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INTRODUCCIÓN: 

Los rotavirus son uno de los principales ►rentes causantes 

de diarrea en humanos y otros mamíferos (1,2,3). 

La primera publicación de infección por rotavírus apareció 

en 1943 cuando Light y lindes (4) decoribieron rue la diarrea 

Se podía trasmitir entro terneras utilizando filtrados de 

heces de humanos. Mebus et. al. (5), en 1969, logró trasmitir 

la enfermedad en animales experimentales, inoculando oral o 

intraduodenalmente filtrados de heces. La caracterización de 

éstos virus mostr6 que eran similares al grupo de reovirus 

en cuanto a su forma y a algunas propiedades químicas, aunque 

no estaban relacionados serologicamento. 

En estudios posteriores Bishop et. al. (6), tomando 

biopsias duodenales de ninos con gastruenteritis, encontró 

vesículas citoplásmicas conteniendo un r!r.n náJlero diJ partículas 

virales semejantes a las descritas en tsrneras.;ritos virus, 

a diferencia de los reovirus y los orbivirus presentaban una 

capa externa bien definida. Inés tarde aparecieron etudioc 

de éstas partículas semejantes a reovirus y a orbiviruo 

encontradas en gran cantidad en las heces .!ct un gran número 

de especies animales (7,6,9), y so sugirió que éstos virus 

debían sor incluidos como un grupo en un mismo flénero dentro 
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de la familia Reoviridae. Flewett (10) demostró la similitud 

serológica y morfológica entre virus do gastroenteritis 

aguda de humanos y terneras y ugiri6 el nombre de rotavirus. 

Posteriormente Lecateas et. al. (11,12) sugirió que el 

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

y el virus SA11, aislado do un lavado rectal de mono, debían 

ser incluidos dentro del grupo de los rotavirus. Existen 

evidencias de que 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 sí (14,15,16). 

Los rotavirus están formados por un genoma que consta 

de once segmentos de RNA do doble cadena con pesos moleculares 

desde aproximadamente 2X106 a 0.2x10
6
, y que se encuentra 

recubierto por dos capas proteicas. Las partículas completas 

presentan un diámetro do 70 nm. En las preparaciones de 

rotavirus también so encuentran frecuentemente partículas 

de 60 nm que corresponden a virus sin capa externa (17,18); 

éstas partículas pueden separarse de las partículas completas 

por centrifup:ación inoplcnica en gradientes de 0E301. La 

partícula completa presenta una ~midan de 1.36 g/ml y la 



partícula sin capa externa una densidad de 1.38 g/ml (19). 

Los polipéptidos estructurales pertenecientes a la capa 

externa e interna del virión se han caracterizado en distintas 

especies (20,21,22,23), sin embargo los diferentes estudios 

son conflictivos en cuanto al número do polipéptidos (que 

varía de 5 a 10), como en el peso molecular de los mismos. 

Entre las actividades presenten en el virión se ha 

descrito la presencia de una RNA polimerasa RNA dependiente 

(24,25), la cual se activa al quitar la capa externa. También 

se ha encontrado rue preparaciones de rotavirus de ternera 

aglutinan eritrocitos de varias especies, y que un componente 

de la capa externa es el responsable do la homaglutinación (26). 

Existen varios estudios sobre las relaciones antigénicas 

entre rotavirus de distintas especies, so ha demostrado 

que rotavirus de distintas especies cruzan por pruebas de 

fijación de complemento e inmunofluorenconcia (27,28), 

indicando la presencia de un antígeno de grupo. Además del 

antí-eno de grupo existen antígenos especie—específicos, 

demostrados por pruebas de neutrvlización e inhibición de 

la hemaglutinación (29,30). La localización de éstos dos 

tipos un antígenos se ha demostrado por inmunomicroscouía 

electrónica (31). Los antígenos do grupo se encuentran 
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en la capa interna y los antígenos especie-específicos 

en la capa externa. 

La morfogénesis de los rotavirus de distintas especies 

se ha observado en cultivo de células (32,33,34,35,36):  existe 

variación en el tamaño de partículas virales encontradas en 

los diferentes estudios, sin embargo todos coinciden en 

describir la acumulación de material denso granular (viroplaema) 

próximo a vesículas de retículo endoplásmico rugoso en 

cuyas membranas parece ocurrir el ensamble de partículas 

vírales. Estas partículas probablemente adquieren la capa 

externa a través de un proceso de gemación al entrar al 

retículo endoplásmico. Los datos sugieren que la formación 

del virus se da a través de partículas subviralos intermedias, 

completandose la maduración al entrar éstas al lumen del 

retículo endoplásmico. 

Aunque recientemente se ha podido crecer en cultivo 

un virus aislado do humano (cepa Wa) (37), se ha utilizado 

en ente trabajo, como modelo, el rotavirus de simio SAll, 

el cual es morfologicamente indistinguible del rJtavirua 

humano y si crece en varias líneas celulares. 

El análisin de SAll purificado ha demostrado que la 

capa interna de éstos virus está formada por tres poliodotidoe 
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(VP1, VP2 y VP6) y la capa externa por dos polipóptidos 

(VP3 y VP7) (38). El polipéptido VP3, por acción de la 

tripsina, se rompe para dar dos polipéptidos denominados 

VP5 y VP8. Este rompimiento produce un aumento de la 

infectividad del virus en cultivos celulares (38). El 

polipéptido VP7 es una glicoproteína con cadenas glicosídicas 

del tipo alta manosa ya que es sensible a digestión con 

endoglicosidasa H (39,40). La proporción de VP7 glicosilado 

y no o parcialmente glicosilado (pVP7) presento en el virus 

puede variar de una preparación a otra (Fig. 1B y C). 

En extractos de células infectadas se ha encontrado, 

además de éstos polipéptidos estructurales, 6 proteínas no 

estructurales (NCVP1, NCVP2, NCVP3, NCVP4, NCVP5 y NCVP6) 

(Fig.1A). Los polipéptidos NCVP5 y NCVP6 son glicoproteínas 

con cadenas glicosídicas del tipo alta manosa (39). La 

infección con SAll en presencia de tunicamicina (in 	dor 

de la glicosilación) ha permitido la observación de los 

precursores no glicosilados de las proteínas VP7, NCVP5 y 

NCV1:6.  (39). 

En virus con membrana lipídica, todos los cuales 

contienen glicoprotelnas, éstas son transportadas del 

retículo endoplásmico a la membrana citoplanmática, a través 
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del aparato de Golgi, como proteínas insertadas en membranas 

de vesículas (41,42). Es posible nue las.glicoproteínas 

de SAll no sean transportadas a la membrana citoplasmática 

sino que todo el proceso de maduración del virus ocurra en 

el retículo endoplásmico. 

Siendo los rotavirus loa únicos virus conocidos que 

a pesar de presentar glicoproteínas del tipo N-glicosidico 

en su superficie, no contienen una membrana con lípidos, 

constituyen un modelo único para el estudio del papel de 

las glicoproteínas no insertadas en membrana en el ensamble 

de los virus. 

Los inhibidores de la glicosilación se han empleado 

para el estudio del papel biológico de las glicoproteínas 

en varios sistemas. Uno de los inhibidores más utilizados 

es la tunicamicina. En las glicoproteínas, donde los 

oligosacáridos se encuentran unidos a la proteína a través 

de un enlace N-glicosídico, la tunicamicina al inhibir la 

formación de intermediarios N-acetilglucoaamina-lívido, 

que actúan como donadores de azúcar en ln cadena naciente 

de la proteína, blwalea por completo la glicosilación (40,43). 

Existan varios ejemplos en la literatura sobre el 

papel rue tienen las glicoprotoinas en la formación de los 



virus con envoltura lipídica (44,45,46,47). Estos virus 

adquieren su envoltura por un proceso de gemación en la 

superficie celular. 

En el virus de estomatitis vesicular y en los alfavirus 

Sindbis y Semliki Porest se ha encontrado que al inhibir 

la glicosilaci6n no se lleva a cabo el ensamble de viriones 

y que ésto en debido a que las proteínas no glicosiladan 

se agregan en retículo endopllmsico (44,46,47,48). 

En el fowl plague virus se ha encontrado que al inhibir 

la glicosilaci6n no se lleva a cabo el ensamble de partículas 

virales y que ésto es debido a que la síntesis de la 

hemaglutinina de éstos virus, en su forma no glicosilada, 

es muy sensible a proteasas celulares (46). 

En el virus influenza, al inhibir la glicosilaci6n, sí 

se lleva a cabo el ensamble de viriones, pero éstos no 

presentan actividad homaglutinante (45). 

También se ha observado que la formación Uel virus del 

Sarcoma de.Rous ocurre al inhibir la glicosilación, aunque 

las partículas ensambladas presentan muy baja infectividad (46). 

En este trubajo no llevó a cabo el estudio de partículas 

viralos intracelulures, sintetizadas durante la infección 

con rotavirus SA11 y se dotrminó el efecto de la inhibición 

de la glicosilación pobre el ensamble de éstas partículas vírales. 
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MATERIAL Y MÉTODOS: 

VIRUS: 

El rotavirus de simio SA11, adaptado a crecimiento 

en cultivo de células, se obtuvo del Dr. H.H. Malherbe do 

la Universidad de San Antonio Texas. 

CULTIVO DE CÉLULAS: 

El rotavirus SA11 se creció en una linea de cólulas 

epiteliales de riñón de mono, MA104. Las células fueron 

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

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

estreptomicina y 10$ de suero bovino fetal como se ha descrito 

anteriormente (23). 

PREPARACION DE PARTÍCUIAS VIRALES DE SAll MARCADAS RAD1OACTIVAMENTE: 

Las monocapas confluentes de cólulas MA104, en frascos 

de plástico do 25 cm2  , se lavaron dos veces con solución 

amortiguadora fosfatos-salina lPBS: 1.3baiM NaC1, 2mM KC1, 

8mM Na2HPO4, 1mM K12PO4, 0.9cnM CaC12  y 0.4mM MgC12) y se 

infectaron con virus SAll. El virus so dejó adsorber 

durante 1 h. a 37°C. En todas las preparaciones se utilizó 

tripsina (Difco 1Odug/m1 final) durante el periodo de 

adsorción del virus a la célula, para aumentar el rendimiento 

del virus un cultivo (3b). 



En todos los experimentos las células infectadas se 

marcaron con 3b-metionina inmediatamente después del 

período de aderoción. Para ésto, las células se lavaron tres 

veces con PBS y se incubaron con MEM con bajo contenido 

de metionina (0.3 mg/m1) y 50)uCi do 35S-L-metionina (500 Ci/mMol 

NEN Corp.). 

¿n los experimentos en los cuales so agregó tunicamicina 

ésta se añadió en el medio a una concentración de 5 pg/ml. 

El cultivo de células infectadas fud cosechado las 

2 h. post-infección, a menos rue se indique otra cosa, y los 

limados se extrajeron en seguida con un volúmen igual de 

trifluorotricloroetano. Posteriormente las partículas en 

la fase acuosa (0.5 ml.)se sedimentaron en un gradiente 

continuo de sacarosa (15-45% en solución amortiguadora 

TSM: 0.01M 'Tris-hidroximetilaminoetuno, 0.151+1 NaCl y 

0.001M MgC126H20 pH 8.2) centrifugando u 24 000 rpm durante 

90 min. a 5°C en el rotor 3W40 do la ultracentrífuga 

Beckman. 

Después de la centrifugación se recolectó el gradiente 

y una alicuota de cada fracción se precipitó con Acido 

tricloroaedtico (TCA) al 5A y se determiné la radioactividad 

incorporrída en el material TCA insoluble. 



10 

PURIFICACIÓN DE VIRUS MAnADO RADIOACTIVAMENTE: 

Lao monocapas de células MA104 se lavaron dos veces con 

PBS y so infectaron con virus SAll. El virus se dejé adsorber 

durante 1 h. a 37°C en presencia de tripnina (10pg/m1 final). 

Al término de ésto período las células no lavaron con MEM 

libre de fosfatos y posteriormente so incubaron con MEM 

libre de fosfatos y 500 uCi de 3115-ortofosfato (10mCi/m1 

NEN Corp.). 

El cultivo de células infectadas se coseché después de 

observar efecto citopático y se extrajo con un voltimen 

igual de trifluorotricloroetano. El virus on la fase acuosa 

se precipité con 9% (peso/vol) de polietilonglicol 600 

(Union Carbide). El precipitado se resunpondi6 en 200 )411 

de solución amortiguadora TEM y se sedimenté en un gradiente 

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

24 000 rpm durante 90 min. a 5°C en ol rotor SW40 de la 

ultracentrífuga Beckman. El gradiento rie recolecté y una 

alicuota de cada fracción se precipité con TCA 5, Y ce 

determiné la radioactividad incorporada en el material TCA 

insoluble, tomando las fracciones correspondientes al virus. 

ELECTROFORE3IS: 

Las fracciones de los .:radienten de nacarosa correspondientes 
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a partículas virales se centrifugaron a 100 000 rpm durante 

45 min. en el rotor A100/30 de la ultracentrífuga Airfuge 

de Beckman. El precipitado resultante se disolvió en solución 

amortiguadora de muestra de Laemmli (49) y las proteínas 

se disociaron tratandolas 2 min. en un balo de agua hirviente. 

Los polipéptidos ce analizaron por olectroforesis en 

gel de acrilamida-SDS de acuerdo al método descrito por 

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

bis-acrilamida) utilizando como solución amortiguadora 

Tris-glicina pH 8.8. Se corrió a 10 mA en el gel concentrados 

y a 20 mA hasta que el azul de bromofenol salió del gel 

separador. 

Los geles se procesaron para fluorografía de acuerdo 

al método descrito por Bonner y Laskey (50). Las curvas 

densitométricas de los fluorogramas so hicieron a 600 nm 

usando un espectrofotometro Gilford 250 con un transportador 

lineal Gilford modelo 2410c. 

HEMAGLUTINACIÓN: 

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

de sacarosa correspondientes a partículas virales so utilia5 

para determinar actividad hemaglutinante. 

So utilizaron diluciones 1:2 en solución amortiguadora 
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fosfatos-calina pH 7.8 conteniendo albúmina al 0.5%. 

Las diluciones se incubaron con un volúmen igual de una 

Itispénsión de eritrocitos humanos del grupo O al 0.5% en 

PBS durante 1 h. Los títulos se expresan como el recíproco 

de la máxima dilución positiva. 
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RESULTADOS: 

I.PAlTfOULAS VIRALES INTRACHLULABES EN 0.1LUZA:1 INOEOTADAS 

CON SAll. 

Los estudios de cinética de crecimiento de SAll en 

cultivo han mostrado , ue la producción de virus infeccioso 

empieza a las 6 h. post-infección, el efecto citopático se 

detecta a las 8-10 h. y es máximo entre las 24 h. y 48 h. 

(35,51). 

Para determinar que tipo de partículas su encuentran 

en células infectadas con SA11 al final del proceso de 

infección, se analizaron extractos celulares, marcados con 

35 -metionina, por centrifugación en gradientes de sacarosa. 

Este análisis mostró la presencia en los extrLctos de dos 

tipos de partículas con coeficientes de sedimentación de 

550S y 4503, aproximadamente (Fip.2). 1 análisis de los 

polipéptidos en los dos tipos de partículas encontradas se 

muestra en la Fig.3; se pudo observar que las partículas 

de 5503 (Fiz.3A) corres ,onden a virus maduro ya que contienen 

tanto los polipéptidos de ca?a interna (VP1, VP2 y VPb) como 

los de capa externa (VP3 y VP7); en cambio, las partículas 

de 4505 (Fig.3B), están formadas por los mismos poJipé!)tidon 

del virión completo excepto que el polioóptido VP1 se encuentra 
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en menor proporción y además presentan un polipéptido con la 

migración electroforética del polipéptido no estructural 

llamado 15101/Pl. En la Fig.4 se muestran las curvas dInsitométricas 

de los polipéptidos presentes en los dos tipos Lie partículas 

descritas, obtenidas de otra preparación. 

Las partículas do 5503 presentan La densidad del virión 

y al microscopio electrónico se puede obuervar que tienen 

la morfología característica del virus maduro (Luis Padilla, 

datos no publicados). Las partículas de 450S presentan una 

densidad de 1.33 g/ml y en el microscopio electrónico 

apresen como partículas con capa externa pero vacías, aparentemente 

sin RNA (Iuis :'adilla, datos no publicados). Ambas partículas 

presentaron una actividad hemaglutinante similar. 

Las proporciones en que se encuentran Los dos tipos 

de partículas descritas varía en cada preparación y es 

posible obtener algunos extractos que preuentan solo virus 

completo (5503). 

II.PARTÍCULAS VIRAL3S SINTETIZADAS AL AGREGAR TUNICAMIC1NA 

D3SDE EL INICIO JE LA INFECCIÓN. 

Se ha demostrado en una gran variedad de siat.mas que 

la tunicamicina interfiere en la Rlicosilación de glicoproteínas 

sin afectar otros procesos celulares (52,53,54). Pura 
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analizar el efecto de éste antibiótico sobre la formación 

de virus maduro, se llevó a cabo la infección agregando 

tunicamicina durante el período de adsorción y manteniendola 

durante todo el proceso de infección. El análisis de los 

polipéptidos presentes en los extractos de células infectadas 

en presencia de tunioamicina mostró que en presencia de 

este antibiótico solo se lleva a cabo la síntesis de la forma 

no glicosilada del polipéptido NCVP5 (pNCVP5) (Fig.5). 

Posteriormente se analizaron por sedimentación las partículas 

pn 
formadas, marcadas con 

35 pj-metionina, utilizando como 

marcador interno virus purificado marcado con 32(11 En éstas 

condiciones se observó la presencia, en los extractos, de 

dos tipos de partículas, con coeficientes de sedimentación 

de 500S y 3705, aproximadamente (Fig.6). 

El análisis electroforético de los polipéptidos presentes 

en cada una de las partículas mostró que las partículas 

de 5005 (Fig.7A) presentan solo los polipóptidos de capa 

interna (VP1,VP2 y VP6), mientras que las partículas de 

370S contienen también los polipéptidos de capa interna 

(Fig.7B) pero en éstos el polipéptido VP1 so encontró en 

menor proporción y se pudo observar además el polipéstieo 

de migración igual al polipéptido no estructural NCVP1, 
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observado en las partículas de 4505 en las infecciones sin 

el antibiótico. En las partículat de 3705 so observa 

también un polipéptido con mayor migración que VP2 el cual 

ha sido descrito recientemente en la literatura como un 

producto de degradación de VP2 (55). 

Ninguna de éstas partículas presentó actividad hemaglutinante; 

ambos tipos do partículas corresponden a aquellas observadas 

en infecciones normales, pero desprovistas de la capa 

extorna, formada por las proteínas VP3 y VP7. La ausencia 

de partículas con capa externa sugiere que la glicosilación 

de una o más proteínas virales es indispensable para la 

adquisición de ésta capa en SA11. 

III.PARTÍCUIPIS VIR,ILE3 SINTETIZADAS AT, AGREGAR TUNICANJCINk 

A LAS 2 H. POST-INFECCIÓN. 

En algunos experimentos llevados a cabo en el laboratorio 

se había observado cue al agregar tunicamicina después de 

las 6 h. post-infección no se inhibía la formación de virus 

maduro, y que éste aparecía.  con una cantidad del polipéptido 

VP7 glicosilado aprentemente normal. Sin embargo, cuando la 

tunicamicina so agregaba a las 2 h. pont-infección, también 

se llevaba i cabo et ensamble de virus completo, pero en éste 
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caso el virus contenía casi exclusivamente la forma no 

glicosilada del polipéptido VP7 (pVP7). 

En tase a éstos datos se llevó a cabo la infección 

agregando tunicamicina a las 2 h. post-infección, y se 

analizaron las partículas formadas por centrifugaclón en 

gradientes de sacarosa, utilizando como marcador interno 

virus purifict10 marcado con 322 (?ig.6). Este análisis mostró 

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

tipos dé partículas con coeficientes ce sedimentación de 5505, 

450S y 370S, la primera de ellas con un coeficiente igual al 

del virus maduro. 

Al determinar la composición de polipéntidos de cada 

una de éstas partículas, por electroforesin en gel de 

acrilamida—SW, se encontró que las partículas de 550S 

presentan loe polipéptidos correspondientes a un virus maduro, 

pero el polipéptido VP7 se encuentra en su forma no glicosilada 

(Fig.9). Las narticulas de 4505 también presentan los 

polipéptidos del virus completo con la forma no glicosilada 

de VP7, pero el polipéptido VP1 se encuentra en menor 

proporción y además presentan el polipéptido do migración 

igual al polipéptido no estructural NOVP1. En las partículas 

de 370S solo se encuentran los polipéptidos de casa interna, de éstos 
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VP1 se encuentra en menor proporción y además presentan ol 

polipéptido de migración igual a NCVP1. 

Estos experimentos sugirieron que si se permitía la 

síntesis de glicoproteínas en las primeras horas de infección 

se posibilitaba la formación de virus con capa externa, 

aunpue ésta se formase con la proteína no glicosilada del 

polipéptido VP7. 

Para observar en pue momento durante la infección 

aparecen partículas conteniendo la cnpa externa, se llevó a 

cabo la infección 	tunicamicina a lan 	h. post- 

infección y cosechando posteriormente las ctílulas a diferentes 

tiempos. En La Pim>. ln se muestro -ue la síntesis de lns tres 

partículas descritas continúa aún co prenencia de tunicnmicina. 

Las partículas de 4503 se encuentran es mayor c:qitidad ,ue 

las de 55(1S, sin embargo las proporcionen de nimbas varía 

en ditintas preparaciones. 

N Istas partícula:; se les determinó actividdd hemmlutinanLe 

encontrando sane aunque las partleu1au con casi: externa 

contienen IR rommt no ?:11cosilada do 1J1q, Ihrfulantan una 

actividad hemaglutinaqte rulpneírirn 	 virlón (Tabla 1). 



Fig. 2 Purificación de partícula, intracelulares marcadas 

con metionina— 535. 

Monocapae de células MA104 ce infectaron con 3A11. El 
virus se dejó adsorber durante 1 h. i 37°C. Después dqc  
éste periodo las células as marcaron con matiunina— a" 
y ae cosecharon a las 24 h. post—infección. Los extractos 
celulares., tratados con trJfluorotricloroetano. se 
centrifugaron en un gradiente continuo de sacarosa. Una 
slicuota.de cada fracción se preoipit6 con TOA 5,4 y  ce 
midió la radioactividad incorporado. 
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Plg. 4 Curvan denoitomdtricno do la fluormrafla de loo 
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A. Particulan do 5503 

B. l'articulan de 4503. ra polipdptido WUVP1 

aprece como un hombro en el pico del polipéptido VP1 
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Fig. 10 Síntesis de partículas íntracelularos en 

presencia de tunicamicina (2 h. post-infección) 

Las células infectadas se marcaron con 35 
-metionina 

después del periodo de adsorción. La tunicamicina 
se agregó al medio a las 2 h. post-infección 
y el virus se cosechó en cultivos independientes 
a los tiempos indicados. Los extractos celulares 
tratados con trifluorotricloroetano so analizaron 
como no describió en la Fig. 2 

A. 6 h. post-infección 

B. 10 h. post-infección 

C. 24 h. post-infección 
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Tabla I 

Actividad hemaglutinante de las partículas vírales sintetizadas 

en ausencia (-) y presencia (+) de tunicamicina agregada 

a las 2 h. post-infección. 

PARTICULA 
	

ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE 

UHA/CPM 

5503 	 + .0021 

- .0027 

4503 	 + .0014 
- .0036 

• 37 03 

Una alicuota de lao fraccionen de los gradientes de sacarosa 

de la Pig.2 y la Fig.8 correspondientes a partículas virales 

se utilizó para determinar actividad hemaglutinante. 

UNA unidades hemagiutinanten 
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DISCUSIÓN: 

El estudio llevado a cabo tuvo por objeto explorar la 

posible importancia de las glicoproteínas vírales en el, 

ensamble y replicación del virus SA11. 

Existen un gran número de evidencias de que la glicosilaci6n 

de las glicoproteínas vírales so requiere para la formación 

do distintos virus con envoltura lipídica (44,45,46,47,48). 

Los rotaVirus por ser los únicos virus conocidos sin 

envoltura lipídica que contienen glicoproteínas con enlaces 

N-glicosídicos, son un modelo interesante para el estuuio 

del papel de éstas glicoproteínas en el ensamble de los 

virus y explorar las bases químicas que le confieren un 

comportamiento distinto a lar: glicoproteínas encontrw:au en 

los virus con envoltura lipídica. 

En este estudio se llevó a cabo el análisis de partículas 

intracelulares presentes al final de la infección y se 

estudió el efecto de la inhibición de la glicosilación sobre 

la producción de las partículas encontradas. 

En base a los resultados obtenidos se puede concluir que 

en células infectadas con SA11 se pueden producir cuatro 

tipos de partículas: 

I. virus mesuro (550S) 
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II. virus sin capa externa (5003) 

III. partículas aparentemente vacías (sin RNA), 

con composición de polipéptidos similar al virus maduro, 

que presentan el polipéptido VP1 en menor proporción, y además 

un polipéptido con migración igual al polipéptido no estructural 

NCVP1 (450S). 

IV. partículas sin capa externa, aparentemente 

vacías que presentan el polipéptido VP1 en menor proporción, 

y además contienen el polipéptido con migración electroforética 

igual a licvn (370S). Estas corresponden a las partículas 

de 450S (III) sin capa externa. 

Las partículas de 450S y 3705 no habían nido descritas 

anteriormente en la literatura. La proporción en t.ue se 

encuentran es muy variable y pueden aun estar ausentes en 

algunas preparaciones. Es difícil, con los datos nasta ahora 

obtenidos, dectr si éstas partículas juega!' alTún papel en 

la síntesis viral o ni se tratan de partículas aefectivas. 

El poliméptido NCVP1 ha sido descrito recientemente en la 

literatura como un producto de degradación de VP2 (55). Para 

descartar si nn las partículas ne encuentro presente 1iCVP1 

o si éste en realidad es un producto cío dep;radación de VP2 

es necesario determinar la identid:Id de éntll proteína por 
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.otros métodos como análisis de los productos de hidrólisis 

por proteauas. 

Hemos encontrado que al insibir la glicosilación solo 

se lleva a cabo el ensamble de partículas sin capa externa 

(500S y 3709). Estas partículas no presentan actividad 

hemaglutinante lo cual va de acuerdo con los estudios donde 

so observó que un componente de la capa externa es el reunonsable 

de la hemaglutinacidn (26). De acuerdo a lou estudios de 

microscopía electrónica (32,33,34,35,36), aparentemente las 

partículas virales acUuieren la capa externa a través de un 

proceso de gemación al entrar al lumen del retículo ensoplázmico. 

La tunicamicina posiblemente inhibe el puso de éstas r,articulas 

a retículo enrioplásmico (como consecuencia de la inhibición 

de la gliconilaci6n) que probablemente se acumularían 

en citoplasma. 

La observación ..ue sin embargo nos parece más interesante 

es que es suficiente (Lle se permita la rIlicosilación 

durante un tiempo corto al inicio do la infección, para que 

ocurra el ensamble de partículas con capa externa, aunque 

,!,-1 éstas solo se observe la forma no licosilada del polipéptido 

T57, y ue, la síntesis de éstas partículas c.)ntinúa en estas 

c:ndicionen en presencia de tunicpmicina, sw3irieudo una 
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posible noción catalítica de las glicoproteínas virales. 

Sin embargo con los datos hasta ahora obtenidos no es posible 

determinar si esta posible acción catalítica se debe a VP7 

o a alguna de las glicoproteínas no estructurales (NOVP5 o NCVP6). 

Las partíCulas ensambladas con la forma no gliconilada 

de VP7 presentan actividad hemaglutinante, por lo que la 

glicosilación en éstos virus no es un requerimiento para la 

expresión de ésta actividad. 

Se puede concluir que en 3All la glicosilación, al 

menos al inicio de la infección, ea imprescindible para la 

formación de capa externa y por tanto de virus infeccioso. 

Es posible cdie la glicosilación de las proteínas vírales se 

recuiera para modificar la membrana del retículo endoplásmico 

y permitir así la gemación del virus hacia el lumen del 

retículo. Probablemente no se renuiere nue todas lau moléculas 

de 7107 se encuentren glicoriladas pero cuas se complete la 

maduración del virus ya que aún en prop,, raciones de virus 

purificado obtenidas en ausencia de lunicamicina se puede 

observar el precursor no glicos3lado do VP7 (eVP7). 

El blonueo de la formación de partículae con CW)P externa 

al inhibir la glicosilación al inicio de iGfeeción puede 
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deberse a diferentes razones como las mencionadas para virus 

con envoltura (agregación, degradación,e:tc. de la glicoproteína). 

Sin embargo, es posible agregar que el mecanismo de inhibición 

no parece debrse a un defecto en las glicoproteínan no 

glicosiladas que forman el virus porque al permitir la 

síntesis de glicoproteinas al inicio de la infección, la 

síntesis de partículas virales con capa externa continúa 

después de inhibir posteriormente la glicosilación. Estos dos 

últimos puntos serán motivo de estudios futuros en el 

laboratorio. 
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