Referencia e Investiga--
eibén en Rotavirus (52). Consiste fundamentalmente en Lo 8.L--
guiente: cincuenta picomoles de péptido, en 10 ul de PBS, se
aficden a cada uno de £0os pozos de una micnoplaca de titulfacibn
de 96 pozos (Pynatech, Immufon 2). Panra §ijan el pépitido a -
La placa, €asta se¢ incuba a 37°C por ftoda £La noche s4in taparla
para secar Los pozos. Una vez seca La placa sec agregan a ca-
da pozo 100 ul de metanol abAoZutq-(Menck) y se Lncuba 5 min
a temperatura ambiente. EL metanol se retina y se enjuaga La
ptaca con agua desionizada. Posteniormente, Los sLLLos no --
ocupados por el péptido en Los pozos, se bRogquean con BSA af

3% en PBS/0.1% Tween 20 dudante 4 honas a 37°C. Lod pozod se



Lavan con PBS/0.1% Tween 20, tres veces, Después del tavado,
4¢ agregan a cada pozo 100 uf de tas diluciones correspondien
Zes de cada uno de Los suerosd hipeninmunes a probanse y se -
incuban dunante toda £a noche a 37°C. La placa se Lavl§ con
PBS/0.1% Tween 20 tres veces, Yy se afiade un segundo anticuen-
po (anti-1gG de cuyoc preparado en conejo, acoplado a fosfatasa
alealina) {Miles}, dilufdo 1:400 en PBS y se 4Lincubd pon dos --
honas a 37°C. La microplaca se Lavd de La misma forma que £a
vez antendion Yy se aghregld el sustrato de La fosfatasa alcalina

{1 mg/ml de p-nitrofenif fosfato en 10% dietanol amina/0.1% -
Mgctz).

La neaceibn se detiene a Los 10 min aghregando 50 ul
de NaOH 3M a cada pozo. AL sen modificado ef sustrato con La
§osfatasa akecalina, da una nreaccidn colonida cuya Lintensidad
se cuantlficé a 410 nam. Los valores nos Lndican La cantidad
de anticuenpo fosfatado unido a cada pozo, Lo que a su vez re-

fLefa Ra cantidad de anticuenpos anti-pé€ptido.

PROPAGACTION ¥ PURIFICACION DE ROTAVIRUS SAIT

En este trabajo se utilizb el rotavirus SAT1 (Simian
Agent 11), aisfado por el Dr. H. H. Matherbe de La Unifvenrsddad
de Texas. Eale vinus se propagé en células de adliAén de mono

MA104, como se¢ ha desecnito previamente {12}).



La punrdificacibn del vinus se LLeyld a cabo de La &84i-
guliente manera: £Las células Ainfectadas se extrajercn con Lal
clonotnifluorocetano (fgrebn} durante 30 min, con agitacibén fuer
te, para nomper Las membranas celulanres y poder Liberan Las -
pantfculas virales del internior de Las células. Postenionmen
te, se centrifugd durante 30 min a 10,000 X E a 4°C; La fase
acuosa, donde esif contenido el virus, se separl y se Le aghre
g6 polietikén QZico& al 50% hasta obtenen una concentracibn -
ginat dé 8%. La muestra se Lfncub6 toda La noche a 4°C para -
preciplltar Los vinus. Posteniormente, se centrifugd a -
10,000 X g por 20 min a 4°C para bafan Las partlculas virates
precipitadas. EL sedimento se nesuspendid en 0.3 me de so0lu-
edibn amortiguadora TSM (Thizma base 0.05 M, NaCl 0.15 M, --
Mgc-ﬂ2 0.01%, pH 8.4). La muestra nesuspendida se puso sobre
una solucién de C8CL con una densidad de 7.36 g/cm3 ¥y se cen

trnifugd hasta equilibrio (180,000 X g dunante 18 horas).

Pespués de La centrifugacLén, La banda opalescente
obsenvada se colectb y se analizé su composlcifn de protelna
por electrnoforesis (56). T2 virus purificado se concentnrf -
por medio de uftracentrifugacibn a 180,000 X g por dos horas
a 4°C, y el botdn se nresuspendis en AoLucibn TM (Trlizma base
0.05M, NaCf 0.15 M, pH 8.4) y se guards a 4°C hasta su utifdi

zacdilbn.



INMUNOPUNTO

Esta técnica se utllizd para detenminar 8L Los anidl
cuenpos dinigidos contra el péptido eran capacesd de reacclo--
nah con el virus completo (53,54) y consiste fundamentalmente
en Lo sdigudlente: 100 ug de péptido & 12 ug de virnus SAIT co-
mo antigeno se aplican en una gota, sobre papef de niftrocelu-
Losa (NC) (0.45 um Schleichen y Schuefl), y Las muesinas se -
defan secarn. Una vez secos Los papeles de NC, Los sitlos que
no fueron ocupados por el antigeno se bloquean con solucibn -
TSGT (Thais HCE 10 mM, pH 4, NaCl 0.9%, Gelatina 3% y Tween 20
0.3%). Los papeles de NC se Lncuban a Lemperatura ambiente -
con agitacibn suave, durante 60 min, cambiando La so0lucibn --

cada min.

Los antfgenocs fifos al papel de NC se incuban con -
Los suenos hipeninmunes dilufdos 1:500 en TSGT. Postenionmen
te, RLos papeles se Lavan tnrnes veces a temperatura ambiente --

durante 15 min cada vez, econ TSGT.

Pana detectan Los anticuenrpos unidos al antfgeno, Ros

papeles de NC se Lncuban con 0.5 uli/me de pnote{na'A—IzsI

{Amensham). EL exceso de protelna A-1257 se Lava tres veces
por 15 min a temperatura ambiente con TSTG. Una vez Lavados,
Ros papeles se dejan secar sobre el filitro y se exponen a una

placa fotogrlfica (Kodak X-Omat k) dunante 20 hn a -70°C (55]).



TNMUNOELECTROTRANSFERENCTA

Este método e utilizd para probar 84 Los anticuen-
pos inducidos pon ef péptido enan capaces de neconocer a £La -

protedfna vinal completa, de La cual el pé€piido fuf copiado.

Primeno Las proteinas del vinus se solubifizaron --
hinviendo La muestra durante 2 min en una sofucddn de: Thiz-
ma base 0.05 M, pH 6.8, dodecifsulfato de sodio [(SDS} 2.5%, -
glicenol 10%, deido etifendiaminotetrnacético (EDTA] 0.002 M,
azut de bromofencf 1% y Z-mencaptoetanoct (14.4 M)}, Las pro--
telfnas se separanon por electroforesfs en un gel de pollachi-
Lamida-dodeeilsulfato de sodio (EGPA 10%-5DS) de acuende af -
método de Laemmii. Posterniormente, Las phroteflnas separadas -
se electrnotrans finfenon a un f482n0 de NC durante dos horas -
con una conriente de 1A, a 4°C, como Lo describe Taang y col.
(54) y Towbin H y col. (57). Despuls de La transfenrencia Los
papetes de NC se bloquearon econ TSGT. Todod Los pasos poste-
niones a este fueron Lod misdmods dedcaitlos anterniormenie para

La téenica de inmunopunto.

EFECTO DEL PEPTIDO SOBRE LA INFECTIVIDAD VIRAL

Pana estudian La capacidad del peptido sinteitizado
para inhibin La infectividad def vinrus SAT1, s empled La tég'

nica de reduccibn de focos de inmunopenoxidasa (58).



EL pépiido se Lincuba con una monocapa de células --
MA104 pon una hora a 37°C. Peosteniormente, se agrega un uozg
men de virus a una dilucibn a £a cual se sabe que infecta de
70 a 80 células {§ocos Ainfeccifosos) en ausencia del pépitido.
Ef vinus en presencda del péptido se deja adsonber a La mono-
capa durante una hora a 37°C. 7Despufs de este tLempo £a mono
capa celular se Lava dos veces con PBS para quitar el exceso
de vinus y péptido. Deébuéb de afadir medio a Las células --
se incuban a 37°C dunante 127 horas para dan opontunidad a que
el vinus se replique en el Linderion de Las células infectadas.
A Las 12 honas postinfeccdidn, Las célulfas se Lavan dos veces
con PBS y se fifan a Las microplacas con acetona al 80% en --
PBS durante 20 min. Posternionmente, Las célulfas se Lncuban -
aon sueno hiperdinmune anti-SAll para detectarn aquellas células
que Zflenen anitilgeno vinal en su Lnitenfonr. La monocapa cefu--
Larn se Lava dos veces con PBS para qudifanr el exceso de aniti--
cuenpos que no nreacelonanon y aqueltas célubas que tienen Los
complefos AG-Ac se revelan por Lncubacibn con protelna A-pero
xidasa (2 horas a 37°C) y subsecuente adicidn del sustrato de
La peroxidasa (carbazol 4 mg/mf en una sofLucibn de 1.5 me dé
dimetif gonmamida, 4.0 mf de sofucifn amoritiguadora de aceta-
tos 0.05 M pH S.O‘y 10 ul de peabxido de hidnégeno al 30%}. -
Este sustrato cuando es modificado por Ra enzima se forna co-
Lonido y se precipita en el siffo de nrneaccibn. Estas células
con el susinato precdipitado en su Lntenlfon pueden sen fdcedll--

mente detectadas y cuantificadas con un microscopio Linventido



de contrasie de fase.

EFECTO DEL SUERO ANTI-PEPTIDO EN LA INFECTIVIDAD VIRAL

Una cantidad conocida de particulas Lnfecciosas del
notavinus de simio SAl1 se ALncuba con difenentes difuciones -
del sueno anti-péptide durante una hora a 37°C., Esta mezcla
de vinrus sueio-antiplptido se utifiza para Linfectar una mono-
capa de célublas MA104, y el nimeno de células Lnfectadas se -
cuantifica por el de método de neduceibn de focos de inmuno--
peroxidasa descrito antendormente, SL el sueno izena activi-
dad neutrafizanze el ntmeno de gocos Lnfecciosos se vead redu
eido en nelacibfn a un control de vinus ef cual no fue Lnecubado

con el suehro.



RESULTADOS,.



CRITERIOS PARA LA ELECCION DE PEPTIDOS

Se empleanron Lrnes criternios difenentes para eleginr

La negibn de La protelfna VP7 que se sinteltizé.

1. Se etigif6 una negibn de VP7 que fuenra altamente
hidnogteica, con el objfeto de tenern una mayon probabilidad de
que esta regidén estuvienra expuesta en La supenficie de La mo-
Lécula y pon Lo tanto, diéponébte-pana La LntenraccdLbén con Los

anticuerpos.

La identificaeidn de esta zona hidrogflica se hizo
en base a La curva de hidropatfa de £La secuencia primania de
vP7 (59), de acuendo af programa de computacidn de Hoop y -

Woods (60} (fig 6}.

2. Es una negdifn que no coniiene argininas ni LLs8%
nas, en La negibn intenmedia delf péptido. Easte crnifenlo fué
considerado, ya que cuando el vinibén purigicado es Zrnatado --
con trnipsina (enzima proteollftica que corta en Bisdinas y angd
ninas), La protelna VP7 no asufre ningdn corte (3,4). Esto su
giene que dichos aminodcidos de VP7 no estdn expuestos en La
sduperficie del virusd ¢ estln poco accesibles, y por Lo tanto,
es poco probable que puedan formar pante de un deteaminante -

antigénico de supenffcie.
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. Fig 6. Perfil hidrofilico de la proteina VP7 del rota-
virus SA1t (Tomado de la referencia 59). El grado de hidrofilicidad aue~
menta de la 1fnea media hacia abajo; el grado de hidrofobicidad, de la -
1fnea media hacia arriba. La franja megra ( ) sefiala la regidn de VP7
- que se sintetizb quimicamente. La flecha negra que se encuentra entre -

los. aminoicidos 55 y 105, sefiala el sitio de glicosilacién de la prote---
ina.



3. E4 una zona poco conservada con nrespecto a La -
secuencia de aminodcidos de protefnas homéLogas obtenidas de
notavinus penlenccientes a difenentes senotipos. Esle cnite
rio fué coﬁbideaada debidoe a que VP7 es La protelina que con-
fiene La especificidad de serotipo (61], y Los anticuenpos -
neutnalizantes dinigidos conitra un senoitipo no neutralizan a
rodavirus penlenecientes a sernotlpos distintos. Pon Lo Zanito,
Las secuencias de aminodeidos de aquetflas zonas donde pudie--
nan Localizanrse RLos epltopes de neutrnalizacién debenfan tenern
cambios no consdervativos con respecto a Las protelnas homblo-
aas de rotavirus de difernentes senofipos. Las secuencias de
UP7 que se companraron fueron Las obtenidas de Los notavinus -
Wa (serotipo 1) (62); Hu/5 l(serotipo 2} (63); UK (senotdipo 6)
(64); SA11 (senotipo 3) (59,65); y NCDV (senotipo 6 (66)  --
(gig 7).

En base a Los tres cniterniosd antes discutidos, se --
eLigidé ELa negidn de VP7 comprendida entnre £os aminodcidos -

211-223. La secuencda de esta regibn es £a sigulente:

NH, COOH

*-Tyn-Asp-ALa-Thr-Thn-Phe-GLu-GLu-Val~Pro-Thr-AlLa~GRlu-Lys,
211 223

La tirosdlna que se encuentha en el extremo NHZ no -

perlenece a £a secuencia oiiginat de £a wrotekfn.. VP7. [Easte -
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Fig 7. Secuencias de aminoicidos de las proteinas VP7 de
de los siguientes rotavirus: SAll(serotipo 3); NCDV(serotipo 6); UK(sero-
tipo 6); Wa(serotipo 1); Hu/S(serotipo 2); 52(serotipoz). lLa regifn mar-
cada cof asteriscos y delimitada con dos flechas representa el péptido -
sintetizado. El codige para los aminoficidos de una letra cs; A, Ala; C,
Cys; D, Asp; E, Glu; F, Fhe; G, Gly; H, His; I, Ile; K, Lys; L, Leu; M,-
Met; N, Asn; P, Pro; Q, Gln; R, Arg; S, Ser; T, Thr; V, Val; W, Trp; ¥ Tyr.
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.aminodc&do fue agregado a dicha secuencia para poder marcar -
nadiocactivamente el péptido por el método antes descrito (46)

y facilitar el seguimiento de £sfe en endayos posterifores.

SINTESIS QUIMICA ¥ ANALISIS DEL PEPTIDO (1177211_223
La sfntesis qufmica se LLevl a cabo pon La técnica
en fase s6kida de Merrifield, tal como se descrnibibd en Mate--
niales y MEtodos. Despuls de finalizada La sintesls del pép-
tido VP7211_223, €ste se sepanb de La nesina soponite, median-
te hidn6lisis con HF. AL finalizan este dLtimo paso el olLigo
peéptido se obtuvo con un aendimiento def 59% {(edte aendimien-
1o fue caloulado considerando £a cantidad esperada teonicamen
Ze en base al ndmeno de miliequivalentes que contenfa fLa nesd
na empleada panra Liniciar La sfntesdis, y el valorn obienido al

§inal de dicho procasol.

Pana proban si el péptido sintetizado tentfa La com-
posicibfn deseada se hizo un andfisis de aminodcidos de una --
§raccién def mismo. En La tabla 1 se muestran estos resulta-
dos, donde se puede obsernvan que La composicién de amipofici--
dos enconthada para el pépitddo VP72”_223 coincide con La es-
perada, Lo que Lndica que muy probablemente el pépiido obtend
do tiene Ra secuencdia correcta. Para podern detectar 8L el pro

ducto sintetizado estaba nepresentado por una s02a poblacién -



TABLA 1. COMPOSICION DE AMINOACIDOS DEL
PEPTIDO VP7,,1 ooo.

AMINOACIDO VALOR ESPERADO VALOR OBTENIDO
Asp 1.0 0.98
Thr 3.0 ) 2.62
GLu 3.0 2.79
Pro 1.0 0.60
Ala 2.0 2.30
Val J.o 0.91
Tyn 1.0 1.02
Phe 1.6 1.09

Lys 1.0 1.24




de péptidos o si ZLenfa contaminaciones con poblaciones {forma-
das por productos secundanios de neaceibn durante el proceso
de sintesis, se analizbf una alfcuola a través de cromatografla
Ziquida'de alta pnresién (HPLC) de fase nevensa. En La figuna
8 se muecstra el cromatograma obrtendido, donde se puede aprecian
La presencda de al menos seis diferentes picos, que pudiernan -
nepresentan poblLaciones difenentes de péptidos. Uno de esfos
pieos; el ndmeno ithres, hepresenta La mayon pante del maternial
analizado. Para Linvestigan cual de estos picos Tenlfa La com-
posicibn de aminodeidos espenada, cada uno de efLfos se necupe
né individualmente en una connida preparativa def HPLC y se -
Les detenminb su composiciln de aminodeidos. Los nesultados
de este andlisdis se encuentrnan en La tabla 2, donde podemos ob
servan que Los pileos 1 y Z corresponden a La secuencla eapehd
da, mienthras que £Los picos 4, 5 y 6 Lienen una prolina y una
tinoaina de mds y una prolina de menos nespectivamente, Desa
fontunadamente, el andfisis de aminodeidos def pico 3 no se -
pudo obtenen debido a que se sobrecarglf ef analizadon de ami-
nodeidos con La muestra. Sin embargoe, tomando en considena--
eibn que £a mezcla total del péptido VP72”_223 tiene La com-
posicibn de aminodeidos espenada (ven tabla 1), y que ef pico
3 es el que nepnresenta La mayor pante de £a muesira analizada,
asumimos que este pilco nepaeéantq el producto principal de fLa

sfntesis, con La secuencda y composdleibn adecuada.

.
Con Los nesultados mencionados antendicnmenie se consd
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Fig 8. cromatogrami obtenido de la cromatograffa 1iquida -

de alta presiSn HPLC) en fase reversa del péptido VP7

211-223" .



TABLA 2. QOOMPOSICION DE- AMINOACIDOS DE CADA UNO DE
10S PICOS OBTENIDOS POR HMPLC EN FASE REVERSA DEL

PEPTIDO VP7

211-223"

i

AMINOACIDO  VALOR ESPERADO VALORES OBTENTDOS
1 2 3 4 5 6
Asp . 1 1.08 0.99 ---- 1,00 1.26 1.1¢0
Tha 3 2.26 3.09 ---- 2.93 3.60 3.10
Geu 3 2.97 2.96 ---- 2.68 2.70 2.50
Pro 1 0.65 0.65 ---- 1.15 0.80 0.30
Ala 2 2.22 2,17 ---- 2.16 2.20 2.20
val 1 0.83 0.97 ~w-=- 1.04 **** 701
Tyn 1 C0.85 0.99 ---- 0.9§ 0.70 *%**
Phe : 1 0.93 1.01 ---- 0.96 0.63 1.03
Lys ‘ 1 1.21 1.17 ---- 1.22 1.306 1.20

————— no se determind
X%k no se detects.



dend innecesanio punifican el pépitido VP7,17-223 Y& que to--
mando en cuenta que Lo que se prelende es productn antifcuer--
pos que neaccionen conina La proteina completa, La inmuniza--
cibfn con este producto mixto que, como asumimos, contiene en

mayoh phroporcibn el péptido deseado no afectarnfa La respuesta

Linmune en contna def pépitido de intenés.

DOBLE INMUNODIFUSION

Como primen Lndenido para defectarn Los aniicuenpos -
que pudienan haben sido Lndicados ponr el péptido se utitizé Ra
téenica de doble Lnmunodifusidn, Para este ensayo ademfs de
L048 suenocs preinmunes, se utilizaron Los sueros hipeninmunes
obtenidos a Las 4% y 6% semanas de inmunizacibn. Eatos sue--
no4 se hicieron nreacclonar con el pépitido s6L0; con el péEpti-

do acoplado a BSA; y con BSA sofa como contnol negativo.

Como se puede obsenrvar en La flguna 9, cuando se -~
probarnon Los suencs obtendidos con £0s cuyos c& D (£nmunizados
con péptido so0lo), se detectaron bandas de pnecipttacidﬁ (com-
plefo Ag-Ac) hasta una dilucldn 1:4 del suenc hipeninmune, --
S.in embango, de RLos suenos obtenidos de £os cuyos Lnmunizados
con péptido acoplado (cuyos A y B) no se obtuvdienon mabultadob
positivas. Los cuyos C y D, no dieron neaccdén positiva en -

contna de BSA (datos no mostrnados), Lo cual indica que 2a --



Fig 9. Ensayo de doble inmumnodifusién para los sueros
obtenidos de la sexta semana de iniciado el protocolo de inmunizacién de

los cuyos 'C y D (inoculados con péptido solo). En los pozos numerados -
del 1 al 5

se puso el suero hiperinmme correspondiente, iniciando con

el suerco sin diluir en el pozo 1, y haciendo diluciones seriadas i:2 has-
ta el pozo 5. Al pozo 6 se le afiadiS suero preinmune sin dilui, del cuyo
correspondiente. En el pozo central se pugo el péptido, ya sea solo (pla
'cas 1 y 3) o acoplado a BSA (placas 2 y 4). El suero del cuyo D se em---
pled en las placas 1y 2 y el del €, en las placas 3y 4 .



neaeccibn observada en contrna del péptido acoplado a BSA es es-

peclfica del péptido.

Para comprobar Los nesultados obtenidos con el ensa
yo de doble anunadiﬁuaidn, y considernando que La sensibitidad
de esta técnica no es muy alta, se considens probarn Los suenos

anti-péptido pon ELISA, ensayo inmunoenzimditico de mayon sen--
sibitidad.

ENSAYO TNMUNOENZIMATICO

En Los nesultados obtendidos en este ensayo de ELTSA
(ver 5L§una 10) se puede apreclar una mayor y mds ndpida pro-
duccidn de anticuenrpos dnti-péptédo en io& que Lo0s cuyos C y
D (inmundizados con p€pitido s0£0) que para Los cuyos A y B -~
{Lnmunizados con péptido acoplado a BSA}, Lo cual concuerda -
con Los nesultados obtenddos antenlormente. Sin embargo, aun

que en menon grado, Los cuyos A y B también nespondienron en -

econtra del antfgeno.

INTERACCION DE LOS ANTICUERPOS ANTI-PEPTIDO CON LA PROTEINA
VIRAL VP7

Una vez que se detectanron anticueapos en contra del

péptido, probamos &L estos anficuerpos fenian La capacidad de
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Fig 10. Ensayo inmmoenzimitico (ELISA) de los suero

obtenidos de los diferentes cuyos immmunizados. Cuyos A y B inmmizados

con péptido acoplado a BSA, y cuyos C y D, inmunizados con péptido solo.



reaccdonan con La protedna VPT7 que se enrcuentra endamblada en
tas pantlculas vinatles completas. Panra ello se utilizd La --
técendica de Lnmunopunito, en La cual el antigenoc se fijfa a una
mairiz (NC) y posteniormente se haece reaccionar con Los sue-
ros connrespondientes. En Los nesulitados obtenidos |[gigura --
11} se puede obsenvan que Los suenosd hiperinmunes de Los dife
rentes cuyos {se muestran so0lo Los nesuliados obtenidos con -
Los cuyos A y D) neaccionarnon tanto con el péptido como con -
el vinus SAIT. Es Amportante hacen notan que La sefal es adn
mds intensa cuando el virus fue tratado con 2-mercaptoetanol
y SDS (condicdones desnaturalizantes pana Las proiefnas del -
virus), que cuando el virus peﬁmanece Lntacto o es tratado --
con EDTA (tratamienito que separa La capa exienna del viaus, -
pero no desnaturaliza Las protefnas). AL analizar nuestro --
contnol positivo (un antisuero dinigido en conthra del vinus -
complefo} se obidlene una fuerite reaccelbn en contra def vinus
sin trnatarn (panticulan completas) y trnadado con EDTA, mien--
trhas que La neaccibn en contra del vinus tratado con Z-merecap
toetanof y SDS es mucho menon, al Lgual que La observada en
contra del pEptido. Estos resdultados sugieren que Los anti-
cuenpos en contra del péptido pueden estarn nreconoclendo a La
protefna vinal de La cual fué copilada su secuencia, perno soko
en su forma desnatunalizada, y que estos anticuenpos panrecen

reconocenr en menor gaado a La protefna en su foama nativa,

Para proban &d Los anticuenpos antipéptido esiaban



SUERO ANTI-PEPTIDO SUERO ANTI-PEPTIDO
CUYO A CuYyo D.
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Fig 11. Ensayo de inmumopunto. Los sueros de los cuyos
A y B, se utilizaron con una dilucién 1:500, mientras que el suero anti--
SA11 se utilizé a una dilucién 1:2000. 1, 100 ug de péptido VP7211_223;
2, 12 ug de virus SA11; 3, 12 ug de virus SA11 tratado con 1% de 2-mercap
“toetanol y 2.5% de SDS; 4, 12 ug de virus SA11 tratado con EDTA 0.05 M.



“neconocdlendo espechficamente a La proteifna viral VP7, como Lo
sugienen Los nesultados del ensayo anteriohr, se hizo una elec
trnotrans ferencla a nitnocelulosa de Las prnotelnas vinales se-
paradas por electrnoforesis y estas protefnas se nreaccionaron
con Los suencs connespondientes. Los nesultados asif obteni--
dos (fLgura 12) muestran que tanto Los suenocs predlnmunes como
Los hiperninmunes neaccionaron econ Las protednas VPZ y VP6, que
son Las mds abundantes del vinus, L0 cual sugdlere que esitos --
animales habfan s.ido Linfectados con hroiavinus antes del Lind--
cio del expernimento (s0lo se muestran Los resultados obteni--

dos para ef cuyo B).

Finalmente, decidfmos phroban si L0s suenos de estos
animales eran capaces de neutaalizar La Lnfeccidn del roiavi-
nus SAT1 en un sdstema £Lm vitro. Para esto LLevamos a cabo -
el ensayo de neutrnalizacidn de focos Lnfecclosos descndia en
Mateniales y MEtodos. Con ecate ensayo de neutralizacibén no -
“pudimos detéctan La actividad neutralizante ni en £0s prelnmu
nes ni en suercs hipeninmunes. Esto nos indieca que el nota--
vinus que dnfectld a cuyos utilizados en nuesiro esquema de Ln
munizacibn pentenccla a unAAanotipo distinto al del notabirus
SA11. ©Pon otno Lado gqueda clanro que Los anilicuerpos en con--

tna del péptido Lampoco tienen actividad neutralizante contha

SA11.



VPb

Fig 12. Ensayo de immnoelectrotranferencia. .Las =-
proteinas del rotavirus SAl11 se separaron por electroforésis y después se

transfirieron a filtros de nitrocelulosa. Posteriormente los filtros se

incubaron con suero preinmune {carril 1). suero dela 82 semana: (carril 2)

y suero de la 14% semana (carril 3) del cuyo B. Las proteinas virales en

el carril 4 se incubaron con el suero hiperinmune anti-SAl11. Los comple-

jos Ag-Ac se detectaron por incubacién con proteina A1 2SI y posterior i+
exposicién a una placa fotogréafica.



DISCUSION.,



En este Lrnabafo se nrepoata La sfntesdis y caracteni-
zacibn de un oRigopépitido que contiene La secuencia de un po-
sible epitope de neutratizacibn de La protedlna VP7 def nota--

vinus de simio SAIT,

La punreza def péptido sintetizado se analizé pon --
cnomatograffa Liquida de alta presifn (HPLC) de fase nevensa.
Con este mé€todo, el pépitido oblenide se sepand en seis dife--
rentes poblLacifones. Los nesuliados del andlfisis de aminodei-
dos de Los picos 1 y Z concuendan con La composdicibn de amino
doeidos def péptido espenado. Esto sugierne que ambas poblacdio
nes de péptidos pudienan Lenen La secuencla deseada. La na--
zén poh La cual mighran diferente en ef HPLC puede ser ponr La
presdencia de algunos grupos phrotectones de Las cadenas 2aterg
Les de Los aminodcidos, Los cuales hayan permaneceido en el --
péptido adn después del pasc {§inal de desprofeceidn econ HF.
AL analizan La composicién de amiénofcidos obtenida pana Los -
picos 4, 5 y 6 podemos concluin que estos contienen pépitidos

que s¢ aparntan de La composdedidn y pon Lo tanto de La secuen-

cia edsperada.

La composicifn de aminodeidos del pico nlmero tres
no fuf posible deteaminarta, ya que el analizadon de amincded
dos se sobrecangd y Ros nesultados no se pudieron cuantificaxn.
Sin embahrgo, conadldenando que el andlisdis hecho a Pa totali--

dad de La muestra connresponde a La composielbn ¢sperada (ta--



bta 1), y que el pico tnrnes nepresenta La mayon proponcibn de

La muesira, La composicibn de aminofedidos de La muesina total

debe representan de manera Lndirnecta, £a composicidn del pico
tres.

Con Ros nesultados hasta aquf obtenidos se conside-
né innecesanrio purificarn el pépiido y se¢ procedid a Linmunizar
andimafes panra obienen anticuenrpos en contra de Esle. Los nrne-
sultados de Ras téenicas uitlilizados pana La deteccibn de anti
cuehpos anti-pépiido (PID, ELISA) nos Lndican que estos anti-
cuerpos fueron Lnducidos mds eflclentemente en Los animales -
Anmunizados con péptido so0ko {ven £4ig 10) que en aquellLos Ln-
munizados con péptido acoplado [cuyos A y B}l. La explicacién
paira este hecho no es8 muy clara ya que en La mayonrlfa de Los -
casdos reportados, Los resultados no muestran diferencias sig-
nifleativas en el tltulo. En aquellfos en que &£ s¢ encueninran
difenencias, el tiltulo mds alio es el obitenide para aquellos
animales Lnmundzados con el pépiido acopfado. Una posible ex
plicacién pana esios hresultados pudiena sen el hecho de que -
el acoptamiento del péptido a BSA hubiera neastningido en €L -
La poaibitidad de adoptan conformaciones mds Lnmunogéndicas, -
Las cuales estuvienan phresentes en el péptido Ribre. Otna --
posibitidad es que La diferencia pudiera sen debida a La res~-
puesta .individual de Los animales empleados, o a La presenta-

cibn y accesibiltidad del pépiido al sistema {nmune.



Una vez que se detecitd La presencia de anticuenpos
en contra def péptido se procedib a deteaminan La capacidad -
de dichos anticuerpos para neaccionan en contra de La protelna
viral de £La cual fue copiada La secuencia. Easto se LLevd a -
cabo por medio de £os ensayos de inmunopunto e Lnmunocelecitro-
transferencia, en Los cuales se hizo diffcif La detenminacidn
de este nreconocimiento ya que se detectaron anticuenpos en =--
contra del virus completo, tanto en Los sueros prefnmunesd, --
éomo en Los suenos hipenimmunes (f4ig 12). Finalmente, Los --
nesultados negativos obitenidos en Los ensayos de neutnaliza--
cibn nos indican que Los anticuenpos dinigidos en conitra del
pépitido no son capaces de neutnalizar ef efecto del vinus, y
ademds, que Los anticuenpos totales detectados en Los suenos
pheinmunes e hipeninmunes de Los cuyos utifizados fuernon indu
cidos pon Aingeceibfn de Los animales con notavinus peatenecdien
Zes a un serolipo disiinto del que fuf uiilizado en esle esiu

dio (senotipo 3).

?oa otno Lado, durante La elaboracidén de este Lraba '
'jo, Holmes y col. (67) nrepontanron el alslamdiento de variantes
del rotavirus SAI1, Los cuales enan resistentes a La neutnali
zacibn pohr anticuenpos monoclonales neuthalizantes dirnigidos
contra La protefna VP7. En eatas variantes se secuencld £a -
proteifna VP77 para detectanrn en qué regibn o0 nregiones se encon-

trnaban £0s cambios producidos. En Las vardantes analizadas -

se encontranon thes aminodeidos cambiados en nretacdén a Las -



secuencias de VP7 del vinus silvestre., Dos de esitos cambios
esdtuvienon Localizados en La regibn de La cual Aebcopid el --
oligopéptido sintetizado por nosotrnod (posiedones 2171 y 223},
Mds tarde aparecid en La Literatura un trabajo neallzado por
Bellamy col. (68), en el cual sintetizaron algunos plpiidos -
denivados de La secuencia de La protefna VP7 ded nrotavinus de
s4mio SA11. Uno de fLos péptidos que sintetizaron abancld det
anindeido 208 al 225, por Lo tanto, eate péptido contiene La
secuencia del pépitido sintetizade poh nosotros, con tre ami--
nodedidos mds en el extremo amino y dos en ef exinemo caxboxi-
Lo. En su estudic Los anticuerpos producidos contra dicho --

péptido no neutralizaron al viaus.

Los resultados obtenidos porn Holmes y colf. sugLlesen
que La nregibn contenida en nuestino p€ptido podrnia rnepresentan
un deteaminante antigénico de neuirallizacibn. Sin embanga, -
tomando en cuenta nuesdtros resuliados, asf como Los nesulta--
dos obtenidos pon Bellamy y col., dicho deteaminante antigénd

co muy probablemente senfa ecatructural y no Lineal.
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