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INTRODUCCION 



INTBOQUCCION 

Loe rotavirua eon ahora a~plia~en~e reconocidoe coMo uno de loa agen~ea 

etiol6g1coa ~áa i~portante& de gaatroenter1t1& en neonatoa y ni~os en todo el 

~undo <1-8>. El deacubriMiento en 1973 de loa rotavirue hu~anoa y la asociación 

de éstos con ep1aodioD diarreicos, representó ~n gran avance en la elucidación 

de le et1olocia de las gastroenteritis agudas no bacterianas (9). 

A pesar de Que las enferMedadcD diarreicas constituyen uno de los padec1-

Mientos ~ás coMúnes en niños en todo el ~undo, éstas tienen un s1Qnif 1cado 

especial en paises en desarrollo en dónde constituyen una de las principales 

causas de Mortalidad en la población infantil. 

El i~pacto de las enferMedades diarreicas en los paises en desarrollo es 

i~presionanteo coMo eJeMplo. datos epideMiol6g1cos 1ndícan que las diarreas 

ocupan el pr1"er lugar de frecuencia tanto en la incidencia de la enferMedad 

coMo en la Mortalidad. En 1982. Snyder y Meraon publicaron un ar~iculo en el 

que estiMaban que anual~ente ocurren entre 744 a Mil ~illones de cpisod1oe 

diarreicos y alrededor de 4.6 Millones de ~uertes por diarrea en niños ~enores 

de 5 años en Africa. AM8rica Latina y Asia <excluyendo China> <10>. 

En 1973, Bishop y colaboradores describieron la presencia de particulas vi

rales de 70 nM. al exaM1nar al Microscopio electrónico biopsias duodenales de 

niños hospitalizados que padecían gastroenteritis aguda no bacteriana C9). A 

partir de esta fecha han aparecido en la literatura una gran cantidad de estu

dios epide"iológicos y bioquiMicos. que en la actualidad acreditan a los rota

virus co~o el agente indiv~dual ~ás iMportante asociado a episodios diarreicoe 

en niños Menores de dos años en todo el ~undo. 



A peaar de Que los rotov1rus hu ... anos--aolo-·fueron-deacubiertos cri• 1973. 

existien ya en 1963. reportea de la presencia de eataa partículas viralea en 

tejido tnteetinel de ratonea infectadoe con el rotav1rus EDIM (epizoot1c 

diar-r-hea of infant 1'11ce>C11>. Tal'lbi.én.;an 1963 Malher-be y colabor-adore" 

ye habian descrito el aiala~iento de ·un v1ru5 de 70 n~. Que fue llaMado SA 

<a1 ... 1en agent>-11; este v~rus. enCoñt~Odo en un lavado inteatinal de un ~ono 

vervet, fué recuperado en cultiVo de células de ri~On de Mono (12). Estudioa 

posteriores han ~oatrado la presencia de lo5 rotavirus en heces diarreicas de 

las criaa de un gran núMero de ~e"iferoa y avea <13). 

En la actualidad~ los rotavirus eatán clasificados COMO un cenero de la 

faMilia Reoviridae <14). Al Microscopio electr6nico. tienen una Morfología 

caracteriaticao las partículas coMpletas tienen una doble cbpside y ~iden 

eproxiMadaMente 70 nM. de d1a~etroo en estas particulas se observa la capa 

externa coMo un anillo liso y bien definido. TaMb1én se observan partículas 

incoMpletas de -55 nM. que poseen sólaMente la capa interna y que se ven COMO 

partículas rugosas debido a los capsó~cros que conforMan esta capside interna y 

que se proyectan hacia el exterior <15). PrecisaMente, el noMbre ROTAVIRUS 

(rota en latin-rueda> se deriva de su Morfologia. ya que su c8pside externa 

lisa seMeja el borde de una rueda de carreta y su cápside interna. las 

proyecciones de la rueda del centro a la periferia. 

La particula coMpleta tiene una densidad de 1.36 g/cM en Cloruro de cesio, 

Mientras que los v1ru5 con una sola capaide tienen una densidad de 1.39 g/CMi 

la infectividad viral está asociada a las particulas coMpletas. Estas partícu

las pierden su infectividad al ser tratadas con agentes quelantes coMo EGTA 6 

EDTAo estos agentes provocan la pérdida de la capa externa del virus y a 

la vez activan a la RNA poli~erase endógena del virus. Estos eventos se deben a 

la reducción de la concentración de calcio que es necesaria para Mantener la 



1ntegr1dad de los rotav1rus <16>. 

El gonoMa de los rotav1rus cona1ste de 11 diferentes acgMentos de RNA de 

doble cadena <daRNA>. que su~edoa dan un totel aprox1"ado de 20.000 pares de 

baaea <4.17.18>. Estos seg"entos pueden ser separados electroforetica~ente en 

gelea de acrile~ida. dando un patrón caracteriat~co para cada rotavirus enel1-

zado <19.20l. 

Los polipeptidos que conforMan lea ceps1des e~terna e interna de los rota

virua hu~anos y aniMalea son si~ilares. aunque existe aún algo de controversia 

en cuánto al núMero. el peso Molecular y su local1zación precisa (ya sea en la 

capside externa ó interna>. Sin eMbargo se coincide en los siguientes puntos= 

existen cuando Menos 5 proteinae estructurales. tres de las cuales <VPl, VP2 y 

VP6> constituyen la capa interna del virí6n y las dos restantes. VP3 y VP7 for

Man la capa externa <21). 

En la capa interna se ha descrito la presencia de deterMinantea ant1gen1-

coa coMúnea para todos los rotavirua, éstos &e encuentran localizados en la 

prot~ina Mas abundante de esta capa. VP6; experiMentos con anticuerpos Mono

clonales han revelado la presencia de cuando ~enea un epitope coMún para to

dos los rotav1rus, al que se le ha llaMado antigeno de grupo y Que ea caracte

rístico de todos los rotavirus. AdeMas, en esta MisMa proteína se ha detectado 

otro deterMinante ant1genico no coMún. el cual ha serv1do para clasificar a loa 

rotavirua en dos subgrupos bien definidos; subgrupo I y subgrupo II <22.23). 

Hasta ahora sin excepción. todos los rotavirus huManos del subgupo I tie

nen le caracteriet1ce de que sus eegMentoa de RNA 10 y 11 Migran Menos. en un 

gel de ecrilaMida <•patrón corto·>. que los M15M05 segMentos de loa rotavirus 

huManos del subgrupo II <patrón largoª> <Figura 1) <24>. Esta característica 

ha hecho posible el identificar el subQrupo al Que pertenecen loa rotavirus hu

Manos Mediante su electroferotipo (patrón electroforetico} (24). Los rotaVirus 
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per~enecientea a otras eapec1es'an1~ales no-pueden-ser aubagrupados-Por·su 

electroferottpo ye que, hasta ahora todos loa rotovirus an1~ales enaltzedos 

tienen un ·~atrón largo• pero la "ayoria pertenecen al aubgrupo I <25>. 

La infección por rotavirus puede aer neutralizada si se incuba previoMen

te el virus con anticuerpos dirigidos contra la partícula co~plete <26,27>.Va

rias linees de evidencio &ug1eren que VP7 es el polipéptido principalMente res

ponsable de la inducción de estos anticuerpos neutralizer1tes <22,28). Los de

ter~inantes antigénicos de neutralizac16n. localizados en la cáps1de externa 

viral, han perMitido clasif1car a los rotevirus en diferentes •serotipos•. 

El desarrollo de técnicas para el cultivo de los rotavirus huManos en li

neas celulares, ha perMitido identificar el serotipo de estos virus utilizando 

técnicas convencionales coMo son le neutralización del efecto citopático y la 

reducción del nU~ero de placas en un ensayo en placa por neutralizaci6n <PRNA

plaque reduct1on neutralization assay), entre otras C29-31>. 

El criterio acordado para establecer un nuevo serotipo, es el de encon

~rar una diferencia reciproca de 20 veces o Más en el titulo del anticuerpo, 

cuando el serotipo candidato se prueba contra los virus prototipo que represen

tan a los serotipos ya establecidos C32>. Con este criterio se han identifica

do hasta ahora 4 serot1pos d1st1ntos en los rotavirus huManos CTabla I>. Un re

sultado inesperado fué el encontrar que existen rotavirus huManos y an1"alee 

Que COMparten su especificidad de neutralización; por eje~plo el rotavirus de 

51Mio SAll cruza antigenica~ente, por ensayos de neutralización, con los rota

virus huManos del serotipo 3. Es interesante Mencionar que los serotipos 1 y 2 

sólo se han encontrado entre rotavirus hu~anos, que no es el caso con los 

eerotipos 3 y 4, de los cuales se han encontrado ejeMplos en otras especies 

eniMales CTabla I>. Ta~bién se han encontrado serotipos exclusivos de especies 

e~i~ales, coMO son los serot1pos 5, 6 y 7,C2S>. 



TADLA I 

SEROTIPOS OE ROTAVIRUS DETERMINADOS POR NEUTRALIZACIONa) 
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Rotavirus An1~6lcs 
<cepas prototipo) 

SAll. MMU1800ú (SiMiol, cu-1 
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SB-2<1>, Gottfried(Ill, SB-lA 
( II l (porcino" l 

Hl<equlno><Il,OSUCporcinolCil 

NCOV, UK, Cbovino,.lCI> 
/ 

Ch.2, Ty.1· Cave"> 

•> Los núMero~ ro~anos entre paréntesis indican el subgrupo de los rotavirus. 

a) Datos tomados de (45) 



~aste hace poco t1eMPO el -panoraMa-en--cuañto-a la-especif~cidad
0

de neutra

lizac16n perecía baatan~e &1Mple¡ se conaidereba e le prot~ina VP7 co~o el an

tígeno de neutralización responsable de esta eapecificidad. Sin e~bargo, re

ciente~ente han aparecido dato& en le literatura indicando que VP3 Cla otra 

proteina de capa externa>. es taMbien inductora de ant1cuerpoa neutralizantes, 

y que estos taMbten participan en la especificidad de aerot1po <33). Inclusive, 

en este trabaJO se propone la necesidad de establecer un nuevo aiste~a de cla

sificación en el que se toMe er1 cuenta la especificidad de neutralización tanto 

de VP7 coMo de VP3. Estos datos 1ndican que los rotav1rus no son sencillos 

ent1gen1caMente co~o se pensaba inicialMentc, dado Que aMbaa proteínas de la 

capa externa viral inducen anticuerpos neutralizantes. 

El asigna~iento de las proteines estructurales del rotavirus con sus ge

nes correspondientes se ha llevado a cabo utilizando diferentes Metodologías: 

A> Traducción in vitro de los &eQMento& de dsRNA desnaturalizados.<previaMente 

fraccionados> y analisis de sue productos proteicos <34>. 

B> Traducción in vitre de los RNA's MensaJeros virales fraccionados, producidos 

por la poliMera&a viral <35). 

C> Por la correlación fenotipo-genotipo al analizar virus •rearreglantes·, re

sultantes de la coinfección con dos cepas distintas de rotavirus (22,36>. 

Este últiMo tipo de estudios han perMitido no sólo conocer el asignaMiento 

-g~nico sino que en algunos casos se ha podido correlacionar a~gunas de las fun

ciones virales con una proteína y un gene deterMinado. Algunos de estos datos 

se Mencionaran posteriorMente. 



Hasta hece pocos at\oa fué· pao1ble·-el'" a1slar-·y-cult·1.var---ef--ic:1ente . .,..ente en 

lineas.celulares a los rotavirus hu~anos. ~s por eato que la ~ayorio de lo& ee

~udioa b1oqui~icoa y genéticoa se han realizado en rotev~rua aislados de an~~a

les. los cuáles fueron fbcil~ente adaptables al cultivo de célulaa. Uno de loa 

rotovirus ~Da a~plieMente estudiado ea el rotavirus de ai~io SA11, con el cual 

se realizó eete proyecto. El reato de la 1ntroducci6n versará principalMente 

sobre datos obtenido& con este virus Modelo. 

En cuento a loa resultados del esigna~íento génico de las proteína~ es

tructurales del rotavirus de siMio SAll. se ha llegado a las siguiente~ 

conclusione~: Los seg~entos de RNA l. 2 y 6 codifican por los polip~ptidos de 

la capa interna VPl. VP2 y VP6 respectivaMente; los coMponentcs de la capa 

externa VP3 y VP7 son codificados por lob segMentoa de RNA 4 y 7 respect1-

vaMente (34,35>. 

VP7 el polipéptido ~á5 abundante de la capa externa sufre adeMas, MOdifi

cacione& post-traducc1onales Que consisten en el roMpiMiento de un peptido se

ñal y en la glicosilaci6n con un oligosacarido del tipo de ·alta Menesa•; esta 

pr~teina ya Modificada, tiene un peso Molecular de 37,000 daltones <34,37). 

Dentro de las funciones que se le han astcnado ~edtante los estudios con virus 

rearreglantes est6n el que esta proteina es el principal antígeno de neutrali

zación y es adeMáa la princípal responsable de la especificidad de serotipo 

<22). 

La otra proteina de la capaide externa, VP3, tiene un peso Molecular de 

-ea.000 daltones <21> y se ha descrito que es la proteína responsable de las 

funciones de heMaglutinación y de increMento de la ínfectividad por proteasas 

(ver Má~ adelante>, recienteMente ~e ha encontrado que este proteina taMbien es 

capaz de inducir anticuerpos neutrali:antes <33). 



Estos dos polipéptidoa de capa externa tienen ade~as funciones Muy i~por

tentes para la repl1cac1ón viral. pueato Que se ha observado Que pertículaa vi

rales que carecen de estos proteines aon incapaces de infectar <16>. 

La replicación de los rotavtrus in vivo ae llevo e cabo en las c6lules epi

telielea de las velloa1dodea del intestino delgado y la infección está locali

zada pr1MerieMente e estos células. Esta especificidad de infección y la apa

rente especificidad de especie de los diferentes rotovirus, sugiere Que es 

necesaria una interocción virus-célula huésped Muy especifica para Que se 

establezca la infección. 

Un enfoque pera entender-esta especificidad es el estudio de las proteínas 

involucradas en las pri~eras 1nteraccione8 virus-célula huésped. Que en este 

caso son las proteinas localizadas en la superficie de la partícula viral <VP3 

y VP7 >. 

La adsorción del virus a la célula es un prerreQu1sito indispensable para 

la infección y en varios caeos se he deMostrado que el r~queriMiento del virus 

por un receptor especifico, es un deterMinante iMportante del tropisMo del vi-

rus hac1a la célula, tejido órganos blanco. El paso siguiente a la adsorción, 

es la penetración del virus a la_c~lu~a huesped, la secuencia_de_eventas dur:an- __ _ 

te este paso no es clara aún; la fusión de MeMbranas viral y celular, ó la Fa

gocitocis <viropexis>. han sido algunos de los MeconisMos propuestos, sin e~-

----- ----b•~QOT-: el-iziecan.1..sP'lo_dc peo.etr...&'!.c.i.á.D . .es par.± J.....t:..Ular_ ..cfe.. ca.da ..i.ipc _de .:'l..i..r~ .. y:..:cn.. e..l.. 

caso de los rotavirus. tanto los MecenisMo~ de adsorción coMo de penetración se 

desconocen aun. 

Dadas las características antes Mencionadas, en este trabajo se decidió 

estudiar Mas detalladaMente al pol1pépt1do VP3o al eMpezar este estudio con

~abaMos con los siguientes antecedentes: 



En 1977 MetsunO y colaboradores C38> desarrollaron-un ensayo en Pleca pare 

le cuantificación de partículas virales infectivas. En eate trebejo &e.des

cribió por pri~ero vez el requeriMiento de tripsino en el Medio de cultivo. A 

partir de eate trebejo se reconoció le 1Mportenc1e de éste enZiMe proteolit1-

ce para lograr una propagaci6n ef 1c1ente de los rotavirus en cultivo de célu-. 

les. Inclusive en la actualidad se he de~ostrado que le tripsine es un requerj

~iento indispensable para lograr lo propagación de los rotav1rus huMenos en 

cultivo de células <39>. 

Se' he-deMo&trado que el euMento de-~nfectividad por tripsine ae debe a un 

efecto directo de este enziMe sobre el virus y 110 sobre le c~lula <40>. Estu

dios por nuestro grupo deMostreron que el efecto de esta proteasa sobre el vi

rus es el ro~piMiento especifico de le proteine viral VP3, resultando de este 

corte dos proteines de ~enor peso Molecular llaMedes VPS (con un peso Molecular 

de ~s0,000 deltons) y UPS c-20,000 daltons>C21>. Cebe Mencionar que el efecto 

de tripsine, es especifico pera VP3 y no afecta e ninguna de las otras prote

ínas estructurales del virus_ (Figure 2>. El efecto de este roMpiMiento 

especifico se he relacionado con un auMento de le infectividad viral de haeta 

~11 veces (41). 

El increMento de la infectividad viral coMo resultado del roMpiMiento pro

teolitico especifico de una proteína v1ral ha sido descrito en otras faMilies 

de virus teles COMO los PareMixovirus (ejeMplos de esta faMilia son los virus 

de Sendei, saraMp1ón y paperas>_ y los Mixovirus (influenza). En éstos virus se 

han estudiado los productos resultantes del corte proteolitico y se ha observa

do Que la secuencia de aMinoácidos del extreMO eMino terMinal recién generado 

por el corte proteolitico es Muy_conservade, inclusive coMparan~o esta secuen

cie entre virus pertenecientes a las dos diferentes faMilíes C42). Estos re

sultados sugerían que· une secuencia especifica de aMinoácidos en el extreMo 

aMino terMinal recién generado era requerida para ~ue esta p:o~~ina tuviese una 
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tratadas se analizaron por 505-PAGE. 



actividad biológica • 

En loa pora~ixo- y orto~ixovirus, la proteina que sufre ente ro~p1Micnto 

~apecifico <lla"odo F y HA reapectivo"ento), ea lo proteino reaponaoble de lo 

fuaión de los ~e~bronos viral y celular durante la 1nfccc16n viral. Ut1l1zondo 

lo aecuencio conocido del extreMO OMino recién generado, ae han a1ntet1zodo 

quiMicoMente péptidos que MiMetizon cato-secuencio y ae ha observado ~ue estos 

peptidoa son capaces de inhibir lo infect1vidod del virus en cultivo d~ celu-

18a, coMo conaecuencio de lo irihibición de lo fusión de loa MeMbranoa viral y 

celular <43). 

En el coso concreto de loa rotavirus, el increMento de infectividod por 

tripsino ha ~ido observado en un gran núMero de rotovirua de diferentes espe

cies <4>. y COMO se Mencionó anteriorMente. esta activación ee debe el roMpi

ftiento especifico de VP3 en la capa externa del virus• este roMpiMiento. 

probableMente activa un paso teMprano de la replicación viral. En 1982, 

6reenberg y colaboradores, encontraron Que cuando células en cultivo eran co

infectadas con un rotavirus huMano no cultivable y un rotavirus bovino adapta

do al cultivo de células, se obtenían COMO resultado rearreglantes cultivables 

y éstos sieMpre contenían el segMento de RNA 4 del virus bovino (que es el gene 

que codifica por VP3><44>. Estos resultados sugieren que la restricción de los 

rotavirus huMenos para crecer in vitre ee debida a que su VP3 no •funciona• de

bidaMente en cultivo de células. tEs este defecto debido a que esta proteína no 

es cortada eficienteMente con tripsina? 

El conocer Més detalladaMente a éste polipéptido y en especial ias :onas 

aledañas al sitio de corte, podria sugerir experiMentos para c~nocer el Meca

nisMo Molecular de esta activación. 



·"1nal generado por el corte con ~r1Pa1na y le secuencio parcial del gene Que 

codifica por ~eta proteinao a port1r de la secuencia nucleotid1ca obtenida ee 

dedujo la secuencia de BM1no6c1doa del cxtre~o carbox1lo generado por el corte 

con tr1ps1na. 

AdeMa5. para estud1ar la po&1ble conservac16n de e&ta región. se 5ecuenc1ó 

la :ona eQu1valente en varios rotav1rus huManos y an1Males pertenecientes a di

ferente5 serot1po5. 

Se presentan taMbien. exper1Mentos prel1Minares con pépt~dos sintetizados 

QUlMlCaMente que Ml~etizan los sitio& carbox1lo y eMino generados por el corte 

con tr1ps1na en SAll, con los Que &e pretende investigar cual es la 1Mportancia 

de e5tos a1t1os en la 1nfectiv1dad viral. 
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The prirn&r)" et.ruct.ure of t.hc tryptJin cleava¡:c t<it.r in t.he out.er layer prot.ein VP3 of 
rot.aviru• SAll v.riu. del.t"rminrd. Thia clca .. ·a..:c enhance!I the infectivit.y of rotaviru11 
SAl 1. Bolh VI~. one of the polypeptidcs au~ncrated by Lhe cleava.u:c. and '\.Z-3 had their 
o-NH, b1ocked. Only VP5. t.h.- ot.her polypept.ide produced by t.he c1eav-.,:e. waa aU&Cept.ible 
t.o aequential Edman degTadation. indicating t.hat. it cont.ained t.he new u-NH:a t.erminua 
¡¡::enerated by trypsin hydrolysif\. The result.s indicated t.hat purified VPS ia compo&ed of 
two polypeptide15 with t.he followina: arnino acid ~quence at. their N terminus; (a) 
'?'!VYTRAQPNQDAVVSKTS ... ; (b) AQPNQDA VVSKTS .... Sequencin¡,c o! t.he DNA 
complementar)" t.o d~ RNA ~eRTTirnt. 4 r~vealed a nucleotlde l'n_-quencir '!ncodin¡,c t.he amino 
acid sequence11 indic.ah•d a.hove. wit.h only one different. amino a.cid. From t.hese re~ 

sult.s. t.he amino u.cid "''-'quence o! t.he t1it..e cleaved by t.r)~in WDB 1.•xt.ended to cover 
t.he C t.ermini (preftl.'nt in VPH). Th..- following ftequencc. which cont.ainA t.wo !!oit.es 

(indicated with asterisk~q and can he cleaved by trypsin wa..~ deduced; 
VPVStVSR•NIVYTR•AQPNQDIVVSKTS. ci 191'\."> Arad .. rni" l'..-. lnr 

INTRODUCTIO!-;' 

Tissue culture-adaptcd simian rotavirus 
SAll (Malherbe and Strickland-Cholmlc-y. 
1967) has becomc a modcl systcm for the 
rotaviruses (for a reccnt rcviev.· see 
Holmes. 1983). SAl 1 virions are composed 
oí an RNA ~enome and a douhle-laycrcd 
capsid. The ~enome is madc up of 11 
segments of double-strandcd (ds) RNA 
(Rod~er and Holmes. 1979) ran~in~ in 
molecular wcight frcm about 2.2 to 0.4 
X 106 (Both et al. 1982). The capsid con
sists oí at least five protcin classcs; thrce 
of which. (VP1. VP2. and VP6) make up 
the inner lnyer. v.·hile the other two (VP3 
and VP7) form the outcr layer (Espejo et 
aL. 1981; Estes et aL. 1981). VP7. a 35.500 
molecular v..·eight glycoprotcin. has bcen 
ident.ified as t.he translation product or 
genomic scgment 9 and its prirnary amino 

1 Aut.hor to ,,.,•hom requests for reprint.s should be 
addressed. 

acid scqucncc has been dcduced from thc 
nuclcic acid scquence oí cloned cDNA 
(Both et aL. 1983b; Arias et aL. 1984). This 
protein sccms to be the most important 
viral nntil!cn against which neutralizing 
antibodies are dircctcd (Bastardo et aL. 
1981; Kalica et al. 1981). ·vp3 has been 
idcntified either a.s the product of gene 4 
(Smith et aL. 1980 and Mason et aL. 1983) 
or as thc product of gene 3 (Arias et aL. 
1982). In this manuscript, v.·e confirm t.he 
assignmcnt. oí Smith et aL (1980) and 
~iason et aL (1983). Gene 4 has been 
shown to code for hcmap::glut.ination and 
protease-cnhanced plaque formation in a 
rhcsus rot.avirus (Kalica et aL. 1983). lt 
v.·as later shown that VP3 is thc prot.ein 
rcsponsible for hemagglutinat.ion activity 
in this rhesus rotavirus and that, as does 
VP7. can also induce neut.ralizing ant.i
bodies (Grcenbcrg et aL, 1983). 

11 

Enhanccment oí infectivity by t13·psin 
has been widely observed vdth rotaviruses 
isolated from differcnt species (for a re-
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cent rc,tic'\\.·., see Holmes. 1983). In SAll 
and in other rotaviruses. the activation is 
apparently due t.o the specific cleavage by 
t:rypsin o! VP3 (88.000 molecular weip:ht). 
which general.es VP5 (60.000 MW) which 
is cornmonly found in rot.avirus prepara
tions. and a smaller protcin of 28.000 VP8 
(Espejo et aL, 1981; Estes et al, 1981; 
Clark et aL. 1981). Clark et aL (1981) havc 
shov.rn that a bovinc rotavirus untrcatcd 
wit.h trypsin can a.t.tach to cclls as wcll as 
t.he t.rypsin-trcated virus can. but it is 
uncoated less efficicntly than is thc tryp
sin-trcated virus. 

In this manuscript. wc report the pri
mary structurc of thc trypsin-scnsitiv(• 
si't.e of VP3 which ~as obt.ain<--d by se
qucntial Edrnan dc~radation of YP5 and 
by sequcncing cDNA of ds RNA sc~
ment 4. 

MATERIALS AND METHODS 

Virus strains a7ld viru.s pur(ricati<nL The 
\tirus used for molecular cloning and se
quencing studies was sirnian rotavirus 
(SAll) obtained originally from H. H. 
Malherhc. University oí Texas. in 1977. 
For purposes of comparison. SAll (clone 
3) obtaincd írom M. K. Estes, Baylor 
College of Medicine, Houston. Texas. and 
SA11 obta.incd frorn L I-L Holmcs, Uni
versity of Mclhourne. Victoria. Australia. 
9w"ere also uscd. SAll virus v..·as grown in 
MA104 cells in 750-cm 2 ílasks and purified 
as described (Espejo et aL. 1981). The 
infection oí !\IA104 coníluent monolayers 
·~.dth SAll virus and the labcling of in
fected cells werc as dcscribcd (Arias et 
aL. 1982). 

RNA and ¡rrotcin analysis. Phenol-chlo
roform-extracted viral RNA (Espejo et 
aL. 1980) v.·as subjcctcd to electrophore
sis in ac~·lamide:bis·acr:ylamide: :10:0.27r/c 
(wt/vol) by the mcthod of Laemmli as 
described by Rodgcr and Holmes (1979). 
After electrophoresis the gel v..·as st.a.incd 
with silver nitratc (Herring et al, 1982). 
To analyze proteins. purified virus was 
disrupted v..rith Laemmli sample buffer 
and thcn was subjectcd to electrophoresis 
in sodium dodecyl sulfate-polyacrylarnide 

gcls (SDS-PAGE; acryl:bis-acryl: :12:0.12) 
as described by Mason et aL (1980). 

Trea.t.ne-nt of virus unth tryptrin. protein 
purificaticn, a.nd protein sequencing. Pu
rificd virus (1.6 µ.g) was incubat.ed '9rdth 
TPCK-ueated trypsin (100 µg/ml) for 30 
min at 25°. The reaction v.·a.s stopped by 
the addition oí an equal volumc oí 2X 
Lacmmli sample buffer cont.aining 1 % 
rncrcaptopropionic acid and the mixture 
v..·as boilcd for 2 rnin in a v..·ater bath. 

VP3. VP5. and VPS werc prepared from 
purificd virus. either trcated or not váth 
trypsin. by preparativc SDS-PAGE elec
trophoresis (scparating gel: 11 % acryl
amide-0.26% bis-acrylarnide) in v..·hich the 
buffer systcm oí Laemmli (1970) was uscd. 
hut with 0.01% mcrcaptopropionic acid in 
thc sample buffer and upper rescrvoir. 
Protcin bands stained v..·ith Coomassie bluc 
were cxcised from the slab gel and the 
proteins v..·ere rccovercd by clectroclution 
in SDS (Hunkapil\cr et aL, 1982). 

The VP3. VP5. and VP8 so purified v..~cre 
gubjected to automated Edman degrada
tion on a noncommercial gas-phase se
quenccr v..·ith improvcd scnsitivit)-· CHev..·ick 
et al, 1981) and the amino a.cid derivatives 
rclcased at each cycle v.·cre analyzcd by 
rPverse·phase high-pressurc liquid chro
matog:raphy (Johnson et aL. 1979). 

Afol1.~c-ular clvui11a and suhclaning and 
D.,.A S<><¡Urncing_ Thc 11 ds RNA scgmcnts 
derived from SAll rotavirus were cloned 
as described by Arias et aL (1984). The 
recombinant clones containing hybrid 
plasmids vdth cDNA inserts correspond
ing to SAll RNA scgment 4 werc selectcd 
by thcir ability to hybridize v..·ith RNA 
se¡.;mcnt ·1 isolated by gel electrophoresis 
(Arias et al, 1984). 

To obtain the scquencc of a region that 
was impossiblc to reach by sequencing 
thc ends of the clones. the insert in clone 
pSR4-9 v.ras excised using EcoRI and 
Hindlll. isolatcd by agarose gel electro
phoresis. and restricted v..·ith .Rsal- A 
fragmcnt with 209 base pairs v..·as isolated 
by agarose gel electrophoresis and sub
cloned in the Smal sitc of pMT21 (Arias 
et aL. 1984). Positivc clones were sclected 
by colony hybridization (Grunstein and 
Hogness. 1975) by using as a probe the 
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Raa.l 209-bp !ragment labcled in "t..ritro by 
nick translation (Rigby et al.. 1977). 

Sequencing of the in:serts in the selectcd 
clones 'V."as done by the procedure o{ 
?.1axam and Gilbert (1980). st..art.ing from 
the EcoRl. Bn771Hl. or Hindlll sites of 
t.he plasmid as describcd by Ruthcr et al 
(1981 ). 

straight!orv.·ard. beca.use tv.ro difTerent. 
amino acid derivatives were released in 
cach sequennt.or cycle. in a proportion oí 
a.bout. 1:5. The sequences dcrived from t.hc 
amino a.cid dcri....-atives released in rninor 
and majar proportions v...·ere, r<...>Spect.ively; 

1'w ... uclci.c acid Jq¡bridizatiun .... Viral RNA 
was subjcctcd to clcctrophorcsiH in a 5';; 
acrylamidc J,!el (acryl:bis-acryl::20:0.5) in 
a. Tris-boratc buffer (0.1 }tf Trisma base, 
0.002 .AJ EDTA. adjusted to pH 8.3 v.·ith 
boric acid). In t.hc elcctrophoresis which 
v.·as run íor 5 hr at 200 V. RNA gej.!mcnt.s 
1. 2. 3. and 4 v..·crc clcarly scparated. 

Viral RNA "V."as transfcrred essentinlly 
by the method oí St.rcct et u.L (1982>. v.·ith 
the exception that nitroccllulosc papcr 
(Schleiser and Schue\1) was used. follow
ing manuíacturer"s recommcndations. ThC' 
blotting was carried out for 48 hr at 
room tempcraturc. 1-Iybridization condi
tions werc those described by Arias et al 
(1984). using as probes clone pSR4-2 for 
RNA segment 4, pSR3-4 for sc¡.?mcnt 3. 
and pSR2-1 íor gcgment 2. a11 labelcd hy 
nick translat.ion (Rigby el a.L, 1977). 

.RESULTS 

Early att.empL~ to determine t.he pri
mary structurc of protein VP3 by scqucn
tial Edman dc'"-rradatio."1 werc unsucccssful 
becausc its N terminus "'"as hlocked. In 
íact.. evcry st.ruct.ural protein of SAl 1 
(VP2. VP3. VP6, and VP7) cxamincd v.·as 
íound to havc a blocked a-NH 2 group 
(Arias et aL. 1984, and rcsults. not shown ). 
When gel-purificd VP5 and VPS (thc tryp
sin cleavage product.s of VP3) v.·erc sub
jected to the same procedure. only VP5 
was amenable t.o sequencinsz-. Based on 
this observation and on t.he reported mo
lecular weights oí VP3, VP5, and VPS 
(Espejo et al.. 1981; Estes et aL, 1981 ), VP5 
corresponds to about tv..·o-t.hirds oí VP3 
and cont.ains the original e t.erminus and 
the new N terminus gcncrat.cd by trypsin 
cleavage. v.rhile VPB corrcsponds to the 
other third and cont.ains the blockcd N 
terminus. The result.s obtained by se
quential Edman dcgradation v..·cre not. 

(a) ??VYTRAQPNQDAVVSKTS. 

(b) AQPNQDAVVSKTS .... 

lt wa.s not possiblc to idcntif~· thc first 
t"""º amino acids released in the minor 
proportion. Cornparigon of the two se
qucnccs rcvcalcd t.hat the VP5. as pre
parcd. although it mihrrat.ed as a single 
b.a.nd after gel clectrophorcsis, probab~y 
contained t.v.·o polypcptidcs v..·hich differed 
only by the prcscnce of six extra amino 
acids at the N t.crminus oí lhe polypept.idc 
prcscnt in the smaller proportion. The 
findin~ o{ thesc tv.·o polypept.ides could be 
cxplained by the cxistcnce in VP3 of t"V.·o 
closely locatcd sites v.·hich are clea.ved by 
trypsin. 

In order to determine to a grcater ex:tent 
thc prirnary structure of t.his cleavage 
sitc. v.·hich includes thc e terminus of 
VP8. the nucleotide sequence. oí the ds 
RNA segmcnt encoding VP3 v.:as part.ially 
ohtaincd from clones cont.aininp:; cDNA 
copies oí RNA seg:ment 4 o{ our SAll 
strain (Fip;. 1 ). A rcp:ion capa ble of coding 
for thc amino acid sequence o{ the N 
t.erminus of VP5 v.·as found at thc appar
cntly appropriatc place in scgment 4. thus 
confirrning the coding: assignment oí 
Smith et al (1980) and Mason et aL (1983) 
(Fig. 2). The amino acid scquence dcduced 
from thc nucleic acid scquence (undcrlined 
in Fi~. 2) oí this rcgion cont.ained an 
isoleucinc instcad of the second alaninc 
íound after Edman dcgradation. The 2244 
nucleotides from se~ment 4 that v.·erc 
scquenced would correspond to about 80% 
o{ the gene. accordinp: to the size estimate 
oí Both et aL (1982). The sequence contains 
a long. single open reading frame coding 
for 747 amino acids and contains neither 
an ATG triplct v..·ithin its first. 79 codons 
nor any stop codons in t.hc 3' region (Fig_ 
2). The deduced amino acid sequencc rep
resents about 80% of VP3~ if th~ reported 
molecular v.·eight of 88,000 (Espejo et aL. 
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p$R4-7 

pSR4-'10 

--- pS~-1'()0 

FJG. l. Inserta of cDNA from simian rotavirua SAll RNA &eJCment 4 in the different clones. 
The hatched bar depict.a the !ull-lcn.ct.h posit.ive stran<l. 5' t.o :1'. t.akina: 2800 bp as the ai.z.e of the 
complete 1tene (ae-e text). The solid bar shows the portion o! lhe gene t.hat wa.s aequenced. lt. waa 
arbitrari1y poaitioned within t.he full-lengt.h gene accordina: t.o the relative poaitionB o! the t.rypein 
cleavaae product.a (VP8 and VP5) in the dt"duced prolein o( this 11ei;vnenL The lengt.h and direc:tion 
of readin¡e: of each of t.he aequenced portions in each clone are indicat.ed by the heavy lines and 
t.he a.rroW'!I. respectively. ~uences that wcre obt.aincd from an interna) EcoRI Bite are indicated 
(0). Clone pSR4-100 was obt..ainl.'d by subclonini.: a 207-hp R...,aJ frn.gTTlenl from clone pSR4-9 (&e-e 

Mat.eriala and Mt>t.hods). 

1981) is used. According to the pos1t1on 
oC the cleavage sitc. this also covers a 
similar perccnta~e of thc trypsin cleavav;e 
product.s VP5 and VPS. Thcrc are ninc 
potcntial sitcs of g)ycosylation in this 
amino ..acid sc<¡u~ncc. The rc~don around 
thc cleava~c sitt! has Hcvcral polar arnino 
acids and thc valucs of hydrophobicity. 
calculated according to Kyte and Doolittle 
(1982) along this rcgion. do not indicate 
any special featurcs. 

It has been recently reportcd that SAl 1 
consists of at lcast t'"·o virus subpopula
tions v.·hich differ in thc clectrophoretic 
migration of scgmcnt 4 (Percira et aL. 
1984). The SAll cmployed in this study 
v.·as shown to contain only onc detectable 
segment 4. even '"·hen analyscs v..·ere car
ried out with hh~h concentrat.ions of RNA 
and silver nitrate stainin~. Ho\...-cver. our 
SAI 1 diffcrs from that obt.aincd by Estes 
or Holrncs in that it has a scgrncnt 4 '\\.0 ith 
a highcr elcctrophoretic miJ,!ration (Fig. 
3a). suggesting that difTerent subpopula
tions. or clones. have heen selected from 
the original hcterogeneous SAll. The ds 
RNA segment '\\.0 it.h lower electrophoretic 
migration. present in the SAll obt.ained 
írom both M. K. Estes or LH. Holmes. 

did not hybridize '-'"ith a cDNA copy of 
the segrncnt 4 present in our SAil. undcr 
highly stringent conditions; on the other 
hand. thc othcr cDNA clones tested (de
rived frorn RNA scgments 2. 3. and 6) did 
hybridize under t.hc samc conditions. (re
sults not shov..·n). The difference betW'een 
the segrncn t 4 of thcse strains is also 
reflected in a differencc in thc electropho
retic migration of VP3 (Fig. 3b). 

DISCUSSION 

lt has bcen gcncrally acceptcd that in
fcctivity enhanccment of rotaviruses by 
trypsin is due to the cleavage of 'VP3. a 
protcin in the outcr ]ayer of the virion 
(Espejo c·t aL. 1981; Estes et al. 1981; 
Clark et al. 1981). This cleavage probably 
activatcs an early step of replication '"'·hich 
may be t.rig:g:ered by one or both oí the 
terminal regions generated by the trypsin 
cleavage or by a possible coníormational 
change in the VP3 molecules resulting 
from the cleavage. The amino acid se
quences oí the cleavage site reported in 
this manuscript will help to test thc pos
sible action of the terminal regions (a 
schernatic represent.ation of thc t.rypsin 
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53] S T :I D A A IC S .. A T N V N JC lll P JC: IC S S t. A M S Y S T 

C'!C /l>CT' CAT oro, ~ ~ CAT oca cx:::Jto 'TCA 'To. ATT ~ AGA A.ar aca "l"CC C1'IT "'COA 'Te' an AOT "TO. /l>CT' oc> 'TCA oc:"'l" "TCC 
~1 t. T D S L. S D ... A S S 1 l5 111. S A S Y 1' !'> V S S T A S " W 

M:lG GA.a. aT".Jt. TC%' AAC ATT DCA ~ Glrt.T .aTT MT C7l"G ACA A.C:C A0C: ~ A.'rt' TCT A.CA CAG ""ª "t'CA .aCA 111.""" A.O::: AGA. AOG ~ 
S-9 T E V S N :I A S D 1 N Y T T S S 1 5 T 0 T S T l S JI 11 L 

A.Ga. ~ AA.ti. C#IG ATG ~ liCr CAA ~ CAC a:7r A.'l'C MT TTT' CA.T c.ir.T A.TI' 'TCA QCC o::>, C7T'A c:-rT .......C /l>CT' A.Al>. ATT GAT AA}>.. 

lll.llC.ENATOTDG"'MrDDlSAAYL.JC:TKlOJC: 

'"!CA AóC c..c ~ 11.AT ·~ MT ~ T'l'C a> GA.A A-r7- ano acr c..a CCT ~ Gol.A. AAG T'lT ATI' <:CA .-.JI.To A.GA occ. TJilC CCT at:ll • 
STQL ... TNTLPElYTEA.SEICP'lPWllA.T•V 

ATT A.N:; CAT CAT e.ti.A O'TC ~ G.AG a::-r .. ar ATT C.-.T oar ....,.,., Tl'T TTC <lCT T'1C A.AA CTT' GIUI> ACA. Trr GIUI> GAG ATr ct:A TIC 
• .,, 1 • D D E V L c. A s 1 o e JC: y r ... y 11{ y E T r e r. 1 p r 

CAT aTC ClloG ....,.,,. T"rC a=c c:.ac TTlll!. ere ACr c.r.c TCA ca. urr ATI' TCC (llOll. ·~ A.TT c:;.IO.T T"rT A.AA A.CT CTC A.AC MT C"1"Jlro A.AT 
'101 D Y 0 "'° F A D L. Y T O 5 P V 1 S A l 1 D p JC: T L ll N L M 

CAT AAT TAC ~ "'"'"" ... a= ¡r,.GA. CA>. c;AA a=A C'TA ..._,,,T C'TT C'T1' ACA. TC"T GAC:: o;x:; CCA. C?' • • •. 
'12'1ort•TGJSlll0QALNLL.lllSPP• 

FtG. 2.. DNA a.equence of t.he mRNA sensc strand of RNA "cgment. 4 and t.he deduced amino 
acid sequence for simian ro~virus SAll pr-oteln VP3. The 5' and 3' ends are missing (see Lext.). 
The predicted amino aeid sequcnce is displayt"d below the nucleotide sequence. Amino acid 
residues are arbit.rari1y numbered. The underlin~ amino acid sequences are those obt.ained by 
Edman dq-radat.ion of VPS. The hoeavy linc indicat.es t.he portion corrcsponding to lhe amino 
terminal of VPS found in major pr-oport.ion. 
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Ftc. 3. Compari:!M1n oí different strains oí rot.aviruM 
SAlt. {A} Electrophorl!Sis of "·iral RNA !lt.a.ined with 
aitvcr nitrate: (1) SAll em¡iloy~ in our laboratory; 
(2) SAll employed in our laboorator;· and SAll 
obtained from 1'-1: Est!MI; Oh SA 11 obtained from M.. 
Esteft. (BJ Elect.rophoretic- analysis of the proteins 
obt.ained from (-S}mf'thionine·la.helt_..l purifit"d SA 11. 
All the viruses ....,ere ¡¡::rown and pur-ified under tht• 
samr condit.ions without thr addition of trypsin 
except wherr it. is inrlicated: ( 1 1 SA 11 use<l in our 
latx>ratory and obtuined from H. 11. MalherlH- in 
1977; (2) SAJ 1 ohtaint.•d from H. H. Malhcrbc in 
1983; (3J SAll obt..aint"d !rom ,_1. Es tes fclont.• 3); (4) 
SAll uscd in our labqratory tr.-.atf"'d with !".() µ¡:::ln1I 
of TPCK-t.r;'fl1lin. 

cleavagc si te oí VP3 is shown in Fi~. 4 ). 
The existence in ·vp3 of t"''º sitcs cleavcd 
by trypsin. as suggested by the rcsults 
obtained aft.er scquencing: thc N t.crminus 
oC VPS. was corroborat.ed by the amino 
acid sequcnce deduced f"rom the cDNA. 
This cleavage may be similar to that. 
occurring in the hcmagglutinin of Fo"~t 
plague virus, in "'°·hich thcrc are also two 
cleavage sites five amino acids apart., the 
residues betwccn which. may be lost 
(Porter et aL. 1979). In thc case of SA11, 
it is not known if the rt.-sidues Let·ween 
the two cleavage sitcs are removed from 
the e terminus. 

We have no simple cxplanation for the 
difference oí one amino acid: isoleucine as 
dctcrmincd in the scquence obt.aincd by 

sequential Edman degradation vs alanine 
as deduced írom the nucleotide sequence 
of the complerrÍentary DNA oí the gene~ 
Ho"'1ever. the difference is bct"Wecn two 
nonpolar amino acids which would not be 
expected to significantly affcct thc nnalysis 
of the properties of this region. In influ
cnz.a and Scndai viruscs. a.ctivation '\\."Íth 
t.rypsin generales an a.polar N terminus 
"'-·hich is thought to be involved in virus 
penetration (and v.·hich is also involved in 
hcmolysis and fusion activity) (Skehel and 
'\\"atcrfield. 1975; Gething et aL. 1978). The 
nev.· tcrmini so ~cneratcd in SA11 contain 
many polar amino acids (some of v.·hich 
are positively or negatively charged at 
neutral pH) and they mhtht intcract v.·ith 
the cell by a different mechanism than 
that postulated for influenza or Sendai 
viruses. 

VP3 in the virion can also be cleavcd 
by chymotrypsin. rcndering a polypeptidc 
havinJ:t a molecular v.reight similar t.o that 
of VP5 but v.·ithout enhancement of inf-ec
tivity (Estes et aL. 1981; Espejo et aL. 
unpublishcd rcsults). lt is likely that chy
rnotrypsin acts at the potcntial site located 
bct"'-'Ccn the t"'º trypsin cleavage sites; 
ho"'-·evcr. thc nev.·ly generated termini 
v.·ould he different. than those produced 
by trypsin. and this might explain why 
treatmcnt of virus with chymotrypsin 

VP3 

""> 

:zs:: 
IRN'JVPV$1:VSA,~1-0PMOO'J:VVSK 1 

HVTT .. ~=:~:~~:: 1 

FIG. 4. Schemat.ic represent..a.tion o( the t.rypsin 
cleavage sit.e oC VP3. The a.st.erisks indicate that the 
o-NH2 group is blocked. The aequence in the closed 
box was deduced Crom the nucleotide aequence oí 
RNA &egTnent. 4.. The open box cont.a.ins Ute sequencea 
t.hat. were obt.ained by sequential Edma.n degrada.t.ion 
oí VPS. The "'°ª""Y arrows indicate t.he 11it.es cleaved 
by tr;•psin. 
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did not result in an cnhanccmcnt of in
f'ectivity. 

Thcrc are at lcast nine potcntinl sitcs 
oí glycosylation in VP3. Howcver. this 
protein is apparently not. ~lyco~ylat.cd 
(Arias et aL. 1982; Ericson et aL. 1982) 
although it docs rcach to the endoplasmic 
reticulum (Soler et aL. 1982; st..•e also 
Holmes, 1983). 
Accordin~ to the estimatcd sizc for scg:

rncnt 4 (nbout 2800 bases J (Both et uL. 
1982). the sequcncc reportcd in this 
rnanuscript. 22-1-1. bast_•s, should rcprescnt 
about sor;;.. of thc """holc gene; thc nonsl'
quenccd 2U',";-, should correspond to the 
extrcmitics of the rnolccule bcc:lust.~ the 
conscrvcd scqucnccs in thc 5' and 3' cnds 
(Both et aL. 1982) v..•crc not found. Fur
thermore. the scqucncc rcportcd hcrc has 
a sins:de open rcading framc but ncithcr 
an ATG init.iation codon at. iL~ 5' end nor 
any stop codons at its 3' cnd. Thc othcr 
reading frames in this st.rand cunt.a.in 
numcrous stop codons. such that thc lon
gcst polypeptide that may he derived from 
t.hcm would be 1ess than t>O amino acids 
long. 

Gcnomic hctcrogcncity of simian rota
virus SAl 1 has hccn rcportcd for seg-rnent 
5 (Sabara et <LL, 1982) and 4 (Pcrcira d 
al. 1984). This hcten>J,.!;Cncit...-. also obscrvcd 
in other isolatcs, has bt_·c~ cxplaine<l hy 
the cocxistence of rotavirus subpopula
tions v.·ithin individual isolates (Sabara et 
aL. 1982; Spenccr et u.L, 1983). Thc gcnomc 
of thc isolate uscd in this stud~', sincc it 
was obt.ained from H. H. !\.1alherbc in 
1977. has becn shov..·n to be homogcncous 
by clectrophoretic analysis. Ho .. vcvcr. our 
strain seems to contain thc segmcnt 4 
with the highcr clectrophorctic rnobility 
observed in the SAl 1 preparation ern
ployed by Pcreira et al (1984) i.vhercas 
the strain utilizcd by Holmes et al and 
Estes et al contains thc se~mcnt 4 v..·ith 
lower clectrophorctic mobility. Thc diffcr
ence beti.vcen strains of SAll could be 
explained by a rapid sclcction of dificrent 
subpopulations which could have becn 
prescnt in quite diffcrcnt proportions in 
thc preparations gcncrously distributed 
by H. H. J\.lalherbc. The differencc bct·wecn 
the slo""· and fast rnoving scgmcnt 4 is an 

import..&nt one since these two segmenta 
fail to hybridize undcr highly stringent 
conditions a.nd code for proteins having 
distinct electrophorctic rnobitity. This 
hcterogcneity does not seem to occur in 
othcr scgments oí the ~cnomc oí SAlL 
Thc RNA scgmcnts 2. 3. and 6 were able 
to hybridize under the same hybridization 
conditions. Furthermorc. only a fcw dif
fcrcnccs in thc nucleotide scquences, 
probahly due to the cxpectcd divcrgence 
occurring bctwccn strains which are re
pcatedly passagcd or cloncd in indepen
dcnt lahoratorics. havc bccn observed in 
differcnt S.-\.11 prcparations for scgments 
G (Both et al, 1H84; Est.cs et aL. 1984; and 
Arias d <LL. unpublished). 8 (Both et aL. 
1982; Arias et aL. unpublished). and 10 
(Both et aL. 1983a; Arias et al. unpub
lished). 

Th~ conscrvation of the amino acid se
quencc in diffcrcnt st.rains. in the reJ,..rion 
clcavcd by trypsin. ""·ould suggest i_t 1-!as 
an important role in infcction. We are 
prcscntly studying the possib1e conserva
tion of th is scquence in other rotaviruses 
and thc cffcct of synthctic pcptidcs with 
similar sequences on viral infcctivit).". 
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ENSAYOS kQli PEPTIQOS SINTETICOS 

Co~o se Menc1on6 en la introducción. cuando los rotevirus son tratados con 

~ripaina, ee observo un increMen~o en au 1nfect1vídad y se ha de~oatrado que 

el efecto de esta enz1~e e& especifico sobre el polipeptido de capa externa, 

VP3. Este efecto; el cual genera VPS y VP8 consiste en dos cortes, separados 

6 a~1noóc1dos uno del otro <ver capitulo II>. Debido a Que e5tos cortes no se 

rcal1%an con une ef1c1enc1a del 100%, generan la forMac1ón de cuatro posibles 

extreMOS terMinales: dos extre~os a~1no pare la proteína VPS y dos extreMos 

carbox1lo para VPS. con la consecuente ex1stenc1a de cuatro posibles polipep

~idos. dos VPSºs y dos VPBºs, en los que la diferencia estriba en seis aMino

ácidoe de Mas o de ~enes en uno de 5us extre~os. 

Los cortes proteoliticos producidos en VP3 activan probableMente algUn 

paso teMprano en la replicación vir~l. en el cual podria(n) estar 1nvolu

crado(s) alguno<s> de los extreMo5 recien generados, o bien alguna<s> otra<s> 

reg1on<es> de VPS y/o VPS Que hubiera<n> cxperiMentado un caMbio conforMac10-

nal debido al corte. 

Para tratar de deterM~nar s1 alguno<s> de los extreMos recien generados 

t1ene<n> efectivaMentc un papel iMportante en la infcctiv1dad viral, se 

recurrió al uso de peptidos sintéticos. Basados en la secuencia de aMinoáci-

do8 de loe cxtreMos producidos en el rotavirus de SiMio SAll <46>. se sinte

t1za~on oligopeptidos Que M1Metizaran las regiones carboxilo y aMino terMina

les generadas por el corte proteolitico. con el objetivo de estudiar cual es 

el efecto de estos pépt1dos sobre las funciones de adsorción y penetración del 

virus a la célula huésped. Se han realizado estudios si~ilares en el caso de 

los ParaMixo- y Mixovirus. en los que se ha ob~ervado que un peptido que repre

~enta el aMino terMinal generado por el corte. es capaz de inhibir la penetra

ción del virus a la célula <43). 



Por otro lado. probareM05 la capac1dod de restos pept1doa s1ntei1cos. al 

ser utilizados COMO inMunógenos. pera inducir anticuerpos especi~icos y estu

diar si estos ont1cuerpoa •anttpeptido• tienen alguna actividad de neutral1-

zac16n sobre el rotevirue SAll. 

El uso de peptidos s1ntet1zado~ qui~1ca"ente. de coMpoaición previoMente de

terM1nede. ya seo a part1r de la ~ecuencio de a~1no&cidos obtenida directaMen

te de la proteína. ó de lo secuencia de aM1noac1doa deducida a partir de la 

secuencia nucleotidica. y el uso de estos pept1dos s1ntet1cos COMO 1n~unóccno5 

para la producción de anticuerpos especifico& contra estas regiones proteicas 

predeterM1nadaa. se encuentra actualMente aMPl1aMente docu~entade en la litera

tura <ver rev1s1onea 47.48). 

Para este trabajo se sintetizaron S pept1dos <esqueMatizados en la Figura 

3>. Que representan las siguientes regiones: Oo5 pept1dos con la secuencia de 

los dos extreM05 a~1no terM1nal detectado5 al 5ecuenc1ar d1rectaMente la prote

ína VPS <ver capitulo 11>• dos peptidoa Que ~1Met1zan la ~ecuenc1a de a~1no

óc1dos de los 2 posibles extreno~ corboxilo y adeMá5 un pCpt1do que coMprende 

La síntesis quiMica de los péptidos se llevó a cabo 5iguiendo 

·1a t~cn1ca de sinteai& en fase sólida descrita por Merr1field C49.S0>. 



Representación de los Péptido~ Sintetizados 
paro el Rotovirus SA11 
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SINTESIS-QUlMlCA DE PEPTIOOS 

La técnica de sintesis en fase sólida. descrita en 1960 por B. Merr1f1eld 

ai"plificó y aceleró enor~e"ente la sintesi& de peptidoa ya Que. co~parendola 

con los ~étodos tradicionales de sintcsis en fase liQuida. esta tecn1ca es Mu

cho Más rápida y eficiente. AdeMas se obtiene un alto rendiM1ento final del 

oligopeptido. ya Que se evitan las perdidas debidas a la purificación de los 

productos 1nterMéd1ar1os en ceda paso. El pr1nc1p10 funda~ental de este Meto

do consiste en ensa~blar aM1noácidos uno a uno, Mientras Que uno de los extre

~os de la cadena peptid1ca se encuentre anclado a un soporte sólido e insolu

ble. Una vez terMinado el peptido con le secuencia deseada, este se libera 

quiMicaMente del soporte Quedando libre en solución. 

Bás1caMente. la tecn1ca consi~te en cuatro pasos; <Figura 4> 

l.- El priMer aMinoacido, protegido en eu grupo alfa aMino es unido a una 

resina Mediante esterif 1cación. 

2.- El grupo protector del alfa aMino del aMinoac1do. es reMovido Mediante un 

trataM1ento Oc1do. 

3.- El grupo alfa aM1no, que queda protonado. ee neutralizado con una base. 

4.- El grupo aM1no libre es acoplado al extreMo carboxilo del siguiente aMino

ácido <cuyo alfa aMino eeta a su vez protegido}, Mediante un aQente aco

plante. 

Todos los productos no reactivos son reMovidos por filtración y los pasos 2 

al 4 son repetidos tantas veces COMO aMinoácidoe se desee incorporar en el 

oligopeptido. 
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Figura 4.-

PLAN BASICO DE LA SINTESIS DE PEPTIDOS' EN FASE SOLIDA 
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NH:eCH-C-NH-CH-C-OH + RESINA 

CH!!> O 

Oe:sprotección 

!;i$oytra l i zes.1.é!l 

©- Butiloxicarbonil - 1 " 
CH!>-~-0-C-

CH~ 

R- Qrupos funcionales de los aMinoácidos 



En este trebaJo. la reaina eMpleada··es-un~capol~~erorde·e8t1reno-con d~v1-

nilbenceno. en la cual loe anillos de benceno estén cloroMetiladoa. para 

proveer un grupo reactivo pera el ecoplaMiento del priMer a~inoéc~do. De hecho. 

exiaten co~erc1a1Mente resinas a los cuales 50 lea ha unido ya el pr1Mer eMino

écido, de Manera que ae elige ·la resina-eMinoécido necesario para la sintesia a 

realizar. 

CoMo grupo protector del alfa &Mino de los o~inoácidos generalMente se uti

lizo t-butiloxicarbonil <Boc>. el cual puede ser re~ovido con un trateMiento 

ec1do suave. que no afecta loa uniones peptidicas, nl la un16n del péptido a la 

resina. 

El agente acoplante Más utilizado ea la diciclohexil-carbodiiMida <OCCI>. la 

cual activa el carboxilo del aMinoácido y proMuevc la forMeci6n del enlace pep

tidico con el grupo aM1no del otro aMinoácido. 

AdeMá& de la protección del grupo alfa &Mino de los aM1noac1dos, en algunos 

casca ea necesario proteger los grupos funcionales de éstoe para evitar reac

ciones no de&eadas, en este ceso, la elección de los grupoe protectores de loe 

grupos funcionales, se hace de Manera Que estos no sean sensibles al trataMien

to utilizado para reMover el grupo protector del alfe a1"1ino <51 ). 

Una vez. terMinada la síntesis, es necesario reMovcr todos los grupos pro

tectores de loa grupos funcionales y separar el peptido de la resina. El ~éto

do Más coMún~ente eMpleado para este fin ea el roMPi"iento con ácido fluorhi

drico. 

La dirección de esta sintceis es de carboxilo a aMino (Fig. 4); por lo que 

para la eintesie de los péptidoe NI. NII y NC <Fig. 3>, se partió de 1.5 graMoe 

de reeina-valina y éstos peptidoe se sintetizaron siMultáneaMente, retirando 

0.5 g. de resina al llegar al extre~o aMino de cada pCptido deseado. Para la 

síntesis de loe peptidos CI y CII, se partió de 0.5 Q. de res1na-arginina para 

cada uno de ellos y se sintetizaron seperadaMante. 



Uno·vez··conclu1da le eintee1s de los 9 p~ptidos,-ec tcM6·una pe~ue~e Muestre 

de cede una de los re51nas-p•pt1dc y deapuee de una hidrcl~eís 6cide. se ana

lizó su co"posición de a~1no6cidoe. Loe resultados de este an6l1e1s se Mues

tran en las Tablea II y III, Junto con la coMposic1ón esperada paro cada 

pepttdo; cabe aclarar Que la coMpcsición de aM1noácidos Que se obtiene del 

anál1a1s de un pCptido s1ntét1co crudo (COMO es el ca~o>, ee le coMposición de 

le auMa de los pCpt1dos obtenidos. ya que existe la posibil1dad de que durante 

la síntesis se for~en pept1dos truncados 6 péptidos a lo~ Que no s~ les unió un 

c1erto aMinoác1do. Cuando la proporción de estos pept1doe defectuosos es Muy 

alta. la c0Mpos1c1ón de aM1noec1dos Que se obtiene se desvía ~ucho de ld 

c0Mpos1ci6n esperada. y en estos casos se recoMienda ya sea lo pur1f1cac1ón del 

péptido deseado ó nueva síntesis. 

En las tablas 11 y III se observa Que la c0Mposic16n de aMinoécidos de los 

peptidos NI. NII y CII. es bastante cercana a le coMposici6n esperada. "ientras 

que la c0Mpos1ci6n de los pept1dos CI y NC no lo es. 

En este tlpo de síntesis se calcula que la ef1c1encia de acoplaMiento en 

cada ciclo es de aprox1MadaMante 99Z, por lo Que Mlentra~ Mas larQo sea un 

péptido Mas probable 5era la aparición de peptidos ·defectuosos~. Esta podria 

ser la explicación para los resultados encontrados con el péptido NC el cual 

con~iene 25 aM1noac1dos. AdeMas, coMo puede observar5c tanto este péptido coMo 

el peptido CI tienen un alto contenido de aM1noác1dos no polares. incluyendo 

pares de Val-lle~ Esta pareja de aM1noac1dos es especialMente d1Ticil de aco

plar por ~étodos quiMicos debido a su hidrofob1c1dad. PensaMos que esta es la 

explicación Mas plausible para los resultados del péptido CI. Dada la coMposi

encontrada para estos dos pépt1dos. era de esperarse que una Muy peQueña pro

porción de los pCptidos obtenidos tuviese la secuencia deseada. por lo que se 

decidió no util1zarlos y repetir su síntesis en el ~uturo. 

ro. 
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.AA 

A:5p 
Treo 
Ser 
Glu 
Pro 
Ala 
Val 
lle 
·Tyr 
Arg 

Tabla Il 

COÍ'IPOStCION DE AMINDACIDOS DE LOS PEPTIOOS 
NI, Nll Y NC 

fil til.l. ~ 

goG!;?ntcQ..d..Q. ~i;;u::r~d!ii! ~~gniri.'!dQ. =~..99. ~gn!:ra::do ==~ 
2.05 2 3.03 3 4.37 3 
-- -- 0.95 1 l.17 1 
-- -- -- -- 0.70 2 

1.98 2 2.65 2 3.65 2 
0.97 1 1. 20 1 2.44 2 
0.96 1 1.00 1 l. 90 1.33 
2.28 2 3.05 3 5.44 6 
0 .. 72 1 1.14 2 1.85 3 
-- -- - 0.45 1 0.88 2 
-- -- 0.94 l l.42 l.66 

--- --- ---
total 9 15 25 

NI - A-O-P-N-0-0-1-v-v-@ 

NII - N-I-V-Y-T-RrA-O-P-N-0-0-1-v-v-~ 

NC - N-l-V-P-v-s-1-v-s-;-N-1-v-Y-T-R-A-Q-P-N-0-0-1-v-v-~ 
A . 

•>Durante la sin~esis se separó un tercio de la resina al llegar a este 
aMinoacido y se le añad16 alanina en vez de arginina¡ poster1orMente las 
resina5 se volvieron a ~ezclar y s~ continuó la sinte~~s. 

@Resina. 



: 

~ 

A"P 
Treo 
Ser 
Pro 
Val 
lle 
Tyr 
Arg 

Tabla III 

COMPOSIClON DE AMINOAClDOS DE LOS PEPTlDOS 
Cl Y CI l 

JU. 

:n.c;QnirasJ9-

2.01 
l .9S 
1.61 
0.99 
2.86 
1.76 
1.79 
2.99 

total 

Cl • 

CII -

~ 

==-=-<U!. ~!l-~ ~=.i=P...sl.P. 

2 0.84 1 
1 -- --
2 2.76 2 
1 0.64 l 
4 2.92 3 
3 1.26 2 
1 0.60 1 
3 1.70 l 

--- ---
16 11 

N-l-V-P-v-s-1-v-s-R-N-1-v-v-T-R-~ 

~-N-I-V-P-V-S-I-V-S-R~ 

•> E~ta tiro~ina no está incluida en la secuencia original; 5e 

ee añadió para propó~itos de Marcaje con 1-125 

@ resina 



ENSIWOS···srOLOGICOS·CoN LOS PEPTIOOS 

CoMo ae ~encion6 en el capitulo II, cuando el rotaviru& SAll es tratado con 

QUi~otripaina, el polipCptido VP3 ae corta eapecifica~en*e en dos polipéptidos 

de pesos ~oleculares ~uy siMilarea a VPS y VPS <los productoa obtenidos con 

tripaina), ein eMbergo este corte proteolitico no resulta en un increMento de 

la infect1vidad viral <52>. Existe sola~ente un posible sitio pare Qu1Motr1p

sina cercano e los dos sitios de corte por tripsine y esta localizado prec1sa

~ente entre ellos. Esto explicarie la siMilitud de los pesos Moleculares de los 

productos obtenidos con las dos enziMes proteolitica~. IkegeMi y colaboradores 

han presentado evidencia de Que cuando el virus es tratado con QuiMotripsina 

no hay un increMento de la infectividad viral, pero s1 posteriorMente este vi

rus es tratado con tripsina, hay un increMento de la 1nfectividad Muy siMilar 

al observado al tratar al virus eolaMente con tripsina <53>. Estos datos su

gieren QUe la región localizada entre los dos sitios de corte por ~ripsina po

dría ser dispensable para la activación de la infectividad, sin eMbargo no se 

descarta la posibilidad de que esta región interMedia Juegue algún papel en las 

priMeras interacciones del virus con su célula huésped. 

Dados estos antecedentes, se co~enzaron los ensayos biológicos con los 

pCpttdos Cll y NI que representan las regiones carboxilo y aMino terMinales 

y ~ue no contienen la secuencia de aMino~cidos entre los dos sitios de corte. 

El obJet1vo de estos ensayos es el de deterMinar si ex~~te algún efecto de 

estos péptidos sobre la infectivtdad del rotavirus SAll. En este capitulo se 

presentaran datos preliMinares obtenidos con algunos de estos estudios. 



Un ensayo relativaMente f~c~l pare deterMinor el efec~o de los p~pti~o~ sin

teticos sobre la infección por rotevirus, cons1s~e en observar au acción sobre 

la capacidad Que tiene el rotavirue de deatruir, de Manero carocteriatica, une 

~onocopa de células en cultivo (efecto c1top8t1co>. En éstoa enaoyos &e utili

zaron Monocape& de células epiteliales de ri~ón de Mono MA 104, crecidas en ca

Jee de 96 po:o&. Cado pozo fué infectado con uno cont~dad igual de virus, en 

presencia o auaencia de concentraciones variables de péptido. Co~o controles 

se utilizaron células no infectodaa con y a1n péptido. El efecto citopático se 

deterMinó al Microscopio a los 24 y 48 hr. después de la infección y posterior

~ente loa células se fijaron y ae tiñeron con el colorante Cristal Violeta 

<53>. 

Otro Manera-de detectar ~odificeciones en la-infectivided viral. fué a tra

vés del ensayo de focos fluorescentes. Este Método cuantíf ica, Mediante lo 

detección de los antígenos virales, el núMero de c6lules que han sido infecta

das. En estos experiMentos se utilizaron Monocapas de células MA 104. crecida5 

sobre cubreobjetos, lea cuales fueron infectadas con una baja Multiplicidad de 

virus. A tieMpos te~pranos post-infección. les células se perMeabilizaron y se 

fijaron con acetona y ae incubaron con un anticuerpo policlonal de cuyo contra 

el rotavirus SA11; posteriorMente esta reacción antígeno-anticuerpo se reveló 

con un segundo anticuerpo ant1-Ig6 de cuyo, Marcado con fluoresceina. Las cé

lulas asi tratadas se observaron en un Microscopio de epifluorescencia y se 

contó el núMero de focos fluorescentes en cado cubreobjetos. Este ensayo se 

llevó a cabo infectando células con cantidades iguales de rotavirus SA11 y 

en presencia o en ausencia de los péptidos NI y CII. CoMo controles se utiliza

ron células no infectadas con y sin péptido. 



EFECTOOEe PEPTIOO Cll SOBRE LA lNFECTlVlOAO POR ROTAVIRVS SAll 

El pépt1do Cll representa la reg16n carboxilo ter"1nol del ait10 de corte 

por tr~paina. y au aecuenc1e eo: 

H:::.!1 T~r-Aan-Ile-Val-Pro-Val-Ser-Ile-Val-Ser-Arg COOH 

Co"o ee puede notar. este pépt1do tiene un alto contenido de ª"inoácidos no 

cargados. lo Que ae refleja en au baja aolubilídad en aoluc1one~ acuoaaa. La 

aolubilidad Maxi"a Que ae alcanzó fue de 0.5 MQ/Ml y por lo tanto. este e~ la 

concentrac16n ~aa alta a la Que ae puede probar au efecto aobre laa célu1aa en 

cultivo. Este péptido ea soluble en solventes org5nicoa. talea co~o di~e~il 

aulfóxido. a concentraciones hasta de 20 "OIMl. pero no se utilizaron debido e 

Que eatoa aolventea causan algunos efectos sobre las células en cultivo. que 

podrian obscurecer el efecto del péptido per ae. 

En le figura S. se Muestra uno de loa experi~entoa en loa Que ae probó el 

efecto del peptido CII. sobre el efecto citopático viral. Las celulaa ~e tiñe

ron con cristal violeta 48 hr despuea de haber sido infectadas. CoMo se pue-

de obaervar. la ~onocapa de celulaa control. no infectadas <ya aea en presencia 

o en ausencia del peptido> aparece integra. Mientras Que, cuando laa células 

fueron infectadas con el rotavirua SAll. se observa un efecto citopatíco total 

a laa 48 hr. por lo que todas laa células se han desprendido y no exi&te ~a

terial celular teñible en eatoa pozos. Cuando las celulaa fueron infectadas en 

presencia de distintas concentrac1onea del peptido Cll (variand~ deade 0.5 

~g/Ml hasta 0.16 MQ/Ml) se observó Que, a las concentraciones Máa altas de pép

tido. el efecto citópatico <evaluado tanto por tinción coMO por observación 

directa al Microscopio) fuC ~enoa severo Que en presencia de concentraciones 
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Figuro 5.- Efecto del pépt1do CII 5obre la infec·t1v1dod vir~l. Las celulas se 
fijaron y tiñeron con Cr15tal Violeta a la5 48 hr post-infección. 
A> 1-6 Células no infectadas 
B> 1-6 Celula5 infectados con una dilución 1:2 de rotav1ru5 SAll 

............ _.,.._..... H><•• ... ·~ C. O> CélLrla~ 1n'fcctada~ ·con-una d1l. 1:2 de ·SAll, en pre5encia de 
concentrac1onc variables de péptido CII (duplicado> 

E> Célula5 incubada& en prescn~1a de péptido CII 
En la5 lineas C, O y E la concentrac1ón de péptido fue la si
guiente' ll 500,µg/,..l, 2> 250_.ug/Ml, 3ll25µg/Ml, 4) 62.5_.ug/Ml 
5> 31.lpg/Ml y 6) 15.6 pg/Ml 



~enoreS del péptido o en ousenc1a de éate. 

El efecto de este péptido parece aer especifico pera la· ~nfección por 

rotavirus SAll. ya que co~o control &e ha reel1zado este M1s~o ensayo infec

~endo células con el virus Sindbis. el cual ta~bién produce un efecto citopá

~ico en las células. pero pertenece a otra faM1lia co~pletaMente distinta y en 

eete caso no se ha observado niguna diferencia entre las células infectadae en 

preaencia o en ausencia del péptido (datos no Mostrados>. 

Este aparente efecto de protección a altas concentraciónes de peptído ~e he 

observado repetitiveMente en varios ensayos de este tipo. sin eMbargo. es nece

sario ~encionar Que al observar al Microscopio las células infectadas en 

presencia del péptido. éstas no aparecen co~pletaMente sanas. aunque taMpoco 

presentan la apariencia de las células infectadas en ausencia del péptido. 

Para corroborar esta priMera observación y para cuantif1car el nú~ero de 

células infectadas en presencia y en ausencia del péptido CII. se realizó el 

eneayo de focos fluorescentes. En le Tabla IV se presentan :os resultados de 

esta cuant1ficac16n. donde se puede notar que no existe una diferencie signi

ficat1ve entre el nú~ero de focoe fluorescentes encontrados en las células 

control (sin péptido> y el encontrado en las células infectadas en presencíe 

del péptido. ya sea a 8 ó a 24 horas post-infección. 

Hasta ahora. les resultados obtenidos no son Muy claro~. sin e~bargo. la 

di~inución del efecto citopático, causada por este péptido (que representa la 

región carboxilo terMinal>. es un dato que se ha observado repetitivaMente y 

parece ser especifico para el rotavirus SAll coMo se Mencionó anteriorMente. 

El efecto citopatico observado en estos ensayos es el resultado de varios 

ciclos de replicación viral. por lo que es posible que el péptido no inter

fiera en la infección inicial. sino que sólo afecte las subsiguientes rondas 



Celula.s< • > 

no infect .. 

infect. .. 

i nfect + 
pep CII !11.l 

infect + 
pep NI < 0) 

143 

148 

243 

Tabla IV 

A B 

136 232 268 

.-150. • ~49 

264 +++ +++ 

<•> Monocapas de celulas MA 104, crecidas en cubreobJetos de MM .. 

fueron infectadas con un inóculo igual de virus SAll, añadiendo o no 
- -el. pep-t. ido· i·néicado dUT-an-te· :i'Zl-· inf e ce 1ón. Ceda ensayo - se real 1.;:ó por 

duplicado. Los valores reportados indican el nú~ero de focos f luores
centes encontrados, contando una linea a lo largo del d1áMetro del cu
breobjetos. 
A> No. de focos fluorescentes encontrados a les 8 hr post-infección. 
B> No. de focos flurescentes presentes a las 24 hr post-1n~ección. 
<& ,-·ceiülás- i-Ofe'Cla"'aa-s· en· presencia de 0 .. 5 rtg/ril de pCptido CII.-
CC >Células ínf~ctadas en presencia de 1 ~g/Ml de péptido NI. 



de repl1cac16n. Esto 1:iodria explicar- el resul"tado obtenido en- loa ensayos de 

.efecto citopético, en loa Que lea c.élula·a infectedes. en pr-eaenc1a de las 1wiils 

altee concentrecionea del pCptido ae observan •parcial~ente• proteg1daa. Eata 

~1s~a idea expliceria loa resultados obtenidos en la cuantificación de focoa 

Fluorcacentea. ye que en este ensayo ae cuantifica excluaiveMente le 1nfecc16n 

pri~aric. Si este fueac la explicación pera loa reaultcdoa obtenidos, seria 

de eapererae QUe el r-endiM1CMtO total de particulaa virales fuese Menor cuando 

la5 cClulas 50n infectedea en presencia del pCptido CII. 

Una Manera indirecta de cuantificar cate rend1Miento 5eria a treves de la 

titulación Ce lea unidade5 heMaglutinentea reaultentea de la infección en pre

sencia de péptido. CoMo ae ha Mencionado en la introducción,laa particulas vi

rales COMpletas tienen la capacidad de heMeglutinar eritrocitos, por lo Que la 

Medición de laa unidades heMaglutinentes cuantificaría 1nd1rectaMente el rend1-

~iento del virus. Otra Manera MOS directa serie la titulación del nUMero de 

particules infectivas obtenidas en ceda caso a troves de un ensayo en placa. 

Estos ensayos aún no &e han reeli~ado. 

En ca~o de conf1rMerse el posible papel inhibitorio de cate péptido sobre 

la infectividad viral, seria Muy interesante estudiar a Que nivel esta 

actuando. 



EFECTo-·oEL ·-PEPTIOO Nl SOBRE LA INFECTIVIDAO-DEL···ROTAVIRUS· SAl l 

El pept1do NI repreaenta le región aM1no terMinal generada por el corte 

p~oteolitico. Eete peptldo, cuya secuencía ee ~ueatra a continuac~ón, no con

tiene la secuencia de aM1noácidos que hay entre los dos sitios para tr~psina. 

H.z..N Ala-Gln-P~o-Asn-Gln-Asp-Ile-Val-Val COOH 

Al estudiar el efecto del peptido NI sobre el eFecto cítopótico causado 

por el virus. se encontró QUe las células infectadas en presencia de las Más 

altas concentraciones de peptido presentaban un efecto citopético Mucho Más 

severo y a tieMpos Mas cortos. que el observado en las células inFectedas en 

ausencia de este. El daño producido en las células infectadas en presencie 

del péptido es causado por la infección viral, ya que los controles de células 

no infectadas. pero Mantenidas en presencia del péptido. aparecen sanas. 

En la figura 6 ~e Muestran los resultados de un en5ayo de este tipo. en 

el cual las células fueron teñidas 24 hr después de la infección. CoMO se 

puede observar. a este t1eMPO las células infectadas en ausencia del peptido. 

aún no presentan Muestras de daño, Mientras Que las células infectadas en pre

sencia del péptido NI presentan un efecto citopético ~ue es dependiente de la 

concentración del peptido. El efecto Más severo se nota en las concentraciones 

"ée altas a~pleadas ~ l. 0.5 y 0.25 Mg/Ml. 

En un experiMento siMilar al anteriorMente descrito. adeMás de estudiar el 

efecto citopático, ee recolectó el Medio de cultivo de cada uno de los pozos 

y se titularon las unidades heMeglutinantes en cada caso. Esta es una Manera 

indirecta de cuantificar la posible diferencia en la cantidad de partículas 

virales producidas en ausencia o en presencia del péptido NI. 



Figura 6.-

1 2 3 4 5 6 

A 

B 

e 

o 

E 

Efecto del pépt1do NI sobre la 1nfectiv1dad viral. Las celulas se 
fi~aron y tiñeron con Cristal Violeta a las 24 hr po5t-1nfección. 
A> 1-6 Celulas no infectadas 
8) 1-6 Células infectadas con una d1luc1ón 1:2 de rotavirus SAll 

... CT'.0) Células .i.nfectada.s_can~una d.il •. 1:2 de SAl.l,. en pre.:5e.nci...a.de 
concentraciones var1bles de pép~ido NI Cdupl1cado> 

E> Células incubadas en presencia de pé~tido NI 
En las lineas c. O y E la concentración de péptido fue la si
guiente' l) 2 M!J/Ml, 2) l Mg/Ml, 3) 500 ..)-lg/Ml, 4) 250 _µg/Ml, 
5) 125 µg/rol, 6) 62. 5 µg/rol. 



En esta titulación ae encontró que e le5 48 hr poat-infecc16n. hay d¿l 

orden de 4 veces M8& unidades heMaglutinantee en el Medio de laa células infec

tadas en preeencia del péptido NI que en el Medio de les células infectada& 

con la ~ie~e cantidad de viru5. pero en ausencia del peptido. CoMo control ae 

eetudi6 el efecto del péptido sobre la heMaglut1nac16n y éste no tuvo ningún 

efecto. Estos resultad?s prel1Minerea sugieren que laa diferencias observada~ 

en el tieMpo de aparición y ~a severidad del efecto citopético entre 1e infec

ción, con y sin péptido, parecen resultar adeMaa, en un increMento de la 

progenie viral. 

Para estudiar la especificidad del efecto de este péptido sobre la in

fección por rotavirus, se probó su efecto sobre la infección con el virus 

Sindbis. En este caso, al infectar las células en presencia o en ausencia del 

péptido. no se encontró ningu_r'!_a .diferencia sobre el efecto ci:,~~átic:_~ cau~~do 

por este virus (datos no ~ostradoe>. E~tos datos eugieren ~ue el efecto de 

este péptido. es especifico sobre el rotavirus SAll. 

En otro de lo:s experitr1ento:s hechos con el péptido NI, se cuantific6 el 

núMero de focos fluorescentes, en las diferentes condiciones de infección- En 

- le Tabla. IV- &e riuestr.on ésta...a r.esult~do:s. 1 ju_nt~_c_on l_os __ obte~i_dD:e~.c.~n .el P_.~P7 ..... __ .. 

tido CII. CoMO se puede notar, existe una diferencia entre la:s células infecta-

das en presencia o en ausencia del péptido NI. Las células infectadas en presen

--c-io-· del. péptido .. presentan apraxiriadaMen:te dos veces Má5:_ (oc_o~ _f_l ...... uor ..... e:_ec;:~~-t. __ ~:s ... ...,q~7 .... _-:.-:--: 

1as células control <contados a las 8 hr post-infección>. Cuando se cuantificó 

el núMero de focos fluorescentes a las 20 hr después de la infección se encon

·-tró-·que practicatr1ente el 100.X.. .de l..as_. c:.Clula.s _infectadas en __ Pr:~:s-ttnq,~-~- ~el __ ~_é.~'t:_~-:_. 

do :se veían fluorescentes~ por lo que no era posible contarlas. En contraste, 

en las células infectadas en ausencia del péptido. sólo :se nota un auMento de 

· dos--vece:s en el nÚr'lero de focos .f..1.u.ore:scente:s entre e hr y 20_ J1r __ p_~,~t--i~.fe~ci61:1. 



Loa reaultadoa obtenidos con este péptid~ tanto en los ensayos de efecto 

citopétJco co~o en loa de inMunofluorescencia fueron coMpletaMe~te ineapere

doa. De hecho, durante ~ucho tie~po les obaervac1ones del efecto citopático en 

presencie del péptido NI no fueron toMadaa en cuenta COMO reaultadoa eicnif1-

cativos, ye que el efecto que se buscaba era el de una co~petencia del pépttdo 

con el v~rua de ~anera que hubiese una d1a~1nuci6n o inhibición de la infec

tiv~dad viral. Los datos obtenidos en la cuantif tcación de focos fluorescente~ 

fueron los que nos llaMaron la atención y entonces se revisó con Máa d~talle el 

efecto de cate pepttdo sobre el efecto citopOtico. La titulación de unidades 

heMaglutinantes parece indicar ade~as, Que el aparente auMento de la 1nfect¡v1-

ded viral <observado en los ensayos de efecto citopattco y de in~unofluorea

cencia ), resulte en un au~ento de la progenie Viral. 

El ~ecanis~o por el cual el pCptido NI actúa, dando co~o resultado esta 

aparente activación, es dificil de eKpl1car con los ensayos hasta ahora reali

doa. Cabe aclarar que los resultados presentados tanto con el péptido Nl coMo 

con el péptido CII. son preliMinaree y Queda aún Mucho trabajo por realizarse 

con a~bos, para der1ostrar si es que la hay, su actividad sobre la infectividad 

viral. 

Por otro lado, COMO se ha Mencionado anteriorMente, teneMos planeado 

util~zar éstos péptidos , ya sea sólos o acoplados a una proteína acarreadora, 

----- cor10 inMunógenos para le produc.ci._ón de anticuerpos es pee i f icos. C.01] estos 

anticuerpos anti-péptido, pensaMos estudiar su efecto sobre la infectividad 

viral en ensayos siMilares a los descritos en este capítulo y estudiar si 

alguno de estos anticuerpos t~ene alguna actividad <neutralizante u otra> sobre 

el virus. 
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ABSTRACT 

The. pl1.-(ma.lty &bwc.twi.e OfÍ ::tfte 11.eg..i.on .ln .tite ou.t:eA .f.a.yCIL 

plLO.t:e.ln VP3, con..t:a .. ln .. i.ng .tite ..two &lie& a...s&o~ed w..i.Zk _::t7i.yp&.i..n 

enha.ncemc.n..t: 06 .ln6ec...t...i.v..<....t:y 06 Jto.:tav.UUU. ~ t;ou>td ..t:o be g11.eatty 

conb eAVed ..t.n cuU<:vab.f.e human Jto.:tav.UUU. & CJtO.t.ypc.& (Wa l , 

2 (VS l l, a>u:t 3 ( P) a.nd -in 6oUJt human 1to.ta.v.D1.iu. e& d..Vr.ec..t:.f.y 

pwt-i. 6 .i.e.d 6-'t.D m :í e.e. e..6. S.i.g n.i.6 .i.ca.11.t: dl 6 6 IV!. e.ne c.b w.l..t:h .tii..i.& co rt.l> CILV ed 

&e.quc.nce. WC-"l:.C. 6ound .in ltuma.n Jto.t:av.i.11.u.6 & Vto.t:ype 4 (ST3 l, .l&o.ea...t:ed. 

6Jt.Om an a..&ymp.t:oma..t:.lc. neona.t:e., and .ln &e.ven an-úna.e. JLO;Cav.i,>uU,e&. 

Howevc.Jt, tite .:tJ.oo ;tJi.yp&..i.n cf.ea.vage &.l.t:U we.Jte con&CJLved ..in eve.Jttj 

11.0.t:av.i.ll.u& VP 3 & equence ana.f.yzed. 

Rotavirus virions are composed of a genome made up 

of ii segments of doub1e-stranded lds} RNA (1) and a doub1e 

iayered c::apsid. The outer 1ayer of the simian rotavirus SAii 

is made up of two proteins, VP3 and VP7 (2) _ VP3 is the product 

of RNA segment 4 and is responsib1e for trypsin-enhanced 

infectivity, hemagg1utination activity and, iike VP7, fer 

induction of neutra1izing antibodies (3,4) _ The enhancement 

of infectivity by trypsin, which is commoniy observed among 

rotaviruses, is due in SA11 to the specific cieavage of VP3 

at the two ciase arginines within the sequence 

••• NTRNIVPVSIVSR*NIVYTR*AQPNQDIVVSKTS ••. (S). This cieavage 

probab1y activates an ear1y step of rep1ication triggered by one or 

both of the ends generated or by a conformationai change in VP3. 



Trypsin activation of myxo and paramyxoviruses 

generates a high1y conserved amino terminus and the infectivity 

of these aét:i.vated viruses can be b1ocked bX o1igopeptides 

that mimic this sequence (6,7). A simi1ar ph~nomenon may a1so 

occur among rotaviruses. Know1edge of the degree of conservation 

of the region c1eaved by trypsin among rotaviruses of different 

serotype and/or origin cou1d he1p to e1ucidate the ro1e of this 

region in the infection process. In this work, we dete=nined 

the sequence of this region of VP3 in rotaviruses which had been 

iso1a~ed frorn different anima1 species and which be1onged to 

different subgroups and serotypes. 

A11 cu1tivab1e rotaviruses were grown in MA104 ce11s 

as previous1y described (8). Both cu1tivated and noncu1tivated 

rotaviruses were purified and the vira1 cores were used in an 

in vitre transcription reaction to produce vira1 mRNA's (9). 

After pheno1 extraction and LiC1 precipitation, the resu1tant 

vira1 mRNA's were resuspended in water and stored at -20°C 

unti1 used. 

To obtain the nuc1eotide sequence of the region 

encoding the trypsin c1eavage sites, the tota1 vira1 mRNA was 

hybridized to a 18-mer synthetic primer, and the sequence was 

determined by the dideoxy chain termination method using 

AMV-reverse transcriptase as described (10). The primer·was 

rnanua11y synthetized by the so1id-phase triester method (11) 

with the sequence 5' TATAT'IGCATTTCTTTCC 3', which is 



comp1ementary to the sequence in the mRNA of vP3 which st.a.rts 

43 riuc1eotides downstream from the righthand arginine of the 

c1eavage site (5). 

The deduced aminoacid sequence of the region containing 

the trypsin c1eavage sites in the outer 1ayer protein (VP3) 

of the 15 rotaviruses which were analyzed is shown in figure 1. 

The four human rotaviruses directly purified from feces were 

se1ected to represent the two commonly found subgroups 

according to the RNA electrophoretic migration pattern (12) • 

An identica1 amino acid sequence was found arnong viruses 

be1onging to the same subgroup; there ~as also a 100% homology 

in the nuc1eotide sequence among these viruses. Comparison 

of the aminoacid sequence between different subgroups showed 

differences in three aminoacidz: leucine instead of serine, 

1eucine instead of valine and 1ysine instead of arginine, the 

two 1ast differences being conservative changes. The nucleotide 

sequence homology between 

I and II was 88%. 

noncultivated rotaviruses of subgroups 

The aminoacid sequence of the human rotaviruses 

be1onging to subgroup I directly purified from feces was identica1 

to that of the serotype 2 prototype strain 051 which a1so 

be1ongs to subgroup I. The sequence of subgroup II rotaviruse_13 

was very similar to that of the serotype 3 prototype strain P 

and to that of serotype 1 prototype strain Wa, both of which 

be long to thc same subgroup. This was not the case with the other 



cu1tivab1e rotavirus of subgroup II, strain ST3 with serotype 4, 

which was iso1ated from the feces of an asyrnptomatic neonate (131. 

The aminoacid and nuc1eotide sequence of this strain differed 

from prototype strains 1, 2, 3 and the noncu1~ivated human 

rotaviruses by about 30% and 33%, respective1y. Differences 

of the same order were observed between human rotavirus 

serotypes 1, 2, and 3 and rotaviruses obtained from different 

anima1 species. 

The conservation found among human rotaviruses, with the 

exception of strain ST3, was not found among rotaviruses iso1ated 

from the same animal species. For examp1e, the two cu1tivab1e 

porcine rotaviruses ana1yzed (Gottfried and YM} showed on1y 73% 

homo1ogy. NCDV, a cu1tivab1e bovine rotavirus, differed by 50% 

from the two bovine rotaviruses purified direct1y from feces. 

SA11 is a specia1 case 

recent1y recognized by 

because the tw~ strains compared were 

the difference in the e1ectrophoretic 

migration of RNA segment 4 (14), which cedes for VP3, in a 

preparation origina11y obtained from the same vervet monkey. 

An homo1ogy of on1y 58% in the amino acid sequence studied was 

found between these two strains. Unexpected1y, the SA11 

containing the faster migrating segment 4 was found to be 87% 

homo1ogous with the bovine rotavirus NCDV. 



A1though dif f erences in amino acid sequence of up to 

50% were found between sorne iso1ates, every rotavirus anaiyzed 

showed not on1y conservation of the two trypsin cieavage sites 

which have been demonstrated for rotavirus SA11 (5) , but a1so 

significant conservation at the extremes of the sequenced region. 

The two trypsin c1eavage sites were arginines in a11 the 

cases and occured in the same position in every isol.ate ana1yzed, 

except for the two non cu1tivated bovine rotaviruses. The 

nuc1eotide trip1et coding for the arginines was a1so very 

conserved as AGA or AGG, except in strains ST3 and Gottfried 

in which the arginine in the rightha.."'ld trypsin site was coded by 

CGU. 

In a11 the human rotaviruses ana1yzed except for ST3, 

there is an additiona1 potentia1 trypsin ~1eavage site next to 

the righthand si te. Interesting1y, among the rotaviruses 

ana1yzed this extra site was a1ways 1ysine in subgroup II and 

arginine in subgroup I¡ this additiona1 site may irnprove the 

activation by trypsin. 

The serotype of the rotaviruses ana1yzed is a1so 

indicated in Figure 1. The reg~on ana1yzed did not seem to be 

direct1y re1ated to the serotype of the virus because, at times, 

it was very different between iso1ates of the same serotype 

(i.e., P vs. SA11 4f or 4s) or sirni1ar between different 

serotypes (i.e., 051 vs. P; NCDV VS SA11 4f). 



VP3 in SAii virions can aiso be cieaved by chymotrypsin, 

rendering a poiypeptide which has a moiecuiar weight simiiar 

to that of VPS but which does not enhance infectivity cis¡ 

Espejo et ai., unpubiished observations). It _is iikeiy that 

chymotrypsin acts at the tyrosine iocated between the two 

trypsin cieavage sites. This potentiai site was conserved in 

~ NCDV and in aii the human rotaviruses ana1yzed but was absent in 

.·e the porcine and in the Mexican bovine rotaviruses. 

It was very interesti:ng to find that ST3, the strain 

isoiated from an asyrnptomatic neonate, had a very diff erent 

sequence to that found in aii the other human rotavirus strains. 

This finding suggests that, at ieast in this case, the absence 

of ciinicai i1iness might have been due to infection with 

an atypicai human rotavirus. However, one of the human 

rotaviruses (CI) sequenced was aiso obtained from an asymptomatic 

six-month oid infant, but at this age subciinicai infections may 

be exp1ained diff erent1y by severai other factors such as 

previous rotavirus infections. 

As reported by others, whiie doing primer extension 

experiments, bands at a particuiar position in aii four ianes 

of · the-,sequencing gei ocasionaiiy appeared {i6), but they did __ 

not change the codon meaning except for ene amino acid in NCDV 

for which the uncertainiy couid not be resoived {asterisk in Fig. i). 



These artif actua1 bands usua11y occurred at the same nuc1eotide 

position among rotaviruses with similar sequence. These bands 

may be the resu1t of a decreased rate of transcription by the 

A.'N-reverse transcriptase 

possib1e heterogeneity of 

in this region or be caused by a 

the mRNA emp1oyed, particu1ar1y when 

the mRNA was synthesized from virus direct1y purified from 

feces. 

A possib1e re1ationship between the sequence of the 

trypsin c1eavage site and species specificity or pathogenicity 

may be inferred from this resu1ts, but demonstration of such a 

re1ationship requires further studies of this region in 

carefu11y chosen strains of rotavirus. 



ROTAVtRUS STRAIN 

Hu Mex 85 I 
Hu Mex 85 I 
Hu USA 76 I 2 
Hu Me·.JC- -a=>·-rr 
Hu Mex 85 II 
Hu USA 74 rr 3 
Hu USA 74 rr ,,, 
Hu En9 75 II 4 
Po USA 83 II 4 
Po Mex 83 
Si SAf' 63 I 3 
Si SAf' 63 I 3 
Bo USA 69 r 6 
Bo Mex 79 
Bo Mex 79 

/ 

CI 
CII 
OS'\ 
LI 
LII 
p 
Wa 
ST3 
Gott'f. 
YM 
SA'1'14s 
SA'1'14f 
NCDV 
BI 
BII: 

,.J 
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FJ:GURE LEGEND 

Figure l.. Deduced amino acid sequence of the trypsin cl.eavage 

reg-ion in VP3 from different strains of rotavirus. 

Rotaviruses are designated in the fol.l.owing 

order: animal. origin, country, and year of isol.ation: 

subgroup tRoman numeral.s): serotype {Arabic numeral.s) 

when known, an final.l.y, common designation. 

The one l.etter amino acid code was used. 

Shaded areas represent regions not sequenced: {*) 

- ·am:i:no -acid not determined due to technical. difficul..ties. 

The vertical. l.ines point out the positions of the 

two conserved arginines which have been shown to be 

cl.eaved by trypsin in SAl.l.4f. 

Rotavirus strains wa, DSl., P, ST3 and Gottfried 

were obtained from Y. Hoshino (National. :i:nstitutes of 

Heal.th, Bethesda) • ST3 

a reassortant. NCDV was 

(Utah Sta te University, 

was the direct isol.ate, not 

obtained from R. s. Spendl.ove 

Sal.t Lake city) • SAl.l.4f is 

·a:n isol:ate · which has been succesivel.y passed in our 

l.aboratory since original.l.y obtained from H. H. Mal.herbe 

{University of Texas, llouston) in l.977. 5Al.l.4s was 

suppl.ied by U. K. Estes (Bayl.or Col.l.ege of Medicine, 

Houston). The differcnce between these two S~l.l.'s 

has been previousl.y described {5,l.4). Y~ is a 



cu1tivab1e strain origina11y obtained in Mfu.:ico 

from a diarrheic pig1et. CII, LI, and LII were 

obtained from feces of chi1dren with diarrhea. 

CI was obtained from the stoo1s of_an asymptomatic 

six-month o1d chi1d. BI and BII were obtained from 

feces of diarrheic ca1ves. 

. / 
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CapS'.tu:Lp V 

Consideraciones g enera:Les • 



CONSIQERACIONES 6ENERAL~5 

CoMo se Mencionó en le introducción, VP3 es el p~lipépt1do responsable del 

1ncre~ento de 1nfect1v1ded ceusado por tripsino en loa rotovirus. En este 

t~aDeJO se presente le ceracteri~ec16n de esto proteína en el rotevirus de 

s1~10 SAll, pr1nc1pelMente de la región ~ue COMprende el sitio de corte con 

tr1ps1na. 

Pare estudiar esta region se eMPleeron dos estreteg1es: Por un ledo le 

secuenciac1ón de e~1noac1dos de los extre~os OMtno terMlneles de la proteine 

VP3 y sus productos de ro~c1Miento CVPS y VPS>. Mediante le técnico de secuen

c1ec1ón eut0Mat1ce de EdMen <SS>. E5~e e5tud10 nos perMitió conocer le 

secuencia de aM1no~c1dos de lo5 extreMos eMlno generados por el corte con 

tr1ps1na y la po51ci6n relativa 

VPS. dentro de la proteína VP3. 

de los producto~ del corte proteolitico VPS y 

Por otro lado con la ~ntenc1ón de conocer la secuenc1a del extreMo 

carbox1lo resultan~e del corte con tr1ps1na y dado que la secuenciac~ón de 

proteínas en d1recc16n COOH--'lNH presentaba Muchos proble~as técnicos, entre 

lo5 cuales el principal era la cantidad de proteína que se requería, se decidió 

atacar este probleMa a traves de la 5ecuenc1ac16n del gene Que codifica p~ra 

e~ta proteína y a través de la secuencia nucleotíd1ca obtenida, deducir la 

secuencia de aM1noác1Co~. Para este ObJetivo, contábaM05 con clonas de cDNA con 

porciones del gene 4, que exper1Mentos de traducción in vitre y experi~entos 

genéticos suger1an COMO el gene que codificaba para VP3 <35,56,57). La secuen

cia de nucleótidos de este gene nos perMit1ó conocer la secuencia de eMinoac1-

dos <deducida) de los extreMos carbox1lo generados por el corte con trip~ina, 

adeMá~ de que nos perM1t1ó corroborar la secuencia de aMinoácidos del extreMo 

aM1no terMlnal rec1en ger.erado obtenido d1rectaMente de la proteína. Estos 

datos taMb1en dieron luggr al a:1gnaM1ento gen1co inequívoco del gene 4. Por 



otra parte. e5ta 5ecuenc1ac16n de nucleót1dos nos per~1tió conocer la secuenc1a 

de ca5i todo el gene 4 y deduc1r la 5ecuencia de 0M1noac1dos de aproxiMaMado

~ente 90% de la proteina VP3 del rotavtru~ SAll <Capitulo II>. 

Conociendo le secuencio de loe extreMo& o~ino y corboxilo generadoe Por el 

corte con tr1ps1no y Pare tratar de deterM1nor si alguno de e5tos extreMos o 

aMbos. t1enen algún papel en lo infectiv1dad viral. se stntet1=aron QuiMica

~ente pépt1dos Que M1~et1:on estos extreMos. Se presentan algunos re~ultodo5 

prel1~1na~es obtenido~ con do5 de e~to~ peptico5 <Copitulo II!). 

CoMo otro intento alternativo y/o co~pleMentario para deter~1nar el pepel 

de alguno de lo5 extreMo5 terM1nales Qenerados por el corte proteolit1co sobre 

la infectividad v1ral. e influenciados por los treboJo5 previos realizados con 

los Mixo y ParaMixovirus. en los Que se ha reportado Que el extreMo aMino 

terMinal generado por el corte con trips1na esta altaMente conservado~ 

inclusive entre M1eMbro5 de diferentes faMil1as. se coMpar6 la secuencia de 

aMinoacidos de la reQ1ón alrededor del 5it10 de corte de rotavirus obtenidos 

de distintos huéspedes. con distintos serot1pos y adaptados o no al cultivo de 

células <Capitulo IV>. 

La proteína VP3 en SAll es cortada por tr1ps1na en dos arQ1n1nas separa

dos por 6 aMinoácidos. Estas dos argininas se encuentran conservadas en todos 

todos los rotav1rus analizados. Sin eMbargo. e 11 ~M1noac1dos tanto a la dere

cha co~o a la i=ou1erda de estas dos argininas existen sitios susceptibles de 

ser cortados por tr1ps1na (que taMb1én son MUY conservados en los 14 rotavi

rus estudiados). En el caso del rotav1rus de SlMio SAll (4f) con el que se 

ha reali~ado la Mayor parte de este trabaJo. se ha deMostrado que estos otros 

dos aM1noac1do~ no son procesados por tr1ps1ne. ~ pesar de estar tan cercanos 

al sitio de corte. Cabe Mencionar adenás que existen residuos de arQin1ne y 

11sina a lo laroo de toda la proteína VP3 y taMbién en la otra proteína de 



cape externa VP7 <cuya aecuenci.a de aMino.Scido& ea conocida ·<SS>>. S"1n eMbergo, 

cuando el Vi.rus purif 1codo es incubado con tripaina e concentracionea hasta d~ 

100 ug/~l, los únicoa cortes proteoliticoa detectadoa aon loa prev1a~ente Men

cionados (21>. Este eapec1fic1dad en la local1zac16n del corte de la tripai.ns 

sugiere que la región que co~prende los dos sitios de corte ae encuentra eape

c1e1Mente expuesta en la estructura del po1ipépt1do VP3 de Manera que es 

accesible a la prote611a1s. Mientras que el reato de las argininaa y/o liainaa 

tanto de VP3 COMO de VP7, ae encuentran de alguna Manera ocultas a la acción 

de le ·tripsina. 

La accea1bil1ded de un sitio especifico y la inaccesibilidad del reato 

de los posibles sitios auceptiblea a la acción de le tr1paina, se debe proba

ble~ente a la estructura tridi~enaional de la proteína VP3 y a la conforMa

ción de VP3 y de VP7 dentro de la estructura del virión. 

Para tratar de explicar la especial susceptibilidad de los dos sitios 

antes ~encionados, a ser cortedos por tripsina. recurriM05 al uso de algorit

~os Que per~iten predecir el perfil de hidrofobicidad e hidrof1l1c1dad de una 

proteína, a partir de su secuencia pr1~ar1a. Para este propósito utilizaMos 

1os procraMas descritos por Hopp y Woods (59> y por Kyte y Ooolittle <60), 

cuya diferencia principal estriba en los valores de hidrofobicidad-hidrofili

cidad asignados a cada uno de los aMinoácidos. En aMbos casos el resultado 

obtenido fue Que el perfil de hidropatía de la región susceptible a tripsina 

no presenta ninguna particularidad especial con respecto al resto del poli

péptido, que pudiese explicar su Mayor susceptibilidad a la tripsina (datos no 

1"10strados >. 

Existen taMbien algunos algoritMos que perMiten predecir, en base a la 

secuencia de aMinoácidos de una proteína, la estructura secundaria Más probable 

de esta <Chow and FasMan (61), Garnier <62>>. La figura 7 Muestra los re

sultados· obtenidos al aplicar el prograMa descrito por Garnier y col. <62) 



s11'/I" ,_ 1EsJs 
ve l,f 

SECUENCIA p_s BMINOA¡;jpOS_PE .\!f'.d Y~ f!!l§J.flb~ 
ESTRUCTURa SECUNOARIA 

1 1 
LIYRQLLTNSYTVELSDEIQEIGSTKTCNVTVNP6PFAUINYAPVNW6PbETNDSTTVEPVLDGPYQPTT 70 

HHllllllllllll CCC EEE 

1 1 1 
FNPPVSYWMLLAPTNAGVUVEG;NNTNRWLATILIEPNVCCVERTYTLFGQQVQVTVSNDSQTKWKFVDL 140 

ce PPP EEE 

1 1 1 1 1 
SKQTQDGNY:;QHGSLLS TPKL Y6VMKHGGK I YTYNGETPNANTGYYSTTNFDTVNMTAYCDFY I I PLACE 210 

CCC HHHH 

1 1 1 
AKCTEY INNGLPP IQNTRNIVPVS I VSntJ I VYTBAQPNQDIVVSKTSL.WKEMQYNRD I VI RFKFANS I I K 280 
HHHHH PPP HHHHH 

1 1 
SGGLGYKWSEVSFKPAFYQYTYTRDGEEVTAHTTCSVNGVNOFNTNGGSLPTDFVISKYEVIKENSFVYI 350 

HHHHHHH CCC HHHHHHHHHH 

1 1 1 
DYWDDSQAFRNMVYVRSLAADLNSVMCTGGDYSFALPVGNYPVMTGGAV5LHSAGVTLSTQFTDFVSLNS 420 

HHHHH ~F.E 

1 1 1 
LRFRFRLSVEEPPFSILRTRVSGLYGLPAAKPNNSQEYYEIAGRFSLISLVPLNDDYQTPIMNSVTVRQD 490 

HHH HHH ,· 
1 1 1 1 

LERQLGELRDEFNNLSQQ I AMSQL I DLALLPLDMFSMFSG I K ST I OAAKSMATNVMK RFl:KSSLANSVST 560 
HHH HHH HHHH HHHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHH 

1 1 1 1 1 
LTDSLSDAASSISRSASVRSVSSTASAWTEVSNIASDINVTTSSISTQTSTISRRTRLKEMATQTDGMNF 630 

HHHH HHHHHH HHHHHllH 

1 1 1 
DDISAAVLKTKIOKSTQLNTNTLPEIVTEASEKFIPNRAYRVIKDOEVLEASIDGKYFAYKVETFEEIPF 700 

HHHHHHHHHHH · CCCHHHHHHHHH HHHflHHHHHHHH HHHHHHHHHH 

1 
DVQKFADLVTDSPVISAIIOFKTLKNLNDNYGISRQQALNLLRSDPR 747 
HHHHHHH HHHHHH 

Figura 7.-



Figura 7.- Predicción de le estructura secundaria Mas probable de la 
proteína VP3. Debajo de secuencia de aMinoac1dos de VP3 se indican aquellas 
re~iones con una estructura secundaria 5.0 veces Mas probable que cuclqu~er 
otra. 
La región entre los dos s1t1os de corte se Muestra subrayada. 

Cod1Q05 estructurales: 
H- Alfa hel1ce 
E- Beta strand 
A• Ant1porallel beta strand 
P- Parallel beta strand 
T• Turn 
e- Co1l 

Los resultados de esta pred1cci6n fueron obtenidos con una coMputadora 
IBM. en el Nat1onal Institute of Health. 

E5te prograMa ut1l1~e los s1gu1entes algoritMos: 
La predicción de Ia· estructura· secundaria está basada en el-Método des-

1 crito por Garnier y colaboradores <62>. 
• El as1gnaM1ento de las estructuras beta coMo paralela o antiparalela es 
~cgún Lif5on y Sanders (63). 

/ 



a 1a ~ecuenc1a de aM1no~cidos de la proteina VP3. Este prograMc pred.1ce Que la 

la "ayor parte de la proteina VP3 se encuentra en una estructura de alfa hélice 

(45%>. Es inte~·esante notar que existen e5tructu~as de alfe hel1ce a los lados 

de la región cortada POr trlpsina Y Una posible estructura de a-pleQaM1ento 

JustaMentc en el sitio de corte lo Que fac1litarian la expos1c16n de esta re

g1ón en la superficie de la "olecula. El s1gn1f1cado de esta predicción. aunQue 

interesante no deJa de ser puraMente especulativa y rcQu1cre de ser deMostrada 

por otros Métodos Que actualMente son poco accesibles. co~o serian estudios 

cristalogréf1cos de esta proteina y de la estructura de ésta dentro del vir16n. 

Sin e~bargo. es claro Que la susceptib1l1dad de un s1t10 especifico dentro de 

lo capa externa de los rotav1rus (que consta de dos pol1péptidos> obedece a 

restricciones conforMacionales MUY precisas dadas ~ante por la proteína VP3 

per-se. COMO por el ensaMblaje de éstas proteinas en la e5tructura del v1rión. 

Los dos sitios susceptibles a tripsina encontrados en el rotavirus de si

MiO SAll se conse1~van en los otros 14 rotavirus anal1zados. Cabe preguntarse 

LPor que dos sitios sucept1bles a tr1ps1na?o ¿Es necesario que se corten 

e~bos?; lEs necesario eliM1nar los 6 residuos Que existen entre eMbos sitios?. 

En la literatura existe el eJcMplo del Fowl plague v1ru5, un Mixovirus. el 

cual reQuiere para la act1vac1ón de la infect1v1dad, de dos cortes con trip

sina. cuya funci6n es la de el1~1nar un peptido •conector· de 6 aMinoácidos. 

cuya característica es la de ser Muy rico en aMinoácidos basicos. para asi 

exponer un extreMo aM1no terM1nal hidrofób1co Que es necesario para la pene

tracíón del virus a la célula. 

En el caso de los rotav1rus. la secuencia de BMinoácidos entre los dos 

sitios de corte no presenta ninguna particularidad en cuanto a las cargas de 

esta región Que pudiera sugerir algún Mecanis~o de este tipo. De hecho. al 

analí:ar la secuencia de esta región obtenida en distintos rotavirus parece ser 



una de la& regiOnes Más-variables. ~tra posible explicación es que sea 

necesario que los dos extreMos generados por el cort~ re~uieran eatar 

eapaciedoa una cierta diatancia y esta región inter~edia CUMple eate función. 

De cualquier Modo, el papel biolócico de éa~oa dos sitios auaceptible& a 

tripaina y el papel del pept1do ·conector• quedan pOr eer elucidados. Loa 

eatudioa con péptidoa aintéticoa que Mi~otizan cetoo ~onoa proteicas quizás 

revelen algunas de las propiedades de esta rea16n. 

RecienteMente se ha encontrado que la proteína VP3 es capaz de inducir 

anticuerpos néutralizantea. En 1984. lkegaMi y colaboradores reportaron el 

ai&la~iento y caracterización de un anticuerpo Monoclonal <originalMente 

induc~do con el rotavirua de aiMiO SA11> Que ea capaz de neutralizar adeMáa de 

al propio rotavirua SAll, a un rotavirua bovino <NCOV> de aerot1po distinto ai 

de SA11. Este anticuerpo reacciona con aMboa productos del corte con tripsina 

de VP3 es decir con VPS y VPS y ea capaz de inhibir la acción de la tripsina 

eobre el virus <65>. lo que indica que está dirigido contra la zona del sitio 

de corte o una región MUY cercana a ésta. 

Por otro lado Offit y colaboradores <66> han descrito que. anticuerpos 

~onoclonales neutral1zantes d1r1g1dos contra VP3 son capaces de proteger 

pasiva~ente de la diarrea a ratones neonatos a un reto con rotav1rus. Estos 

~ieMoa investigadores han encontrado a traves de estudios con virus 

rearreglantee y con un sisteMa Modelo 1n vivo, que aparenteMente el gene 4, 

QUe codifica por VP3 ea el gene responsable de la patogen1cidad viral. ya que 

este carácter segrega exclus1vaMente con el gene 4. 

Estos datos toMados en conjunto, sugieren fuerteMente que la proteina VP3 

Juega un papel iMportante en las priMeras interacciones del rotavírua con su 

célula huesped. Los estudios estructurales de esta proteína. junto con ensayos 

biológicos ya sea con pept1dos sintéticos. con anticuerpos antí-péptido. con 



anticuerpos Monoclonelee o con reerreglente~ virales. segura"ente nos llevarán 

e conocer prec1sa~ente e Que nivel pert1cipa este proteína durante el proceso 

de le 1nfección v1ral y Qutze nos sugieren ~ed1das no convencionales tanto 

preventivas COMO prof1lacticas pere el control de le diarrea por rotav1ru~. 
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