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INTRODUCCION

Los primeros reportes de un agente viral vapaz de producir =--

diarreas infantiles datan de 1941-42 cuando Light y Modes estudiando ca-=~
sos de diarrea en un hospital de Baltimore encontraron que podian repro--

ducir una enfermedad similar en becerros recifin nacidos al inocular oral-
mente filtrados fecales de nifios con diarrea (1). 85in embargo, aunque su
trabajo fue repetido posteriormente, los virus presentes en los filtrados
no eran capaces de multiplicarse en las lineas celulares establecidas, o

en animales experimentales y el trabajo no se¢ continud.

Posteriormente, en 1958, se observf que ratones j§venes pre--

sentaban también, un tipo de diarrea no bacteriasna. Kraft (2) establecid

que el agente causal era un virus y por estudios de microscopia electrSni

ca se mostrd que tenia un difimetro de 80 nm; y que se multiplicaba en las

cBlulas epiteliales del intestino delgado. 1o llamd virus EDIM (Epizootic

Diarrhea of Infant Mice).

En 1969 Mebus et al. (3) reportaron la produccidn experimen--
tal de diari;e2a al inocular intraduodenalmentea u oralmente filtrados feca-

les libres deo bacterias en becerros deprivados de calogtro. Este trabajo

recibid poca atencidn hasta que el rotavirus humano fue descubierto (o -~
redescublurto) on 1973, al hacer exfimenes micromcOpicos de biopsias duode

nales de niflos que prescentaban gastroenteritin agudas no bactorianas.

Estos estudios revelaron la presencia de partfculas "parecidas" a los




orbivirus dentro de las c&lulas epiteliales de la mucosa duodenal (4-7),
y la relevancia de los trabajos anteriores con el virus EDIM y el virus

de la diarrea de terneros fue inmediatamente reconocida.

Estas particulas virales pareclidas a los orvivirus y a los -
reovirus fueron detectadas posteriormente tambi&n en heces de un gran --
nimero de especies animales que presentaban diarrea y se sugiri§ que es-

tos virus se incluyeran en un nuevo género dentro de la familia Reoviri-~

diae, con el nombre de duovirus (8) o rotavirus (6).

Los reportes de infecclones por rotavirus en humanos, indi--

can una incidencia mundial de estos virus (4, % y 9). Se han encontrado
ademds, rotavirus en heces de lechones (10 y 11}, corderos (12 y 13), --
aves de

corral (14), conejos (15), venados (16 y 17), caballos (14), rato

nes (2) y becerros (3 y 18). Tambi&n son inclufdos en este grupo de los

rotavirus, el virus SA 11 aislado de un lavado rectal de mono y el agente

"O" Olitenido de lavados intestinales de ovinos y bovinos. Aunque ambos -

virus no fueron detectados como agentes causales de diarrca, son morfolé

gicamente idénticos (19).

Las infecciones por rotavirus ocurren gencralmente en anima--

les j6venes. En humanos las infecciones por rotavirus, especialmente

aquellas lo suficientements norias para requerir hospitalizacién, ocurre

en el grupo de nifios do 6 medes a 2 afios y el pico de incidencia en cli--

mas templados es en invierno (7, 20 y 21). En la Ciudad de México, la --

mayor incidencia se observa an los meses de¢ otoilo (22, 23). Lau diarreas




por rotavirus en humanos reprasentan del 10 al 40% de los casos de gastro

enteritis presonton en este grupo (20-25).

Fstudios sobre la patogénesis de las infecciones por rotavi--
rus en humanos (7,26) y en animales exporimentales (27,28) sugieren que -
estas infecciones no son sistémicas sino localizadas en las células epite

liales de la mucosa del duodeno en el intastino delgado.

Se ha hecho un gran esfuerzo por adaptar los rotavirus obteni

dos de animales y humanos infectados a crecer en lfneas celulares. Varios
aislados, entre ellos los del rotavirus de terncra (NCDV) y el SA 11l han

sido exitosamente propagados en cultivo de tojidos (18,29). Recientemen-
te se ha logrado crecer en cultivo de cé@lulans un virus aislado de humanos
(cepa Wa) por un grupo dec NIH (67), y se ha obmervado que para una propa-

gacibn eficiente es importante el uso de enzimas proteoliticas pancredti-
cas (30).

Morfologia

Las particulas intactas del rotavirus estdn formadas por una
doble clpside. Al microscopio electrbénico so observa un "core" de apro--
ximadamente 38 nm de Aifmetro (31) en forma de un icosahedro, que contiene
el genoma del virus en asociacibn con proteinas; este "core" esta rodeado
por una céipside interna que prosenta una 1fnca basal de la que radfan pro

yeccionus a la periferia que somejan los rayos de una rueda (do ahf el -~

nombre rotavirus, rota = rueda) y que dan a las particulas un difimetro de




65 nm (32). Sobro estos capsdmeros internos se encuentra una segunda cip

side semejante a un anillo-liso con un ancho de 4 a 5 nm, por lo que las

particulas complaetas tienen un difimetro de aproximadamente 80 nm (33,
Flg. 1).

Frecuentemente se encuentran particulas virales de 65 hm que

han perdido la capa externa (6,34). Estas partfculas tambi&n ge pueden -

obtener de partfculas completas, mediante la disociacifn de la caps exter

na con EDTA (35). Las particulas con o sin capa externa difieren en su -

densidad por lo que pueden ser separadas por centrifugacién isopfcnica en

gradientes de CsCl (36). Las particulas sin capa externa "pesadas" son -

mis densas ( @ = 1.38 - 1.39 g/cm3) que las partfculas completas "livia--

nas" (€ = 1.36 g/cma). . Parece ser que s5lo son infecciosas las partfcu-

las completas (37).

Composicién

El genoma de los rotavirus consiste en 11 segmentos de RNA -

de doble cadena scparables electroforéticamente (38-40), cuyos pesos mo-

leculares van de 2.2 x 106

6 .
a 0.2 x 10 aproximadamente (41). La suma de

los pasos moleculares de los segmentos de RNA del genoma de los rotavi--

rus da un total de 11-12 x 106.

Muchon autores han analizado por electroforesis los polipép-

tidos uwstructurales de los rotavirus, obtenidos, ya sea de muestras de -

heces de diferontos aspecies animales o de células en cultivo infectadas
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(41-51). Estos trabajos han dado distintos resultados con respecto al -

_nfimero de polipéptidos (de 5 a 10) en las partfculas virales, de su con-

centracifn relativa y de su peso molecular.

En el rotavirus SA 1l purificado de cultivos de célulsas in--

fectadas se han descrito 8 (42,43), 9 (48,49) 6 lo (44) diferentes poli-

péptidon. sSin embargo todos estos reportus coinciden en la existoncia -

de al menos 8 polipéptidos, designados VP1, VP2, VP3, VP4, VP. VP6, VP7
y VP8 por Rodger et al. (48).

En el cuadro 1, se puede ver un resumen de los polipéptidos

reportados por distintos autores para el rotavirus SA 11, usando el sis-
tema de geles de Laemmli (54), los estimados de peso molecular,

lag ---
designaciones empleadas y su posible correspondancia.

Tifiendo especificamente para carbohidratos las protefnas vi-

rales smeparadas electroforéticamente, se ha encontrado que el polipépti-

do VI'7 esti glicosilado (48).

Dada la discordancia que existe en la literatura en cuanto a
la composicidn de los polipéptidos estructurales y la composicién relati
va de &stos cn el rotavirus de simio SA 11, y que estas proporciones va-
rian aln d¢ preparacifén a preparacidn de omte virus (datos del laborato-
rio de R. Eapajo), es posible pensar en la existencia de una relacidn --
precurgor producto entre algunos de estos polipéptidos. Un ejemplo po--

drfa secr que oxistieran precursores no glicosilados o on distinto estado

de glicosilacifn del poliplptido VP7 y esto sc raflejara on la aparicidén




CUADRO 1

COMPARACION DE LA NOMENCLATURA Y PESOS MOLECULARES DE LOS POLIPEPTIDOS PES8TRUCTURALES
DE SA 11, DESCRITO POR VARIOS AUTORES UTILIZANDO EL SISTEMA DE BUFFER LAEMMLI

Smith et al. (49) Mason et al. (44)

Espejo et al. (42)
Polipéptido Peso mol.

Polipéptido Peso mol. Polipéptido Pogso mol.
(x 1073) {x 10-3) (x 10°3)

I1 130 VPl 125 1 125
I2 94 VP2 94 2 lo8
I3 88 VP3 88 3 98
I4 82 VP4 84 4 94
01 62 VPS5 62 5 68
- VP5a 60 -
Is 42 vPe6 41 ) 37
02 36 ve7 a8 26
- - vPla 36 -

28 vrg 28 8 23
04 26 -




de distintos patrones electrofor&ticos.

En este trabajo se pretende determinar el nfimero de polipép--

tidos estructurales del virus, y establecer posibles relaciones entre
ellos.




MATERIAL Y METODOS

Virus

El rotavirus de simio SA 11 (simian agent 11) adaptado a cre-

cer en cultivo de c&lulas, sc obtuvo originaimente del Dr. H. H. Malherbe

- de la Universidad de San Antonio Texaws.
Cultivy dg Células

El rotavirus SA 11 se crecid en una 1linea de células epitelia

les de rifion de mono (MA 104). Las cé&lulas tueron crecidas a 37°C y bajo

5% de 002 en medio minimo esencial de Bagle (MEM) con 250 UI/ml de penici
lina, 50 ug/ml de estreptomicina y 10% de puaro bovino fetal, como se ha

descrito anteriormente (42). Se usd tripsina (Difco, 10 jug/ml final)

-

unjcamente durante el periodo de adsorcidén del virus a la célula 9 1 hr)

(63) en todas las preparaciones, a menos que se indique otra cosa.

Para preparar virus marcado radioactivamente, ¢l MEM completo
fue revemplazado 6 horas post-~infecciébn (p.!1.) por MEM con bajo contenido

de L-metionina (0.3 mg/l) y 33 aCi/ml de L-mationina 355 (> 500 Ci/mmol,

New England Nuclear Corp.) o reemplazado jxr MM con 1/10 del contenido -

normal de todos los aminodcidos y 170 uCi/iml de una mezcla de aminoficidon

H (New England Nueclear Corp.). Para marcar el virus con carbohidratos -

radioactivon, el MEM completo se sustituyd 6 horas p.i. con MEM con un -~

3
bajo contenido de gqlucomna (250 mg/1) y %00 uCi/ml ya sea do D-manosa H o




o D-glucosamina 3" (ambas de 10~25 Ci/mmol, New England Nuclear Corp.). -

El virus se coseghd aproximadamente 20 horas p.i.

Para ~liminar la tripsina remanente y evitar que se cortaran
algunos polipéptidos virales las cé&lulas se lavaron 4 veces con PBS ———

(0.136 M NaCl, 2 mM KC1, 8 mM Na2H904, 1 mM KH2P04, 0.9 mM CaCl2 y 0.4 mM

Mgclz) despuds de la adsorcidn del virus ¢n presencia de la enzima, y lue

go 1} veces mis antes de la adicién del medio radiactivo.

Purificacién del virus

El virus se purificd como est8 duscrito (42) que consiste en
lo siguiente: el cultivo de células infectadan, cosechado a las 20 hr.
p.i., se extrae con un volumen igual de trifluorotricloroetanoc; y el vi--
rus en la fase acuosa se precipita posteriormuonte con 8% (peso/vol.) de -
polietilenglicol 600 (Union Carbide)., El precipitado se resuspende en -
100~200 ul de buffer TSM (0.0L M Tris indroximetil aminometano, 0.15 M --

NaCl y 0.001 M MgC1, "6 It

2 20 pil 8.2) y sec sedimenta en un gradiente lineal
de 15-45% de sacarosa en TSM a 19,000 rpm durante 145 min en un rotor SV

40 de la ultracentrffuga Beckman mantenida a 5°C. Los gradientes se co--

lectan, y se juntan las fracciones con el pico de radiactividad, corres--

pondiente al virus,

Posteriormente ¢l virus colectado ne pone sobre una solucién
de CsCl en buffer TM (T8M sin NaCl) con una dengidad de 1.36 g/cm3 y se -

centrifuga a equilibrio durante 17 hr a 40,000 rpm en un rotor §W 50.1 de




la ultracentrifuga Beckman. Despufis de la centrifugacidn se colectan =~

fraccionos de aproximadamente 150 a1l, se cuantan y aquellas que gontienen

el virus radiactivo se juntan y se dializan contra buffer TSM para quitar
el CuCl.

Para evitar la accifn de protgasas alin remanentes se siguieron

los mismos pasos de purificacién, pero manteniendo la preparacién a
0-5°¢,

Electroforesis en Gel de Poliacrilamida

Los polipéptidos virales se analizaron en geles de acrilami-
da-SDS (1ll% peso/vol acrilamida, 0.3% peso/vol bisacrilamida) usando el -
sistema discontinuo en buffer tris-glicina de taemmli (54). Los polipép-

tidos se corrieron a 10 mA/gel en el gel concentrador y la electroforesis

se continud a 20 mA/gel hasta que el azul de bromofenol salié del gel

separador.

Posteriormente los geles se tifiaxron con azul brillante de

Coomasie y se procesaron para fluorograffa mnegin lo descrito por Bonner y

Laskey (55). Se hicieron las curvas donsitomftricas de los fluorogramas

a 600 nm usando un espectrofotémetro Gilford modelo 250 con un transpor--

tador lineal Gilford modelo 2410s.




Tratamiento de las Particulas Virales con Tripsina

1ot viriones purificados, marcados con metionina 358 0 con -~
mezcla de aminodcidos 3H, en buffer TSM, se trataron con cantidades varia
bles de tripsina (tipo IX Sigma Chemical Co., tratada con cloruro de dife

nilcarbamilo para inactivar la quimotripsina contaminante) por 20 min a -
25°C,

Estas reacciones se pararon afladifndolaes buffer para muestras

de Laemmli (54) e hirviéndolas durante 2 min.

HidrSlisis parcial de los Polipéptidos de SA 11

Se hizo un anilisis de los péptidos generados por digestiones

parciales de los polipfptidos de SA 1l utilizando quimotripsina (tipo II

Sigma Chemical Co.) o proteasa V8 de Staphilococcus aureus (Miles Labora-

tories Inc.) como estd descrito por Cleveland et al. (56). Eota anflisis
consistid en lo siguiente: los polipéptidos emtructurales de SA 11 puri-

ficado y marcado con aproximadamente 1 x lO6 cpxn de metionina 5s fueron

fraccionados en geles de poliacrilamida-SDS como we ha descrito anterior-

mento. Las bandas correspondientes a los polipéiptidos fueron visualiza--

das por autorradiografia directa del gel hiimedo. Los segmentos del gel,
conteniendo las distintas bandas resultantes sc colocaron en los carriles
de un seqgundo gol (15% peso/vol acrilamida 0.4% pepo/vol bisacrilamida) -

con un gel concentrador de 5 cm y se cubrieron con una solucién de 50 ug

de albmina en buffor para muestra de Clevoland {56) enseguida se les afia




did, ya soa 10 ug de gquimotripsina o 100 pg de proteasa V8 en ¢l mismo -

buffer de muestra sin azul de bromofenol. La electroforesis se efaectud

a 20 mG-gel hasta que el colorante llegé al gel separador; en eate momen
to se quita la corriente durante 30 min permitiendo que se lleve a cabo

la digestién (56) y posteriormente se corre a 40 mA-gel hasta que el azul

de bromofenol sale del gel.

Mapas tripticos de los Polipfptidos de SA 11

Para hacer los mapas tripticos de los polipéptidos estructu--
rales de SA 1l se siquid el mismo procedimiento de visualizacifn y aisla-

miento de las bandas ya descrito para el anflisis de los hidrolizados par.

ciales.

A los segmentos del gel se les anadidé 10 ml de metanol al -~

10% vol/vol y se dejaron toda la noche a temperatura ambiente; después de

quitar el exceso de metanol, se les afadif 200 ul de buffer bicarbonatos

(0.OL M NHQHCO3 pH 8.0) y se incubaron por 16 hr a 37°C con una solucidén -

de 100 ug de tripsina (tipo IX Sigma Chemical €Co.); luego se les afiadie-~

ron 100 ug mis de tripsina fresca y se incubl 4 hr mis como esti descrito

por Morrison (57):. Se desechd el segmento do (ol y la solucifn resultan-

te se liofi1i28 dos veces lavando con agua, para celiminar el NH

4HC03.

El anflisis de los péptidos en don dimensiones se hizo como -

estl raportado por Scott et al. (S1):

la muestra liofiliznda se disol--

vid cn 10 jul de agua y se aplich en una placa de velulosa en capa fina --




(20 cm x 20 ¢m Merck). La electroforeais se hizo en una cimara horizon-

tal, usando gomo buffer de corrida piridina:acético:agua (2:205180) a -~
300 volts por 90 min.  Para la separacién de los pfiptidos en la segunda

dimensién se corrid una cromatograffa ascendenta en direccidn porpendi--
cular a la aeloctroforesis usando como buffer de corrida n-butanol:acéti-

co:agua (3:1:1) hasta que el frente de corrimiento llegdé a la parte supe

rior de la placa. Las placas se trataron para fluorografia de acuerdo =

con lg descrito (59).

Tratamiento del virus con EDTA

EL virus SA 11 purificado, marcado con una mazcla de aa3H -
en buffer TSM se incubd con 0.01 M de BDTA (£tllen diamine tetraacetic -

acid) y 0.01% vol/vol de Tritén X~100 duranto 30 min a temperatura am---

biente como estd descrito por Cohen (35). Postoriormente el virus trata

do sa centrifugd a equilibrio en CsCl como ne describid anteriormente.
Despiés de la centrifugacidn, los dos picowr radioactivos correspondien--

tes a los polipéptidos de capa externa (€ =~ 1.3 g/cm3) y a las particu-

3
las sin capa externa (@ = 1.39 g/cm’) #e reonlectaron separadamente, se

diluyeron 1l:5 en agua y se precipitaron con una solucifn de acetato de -~

amonio 0.1 M en etanol (60). Los precipitados se centrifugaron a

10,000 rpm durante 30 min en el rotor HB-4 d¢ la centrffuga Sorvall y -~

posteriormente se rebuupendieron en el buffer para muestras de Laemmli y

pe analizaron por electroforesis.




Tratamiento del virus con Endoglicosidasa H

El virus purificado, marcado ya sea con metionina 358 0 con -~
carhohidratos 3H en buffer citrato fosfato (0.15 M-pH 5), Be tratd con -~
diferentes concentraciones de endoglicosidasa Il (Miles Laboratories Inc.)

como ast8 indicado en el pié de la figura G, durante 15 min a 37°C.




RESULTADOS

Cuando los polipéptidos presentes en el rotavirus SA 1l puri

ficado, obtenido de una infeccidn hecha en presencia do tripsina, son --

analizados en un gel de poliacrilamida~SDS, se observa el patrén de la -

Fig. 2N y B. Este patrfn es similar a los que han sido previamente re--

portadus para SA 11 (42,43,49). Aunque no idénticos, coinciden en la -~

existencia de cuando monos 8 polip@ptidos ostructurales diferentes vpi,

VP2, VP3, VP4, VP5, VPG, VP7 y VP8. En esto trabajo se empleari la no--~

menclatura utilizada originalmente por Rodger ot al. (48).

A pesar de que todos estos reportes coinciden en estos poli-

péptidos se observan ciurtas incongruencias, principalmente en la propor

cién relativa de €stos. Por esta razdn, se decidid estudiar si existfa

alguna relacidn precursor producto entre los polipéptidos ostructuralee -
de #h 11 comparando los hidrolizados parciales de las protefnas VPlL, VP2,
VP3, VP5, VP6 y VP7 de un virus purificado y marcado con metionina 35

s -

comn astf indicado en Material y Métodos. In ouste estudio se observd que

los péptidos generados por quimotripsina d¢ las proteinas VPl y VP5 pre--
sentaban un patrén bastante similar a diferencia del resto de los polipép

tidos analizados, que no me parecfian entre s{ (resultados no presontados).

Para estudiar sl la similitud dul polipéptido VP5 con al po--
1ip6ptido VPl se dobia a qus VPS5 ora generado de VP3 por un rompimiento -

de sata Gltima durante la purificacién, se uviguié ol mismo esguema de pu-
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Comparacién de los polipiiptidos de SA 11 -
purificado_de distintas maneras. virugs marcado con --
metionina®“A, purificado por los dos mbtodos descritos
en ' material y métodos, ne analizd por electroforesis.

A) Fluorograffa de los polipéptidos estructurales de

SA 11 purificado a temperatura ambiente (carril 1) --
SA 11 purificado a 0-5°C (carril 2). B) y CO Trazos -

densitomStricos de las fluorograffas de los carriles -
1 y 2 respectivamante,



rificacién del virus, pero haciendo todo el procudimiento a baja tempera

tura (0-5°C). El virus obtenido en esta forma presentaba un patrén de -

polipéptidos en el qua VP5 y VP8 apenas se distinguen, mientras (ue la -

cantidad relativa de un polipéptido mayor, probablemente VP3 estabia au--

mentada notablemente (¥Fig. 2a y C).

Este mismo patrdn tambi&n se puedo observar si el rotavirus
SA 1l es obtenido de c&lulas lavadas exhaustivamonte despufs de la infqg
cifn hecha en presencia de tripsina o de células infectadas en ausencia

de tripsina, sugiriendo que la diferencia se debfa a la accidn de la pro

teasa.

Ya que la suma de lon pesos moleculares estimados para VP5 y

vPg8, (62,000 4 y 28,000 4, respuctivamente), ¢8 similar al peso molecu--

lar de VP3 (88,000 d) se estudi6 la posibilidad de que los polipéptidos

VPS5 y vpP8 fuesen producto del rompimiento de VP3 por la accién de la

tripsina.

Efecto de la Tripsina sobre el Virus Sa 11

Para estudiar este cfecto ne utiliz8 un virus obtenido en -~
condiciones en que existe una mayor cantidad relativa del polipéptido ==
VP3 con respecto a VPS5 y vP8 (ver Materiales y Métodos) y marcado ya sea
como metionina 355 o con una mezcla de aminofcidosn 3H. Este virus so so
metif a concentracionos cracientes de tripsina purificada (tratada con -

un inhibidor ospecifico para quimotripsina, que us ol principal contami-

nante de la tripsina) y ol producto de estas reacciones ge analizé elec-
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troforéticamente (Fig. 3). Los resultados obtenidos con concentraciones

crecientes de tripsina sugieren una relacidn precursor-producto ontre los

polip@ptidos VP3 y VP5 y VPB. El resto de los polipéptidos no son afacta

dos por esta enzima,

Para cxplorar si este rompimiento especffico de la protefna

VP3 @8 debido a la e¢xposicién de un sitio do este polipéptido a la trip--
sina, dado por la estructura del virus, se dligsocis la clpside externa del

virug, mediante el tratamiento con EDTA y asta preparacién se incub8 en -

presencia de tripsina. En estas condiciones se pierde la especificidad

de corte del polipéptido VP3, no se observan lus polipéptidos VP5 y VP8,

los polipéptidos VPL, VP2, vP3 y VP7 desaparecen casi en su totalidad

mientras aparecen nuevas bandas de menor peso molecular en el gel. (Da--
tos no mostrados). Esto sugiere que el rompimiento especifico de VP3 en

VP5, se debe a la exposicifn de un sitio accesible a la tripsina en el po

liphptido VP3, dado por la conformacién de este polipéptido en la estruc-

tura del virus.

Comparacibén de los polipéptidos VP3, VPS, VPl por hidr6lisis parcial y --
total

Para confirmar la posible relacifin precursor-producto entre -
VP3 y VP5-VI'8 se emplearon dos té&cnicas:

a) $Se¢ compararon los péptidos de VP3, VPS y VP8 generados por la -~

diyestibén parcial con dos enzimas proteolfticas: quimiotripsina
¥ proteasa V8 de Staphylococcus aursus (¥ig. 4 Ay B).

La pre--
sancia de log productos parciales da Vi) en VPS5 y en VI8 suglerc
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.partir del . pri--
, que estdn -
1a pregencia

b)

‘ﬁiy que s encuentran-también en VP3., Estos resul--

Estudios de las Protéfnas:Glicosiladas:

Como ase mencionb en la introdurccibn; ha ‘n'ido”'éi:portado que el
polip8ptido VP7 est§ glicosilado. Cuando se hace una infeccidn en presen

cia de glucosamina 3" o de manosa 3}1 se puedes obsorvar que ol Gnico poli-
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péptido estructural que incorpora &stos isStopos es el polipéptido vp7 -

confirmando los reportes anteriores (Fig. 6 A),

Los carbohidratos de una glicoprotefna pueden estar unidos --

a través de enlaces O-glicosidicos o N-glicosfdicos. En las glicoprotef-

nas virales solamente se han encontrado enlaces N-glicosidicos, donde -~-
siempre una molécula de N-acetilglucosamina ¢std unida covalentumente a -

un regiduo de asparagina que se encuentra dentro de la secuencia ~Asn-
< (tre)

(sar)* Existen 2 tipos de cadenas N-glicosfdicas en todas las glicop{g

tefnas virales que se han estudiado hasta shora: un tipo llamado de "al-

ta manosa" que contiene N-acetilglucosamina y manosa; y otro tipo llamado

"complejo" que contiene ademis galactosa, fucosa y Scido siflicos. Ambos

tipos tienen un "core" compuesto de manosa y N-acetilglucosamina que se -

continfia en rama de carbohidratos dependiendo del tipo de que se trate.

Dos tipos de endoglicosidasas son utilizadas para el estudio

de la estructura de las cadenas glicosidicas, que generalmente permiten -

distinguir el tipo de glicoprotefna: La ando ~N~acetilglusaminidasa H

© Endoglicosidasa H aislada de Streptomices Bp. que hidroliza preferente-

mente las glicoproteinas de alta manosa; y la endo  -M-acetilglucosamini

dasa D o Endoglicosidasa D obtenida de Diplococcus pneumonie que general-

mente hidroliza las glicoproteinas complejas (53).

Para estudiar que tipo de caduna glicosidica es la que se en-
cuentra ¢n el polipfptido VP7 y la migraci6n de este polipéptido no glico

silado, se tratd un virus purificado, marcado ya sca con metionina 355 (o}
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con manosa H con difurentes concentraciones de endoglicosidasa #. Estos

resultados se observan en la Fig. 6 B, Cuando el polipfptido VP7 estd --
marcado con manosa H y es incubado con la endoglicosidasa H, la banda --
correspondiente a VP7 desaparece (datos no mostrados); cuando ésta pro--

. 35
tefna estd marcada con metionina S se obparva que su movilidad electro-

forética aumenta. Dada la especificidad deo la endoglicosidasa i, estos ~

datos sugieren que las cadenas glicosidicas de la glicoprotefna VP7 son ~

del tipo de "alta manosa".

Como se puede observar en las Figs. 2 y 3, existe otro poli--

péptido que migra un poco mis rdpido que VP7, con la movilidad observada

para VP7 después del tratamiento con endoglicosidasa H, llamada VP7a, pre
sente en algunas preparaciones de virus purificado. Cuando se comparan -~
los hidrolizados parciales generados por quimotripsina y proteasa V8 de -

los polipéptidos VP7 y VP7a se observa un patr6n muy similar (Fig. 7) de
acuerdo con lo sugerido en experimentos preliminares por Mason ct al. (44)
que Be proponen que VP7a es un precursor no glicosilado o en distinto es--

taido de glicosilacidn del polipéptido ve7.

Distribucién de los Polipéptidos en la Capa Externa y en la Capa Interna -
del virus

Se ha reportado 48 que VP5 y VPU se encuentran {inicamente en -
partfculas de doble clpaide ("livianas") y VP3 y VP4 se cncuentran en par-

ticulas sin la capa extorna ("pesadas"). I'or esto resulta de interés ana-

lizar la distribuci6n de lows polipéptidos del rotavirus SA 1l purificado -




Figura 7. Comparacién de los péptidos generados Por
hidrditisis con proteasas fa los rolipéptidos vp7 vy VP7a
del virus sa 11 purificado y marcade con metionina 35g,
Ao 1) VPT v 2) VP7a tratadas con quimotripsina. -
B) 1) VP7 y 2) ve7a tratados con proteasa V8.




en ausencia de tripsina para evitar el rompimiento de VP3}.

Se disoci6 la capa externa del virus mediante el tratamianto
con EDTA y se separaron las particulas de una sola cépside (= 1,39 ==

g/cm3) de las proteinas de la capa externa (€= 1.30 g/cm3) centrifugan~

do a equilibrio en CsCl y estas dos frace¢iones se analizaron en gslas de

poliacrilamida-sDS. En la Fig. 8 se obaerva que los polipéptidos vr3 y

vP7 astd) asociados con las partfculas de doble cipside y son libarados
al tratar el virus con EDTA, mientras que los polipéptidos VP, VP2 y ~-
VP6 ostdn presentes en las partfculas de una sola cipside, a diferencia
del reporte donde se menciona que VP3 estd en la clpside interna, en es-
te trabajo, el polipéptido VP3 es liberado con el tratamiento con EDTA,

lo que sugiere que se localiza en la capa externa del virus.
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DISCUSION

El anflisis cuidadoso de la composicién de polipéptidos del -
rotavirus SA 1ll, indica quo la estructura dol virién es mfs simple de lo

que se habia reportado anteriormente. Estos estudios habfan indicado la

existoncia de ocho a diez (42,43,48,49) polipéptidos en las particulas -
purificadas.

En este trabajo se demuestra quoe los viriones de SA 11 estén

constitufdos, muy probablemente, de s8lo cinco polip€ptidos: VPl, VP2,

VP3, VP6, y VP7, de los que VP3 y VP7 conforman la capa externa y que --
los polipéptidos VPS5 y VP8 observados anteriormente son producto del rom

pimiento por tripsina del polipéptido VP3.

El polipéptido VP4 reportado por Smith et al. (49) s6lo se ~

obnorva ocasionalmente en nuestras preparaciones y en las de Mason et al.

(44); y afin en las preparaciones de Smith et al. no es muy constante la

presencia de este polipéptido. En este trabajo, el polipéptido que es -

cortado por la tripsina, se ha llamado VP3 aunque no es posible estable-

cer una corrclacién fuerte con el polipéptido VP3 de Maso et al. (44) o

13 de smith et al. (49). Sec ha llamado as{, ya que cuando ocasionalmen
te se observa una cuarta banda entre los polipéptidos mayores, &sta mi--

gra debajo del polip&ptido que cs procesado por la tripsina. Sin embar-

go es dudoso considerar al polipéptido VP4 como un compononte estructu--

ral dol virus, ya quo on oxperimentos preliminares hemos obsorvado quoe -




| 8

al tratar el virus con quimotripsina se produce un polipéptido con una ~

miyracidén similar. Es posible que esto ocurra frecuentemente, ya que la

mayorfa de las preparaciones de tripsina utilizada para aumentar el ren-

dimiento viral, tienen esta actividad contaminante (46).

En algunos roportes en log que sa ohserva el polipéptido VPS5
de 8A 11 no mencionan que se utilizé tripsina durante la infeccién, pero

es posible que no lo hayan mencionado ya que este tratamiento se ha con-

vertidy en un procedimiento comin. Otra.ponibilidad es que en algunos -

laboratorios se utiliza tripsina para subcultivar las células y este rom

pimiento puede ocurrir con la tripsina remanante. Sin embargo, no se -~

puede descartar la posibilidad de que exista una proteasa celular capaz
de cortar pequefias cantidades de VP3, ya que¢ afin en las preparaciones --

mis cuidadosas de SA 1l se pueden observar trazas de VPS y VP8,

Como se habia reportado (48) el polipéptido VP7 es una glico
progeina que contiene en su cadena glicosfdica glucosamina y manosa. Al
incubar esta glicoprotefna en presencia de undoglicosidasa H, disminuye
el peso molecular de este polipéptido, y los carbohidratos que se habian
incorporado son liberados, lo que sugiere, dada la especificidad de esta
enzima, que se trata de una glicoprotefna con cadenas glicosidicas del -
tipo de "alta manosa"; sin embargo, no se determind si esta glicoprotef-
na es resistente a la endoglicosidasa D (que goneralmente corta las cade

nan glicosfdicas “complejas) lo que permitirfa especificar el tipo de --

cadena gliconsfdica da este polipéptido.




El polipéptido VP7 al ser tratado con endoglicosidasa Ul migra
electroforéticamento a una posicién muy similar a cercana a la de VP7a.
Este Gltimo polip8ptido podria ser el precursor no glicosilado o un pro--
ducto intermedio menos glicosilado generado ya sea durante los pasos de -
biosintesis de esta glicoproteina o por dayradacién (el que VP7a sea un ~

cdmponente indispensable de las partfculas virales queda por sor demostra

do) . VPara mostrar cual es el precursar uo glicosilado del polipdptido --

VP7 o4 nocesario hacer experimentos de¢ pulso y caza en loa que s8s posi--

ble observar la transicidn de este precursor al producto final.

En nuestras preparagiones de virus, al igual que en las de ~-
Rodger et al.’ (48) no sc observa cl polipéptido VP5a reportado por -
Mason et al. (44); en vista del origen de VP% es posible que VP5a sea un

producto de rompimiento de un polipdptido mayur por otras proteasas, que

se encuentren como contaminantes de la tripsina empleada para aumentar el

rendimiento del virus.

El an8lisis de lospolip@ptidos de SA 11 de Smith et al. (49)

aparoce un polipéptido pequeiio en bajan cantidades llamado 04, esta pro--

teina no se observa en nuestras preparaciones de virus purificado, pero -
se observa en gran cantidad en las cBlulas infectadas (49, Arias C. datos
no publicados) por lo que es posible quo nu presencia en el virus purifi-
cado se deba en una pequeidla proporcién de partfculas virales con polipép-

tidos no estructurales, como contaminantau.




~

Por traduccibn in vitro do los imcnsajeros de SA 11 (44) o del
RNA viral desnaturalizado (49) no se observan los polipéptidos VPH y VP8,

lo cual puede explicarse tomando en cuenta que estos polipéptidos provie-

nen del rompimiento de VP3. En experimentos de asignamiento de los seg-

mentos de RNA del virus por los poliplptidos que codifican, se obiservé --

que ol megmento 5 de RNA codificaba por el polipéptido 01a (que también -

se¢ ancontraba en c@®lulas infectadas, pero no en el virus purificado); y -

ya que este polipéptido era considerado como el posible precursor da O
(Vh5)

(5) se asumid entonces que el segmento 5 de RNA codificaba por una

proteina estructural. Este trabajo sugicre que el segmento 5 de RNA de -

SA 11 codifica por un polipéptido no estrucal, dado el origen de VP5.

El incremento de la infectividad de los rotavirus con tripsi-
na ha sido observado ampliamente en aislados du diferentes especies (50,
61-64) . Es posible que el rompimiento de un polipéptido mayor, sea un --
macanismo general para aumentar la infectividad de estos virus ya que la

mayoria de los rotavirus que han sido analizados contienen un polipéptido

con una migracién clectroforética similar al polipéptido VPS5 de SA 11
(41~48,50,51) .

~

El rompimiento especifico observado en este trabajo es simi--
lar al que ha sido observado con las glicoproteInas F y HA de los paraxi-
movirus y mixovirus raespectivamente quoe sc requiere para obtener virus --

infecciosos actuando, probablemente, al nivol de la penctracién del virus

a la cBlula. En muchas c@lulap exista una proteasa en la membrana que ac

tiva al virus, puro generalmente las c8lulan de 1fneas no contienen estag




proteasas y el virus es incapaz de penetrar y por lo tanto de replicarse,

al menos de que se agregue una proteasa exSgena (65). Recientepmante o
ha descrito la formacién de liposomas que contienen el polipéptide Ha del
virus de influenza y se ha demostrado mias claramente que el rumpimiento -

de HA por una proteasa resulta en la fugién del virus con la membrana de

lacélula huésped y por consiguiente en la penetracidén del virus en la cé~
lula (606).

Se ha demostrado que el extremo amino terminal generador por
2l corte de la protefna Fl de los paramixovitus y qu de los virus de in~
fluenza tienen bastante homologia en su secuencia, y que oligopéptidos --
sintetizados quimicamente, gue mimetizan la #eocuencia de cstos extremos -
N-terminales, son capaces de inhibir 1a roplicacién de estos virus en cul

tivo de cflulas. Estos inhibidores han sidu wsugeridos como novedosas ---

herramientas en el control de enfermedades virales (65).

Aunque los experimentos de marca con az@cares radiocactivos y
1os experimentos con endoglicosidasa H indjcan que el polipéptido VP3 no
et una glicoproteina, es posible que la activacién por tripsina observa-
da en rotavirus sea similar al descrito para los pesamixovirus y los mixo
virus. Sin embargo para poder hacer una analogfa, es necesario hacer es-
tudios mas extensos, como ol de explorar la capacidad de algdn péptido --

proveniente de VP5 6 du Vi para inhibir la infeccién por rotavirus SA 11

en cultivo de células y su posible accibén en animales experimentales.

Se ha obsnrvadeo que la infeccién asintomftica por rotavirus -

es muy frecuente en neonatos (68,69). Un alto porcentaje du neonatos que




son infectados por rotavirus no presentan dlarrea, aungue excruatan virus

en las hocuos, pero en menor cantidad que los nifios mayores que presentan

diarrea povr rotavirus (69). Los intentos de relacionar la infececién

asintomitica con los niveles de anticuerpos maternos, han fracasado (68)

y no existe una explicacidn simple de este fenSmeno. El requerlmento de

los rotavirus por la tripsina u otra proteasa para producir una infeccién
eficiente podria explicar este fenémeno, a) la actividad de tripsina y -
otras mhuimas pancreaticas se encuentra disminufda en humanos durante --—

los primeros dfas de vida, como sucede en algunas especies de mam{feros

(71) .

Es un hecho ampliamente aceptadu la proteccidén del calostro
de la infeccién por rotavirus (31)(38\ de loy nifios alimentados con leche
materna sufrieron infecciones por rotavirus versus, el 87% de casos de -

infeccidn entre los nifos alimentados con otro tipo de leches) (68). Es

ta proteccidn ha sido explicada por la presencia de anticuerpos anti-ro-

tavirus on el calostro (72). Sin embargo ¢u posible que en esta protec-

cifn también tengan un papel importante lon inhibidores de tripsina pre-

sentes en el calostyro (70).
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