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INTRODUCCION  

Loa primeros reportes de un agente viral capaz de producir --

diarreas infantiles datan de 1941-42 cuando Light y Hades estudiando ca--

sos do diarrea en un hospital de Baltimore encontraron quo podían repro-

ducir una enfermedad similar en becerros recién nacidos al inocular oral-

mente filtrados fecales de niños con diarrea (1). Sin embargo, aunque su 

trabajo fue repetido posteriormente, los virus presentes en los filtrados 

no eran capaces de multiplicarse en las líneas celulares establecidas, o 

en animales experimentales y el trabajo no se continuó. 

Posteriormente, en 1958, se observó que ratones jóvenes pre--

sentaban también, un tipo de diarrea no bacteriana. Kraft (2) estableció 

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

ca so mostró que tenía un diámetro de 80 nm; y que se multiplicaba en las 

células epiteliales del intestino delgado. Lo llamó virus EDIM (Epizootic 

Diarrhea of Infant Mice). 

En 1969 Mebus et al. (3) reportaron la producción experimen—

tal de diari:aa al inocular intraduodenalmenta u oralmente filtrados feca-

les libres de bacterias en becerros deprivadon de calostro. Este trabajo 

recibió poca atención hasta que el rotaviruu humano fue descubierto (o --

redescubierto) en 1973, al hacer exámenes microscópicos do biopsias duode 

nales de niños que presentaban gastroenteritis agudas no bacterianas. 

Estos estudios revelaron la presencia de partículas "parecidas" a los 
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orbivirus dentro de las células 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 partículas virales parecidas a los orvivirus y n los - 

reovirus fueron detectadas posteriormente también en heces do un gran --

número de espacies animales que presentaban diarrea y se sugirió que es-

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

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

Los reportes de infecciones por rotavirus en humanos, irsdi--

can una incidencia mundial de estos virus (4, 5 y 9). Se han encontrado 

además, rotavirus en heces de lechones (10 y 11), corderos (12 y 13), --

aves de corral (14), conejos (15), venados (1G y 17), caballos (14), rato 

nes (2) y becerros (3 y 18). También son incluidos en este grupo de los 

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

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

virus no fueron detectados como agentes causales de diarrea, son morfoló 

gicamente idénticos (19). 

Las infecciones por rotavirus ocurren generalmente en anima--

les jóvenes. En humanos las infecciones por rotavirus, especialmente --

aquellas lo suficientemente serias para requerir hospitalización, ocurre 

en el grupo de niños do 6 ~non a 2 años y el pico de incidencia en cli-- 

mas templados os en invierno (7, 20 y 21). En la Ciudad de México, la -- 
4 

mayor incidencia se observa nn los meses de otoño (22, 23). Las diarreas 



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

enteritis presentes en este grupo (20-25). 

Estudios sobre la patogénesis de las infecciones por rotavi--

rus en humanos (7,26) y en animales experimentales (27,28) sugieren que - 

estas Infecciones no son sistémicas sino localizadas en las células epite 

lialee de la mucosa del duodeno en el intestino delgado. 

Se ha hecho un gran esfuerzo por adaptar los rotavirus obtení 

dos de animales y humanos infectados a crecer en líneas celulares. Varios 

aislados, entre ellos los del rotavirus de tornera (NCDV) y el SA 11 han 

sido exitosamente propagados en cultivo de tejidos (18,29). Recientemen-

te se ha logrado crecer en cultivo de célulan un virus aislado de humanos 

(cepa Wa) por un grupo do NIH (67), y se ha observado que para una propa-

gaci6n eficiente es importante el uso de enzimas proteollticas pancreáti-

cas (30). 

MorEplogía  

Las partículas intactas del rotavirus están formadas por una 

doble cápside. Al microscopio electrónico se observa un "core" de apro-

ximadamente 38 nm de diámetro (31) en forma de un icosahedro, que contiene 

el genoma del virus en asociación con proteínas; este "core" esta rodeado 

por una cápside interne que presenta una línea basal de la que radian pro 

yeccionun a la periferia que semejan los rayos do una rueda (de ahí el --

nombre rotavirus, rota *. rueda) y que dan a las partículas un diámetro de 



65 nm (32). Sobre estos capsómeros internos se encuentra una segunda céE 

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

partículas complotas tienen un diámetro de aproximadamente 80 nm (33, --

Fg. 1). 

Frecuentemente se encuentran partículas virales de 65 nm que 

han perdido la capa externa (6,34). Estas partículas también se pueden - 

obtener de partículas completas, mediante la disociación de la capa exter 

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

densidad por lo que pueden ser separadas por centrifugación isopícnica en 

gradientes de CsC1 (36). Las partículas sin capa externa "pesadas" son - 

más densas ( e - 1.38 - 1.39 g/cm3) que las partículas completas "livia--
nas" ( e = 1.36 g/cm

3
). .Parece ser que sólo son infecciosas las partícu-

las completas (37). 

Composición  

El genoma de los rotavirus consiste en 11 segmentos de RNA 

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

leculares van de 2.2 x 10
6 

a 0.2 x 10
6 

aproximadamente (41). La suma de 

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

rus da un total de 11-12 x 106. 

Muchos autores han analizado por clectroforesin los polipép-

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

heces de diferentes especies animales o de células en cultivo infectadas 

• 
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Figura 1. Microurafía electrónica de una preparaci6n 
de rvAavirus SA 11. f;eirlalada r:ou una flecha se obser-
va 11.1 partícul:4 con cápuldo ext.rna. 

et 



(41-51). Estos trabajos han dado distintos resultados con respecto al - 

número de polipéptidos (de 5 a 10) en las partículas vírales, de su con-

centración relativa y de su peso molecular. 

En el rotavirus SA 11 purificado de cultivos de caules in--

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

péptidos. Sin embargo todos estos reportee coinciden en la existencia - 

de al menos 8 polipéptidos, designados VP1, VP2, VP3, VP4, VP. VP6, VP7 

y UPO 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, las ---

designaciones empleadas y su posible correspondencia. 

Tiñendo específicamente para carbohidratos las proteínas vi-

raleo separadas electroforéticamente, se ha encontrado que el polipépti-

do VP7 está glicosilado (48). 

Dada la discordancia que existe en la literatura en cuanto a 

la composición de los polipéptidos estructurales y la composición relati 

va de éstos en el rotavirus de simio SA 11, y que estas proporciones va-

rían aGn de preparación a preparación de unte virus (datos del laborato-

rio de R. Espejo), es posible pensar en la existencia de una relación --

precursor producto entre algunos de estos polipóptidos. Un ejemplo po--

dría ser que existieran precursores no glicosilades o en distinto estado 

de glicosilacién del polipéptido VP7 y esto se reflejara un la aparición 



CUADRO 1 

COMPARACION DE LA NOMENCLATURA Y PESOS MOLECULARES DE LOS POLIPEPTIDOS CBTRUCTURALES 

DE SA 11, DESCRITO POR VARIOS AUTORES UTILIZANDO EL SISTEMA DE BUFFER LAEMMLI 

Smith et al. 

Polipéptido 

(49) 

Peso mol. 
(x 10-3) 

Mason et al. (44) 

Polipéptido 	Peso mol. 
(x 10-3) 

Espejo et al. 	(42) 

Polipéptido 	Peno mol. 
(x 10-3) 

I
1 

130 VP1 125 1 125 
I
2 94 VP2 94 2 108 
I3 88 VP3 88 3 98 
I
4 

82 VP4 84 4 94 
O
1  

62 VP5 62 5 68 

-- VP5a 60 

I
5 

42 VP6 41 6 37 

0
2 

36 VP7 38 7 26 

-- VP7a 36 - 

O
3 

28 VP8 28 8 23 

0
4 

26 
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de distintos patrones electroforéticos. 

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

tidos estructurales del virus, y establecer posibles relaciones entre --

ellos. 
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MATERIAL Y METODOS  

Virus 

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

cer en cultivo de células, so obtuvo originalmente del Dr. H. H. Malherbe 

de la Universidad de San Antonio Texas. 

Cultivo de Células 

El rotavirus SA 11 se creció en una línea de células epitelia 

les de riñon de mono (MA 104). Las células tueron crecidas a 37°C y bajo 

5% de CO2 en medio mínimo esencial de Eagle (MEM) con 250 UI/ml de penicl 

lina, 50 ug/ml de estreptomicina y 10% de anuro bovino fetal, como se ha 

descrito anteriormente (42). Se usó tripuinn (Difco, 10jug/m1 final) --

unlcamente durante el periodo• de adsorción dul virus a la célula 9 1 hr) 

(63) en todas las preparaciones, a menon que ne indique otra cosa. 

Para preparar virus marcado radloactivamente, el MEM completo 

fue reemplazado 6 horas post-infección (p.1.) por MEM con bajo contenido 

de L-metionina (0.3 mg/1) y 33)uCi/m1 do G-motionina 35S (> 500 Ci/mmol, 

New England Nuclear Corp.) o reemplazado por MEM con 1/10 del contenido - 

normal de todos los aminoácidos y 170 duCi/m1 do una mezcla de aminoácidos 

3
H (New England Nuclear Corp.). Para marcar al virus con carbohidratos - 

radioactivos, el MEM completo se sustituyó 6 horas p.i. con MEM con un --

bajo contenido de glucona (250 mg/1) y 500 iuCi/m1 ya sea do D-manosa 3H o 
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o D-glucosamina 3H (ambas de 10-25 Ci/mmol, New England Nuclear Corp.). - 

El virus se coatiehó aproximadamente 20 horas p.i. 

Para .‹liminar la tripsina remanente y evitar que se cortaran 

algunos polipéptidos vírales las células so lavaron 4 voces con P8S 

(0.136 M NaC1, 2 mM KC1, 8 mM Na2HPO4, 1 mM K112PO4, 0.9 mM CaC12  y 0.4 mM 

MgC12) después de la adsorción del virus en presencia de la enzima, y lue 

go 3 veces más antes de la adición del medio radiactivo. 

Purificación del Virus  

El virus se purificó como está descrito (42) que consiste en 

lo siguiente: el cultivo de células infectadas, cosechado a las 20 hr. 

p.i., se extrae con un volumen igual de trifluerotricloroetanor y el vi--

rus en la fase acuosa se precipita posteriormente con 8% (peso/vol.) de - 

polietilenglicol 600 (Union Carbide). El precipitado se resuspende en - 

100-200 ul de buffer TSM (0.01 M Tris indroximetil aminometano, 0.15 M --

NaC1 y 0.001 M MgC12.6 H2O p11 8.2) y se sedimenta en un gradiente lineal 

de 15-45% de sacarosa en TSM a 19,000 rpm durante 145 min en un rotor SW 

40 de la ultracentrífuga 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 el virus colectado ne pone sobre una solución 

de CsCI en buffer TM (TBM sin NaC1) con una densidad de 1.36 g/cm
3 
y se - 

centrifuga a equilibrio durante 17 hr a 40,000 rpm en un rotor 0W 50.1 de 
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la ultracentrifuga'Beckman. Después de la centrifugación se colectan --

fracciones de aproximadamente 1501ul, se cuentan y aquellas que contienen 

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

el CsCl. 

Para evitar la acción de protsasas aún remanentes se siguieron 

los mismos pasos de purificación, poro manteniendo la preparación a 

0-5°Q, 

Electroforesis en Gel de Poliacrilamida  

Los polipóptidos virales se analizaron en geles de acrilami-

da-SGS (11% peso/vol acrilamida, 0.3% peso/vol bisacrilamida) usando el - 

sistema discontinuo en buffer tris-glicina da Laemmli (54). Los polipép-

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

se continuó a 20 mA/gel hasta que el azul de bromofenol salió del gel --

separador. 

Posteriormente los geles so tiBeron con azul brillante de --

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

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

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

tador lineal Gilford modelo 2410s. 
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Tratamiento de las Partículas Virales con Tripsina  

Los viriones'purificados, marcados con metionina 
35
9 o con --

mezcla de aminoácidos 
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 guimotripsina contaminante) por 20 min a - 

25°C. 

Estas reacciones se pararon aáadiándoles buffer para muestras 

de Loemmli (54) e hirviéndolas durante 2 min. 

Hidrólisis parcial de los Polipéptidos de SA 11  

Se hizo un análisis de los péptidon generados por digestiones 

parciales de los polipóptidos de SA 11 utilizando guímotripsina (tipo II 

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

torLes Inc.) como está descrito por Cleveland et al. (56). Ente análisis 

consistió en lo siguiente: los polipéptídon estructurales de SA 11 puri-

ficado y marcado con aproximadamente 1 x l0 cpm de metionina 35S fueron 

fraccionados en geles de poliacrilamida-SES como se ha descrito anterior-

manto. Las bandas correspondientes a los polipdptLdos fueron visualiza--

das por autorradiografía directa del gel húmedo. Loe segmentos del gel, 

conteniendo las distintas bandas resultantes so colocaron en los carriles 

de un segundo gol (15% peso/vol acrilamida 0.4% peno/vol bioacrilamida) - 

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

do alinearla en buffer para muestra de Cleveland (56) enseguida se les añil 



dió, ya sea 10,ug de quimotripsina o 100 pg de proteasa VB en el mismo - 

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

a 20 mG-gill hasta que el colorante llegó al gel separador; en este momen 

to se quita la corriente durante 30 min permitiendo que se lleve a cabo 

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

de bromofenol sale del gel. 

Mapalá_trIpticos de los Polipéptidos de SA 11  

Para hacer los mapas trípticos do los polipéptidos cstructu--

rales de SA 11 se siguió el mismo procedimiento de visualización y aisla-

miento de las bandas ya descrito para el análisis de los hidrolizados par 

ciales. 

A los segmentos del gel se les añadió 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 añadió 200 ul de buffer bicarbonatos 

(0.5 M NH
4HCO3 pH 8.0) y se incubaron por 16 hr a 37°C con una solución - 

de 100 ug de tripsina (tipo IX Sigma Chemical Co.); luego se les añadie—

ron 100 ug más de tripsina fresca y se incubó 4 hr más como está descrito 

por Morrison (57)1 Se desechó el segmento do gol y la solución resultan-

te se Inutilizó dos veces lavando con agua, para eliminar el NH4HCO3. 

El análisis de los péptidos en dos dimensiones se hizo como - 

está reportado por Scott et al. (51): la muestra liofilinada ae disol—

vió en lO dul de agua y se aplicó en una placa de celulosa en capa fina -- 
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(20 cm x 20 cm Merck). La electroforesis se hizo en una cámara horizon-

tal, usando como buffer de corrida piridina:acéticosagua (2:20:100) a --

300 volts por 90 min.' Para la separación de los péptidos en la segunda 

dimensión se corr:6 una cromatografía ascendente en dirección porpendi--

cular a la electroforesis usando como buffer de corrida n-butanol:acéti-

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

rior de la placa. Las placas se trataron pare fluorografía de acuerdo - 

con 1O descrito (59). 

Tratamiento del virus con EDTA  

El virus SA 11 purificado, marcado con una mezcla de aa3H 

en buffer TSM se incubó con 0.01 M de EDTA (Unen diamine tetraacetic - 

asid) y 0.01% vol/vol de Tritón X-100 durante 30 min a temperatura am—

biente como está descrito por Cohen (35). Posteriormente el virus trata 

do a4 centrifugó a equilibrio en CsC1 como ne describió anteriormente. 

Deupnés de la centrifugación, los dos picos radioactivos correspondien- 

tes e: los polipéptidos de capa externa (( 	1.3 g/cm3) y a las particu- 

las sin capa externa (Q = 1.39 g/cm
3
) me recolectaron separadamente, se 

diluyeron 1:5 en agua y se precipitaron con una solución de acetato de - 

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

10,000 rpm durante 30 min en el rotor HB-4 de la centrífuga Sorvall y --

posteriormente ne resuspendieron en el buffer para muestras de Laemmli y 

se analizaron por electroforesis. 
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Tratamiento del virus con Endoglicosidasa H  

El virus purificado, marcado ya seo con metionina 353 o con - 

carbohidratos 
3
H en buffer citrato fosfato (3.15 M pH 5), se trat6 con --

diferentes concentraciones de endoglicoeidsed II (Miles Laboratorios Inc.) 

como está indicado en el pié de la figure fib, durante 15 min a 37°C. 
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RESULTADOS  

Cuando los polipéptidos presentes en el rotavirus SA 11 puri 

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

analizados en un gel de poliacrilamida-SDS, se observa el patrón dé la -

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

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

existencia de cuando menos 8 polipéptidos estructurales diferentes VP1, 

VP2, VP3, VP4, VPS, VP6, VP7 y VP8. En esto trabajo se empleará la no--

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

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

péptidos se observan ciertas incongruencias, principalmente en la propor 

ción relativa de éstos. Por esta razón, so decidió estudiar si existía 

alguna relación precursor producto entre los polipéptidos estructurales - 

de A 11 comparando los hidrolizados parciales do las proteínas VP1, VP2, 

VP3, vP5, VP6 y VP7 de un virus purificado y marcado con metionina 
35
S - 

cono está indicado en Material y Métodos. 1n este estudio se observó que 

los péptidos generados por quimotripsina do las proteínas VP3 y VP5 pre—

sentaban un patr6n bastante similar a diferencia del resto de los polipéE 

tidos analizados, que no me parecían entre sí (resultados no presentados). 

Para estudiar ni la similitud del polipéptido VP5 con el po--

lipóptido VP3 se debía a que VP5 era generado de VP3 por un rompimiento - 

de ente última durante la purificación, se siguió el mismo esquema de pu- 
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Figura 2. Comparación do los polipóptido» de SA 11 -
purificado de distintas maneras. Virus mercado con --
metionina35A, purificado por los do» métodos descritos 
en'material y métodos, se analizó por electroforesis. 
A) Fluorografía de los polipéptidos estructurales de 
SA 11 purificado a temperatura ambiente (carril 1) --
SA 11 purificado a 0-5°C (carril 2). O) y CO Trazos - 
densitométricon do las fluorografías de los carriles -
1 y 2 respectivamente. 

1 

VPI 

VPS 
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rificación del virus, pero haciendo todo el procedimiento a baja tempera 

tura (0-5°C). El virus obtenido en esta formapreseritabe un Patrón de - 

polipéptidos en el quo VP5 y VP8 apenas se distinguen, mientras qUe la - 

cantidad relativa de un polipéptido mayor, probablemente VP3 entsba au—

mentada notablemente (Pig. 2A y C). 

Este mismo patrón también se puede observar si el rotavirus 

SA 1.1 es obtenido de células lavadas exhaustivamente después de la infec 

ción hecha en presencia de tripsina o de células infectadas en ausencia 

de tripsina, sugiriendo que la diferencia se debla a la acción de la pro 

teasa. 

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

VP8, (62,000 d y 28,000 d, respectivamente), os similar al peso molecu-

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

VP5 y VP8 fuesen producto del rompimiento de VP3 por la acción de la 

tripsina. 

Efecto de la Tripsina sobre el Virus SA 11  

Para estudiar este efecto ne utilizó un virus obtenido en --

condiciones en que existe una mayor cantidad relativa del polipéptido 

VP3 con respecto a VP5 y VP8 (ver Materiales y Métodos) y marcado ya sea 

como motionina 
35

S o con una mezcla do aminoácidos 
3
H. Este virus se so 

metió e concentraciones crecientes de tripsina purificada (tratada con - 

un inhibidor especifico para quimotripsina, que un el principal contami-

nante de la tripsina) y ol producto de estas reacciones se analizó clec- 
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villora 3. Efecto de tripsina cobre el. virus SA 11 pu 
tiilcado. SA 11 purificado en condicionen en que hay 
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	mq/rid. 	Uesteriormente, lasca MIWMUrtart tratadar 
4nallzarn por vlectroforeni:.1. 



troforéticamente (Fig. 3). Los resultados obtenidos con concentraciones 

crecientes de tripsina sugieren una relación precursor-producto entre los 

polipéptidos VP3 y VPS y VP8. El resto de los polipéptidos no son afecta 

dos por esta enzima. 

Para explorar si este rompimiento específico de la proteína 

VP3 @o debido a la exposición de un sitio de este polipéptido e la trip--

sine, dado por la estructura del virus, se disoció la cápside externa del 

virus, mediante el tratamiento con EDTA y esta preparación se incubó en - 

presencia de tripsina. En estas condiciones se pierde la especificidad 

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

los polipéptidos VP1, 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 

VPS, se debe a la exposición de un sitio accesible a la tripsina en el po 

lipáptido VP3, dado por la conformación de este polipéptido en la estruc-

ture del virus. 

Comparación de los polipéptidos VP3, VPS, VPH  _por hidrólisis parcial y --

total 

Para confirmar la posible relación precursor-producto entre - 

VP3 y VP5-VPB se emplearon dos técnicas: 

a) De compararon los péptidos de VP3, VP5 y VP8 generados por la --

digestión parcial con dos enzimas proteoliticas: quimiotripaina 

y protoasa V8 de Staphylococcus aureus (Pig. 4 A y 8). La pro--

Rebela de los productos parciales de VP3 en VP5 y en VP8 sugiere 
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Etoura 4. Comparaci6n de los 	VPA, VP5, y 
VP8 de SA 11 por análisis de los patrones elertroforti 
cros de Ite; péptidori generados por hidr6lisis con protea 
sas. El poliptTtldo VP1 fui; obtenido de un virus no --
tratado con tripaina y marcado con metionina 355; VP5 y VP8 fueron aislados de un 

virus tratado con tripsina. A. 1) VPS, 2) Vi 	y 3) VP0 tratado, con quittotripsina. B. 1) VPS, 2) VP"f y 1) VP8 tratador. ron proteasa V8. 



que estos Gltimos poliPlptidos son generados a partir del.pri- 
mero EL hacho de `que sè encuentran bandas en VP3, 	

- 
que eetdn 
presencia 

de más de un produoto parcial en VP3 en el Imismo 'peso moleculars 
Los pocos --

.inoductos,perciales'Obtenid„,én-la hidZólisis"del polipdptido - 
NPS, - Zefiejan.PZobablementa.tUipasopesb,molécv14, así como, su 
Pobrehohteaide.:enMetieninai YagUé- la:ZediaCtivIdad incorpora-
da .a. eatePoiipiP;tidoCuandO:se marCe -COh:UnazCla de aminogci 
dos 3H,'essineilileMantemayOr•a cuando -aehaCecOn metionina -- 

5.(dates no mostrados).; 

b) Se hizo compareciówdelos mapas-  tríptiCes de éstas proteínas - 
(Fingerprinte)i gveconliste,enhacer digestienesjcon tripsina del 
polipéptido aislado y luego separare.los"péptidos 	en 
dos , dimensiones¡:la - píiMera-Separacia esta basada en las cargas 
de.los-illéptidosi:a-pii-Scide (3.5) y la.segundeuem"--el coeficiente 
de , particién -de'lstos.en.el-solvente utiliZediaen,el buffer de - 
cOrZida:HÉalaPighra''S se muestran les:MaParrIpticos do VP3, 
VP5,/-y VPS:-..:Coleo.'eepuede.observar,:los , Optidosderivados de - 
VP5'estlhtonZenidowenlea -péptidoe generedowpor las hidr611.-- 

mapatrIPácti,deVP8 hay dos pdpti-
dos'MUY'bfinuee(foiegZafía:nO Mesrada) . gue;ae.esquematizan en - 
la figura»5 W y' que se ̀encuentran también en VP3. Estos resta--
tados-cOnfirman:qmel„ polipéptidos'VP5.y VPS,son productos de 
vP3.- - 

Estudios de lais:Prot¿InasGlicosiledas  

mo se mencionó en la intrOducCién, haeldOportado que el 

polipdptido VP7 está glicosilado. Cuando se hace una infaccidn en presen 

cia de glucosamina 31i o de mansa 3H se puedo observar que el Gnico poli- 
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Figura 5. A) Mapas tripticon de los polipéptidos de 
SA 11. 1) VP3, 2) VP5. 13) Diagrama do los mapas 
trípticos. 1. Péptidos de VP5; e péptidos de VP8j 
O péptidos de VP3. 
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péptido estructural que incorpora éstos isótopos es el polipéptido VP7 

confirmando los reportes anteriores (Fig. 6 A). 

Los carbohidratos de una glicoproteína pueden estar unidos --

a través de enlaces 0-glicosídicos o N-glicosídicos. En las glicoproteí-

nas vírales solamente se han encontrado mancos N-glicosídicos, donde 

siempre una molécula de N-acetilglucosamina esté unida covalentumonte a - 

un residuo de asparagina que se encuentra dentro de la secuencia -Asn- 

(trs) x-(50r). Existen 2 tipos de cadenas N-glicosídicas en todas las glicopro 

teínas vírales que se han estudiado hasta ahora, un tipo llamado de "al-

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

"complejo" que contiene además galactosa, fucosa y ácido siálicos. Ambos 

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

continúa 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 glicosídican, que generalmente permiten - 

distinguir el tipo de glicoproteína: La ando -N-acetilglusaminidasa H 

o Endoglicosidama H aislada de Streptomicos  22, que hidroliza preferente-

mente las glicoproteínas de alta ~osa; y la endo -N-acetilglucosamini 

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

mente hidroliza las glicoproteínas complejas (53). 

Para estudiar que tipo de cadena glicosidica es la que se en-

cuentra en el polipéptido VP7 y la migración do ente polipéptido no glico 

salado, se trató un virus purificado, marcado ya sea con motionina 35S o 
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Piqura 6. A) Electrofsrenis del virus SA 11 murcado con metiunina 35S lenvri1 1) ,.1ru 
mareadg con ulucouamina H (carril 2). Ti) El virus SA 11 purificado y marcado con telf,  
nfna 359i. ncubó con: endoglicosidama II (pn 15 mm n a Me): 1) sin 	 cc 
cf.25 U1/m1; 3) 1.25 UI/m1 y 4) 2.5 UT/ml. 
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con manosa 
3
H con diferentes concentraciones de endoglicosido§á il. Estos 

resultados se observan en la Fig. 6 B. Cuando el polip6ptido VP7 está --

marcado con manosa 3H y es incubado con la endoglicosidasa H, la banda --

correspondiente a VP7 desaparece (datos no mostrados); cuando ésta pro--

teína está marcada con metionina 
35

S ue observa que su movilidad electro-

forética aumenta. Dada la especificidad de la endoglicosidasa H, estos 

dat04 sugieren que las cadenas glicoeldicas de la glicoproteína 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 más rápido que VP7, con la movilidad observada 

para VP7 después del tratamiento con endoglicosidasa H, llamada VP7a, pro 

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 patrón muy similar (Fig. 7) de 

acuerdo con lo sugerido en experimentos preliminares por Mason et al. (44) 

quo se proponen que VP7a es un precursor no glicosilado o en distinto es—

tado de glicosilación del polipéptido VP7. 

Distribución de los Polipéptidos en la Capa Externa y en la Capa Interna -

del virus  

Se ha reportado 48 que VP5 y VP8 so encuentran únicamente en - 

partículas de doble cápside ("livianas") y VP3 y VP4 se encuentran en par-

tículas sin la capa externa ("penadas"). Por opto resulta do interés ana-

lizar la distribución do lou polipéptidos del rotavirus SA 11 purificado - 



 

4 
Figura 7. Comparación do los péptidos generados por 
hidrlisis con proteasas do Ion polipéptidos VP7 y VP7a 
del virus SA 11 purificado y marcado con metionioa 35S. 
A. 1) VP7 y 2) VP7a tratadon con quimotripszna. 
13) 1) VP7 y 2) VP7a tratados con proteasa V8. 
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en ausencia de tripsina para evitar el rompimiento de VP3. 

Se disocié la capa externa del virus mediante el tratamiento 

con EDTA y se separaron las partículas de una sola cápside (11.,,  1.39 --

g/cm
3) de las proteínas de la capa externa (Cm. 1.30 g/cm

3) centrifugan-

do a equilibrio en CsCl y estas dos fracciones se analizaron en gafes de 

poliacrilamida-SDS. En la Fig. 8 se observa que los polipéptidoa VP3 y 

VP7 satán asociados con las partículas de doblo cápside y son liberados 

al tratar el virus con EDTA, mientras quo los polipéptidos VP1, VP2 y --

VP6 están presentes en las partículas de una sola cápside, a diferencia 

del reporte donde se menciona que VP3 está en la cápside 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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Figura 8. Polipéptidos en el vIrwl r1 doble cápside 
(carril 1) cápside externa (carril 2), y virus de una 
sola cápside (carril 3). Virus 8A II marcado con una -
mezcla de 	

purificado evitando In acción de la 
tripsina, fue tratado con EDTA y lúe, polipéptidon li- 
berados fue- 	separados de 	paitfeulas do una so- 
la cápside por centtifugaci6n a equlllbrio en CmCl. 
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DISCUSION  

El análisis cuidadoso de la composición de polipéptidos del - 

rotavirus SA 11, indica que la estructura del viri6n es más simple de lo 

que se había reportado anteriormente. Estos estudios habían indicado la 

existencia de ocho a diez (42,43,48,49) polipéptidos en las partículas - 

purificadas. 

En este trabajo se demuestra que los viriones de SA 11 están 

conatituídos, muy probablemente, de sólo cinco polipéptidos: VP1, VP2, 

VP3, VP6, y VP7, de los que VP3 y VP7 conforman la capa externa y que --

los polipéptidos VP5 y VP8 observados anteriormente son producto del rom 

pimiento por tripsina del polipéptido VP3. 

El polipéptido VP4 reportado por Smith et al. (49) sólo se - 

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

(44); y adn 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 correlación fuerte con el polipéptido VP3 de Meso et al. (44) o 

13 de Smith et al. (49). Se ha llamado así, ya que cuando ocasionalmen 

te se observa una cuarta banda entre los polipéptidos mayores, ésta mi--

gra debajo del polipéptido que es procesado por la tripsina. Sin embar-

go es dudoso considerar al polipéptido VP4 como un componente eatructu--

ral del virus, ya que en experimentos preliminares hemos observado que - 
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al tratar el virus con quimotripsina se produce un polipéptido con una - 

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

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

dimiento viral, t.enen esta actividad contaminante (46). 

En algunos reportes en los que ea observa el polipéptido VP5 

de SA 11 no mencionan que se utiliz6 tripaina durante la infección, pero 

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

vertido en un procedimiento común. Otra-posibilidad es que en algunos - 

laboratorios se utiliza tripsina para subcultivar las células y este rom 

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

puede descartar la posibilidad de que exista una proteasa celular capaz 

de cortar pequeñas cantidades de VP3, ya qua aún en las preparaciones 

más cuidadosas de SA 11 se pueden observar trazas de VP5 y VP8. 

Como se había reportado (48) el polipéptido VP7 es una glico 

proteína que contiene en su cadena glicosidicn glucosamina y manosa. Al 

incubar esta glicoproteina en presencia de andoglicosidasa H, disminuye 

1, 

	

	 el peso molecular de este polipéptido, y los carbohidratos que se habían 

incorporado son liberados, lo que sugiere, dada la especificidad de esta 

enzima, que se trata de una glicoprotefna con cadenas glicosfdicas del - 

tipo de "alta manosa"; sin embargo, no se determiné si esta glicoprotef-

na es resistente a la endoglicosidasa D (quo generalmente corta las cade 

nan glicouldicas "complejas) lo que permitiría especificar el tipo de --

cadena glicosídica de este polipéptido. 

• 
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El polipéptido VP7 al ser tratado con endoglicosidase II migra 

electroforéticamente a una posición muy similar a cercana a la de VP7a. 

Este último polip6ptido podría ser el precursor no glicosilado o un pro—

ducto intermedio menos glicosilado generado ya sea durante los papos de - 

biosíntesis de esta glicoproteína o por degradación (el quo VP7a oca un 

componente indispensable de lan partículas virales queda por ser demostra 

do). Para mostrar cual es el precursor no glicosilado del polipéptido --

VP7 en necesario hacer experimentos de pulso y caza en los que sea posi--

ble observar la transición de este precursor al producto final. 

En nuestras preparaciones de virus, al igual que en lan de --

Rodger et al.' (48) no se observa el polipéptido VP5a reportado por 

Mason et al. (44); en vista del origen de VP5 es posible que VP5a sea un 

producto de rompimiento de un polipéptido mayor por otras proteasas, que 

se encuentren como contaminantes de la tripuina empleada para aumentar el 

rendimiento del virus. 

El análisis de lospolipéptidos de SA 11 de Smith et al. (49) 

aparece un polipéptido pequeño en bajas cantidades llamado 0
4' 

esta pro--

teína no se observa en nuestras preparaciones de virus purificado, pero - 

se observa en gran cantidad en las células infectadas (49, Arias C. datos 

no publicados) por lo que es posible que nu presencia en el virus purifi-

cado se deba en una pequeña proporción de partículas virales con polipép-

tidos no estructurales, como contaminanteo. 
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Por traducción in vitro do los mensajeros de SA 11 (44) o del 

RNA viral desnaturalizado (49) no se observan, los polipéptidos VP5 y VP8, 

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

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

mentos do RNA del virus por los polipéptidos que codifican, se observé -- 
4 

que el segmento 5 de RNA codificaba por el polipéptido Ola  (que también - 

se encontraba en células infectadas, pero no en el virus purificado); y - 

y4 que este polipéptido era considerado como el posible precursor de 01  - 

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

proteína estructural. Este trabajo sugiere 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 de diferentes especies (50, 

A 
	

61-64). Es posible que el rompimiento de un polipéptido mayor, sea un --

mecanismo general para aumentar la infectividad de estos virus ya que la 

mayoría de los rotavirus que han sido analizados contienen un polipéptido 

con una migración electroforética similar al polipéptido VP5 de SA 11 

(41-48,50,51). 

El rompimiento específico observado en este trabajo es simi-

lar al que ha sido observado con las glicoproteínas F y HA de los paraxi-

movirus y mixovirus respectivamente que se requiere para obtener virus --

infecciosos actuando, probablemente, al nivel do la penetración del virus 

a la célula. En muchas células existe una proteasa en la membrana quo ac 

tiva al virus, puro generalmente las células de líneas no contienen estas 
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proteasas y el virus es incapaz de penetrar y por lo tanto de replicarse, 

al menos de que se agregue una proteasa exógena (65). Recientemente se 

ha descrito la formación de liposomas que contienen el polipéptldo Ha del 

virus de influenza y se ha demostrado más claramente que el rompimiento - 

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

• 	
lacélula huésped y por consiguiente en la penetración del virus en la cé-

lula (6(,). 

Se ha demostrado que el extremo amino terminal generador por 

el corte de la proteína Fi de los paramixovirus y ItA2  de los virus de in-

fluenza tienen bastante homología en su secuencia, y que oligopéptidos --

sintetizados químicamente, que mimetizan la secuencia de estos extremos - 

N-terminales, son capaces de inhibir la replleación de estos virus en cul 

tivo de células. Estos inhibidores han sido sugeridos como novedosas ---

herramientas en el control de enfermedades vivales (65). 

Aunque los experimentos de marca con azúcares radioactivos y 

los experimentos con endoglicosidasa H indican que el polipéptido VP3 no 

es una glicoproteína, es posible que la activación por tripsina observa- 
• 

da en rotavirus sea similar al descrito para los pesamixovirus y los mixo 

virus. Sin embargo para poder hacer una analogía, es necesario hacer es-

tudios más extensos, como el de explorar la capacidad de algún péptido --

proveniente de VP5 6 du V111 para inhibir In infección por rotavirus SA 11 

en cultivo de células y un posible acción en animales experimentales. 

Se ha observado que la infección asintomática por rotavirus - 

en muy frecuente en neonatos (613,69). Un alto porcentaje de neonatos que 
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son infectados por rotavirus no presentan diarrea, aunque excretan virus 

en las heces, pero en menor cantidad que los niños mayores quo presentan 

diarrea por rotavirus (69). Los intentos de relacionar la infección --

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

y no existe una explicación simple de este fenómeno. El requerimento de 

• 

	

	
los rotavirus por la tripsina u otra proforma para producir una infección 

eficiente podría explicar este fenómeno, al la actividad de tripsina y - 

otra§ enramas pancreaticas se encuentra disminuida en humanos durante --

loa primeros días de vida, como sucede en algunas especies de mamíferos 

(71). 

Es un hecho ampliamente aceptado la protección del calostro 

de la infección por rotavirus (31X38% de len niños alimentados con leche 

materna sufrieron infecciones por rotavirun versus, el 87% de casos de - 

A 

	

	 infección entre los niños alimentados con otro tipo de leches) (68). Es 

ta protección ha sido explicada por la prenencia de anticuerpos anti-ro-

tavIrus en el calostro (72). Sin embargo os posible que en esta protec-

ción también tengan un papel importante Ion inhibidores de tripsina pre-

sentes en el calostro (70). 
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