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INTRODUCCION

Los rotavirus son uno de los principales arentes causantes
de diarrea en humanos y otros mamiferos (1,2,3).

La primera publicncién de infeccidn por rotavirus aparecid
en 1943 cuando Light y Hodes (4) describieron cue la diarros
se podia trasmitir entre terneras utilizando filtradoe de

heces de humanos. Mebus et. al. (%), ¢n 1969, logré trasmitir

la enfermedad en animales experimentules, inoculando oral o

intraduodenalmente filtrados de heces. La caracterizacién de

éstos virus mostrd gue eran similares al grupo de reovirus
en cuanto a su forma y a algunas propieduades yuimicas, auncue
no estaban relacionados serologicamente,

En estudios posteriores Bishop et. al. (6), tomando
biopsias duodenales de ni:ios con gastroenteritis, encontré

vesiculas citopldsmicas conteniendo un sran nirero d: particulas

virales semejantes a

las descritan en turneras. dutos'virus,

a diferencia de los reovirus v los orbhivirus precentaban una
capa externa bien definida. Lk4s tarde apnrecieron estudioc
de éstas purtfculas nemejantes a reovirus y a orbivirus
encontrudas en gran cantidad en las hecen ‘e un pron admero
de especius animalen (7,8,9), ¥y se osugirid que dutop virus

debfan sor incluidos como un grupo en un mismo génrro dentro

ety



de la familia Reoviridae. Flewett (10) demostré la similitua

serolégica y morfolégica entre virus de gastroenteritis

aguda de humanos y terneras y sugirid el nombre de rotavirus.
Posteriormente lecatsas et. al. (11,12) sugirié que ol

agente 0, nislado de lavados intestinales de ovinos y bovinos,

y el virus SAll, aislado do un lavado roctal de mono, debian

per incluidon dentro del grupo de los rotavirus, Existen

evidencias de gue el virus EDIM, de. ratones recién nacidos,

pertenece también al grupo de los rotavirus (13). Posteriormente,

estudios comparativos han demostrado que los rotavirus de

humano, ternera, cerdo, borrego, venado, SAll y EDIM son

morfologicamente indistinguibles entre si (14,15,16).
Ios rotavirus estdn formados por un rmenoma oue consta

de once sogmentos de RNA de¢ doble cadena con nesos moleculares

desde aproximadamente 2)(106 [ 0.2:106, ¥ oue se encuentra

recubierto por dos capas protefcas. las particulas completas
presentan un didmetro de 70 nm. En las preparaciones de
rotavirus también se encuentran frecuentemente particulus

de 60 nm que corresponden a virus sin capa externa (17,18);
éstas particulas pucden separarse de las particulas completas
por centrifuracidn isop{cnicn en gradientes de CsCl. La

particula completa progenta una densidad de 1.36 g/ml y la
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particula sin capa externa una donsidad de 1.38 g/ml (19).
los polipéptidos estructurales pertenecientes a la capa
externa e interna del virién se han curacterizado en distintas
especies (20,21,22,23), sin embargo los diferentes estudios
son conflictivos en cuanto 2l nimero do polipéptidos (que
varia de 5 a 10), como en el peso molecular de los miomos.
Entre las activiéades presentes en el virién se ha
descrito 1la presencia de una RNA polimerasa RNA dependiente
(24,25), 1la cual se activa al aquitar la capa externa. También
ge ha encontrado cue preparaciones de rotavirus de ternera
uglutinan eritrocitos de varias especios, y que un componente
de 1la capa externa es el responsable do la hemaglutinacién (26).
Existen varios estudios sobre las relaciones antigénicas
entre rotavirus de distintas cspecien, se¢ ha demostrado
aue rotavirus de distintas especien cruzan por pruebas de
fijaci1én de complemento e inmunofluorenconcia (27,28),
indicando la presencia de un anti{geno do grupo. AdemAs del
ant{~eno de rrupo existen anti{genos eanvcie-especificos,
demontrados por pruebas de neutr:lizacidn e inhibicién de
1a hemaglutinacién (29,30). La localizncidn de éstos dos
tipos ce antirmenos se ha demostrado por inmunomicrosconia

electrénicn (31). Los uantigenos de grupo se encuentran




nm’ms

en la capa interna y los antigenos especie-especificos

en la capa externa.

La morfogénesis de los rotavirus de distintus especies
se ha observado en cultivo de células (32,33,34,35,36): existe
variacién en el tamafio de particulas virales encontradas en
los diferentes estudios, sin embargo todos coinciden en
describir la acumulacién de material denso granular (viroplasma)
préximo a vesiculas de reticulo endopldsmico rugoso en
cuyas membranas parece ocurrir el ensamble de particulas
virales. Bstas particulas probablemente adquieren la capa
externa a través de un proceso de gemacidén al entrar al
reticulo endoplédsmico. Tos datos sugieren que la formacién
del virus se da a través de particulas subvirales intermedias,
completandose la maduracién al entrar 4atas al Ylumen del
ret{culo ondoplésmico.

Aunague recientemente se ha podido crecer an cultivo

un virus aislado de humano (cepa Wa) (37), se na utilizado

en enste trabajo, como modelo, el rotavirus de simio SAl},

el cual es morfologicamente indinq}nguible del rotavirus
humano y s8i crece en varias l{neas celulares.
El anfilisis de SAll purificado ha demostrado que la

capa interna de éntos virus estd formadan por tres polinéntidoo
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(VP1, VP2 y VP6) y la capa externa por dos polipéptidos
(VP3 y VP7) (38). El polipéptido VP3, por accién de la
tripsinn, se rompe para dar dos polipédptidos denominados
VPS5 y VP8. Este rompimiento produce un aumento de 1la
infectividad del virus on cultivos celulares (38). El
polipéptido VP7 es‘una ¢licoproteinn con cadenas glicosidicas
del tipo alta manosa ya que es sennible a digestién con
endoglicosidasa H (39,40). La proporcién de VP7 glicosilado
y no o parcialmente glicosilado {pVP7) presente en el virus
puede variar de una preparacién a otra (Fig. 1B y C).

En extractos de células infectadnn se ha encontrado,
adamds de éstos polivépntidos estructurnles, 6 protefnas no
estructurales (NCVPl, NCVP2, NCVP3, NCVP4, NCVP5 y NCVPE)
(Fiz.1A). Los polinéptidos NCVPS y NCVP6 son glicoproteinas
con cadenan glicosidicas del tipo alta manosa (39). ILa

. . . . . £

infeceidén con SAll en preaencia do tunicamicina (i dor
o —

de la

glicosilacién) ha permitido la observacién de los
precursores no glicosiladous de las proteinas VP7, NCVPS y
NCVES (39).

En virus con membrana lipidica, todos los cuales
contienen glicoproteinas, éotas son trunaportadas del

reticulo ondopldnmico a la membrann citoplasmitica, a través




del amparato de Golgi, como proteinan insertadas aé membranad
de veuniculas (41,42). Es posible ouoc las glicoproteinas
de SAll no sean transportadas a la membrana citqplasmética
8ino que todo el proceso de maduracién del virus ocurra en
el reticulo endoplésmico.

Siendo los rotavirus los udnicos virus conocidos que
a pesar de pregentar glicoproteinas del tipo N-glicosidico
en su superficie, no contienen una membrana con lipidos,
constituyen un modelo Ynico para el entudio del papel de
las glicoproteinas no insertadas en membrana en el ensamble
de los virus.

Los inhibidores de la glicosilncién se han empleado

para el estudio del papel bioldgico de las glicoproteinas

en varios sistemas. Uno de los inhibidores mds utilizados

es la tunicamicina. Bn las glicoproteinas, donde los

oligosacAridos se encuontran unidos . la nroteina a través

de un enlace N-glicosidico, la tunicamicina &l innibir la

formacién de intermediarios N-acetilpglucosamina-l{vido,

uue actdan como donadores de ardcar en la cadena naciente

de la protei{na, bloruea por comnleto la glicosilacidn (40,43).
Exintan varios ejomnloa en 1la literatura sobre el

rapel ~uo tienen las glicoproteinas en lu tormncidédn de los




virus oon envoltura lipidica (44,45,46,47). Estos virus
adquieren su envoltura por un proceso de gemacidn en la
superficie celular.

En el virus de estomatitis vesicular y en los alfavirus
Sindbis v Semliki Porest se ha encontrado que al inhibir
la glicosilacién no se lleva a cabo ol ensamble de viriones
y que dsto oo debido a que las protefnas no glicosiladan
6o agregan on reticulo endoplémsico (44,46,47,48).

En el fowl plague virus se ha encontrado que al inhibir
la glicosilacién no se lleva a cabo el encumble de particulas
virales y que ésto es debido a cue la sintesis de 1a
hemaglutinina de éstos virus, en su forma no glicosilada,
es muy sensible a proteasaus celulares (46).

En el virus influenza, al inhibir la glicosilacién, si
se lleva a cabo ¢l ensamble de viriones, pero éstos no
rresentan actividad homasglutinante (48).

También se ha observado que la formacién del virus del
Sarcoma de Rous ocurre al inhibir la glicosilacién, aunque
las varticulas ensambladus presentan muy baja infectividad (46).

¥n este trubajo se llevd a cabo el estudio de particulus
virales dintracelulures, sintetizadas durunte la infeccién
con rotavirus SAll y se detrmind el efecto de la innhibicién

de la glicosilacién pobre el ensamble de éotas particulas virasles.
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"MATERIAL Y METODOS:

VIRUS:

El rotavirus de simio SAll, adaptado a crecimiento

en cultive de células, se obtuvo del Or. H.H. Halherbe de

la Universidad de San Antonio Texas.

CULTIVO DE CELULAS:
El rotuvirus $SAl11l se crecié en unu linea de cédlulas

opiteliales de rifién de mono, MAlO4. Las células fueron

crecidas a 37°C y bajo 5% CO2 en medio minimo esencial de

Eagle (MEM) con 250 ug/ml de penicilina, 50 ug/ml de

eotreptomicina y 10% de suero bovino fetal como se ha descrito

anteriormente (23).

PREPARACIdN LE PARTfCU]AS VIRALES D& 3A11 HARCADAS RADIOACTIVAMENTE:

Las monocapas confluentes de células #AlO4, en frascos
de plAstico de 25 cmz, se lavuron dos veces con soluciédn

amortiguadora fosfatos-salina (PBS: 13bmM WaCl, 2mN KC1,

8mM NaEHPod' 1mM KH2P04' 0.9mM Ca012 y O.4mN MgClz) y se

infectaron con virus SAll. El virus se dejé adsorber
durante 1 h. a 37°C. En todau las preparaciones se utilizé
tripsina (Difco 10 mg/ml final) durante el perfodo de

adsorcién del yirus a la cédlula, para aumentar el rendimiento

del virus on cultivo (38).




En todos los experimentos las células infectadas se
marcaron con 3q§—metionina inmediatamonte después del
perfodo de adsrocién. Para ésto, las células se lavaron tres

veces con PBS y se incubaron con KEM con bajo contenido

de metionina (0.3 mg/ml) y 50 mCi de 3
NEN Corp.).

S-L-metionina (500 Ci/mMol

£n los e*perimentos en los cuales se apregd tunicamicina
ésta se afladié en el medio a une concentracibén de 5 ug/ml.

El cultivo de células infectadas fud cosechado 1las
2 h. post-infeccidén, a menos aue 3se indigue otra cosa, y los
lisados se extrajeron en seguida con un vélimen igual de
trifluorotricloroetano. Posteriormente lus partfculas en
la fase zcuosa (0.5 ml,)se sedimentaron en un gradiente
continuo de sacarosa (155-45% en solucidén umortiguadora

TS¥: 0.01M Iris-hidroximetilaminoetuno, 0.15K NaCl y
0.001X MgCla6H20 pi 8.2) centrifuguando u 24 (000 rpm durante

90 min., a 5°C en el rotor 3W40 de lum ultracentrifuga
Beckman.

Después de la centrifugacién se recolectd ol pgradiente
¥ una alicuotu de caldz fruccidn ge procipitd con Acido

tricloroacédtioo (TCA) al 5% y se detormind la radlioactividud

incorpornidn en el material TCA insolublo.
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PURIFICAOIéN DE VIRUS MARCADO RADICACTIVAMENTE:

1ag monocapas de células MAl1O4 se lavaron dos veces con
PBS y me infectaron con virus $All. El virus se dojd adeorber
durante 1 h, a 37°C en presencia de tripsina (10 nug/ml final).
Al término de ésto periodo las céluluuy go lavaron con MEM

libre de fosfatos y posteriormente so inoubaron con MEM

libre de foafatos y 500 uCi de 3%ﬁ—ortofosfato (10mCi/ml
NEN Corp.).

El cultivo de células infectnadas se coseché después de
observar efecto citopdtico 7 se extrajo con un voldmen
igual de trifluorotricloroetano. El virus on lz fuse acuosa
se precipité con &% (peso/vol) de polietilenglicol 600
(Union Carbide). El precipitado se resuspendié en 200 ml
de solucidén amortiguadora TSHK y Se sedimentéd on un gradiente

continuo de pucarosa (15%-45% en TSM) centrifugando a

24 000 rpm durnnte 90 min. a 5°C en ol rotor SW4A0 de 1la
ultrécentrifuga Beckman. El gradiente se recolecté y una
alicuota de cada fraccidén se precipitéd con TCA 5: y se
determind la radioactividad incorporadu en el material TCA

insoluble, toman:do las fracciones correnpondientes al virus,

ELECTHOVORESIS:

Las fracciones de los —radientos de nncarosa correspondientes
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a partfculas virales se centrifugaron a 100 000 rpm durante

45 min. en ol rotor Al100/30 de la ultracentrifgga Airfuge

de Beckman. El precipitado resultante se disolvié en solucién

amortiguadora de muestra de Laemmli (49Y) y las proteinas

se disociaron tratandolas 2 min. en un baflo de agua hirviente.
Los polipéptidos se analizaron por electroforesis en

gel de acrilamida—SqS de acuerdo al método descrito por a

Laemmli (49), (11% peso/vol acrilamida- 0.3% peso/vol

bis~acrilamida) utilizando como solucién amortiguadora

Tris-glicina pH 8.8. Se corrifé a 10 mA en el gel concentrador

y a 20 mA hasta gue el azul de bromofenol salié del gel

separador.

10os geles se procesaron para fluorografia de acuerdo
anl método descrito por Bonner y Laskey (50). Las curvas
densitométricas de los fluorogramas so hicieron a 600 nm

usando un espoctrofotometro Gilford 250 con un transportador

lineal Gilford modelo 2410s.

HEMAG LUTINACION :

Una alicuota (50 ml) de las fracciones de los gradientes

de sacarosa correspondientes a particulas virales se utilizS

para detorminar actividad hemaglutinante.

Se utilizaron diluciones 1:2 en edlucién amortigundora
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fosfatos-oalina pH 7.8 conteniendo albdmina al 0.5%.
Las diluciones se incubaron con un voldmen igual de una
~ duspensidén de eritrocitos humanos del grupo 0 al 0.5% en
PBS durante 1 h. Los titulos se expresan como el reciproco

de la méxima dilucién positiva.
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RESULTADOS:

I.PARTiCULAS VIRALES INTRACHELULARES EN CéLULAS INFECTADAS
CON SAll.

Los estudios de cinética de crecimiento de SAll ¢n
cultivo han mostrado -rue la produccidén de virus infeccioso
empieza a las 6 h. post-infeccién, el efecto citopdtico se
detecta a las 8-10 h. y es mldximo entre las 24 h. y 48 h.
(35,51).

Para determinar gue tipo de particulas se encuentran
en células infectadas con 3411 al final del proceso de
infeccién, se analizaron extiractos celulures, marcados con
37 -metionina, por centrifugacidén en sradientes de sacarosa.
Este anilisis mostrd la presencia en los extructos de dos
tipos de particulas con coeficientes de sedimentacidn de
5505 y 4503, uproximadamente (#iz.2). =1 andlisis de los
polipéptidos en los dos tipos «de particulas eancontradas se
muestra en la Fig.3; se pudu obuervar gue las particulas
de 5505 (Pig.3A) corres onden o virus madurds ya aque contienen
tanto los polipéptidos e cunu interna (Vel, VP2 y VPb) como
los de capa externa (VP3 y V27); en cambis, lus nurtf{culas

de 4503 (Fig.3B), estin formaduas por lous mismos polipéntidos

del virién completo excepto que el polinéptido VPl se encucntri
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en menor proporcidn y ademds presentan un polipéptido con 1la
migracién electroforética del polipéptido no estructural
1lamado NCVPl. En la Pig.4 se muestran las curvas densitométricas

de los polipédptidos presentes en los dos tipos ue purticulas

descritas, obtenidas de otra preparacién.

Las partfculas de 5503 presentan la densidad del virién
y al microscopio electrdénico se puede observar vue tienen
1la morfologia caracterfistica del virus maduro (Luis Padilla,
datos no publicados). Las particulas de 4505 prescntan una
densidad de 1.33 g/ml y en el microscopio electrédnico
aprecen como particulas con capa externa pero vacf{us, aparentemente
sin RNA (Iuis 7adilla, dztos no publicados), Ambas puarticulas
presentaron una actividad hemaglutinante similar.

Las proporciones en que se encuentran los dos tipos
de particulan descritas varia en cuda prepuracién y es

posible obtener alpgunos extractos que pretentan solo virus

completo (5503).

II.PARTICHLAS VIRALZS SINTETIZADAS AL AGREGAR TUNICAMICINA
DESDE EL INTCTO JE LA INFECCION.

Se hn demostrado en una gran variedad de sistemas que

1la tunicamicinn interfiere en la glicosilucién de glicoproteinas

ain afectur otroc procesos celulares (%2,%3,54). Pura
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analizar el efecto de éste antibidtico sobre la formaciédn
de virus maduro, se llevé a cabo la infegcién agregando
tunicamicina durante el periodo de adsorciédn y manteniendola
durante todo el proceso de infeccién. El andlisis de los
polipéptidos presentes en los extractos de células infectadas
en presencia de tunicamicina mostrd que en presencia de
este antibidtico solo se lleva a cabo la sintesis de la forma
no glicosilada del polipéptido NCVPE5 (pNCVPS) (¥ig.bH).
Posteriormente se analizaron por sedimentacién las part{culas
formadas, marcadas con 3?@ -metionina, utilizando como
marcador interno virus purificado marcado con 3%ﬂ. kn éstas
condiciones se observé la presencia, en los extructos, de
dos tipos de particulas, con coeficientes de sedimentacidn
de 5005 y 3705, aproximadamente (Pig.6).

El anAlisis electroforético de los polipéptidos preusontes
en cada una de las purtf{culas mostré que las particulus
de 500S (Fig.7A) presentan solo los polipndptidos de capa
interna (VP1l,VP2 y VP6), mientras cue las particulas de
3705 contienen tumbién los polipéntidos de capa interna
(Pig.7B) pero en éston el polipéptido VPl se encontréd en
menor proporcidn y se pudo observar udemis el polipdntiuo

de migracidén irual al polipéptido no estructural NCVP1,
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observado en las particulas de 4508 en las infecciones sin
el antibidtico. En las particulad de 370S se observa
también un polipéptido con ﬁayor migracién que VP2 el cual
ha sido descrito recientemente en la literatura como un
prcducto de degradacién de VP2 (55).

Ninguna de éstas particulas presenté actividad hemaglutinante;
ambqe tipos do particulas corresponden a aguellas observaéas
en infeccioncs_normales, pero desprovistas de la capa
extorna, formada por las proteinas VP3 y VP7. La ausencia
de particulas con capa externa sugiere que la glicosilacidén
de una o méds proteinas virales es indispensable para la

adouisicién de ésta capa en SAll.

III.PARTICULAS VIRATES SINTETIZADAS AT, AGREGAR TUNICANICINGA
A LAS 2 H. POST-INFECCION.

En algunos experimentos 1llevadosz u cabo en el laboratorio
se habia observado cue al agregar tunicamicina despuds de
las 6 h. post~infeccién no se inhibia la formacién de virus
maduro, y cue éste aparecia con una cantidad del polipéptido
VPT glicosilado aprentemente normal. 3in embarpo, cuando la
tunicamicina se agregaba a las 2 h. pont-infeccidén, también

8e llevaba u cabo el ensamble de virus completo, nero en éste
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caso el virus contenia casi exclusivamente la forma no
glicosilada del polipéptido VP7 (pVPT7).

En bese a éstos datos se llevd a cabo la infeccidn
agregando tunicamicina a las 2 h. post-infeccidn, y se
analizaron las particulas formadas por centrifugacién en

gradientes de sacarosa, utilizando como marcadoxr interno

virus purificgdo marcado con B%E (Pig.b). Este anélisis mostré

aque en éstas condiciones se lleva a cabo el ensamble de tres

tipoéﬁdé"particulas con coeficientes de szedimentacién de 550S,

4508 y 3703, la primera de ellas con un coaeficiente igual al

del virus maduro.

Al determinar la composicidn de polindntidos de cada
unn de &stas particulas, por electroforesis en gel de
acrilamida-3DS, se encontré cue las particulas de 5508
presentan lon polipéntidos corresnondicntes a un viruse maduro,

pero el polinéptido VP7 se encuentra en s forma no glicosilada

(Fig.9). Las particulas de 4505 también vresentan los

polipéptidos del virus completo con la forma no glicosilada

de VP7, pero el polipéptido VPl se encuentra en menor

proporcién y ademids presentan el polipéntido de¢ migracién

igual al polipéptido no estructural HCVPL. En lao particulas

de 3705 solo se encuentran los polivéptidos de canu internza, de éstos
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VPl se encuentra en menor proporcidén y ademis presentan el

polinéptide de migracidén igual a NCVP1.

Estos axperimentos sugirieron cue 3i se permitia la
sintesis de glicoproteinas en las primeras horas de infeccién

se posibilitabn la formacién de virus con capa externa,

auncue ésta ne formase con la proteina no plicosilada del

polipéptido VI,

Para obgervar en nue momento durante la intfeccidn
uparecen particulas conteniendo la cipa externu, se llevd a

osbo la infeccidn arresando tunicamicina u ias » h. post-

infeccién y cosechando nosteriormente lamn célulnn a diterentes

tiemposn., En la Pig. 10 se muestra rue 1a nintesis

de las tres

particulas descritas contindn <dn c¢o gpresencia de tunicamicina.
Las partfculan de 4505 sc encuentrim en mavor c:intidnd cue

las de 55035, nin embargo las proporciones de ambns varia
en ditintas [reparaciones.

a
A}

dstun partlculas se lea determind actividad heasgtiutinante
enconirundn sue aunyue las partfeuins con capn ey lerun

contiuvnen i lorme no :licosiladn de VIY7, srezonl:ur uni

actividad hemyrlut innate copoe{tien simotor ol viridn (Tabla 1),
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Pig. 2

o . 35 40
No. de fraccién

Purificacién de particulas 1ntr-celul£rcs sarcadas
con metionina-~ 835.

¥onocapas de células ¥A104 se infeotaron con 3All. El
virus se dejd adsorber durante 1 H.”a )7°C. Después d!S
§8ts periodo las célulan pe maroaron con metionina- 3

y =e¢ cogecharen a las 24 h. post-infeccidn. los oxtractos
celulares, tratados con trifluorotricloroetanc, oe :
centrifugaron en un gradiente nontinuo de sacarosa. Uns
alicuota de oada fraoccidén me precipitd con TGA 55 y ne

.midié 1a radicactividad incorporudu,
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Fig. 4 Curvan densitométricna de la fluorografin ae los

pollvfptidos presentes on luo purtfculas de 5508 v 45035

Ae Particulan de 9503

B. Part{culas de 4903, sl polipéptido HCVPl

aprecs como un hombro en ol pico Jdel polipéptido VEL
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No. de fraccidn

Efecto da ln tunicumicina on nrl enoaable ‘e partfculas viralen,

Se agregd tunicamicing al .o its turunte el perdiodo de
adsorcidn y ds infuccibdn gua A1L. lus cédlulas se
aarenron con metioninn-5"" derjudn del perfndo e
adsorcidn y oo conechuron a lun 54 h, post-infeccidn.

Tog extractaon celuleres une centrifusgnron en un grodiente
continuo e pacnroge uai}&zundn cono murcedor virus

mird ficudo marcado ¢an P27, Unw aldecuats de cude fruceidn
t.0 precipitd aon TcA;S F one nddid b vetionctiviad

incorpnradn, e-e R o -0 p ¥
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n dag 2 n, portojafrecibn, Jar e/1lulur se mareuy.r
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Fig. 10 Sintesis de rarticulas intracelulares en

presencia de tunicamicinga (2 n. pont-~infeccidn)

Las células infectadsas 8e marcaron con 35
después del perfodo de adoorcién. la tunicamicina
8e agreglé al medio a las 2 h. post-infeccién

Y el virus se coseché en culti

V08 independientes
a los tiempos indicados,

Los extracton celulares
tratados con trifluorotricloro

etano sc¢ analizaron
como se describid en 1g Pig. 2

S -metionina

A. 6 h. post-infeccién

B. 10 h. post-infeccién

C. 24 h. post-infeccién
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Tabla I

Actividad hemaglutinante de las particulas virales sintetizadas

en ausencia (-) y presencia (+) de tunicamicina agregada
a las 2 h. post-infeccidn.

PARTICULA ACTIVIDAD HEMAGLUTINAN&
UHA/CPM
5508 + .0021
4503 + 0014
- .0036
3708 0

Una alicuotn de las fracciones de los pradientes de sacarosa

de la Fig.2 y la Pig.B correcspondientes a particulas viraies

se utilizé para determinar actividad hemaglutinante.

UHA unidades hemaprlutinantes




e

19

DISCUSIdN:

El eotudio llevado a cabo tuvo por objeto explorar la
posible importancia de las glicoproteinaé virales en ¢l
ensamble y replicacién del virus SAll,

Existen un gran ndmero de evidencias de cue lu glicosilucién
de las glicoproteinas virules se renuiere para la formacién
do distintos virus con envoltura lipfidica (44,45,46,47,48).

Los rotavirus por ger los dnicos virus conocidos sin
envoltura lipidica aue contienen glicoproteines con enlaces
N-glicosidicos, son un modelo interesante para el estudio
del papel de éstas glicoproteiqas en ol ensamble de los
virus y explorar las bases cuimicas cue ie confieren un
comportamiento distinto a lus pglicoproteinas encontracuaz en

los virus con envoltura lindidica.

En ente eatudio se llevd a cobo el undlisisde particulay
intracelulures presentes al final de la infeccidn y se
estudibd el efecto de la inhibicibn de lu glicosilacién anbre
la produccién de las particulas encontradas.

En base a los ruﬂgltudos obtenidos se puede concluir cue
en células infectaduas con $All se pueden producir cuntro

tinos de nart{culas:

I. virus mucuro (5503)
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1I. virus sin capa externa (5003)

ITI., particulas aparentemente vacf{as (sin RNA),
con compopicién de polipéptidos similar al virus maduro,
que presentan el polipéptido VPl en menor proporcidén, y udemés
un polipépntido con migracién igual al polipéptido no estructural
NCVP1 (4%0S).

Iv. partficulas sin capa oxterna, aparentemente
vaci{as que presentan ¢l polipéptido VP1l en menor proporéidn.
y ademés contienen el polipéptido con migrucién electroforética
igual a NCVP1l (370S). Estas corresponden a las particulas
de 45038 (1II) sin capa externa.

Lac particulas de 4505 y 3705 no habfun sido descritas
enteriormente en la literatura. La proporcidn ern cue se
oncuentran es muy variable y pueden aun estar ausentes en
nlgunas preparasciones, Bs diff{cil, con los datos nasta ahora

obtenidos, decir si dstas particulas jusgun al-an papel en

la sintecis viral o gi se tratan de nurt{culas defectivas.

E1l polinéntido NCVP1 ha sido descrito recientemente en la
literatura como un producto de degradacién de VP2 (%5). Para
descartar si an las particulas se encuentrs presente JiCYPL
o si énte en renlidad es un nroducto de dHerradacién de Vp2

es necesario detorminar la identidag de édst nrote{na por
! n

ot
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.otros métodos como andlisis de los productos de hidrélisis
por proteunpas.

Hemos -zncontrado aue al innibir la glicosilgcién solo
se lleva a cabo el ensamble de particulas sin capa externa
(5008 y 3703). Estas particulas no presentan actividad
hemaglutinante lo cual va de acuerdo von los estudios donde
se obgervé que un componente de la ¢upa externa es ol reunonsable
de la hemaglutinacién (26). pe acuerdo a los estudios de
microscopia electrénica (32,33,34,3%,36), aparentemente las
particulas virales ad:uieren la capa externa a truvés de un
proceso de gemuncidn al entrar al lumsn del retfculo endoplédcmico.
La tunicamicina nosiblemente inhive el puno de éstas sarticulas
a reticulo enriopldsmico (como consecuencin de la inhibicién

de la glicosilacién) nue probablemente se acumularian

en citoplacma.

La observacidn -“ue sin GALHTIZ0 nous parece née interesunte
es que o0 suficiente cue s8e permita la riicosilaciédn
gurante un tiempo corto al inicio do }n infeccidn, para oue

oscurra el ensamble de particulas con cunz c¢-terna, auncue

+~ éstas solo se observe la forma no liconilada del polipéptido

o7, y cue, lu sintesin de éstas part{culan contindin en estas

¢ >ndicionos on presenciao de tunicemicina, sugiriendo una
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posible nocién catalf{tica de las glicoproteinas virales,
Sin embargo con los datos hasta ahora ohtenidos no es posible
determinar si esta posible accién catalitica se debe a VP7

o a alguna de las glicoprotefnas no estructurales (NCVPH o NCVP6).
Las partf{culas ensambladas con la forma no glicosilada
de V®7 presentan actividad hemaglutinunte, por lo nue 1la

flicosilacidn en éstos virus no es un requerimiento para la

exprecién de ésta actividad.

Se puede concluir cue en 5All la glicosilaci’/n, al
menos al inicio de la infeccidn, es imprescindible para la
formacién de capa externa y por tanto de virus infeccioso.
Es posible cue la glicosilacidén de las proteinas virales se
recuiera parsa modificar la membrana del reticulo endopldésmico

y permitir as{ la gemacidn del virun hacic el lumen del

reticulo. Probublemente no se recuiere nua

todas las moléculas

de VP7 se encuentren pglicociladas porn cue se complete la

maduracién doel virus ya gque adn en nreporociones de virus

purificado ohtenidas en nusencia de tunicamicina se puede

observar el precursor no glicosilado de V7 (nVP7).

E1l blorueo de la formucidn de partfcules con cuwna externa

Al inhibir la glicosilucidn 2l inicio de iufeccidn nucde
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deberse a diferentes razones cowmo las mencionatas para virus

con envoltura (agregacién, degradacién,etc. de lo glicoproteina).
Sin embargo, es posible agregar que el mecanismo de inhibicién
no parece éebrse a un defecto en las glicoproteinas no
glicosiladas que forman el virus porque al permitir la

s{ntesis de glicoproteinas al inicio de la infeccién, la
sintesis de pa?ticulao virales con cepa externa continda

después de inhibir posteriormente la glicosilacién. Estos dos

dltimos puntos serin motivo de estudios futuros en el

laboratorio.
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