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RESUMEN 

En este trabajo se describen algunas propiedades bioqu!micas 

e inmunol6gicas de las prote!nas externas del rotavirus SA-ll. El diseño 

de los experimentos está orientado a la identificación de el o los poli-­

peptidos responsables de la actividad hemaglutinante. 

Inicialmente se intentó aislar a las protelnas de la c&pside 

externa para determinar cu&l de ellas era capaz de hanaglutinar. Al ha"­

cer esto se observó lo siguiente: l) al desagregar con EDTA las protet-­

nas de la c&pside externa se pierde ,la activ:idad hemaglutinante, 2) lH 

proteínas liberadas por EllTA no son capaces de unirse a lo• eritrocitos y 

3) distintos tratamientos para agregar a estas protetnas tapoco pendten 

recuperar la actividad h1111&glutinante. 

Por otro lado las prote1nas de la c&paide ex terna son insolu­

bles en auaencia de detergente, lo cual sugiere que esta• protetnas no -­

pierden la región hidrofóbica que deben tener en cierta faH de la llOrfo­

ginesis, en la que se encuentran incorporadas a una membrana lipldica. 

Al determinar la capacidad hemaglutinante de parttcuias vira­

les con distinta composición de polipéptido• ae encontró que pardcula• -

virales producidas en presencia de tunicamicina, que en lugar del poli~ 

tido VP7 presentan su precursor no glicosilado ¡NP7, son capacea de aglu­

tinar eritrocitos¡ por lo tanto los carbohidratos de VP7 no •on necesarios 

para la h-glutinación. 
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El tratamiento del virus SA-11 con tripsina, que produce un 

rompimiento de VPJ en VP5 y VPB además de aumentar la infectividad, no -

tiene efecto alguno sobre la hemaglutinación, es decir, el rompimiento -

de VP3 no es necesario para la actividad hemaglutinante del virus. 

También se intentó identificar al polipéptido con mayor pro­

porción de determinantes antigénicos tipo espec1ficos entre los rotavirus 

SA-11 y NCDV. Se observó lo siguiente: 

1) Las prote1nas de la cápside externa presentan una baja reacción 

cruzada cuando forman parte de part1culas virales, pero una alta 

reacci6n cruzada cuando se encuentran libres. En base a esto es 

posible definir dos dominios o zonas -de alta y baja variabili-­

dad antigénica- en estas protefoas 1 siendo el dominio de baja -­

variabilidad una zona no expuesta en el virus completo. 

2) A pesar del problema metodológico que implica la observación an­

terior, fue posible identificar al polipéptido VP7 como el que -

presenta mayor proporción de determinantes antigénicos tipo-e"P!. 

c1ficos. La técnica que se usó fué la inmunoprecipitación segu.!_ 

da de la cuantificación de los polipéptidos inmunoprecipitados. 
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INTRODUCCION 

En 1942 1 Light y Hodes señalaron por primera vez la existen-­

cia de un agente viral capaz de producir diarrea en becerros recién naci­

dos al inocular, oralmente, filtrados fecales libres de bacterias prove-­

nientes de niños con diarrea (1) . 

Quince años después, en 1957, Kraft probé que el agente cau-­

sal de la diarrea epizoótica de ratones jóvenes (EDIM) era un virus con -

un diámetro al microscopio electrónico de 80 ran y cuyo sitio de replica-­

ción eran las células epiteliales del intestino delgado (2,3,4). 

Posteriormente, en 1969, Mebus et!!!• describieron la produc­

ción experimental de diarrea en becerros, deprivados de calostro, al ino­

cularlos oralmente con filtrados fecales libres de bacterias (5). La ca­

racterización posterior de las numerosas part!culas virales que los anim!_ 

les infectados excretaban con las heces, mostró que éstas eran similares, 

morfol6gicamente, a las de los reovirus aunque no existía relación antig! 

nica con ellos (6, 7). 

Este trabajo recibió poca atención hasta que, varios años de~ 

pues, se encontró un virus similar en biopsias duodenales de niños con -­

gastroenteritis aguda no bacteriana (8). A partir de éste momento se in­

formó la detección de partículas virales con las mismas características en 

animales jóvenes con diarrea de un gran número de especies como terneras 

(9) 1 lechones (10), aves de corral (11), conejos (12), venados (13), cab!_ 

llos (11), ratones (14) y corderos (15). Actualmente se ha aceptado la -
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inclusi6n de éstos virus en un nuevo género dentro de la familia Reoviri-

dae, llamado rotavirus. 

También se incluyeron en éste género al virus SA-ll aislado -

de un lavado rectal de mono y al agente "O" obtenido de lavados intesti"!, 

les de bovinos y ovinos. Aunque ambos virus no fueron detectados como --

agentes causales de diarrea, su morfología y composici6n los ubican den-­

tro de éste grupo (16,17). 

Debido a que en éste trabajo se us6 principalmente el virus -

SA-ll, la discusi6n que sigue está centrada en éste virus. 

Replicaci6n de los Rotavirus en cultivo de ·células in vitre 
I 

A la fecha se ha logrado adaptar al crecimiento en c&lulas --

cultivadas in ~a cinco especl'.menes del rotavirus de bovino (18), uno 

de los cuales se usiS en éste trabajo, el NCDV (Nebraska Calf Diarrhea --

Virus, 71. También se ha logrado cultivar .!!!. ~a los rotavirus SA-11 

y agente o (19) y muy recientemente a un espécimen de rotavirus de lumlano 

(20). 

Al microscopio electr6nico (21) los rotavirus presentan una -

regi6n central de aproximadamente 38 run de diámetro y de contorno he~ago-

nal. Esta zona s6lo es visible en partículas vacías en las que ha pene--

trado el colorante denso a los electrones. Alrededor de <ista zona se ob-

serva una línea basal de la que radían subunidades capsom<iricas hacia la 
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periferia que semejan los rayos de una rueda y dan a las partículas un -

diámetro de 65 mn. Sobre éstos caps6meros internos se encuentra la cáp­

side externa, semejante a un anillo delgado, liso (sin proyecciones) y -

con un ancho de 4-5 nm, por lo que las partículas completas tienen un -­

diámetro de 70-75 nm. 

Relación entre Morfologia, Infectividad y Hemaglutinación 

Es posible separar las partículas virales sin cápside externa 

de las partículas canpletas con cápside externa por la diferencia que pr.!!. 

sentan en densidad boyante al centrifugarlas a equilibrio isop1cnico ·en -

gradientes de cloruro de cesio (22). 

Bri.dger y Woode (22) determinaron que las partículas con c'p­

side externa (p = l.36) del rotavirus bovino son al menos 1000 veces más -

infectivas que las part!culas sin cápside externa (p a l.38) y, por otro 

lado, Fauvel ~ ~· (23) observaron que s6lo las partículas de este virus 

con c'pside externa son capaces de aglutinar los eritrocitos de varias -­

especies de animales. 

Morfo;linesis 

En células cultivas ·in ~e infectadas con rotavirus se o!!_ 

servan inicialmente partículas ú11icamente en el citoplasma y posteriorme!!. 

te dentro de cisternas dilatadas del ret1culo endoplásmico rugoso (RER, 24) 

e inclusive es posible observar partículas gemando através del RER (24,25, 

26) • Estas observaciones sugieren que las part1culas se sintetizan y en­

samblan en las cercanías del RER y que la maduración final ocurre durante 

el proceso de gemaci6n (24) • 



Composici6n del Genoma 

El genoma de los rotavirus consiste de once segmentos de ARN 

de cadena doble que se pueden separar electroforéticamente (l 7 ,27 ,28) y 

cuyos pesos moleculares van de 2.2 x 106 a 0.2 x 106 daltones aprox:ill1ada­

mente (27, 28) . La suma de los pesos moleculares de los segmentos del ARN 

del genoma de los rotavirus dá un total de l.l a l.2 x l07 daltones. 

Composici6n de Polipéptidos 

El rotavirus SA-ll estS canpuesto de 5 poli~ptidos estructu­

rales (29) de los cuales 3 forman parte de la cSpside interna (VPl, VP2 y 

VP6) y dos fonnan la cSpside externa (VPJ y VP7). AdemSe de· estos poli-­

pliptidos estructurales, se han identificado 6 polipéptidos no estructura­

lea, se han·identificado 6 poli~tidos no Htructuralea cocUficados por 

el virus (30) y nombrados NCVPl a NCVP6 (Figura l) • 

Recientemente Espejo .!!.! !!.• (29) obaervaron que el tratalllien­

to del virus SA-11 completo con tripsina produce 2 poli~ptidos (VPS y -­

VPB) a partir del polipfiptido VP3 de la cSpside externa (Figura l), alllle!!. 

tando conaiderU>leinente la infectividad del virus (31) • Posteriormente -

Clark !!o !!.• (32) observaron el mismo efecto de la tripsina sobre el rot!, 

virus bovino. Ellos encontraron adtllll&e, que el virus no tratado con 

tripsina es capaz de adsorberse a la clUula hulisped tan eficienteinente 

como el virus infecti~o -tratado con tripsina- pero, a diferencia de este 

último, presenta considerablemente di!llllinul'.dos dos eventos tempranos en -

el proceso de replicaci6n viral (que son la eliminación de la cápside ex­

terna .y la s!.ntesis del ARN viral) • Estos datos sugieren que el rompimi,!.n 
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2 3 4 

VPI -
VP2 - - - - -VP3 - - --NCVPI 

VP5 -

- ·NCVP2 

YN-- - - -VP7 • - - -•YP7 • - - - ·NCVP3 

YN- - ·NCYP4 

- ·NCVP5 

- ·NCVP& 

Fiqura l. Eaqumia de la miqraci6n electrofor,tica (en -
qel de poliacriluida) de los polip&ptidoa del virus -­
SA-11. Carril l, SA·ll sin clpaide -terna1 carril 2, -
SA·ll completo1 carril 3, SA-11 completo tratado con -­
tripsina1 carril 4, protetnaa obtenida• de c'lula• infec 
tadaa con SA-11. Las inicialea VP (viral protein) •eguI 
daa de un n&aero H uHn para lolÍ poUpaptic5o• eatructu-:­
rales, y laa iniciales NCVP (non cap•id viral proteinl -
seguidas de un nGMro ae uaan para loa polip&ptidos no -
estructurales. Bate eaqu- se hizo en base al trabajo 
de Arias !!: !!• (30), y Espejo !!: !!• (29). 



to por tripsina del polipéptido VP3 del rotavirus bovino es necesario pa­

ra la penetracilin del viri6n. 

El poli~ptido de c.Spside externa VP7 es el úni,co que está -­

glicosilado en el virilin SA-11 (17). Por otro lado, en a.lqw>As prepara­

ciones de liste virus se encuentra ademb de VP7, el polipéptido ll11111Ado -

pVP7 que es probablemente un precursor no glicosilado o al menos hipoqli­

cosilado de VP7. Esta conclusilin se basa en tres tipos de evidencia 1 

1) los patronea electrofodticos de ambo• polip&ptido11 despu•• de la hi-.­

dlilisis parcial con quimiotripsina aon similares (29) ; 2) el virus prod.!!. 

cido en presencia del inhibidor de glicoeilacilin tunicamicina contiene -

linicamente pVP7 (30) 1 y 3) el tratamiento del virus con endoqlicoddHa H 

produce un polip,ptido con migracilin electrofor,tica similar a pVP7 a P8!. 

tir de VP7 (30). 

Funci6n de la Glicoprotdna ·HA de los Mixovirus 

Las glicoprote{nas de algunos virus con 11u!l111brana lip{dica ti~ 

nen muchas veces funciones importantes para el virilin (33), por ejl!llplo -

la glicoprote{na HA (hemaglutinina) de lo• mixovirua tiene dos funciones, 

que son la ad•orcilin (34) y, probablemente, la penetraci6n a la clllula -­

huliaped (35,36). Atravlis de esta mi- prote!na los mixovirua H adaor-" 

ben y aglutinan • loa eritrocitos (34,37), por lo que se considera a la -

hemaglutinaci6n coono un modelo de la adaorci6n del virus a la clilula hu'8-

ped, el cual es mas f.Scil de ensayar. 

La proteína HA de los mixovirus guarda cierta similitud con -

el polipeptido VP3 de los rotavirus, pues sufre también un rompimiento --
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catalizado por tripsina que es necesario para· la infectividad del virus. 

•: Este rompimiento convierte a la proteína HA en dos polipéptidos unidos --

por puentes disulfuro y es necesario para la penetraci6n pero no para la 

adsorci6n del virus a la clllula huésped (35, 3&). 

Metodoloqta Empleada para la Identificación de los Polipéptidos Hemagluti­

nantes de Algunos Virus 

Se han utilizado tres enfoques para identificar en algunos -

virus al polipéptido responsable de la hemaglutinaci6n. Enseguida ae men-

cionan ejemplos de cada tipo de· enfoque. 

lltravb de un enfoque bioqu!mico se ha identificado la hema--

glutinina de los mixovirus, purificando la proteína de membrana HA y de--

moatrando que esta tiene actividad hemaqlutinante (37), 

El enfoque inmunol.ógico se basa en la producci6n de sueros -­

monoespec!ficos (es decir contra una sola proteína) o anticuerpoa 1110nocl~ 

nales (contra IUl solo determinante antig,nico de la prote!nal y el enaayo 

de la capacidad de estos sueros o anticuerpos para inhibir la h131111lglutin! 

ci6n. 

lltrav's de la producci6n de sueros monoespec.l'.ficos ae confir-

miS que la proteína 1111 de loa paramixovirus es la responsable de la h81118--

glutinaci6n ( 38) y por otro lado, utilizando anticuerpos monoclonales co!!. 

tra los reovirus se encontr6 que no solo los anticuerpos contra el poli--

pl!íptido o l -considerado por evidencia genética como la hemaqlutinina 

(39)- sino también los anticuerpos contra los polipéptidos o 3 y ;\2 son 
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capaces de inhibir la hemaglutinaci6n causada por este virus (40). 

Un enfoque genlitico para resolver el problema en virus con -­

genoma segmentado se basa en la obtenci6n de rearreglantes. En estos --­

rearreglantes se correlaciona el tipo de hamaglutinina -dete1111inado por 

inhibici6n de la hemaglutinaci6n con suero espec!fico- con el origen de -

los segmentos. En reovirus el segmento de Mii que correlaciona con el -­

tipo de hemaglutinina result6 ser Sl (39) que codifica por el polipl!ptido 

a1 (41). 

Objetivo del Trabajo 

El objetivo de este trabajo es identificar al polip6ptido re!. 

ponsable de la actividad hemaglutinante del rotavirus SA-11, y con eate -

fin se sigui6 un enfoque bioqutlllico ccmo el descrito anteriozmente, con -

algunas variaciones. 
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MATERIAL Y METOOOS 

Cultivo de Células 

Se utiliz6 la l!nea MA-104 de º'lulas de riñcSn de mono, obte• 

nida del Dr. H. H. Malherbe de la Universidad de San Antonio, Texas. 

Las clllulas fueron crecidas, a 37ºC y bajo S" de co2 en Medio 

Mínimo Escencial de Eagle (HEH) con 250 Ul/ml de penicilina, 50 µg/ml de 

estreptomicina y 10" de suero fetal bovino (SFB) • 

El rotavirus SA-ll fuli obtenido del Dr. H. H. Nalharbe d• la 

Universidad de San Antonio, Texas y el rotavirue NCDV ful! obtenido del -

Dr. R. Spendlove de la Universid.ad del Estado de Utah. 

Ambos virus se produjeron infectando c&lulaa M-104 en preae~ 

cia de tripaina (llifca, 10 µg/ml final) durante •l pedodo d• e48orcidn -

(l hora), des¡iulis del cuel se lav6 con PBS* (NaCl 137 mM, KCl 2. 7 llM. --

Na2HP04 8.1 mM, KH2P04 1.5 mi!, CaCl2 l lllM, .Hgcl2 1111111 pH 7.S) ... all&dicS 

.MEM sin suero y se coaechcS 24 horae despub. Para preparar virua· llU'c:ado 

radioactivamente, el llDI completo fuli r•mpla1&40 a laa 6 horas pon-in--

feccicSn por HEM con bajo contenido de metionina (0.3 µg/ml) y 33 (µCi/al 

*Los componentes de las soluciones amortiguadoras, sus c:oncentracionee 
y el pH se indican solo al nombrar por primera vez al amortiguador. La 
lista de abreviaciones (p&gina 3) indica la p&gina en que se encuen--­
tran estas características para cada 11111ortiguador. 
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de L-metionina 35s ( > 500 Ci/nmol, New England Nuclear Corp.) • 

El rotavirus de humano utilizado (RVll-770) fué aislado de -­

heces de un niño con diarrea internado en el Hospital de Pediatría del -

Instituto Mexicano del Seguro Social de la Ciudad de México. 

Se utilizaron dos tipos de suero contra el virus SA-11. El 

primer suero se produjo en conejo utilizando como antl'.geno al virus sem:!_ 

purificado, es decir, procesado hasta la precipitaci6n con polietilengl:!_ 

col (ver purificaci6n de virus) • Este suero fue usado únicamente para -

los ensayos de contrainmunoelectroforesis (CIEF), inhibición de la heina­

glutinación (IHA) y neutralización. 

El segundo suero futi producido en cuyo con virus SA-11 obtenido 

por el proceso de purificación completo. 

Para la producción en conejo de los sueroli contra SA-11 y -

RVH-770, los animales se inocularon por vía intrad,rmica con una mezcla 

de viru• con adyuvante de Freund (Miles) por tres veces consecutivas a -

intervalos de cu&tro semanas para SA-11 y de una semana para RVll-770. 

Para la producci6n en cuyo del suero contra SA-11 se inocul6 a un animal 

por v!a intradGrmica y subcut&nea con una mezcla de 20 µ9 de virus puri­

ficado con adyuvante de Freund (Miles) por tres veces consecutivas a in­

tervalos de una se11111na. 

En tOdos los casos se utilizó adyuvante completo en la prim,!!_ 

ra inoculaci6n e incompleto para las siguientes y para obtener finalmen-
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te el suero se sangr6 a los animales una semana después de la última .ino­

culaci6n • 

El suero hiperinnune contra NCDV producido en conejo nos fue -

proporcionado por el Dr. R. Spendlove de la Universidad del Estado de Utah. 

Se usaron dos sueros de pacientes convalecientes de diarrea -­

por rotavirus (anti-RVH 213172 y anti RVH 217677). Estos sueros fueron -­

obtenidos de pacientes ingresados al Instituto Nacional de Pediatr1a de 111 

Ciudad de México. 

El suero contra la imunoglobulina G humana producido en cabra 

fue obtenido de Miles co. 

Purificaci6n del ·virus 

LllS pocas células que quedan adheridas a la superficie de loa -

frascos de cultivo, al Clllllplirse las 24 horas post-infecci6n, fueron de•-­

prendidaa con c¡endarme de hule y la suspensi6n resultante fu& ~c¡itada du-­

rante 10 minuto• en preHncia de triclorotrifluoroetano vol/vol. l'O•tari!:!_r 

mente se centrifuc¡6 durante 30 minutos a 10 ooo x e¡¡ al aobrenadante obte­

nido ae . le añadi6 p>lietilenc¡licol al 50\ para obtener una concentraci6n -

final de .8\ y •e incub6 a 4°C durante la noche. una ves traucurridaa 12 

horaa, ae centrif.ugfi a 4 000 x e¡ durante 30 minuto• y deaplll de re1111•pen­

der el precipitado en 100-200 µl de 111110rtic¡uador TSM (tril SO lllM, H&Cl 150 

mM, Mqel2 1 mM1 pH B. 2), se aediment6 la reauspenai6n del virus en un c¡ra­

diente lineal de 15~45\ de sacarosa en TSM a 34 000 rpn durante 45 minuto11 

en un rotor SW40 (Beclanan) • Al terminar la centrifugaoi6n, la banda opa--
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lescente o radioactiva correspondiente al virus fue recolectada. La fra.c:. 

ci6n conteniendo al virus se puso sobre una soluci6n de CsCl en amortigu!!_ 

dor 'IM (tris 50 mM, Mgcl
2 

1 mM, pH 8.2), con una densidad de 1.36 gr/cm3 

y se centrifugó a equilibrio durante 18 horas a 40 000 rpn en un rotor SW 

50.l (BecJanan). Después de la centrifugación se recolectó el gradiente -

y las fracciones que contenían al virus con clipside externa (p = l. 365) 

y al virus sin cápside externa (p = 1.385) se dializaron, por separado, 

contra amortiguador TSM, La densidad se calculó midiendo el índice de -­

refracci6n. 

El virus con capside externa presentaba una radioactividad -­

espec{fica de aproxil!1adamente 16 mCi/gr. Este cálculo se hizo determiando 

la cantidad de virus por· absorbancia a 260 nn (aplicando la equivalencia 

establecida para reovirus, 42) y midiendo la radioactividad en un conta-­

dor de centelleo searle Mark III (con una eficiencia de 80\), 

Para purificar rotavirus de las heces se hizo una suspenlli6n 

al 10\ en TSM y se procesó ,igual que la suapensi6n de células que se ob-­

tiene después de la infección •. 

Tratamiento del Virus con Tripaina 

El virus se incub6 con tripsina (tipo II, Sigma) a una canee~ 

traci6n final de 10 \l~/ml, en amortiguador TSM durante 20 minutos a 25°c. 

Este tratamiento convierte al 100\ de VP3 en VP5 y VPS (29) • 

Tratamiento del Virus con EDTA 

Se añadió al virus tritón X-100 (0,1\ final) y solución de -­

etilendiaminotetraacetato de sodio (EDTA) 100 mM, pH 7 para obtener una -
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concentración final de lO mM de EDTA, y se incubó durante l5 minutos a --

2o•c. 

Purificación de las Prote!nas de la Cápside Externa de SA-ll 

El virus radioactivo (35s metioninal tratado con EDTA en las 

condiciones descritas se centrifugó en un gradiente lineal de sacarosa --

15~45\ en amortiguador TSETA (tris 50 ll'M, Nacl 150 mM, EDTA l mM, trit5n 

X-100 O.l\ y albúmina bovina 2 µg/11111 pH 8.2) a 34 000 rpn durante 45 mi-

nu tas en un rotor SW 40 (Beclanan) • 

Después de la centrifugación se colectó el gradiente y H co!!. 

servaron las fracciones con mayor radioactividad en la parte auperior del 

gradiente (menisco), conteniendo las prote1nas de la clpside externa. 

Purificación de VP7 por cranatografta en Sephadex 

Las prote1nas de la cápside externa fueron mezcladaa con los 

marcadores azul.de dextrano y azul de branofenol y se aplicó la mezcla en 

una col111111& de Sephadex G-100 .de 55 x 1.6 an. Posteriormente se eluyeron 

las protelnas con un flujo de 26 ml/hora de amortiguador TSETA. Aquellas 

fracciones del pico de radioactividad que por electroforesi• conten!an a 

los polipiptidos VP7 y pVP7 fueron precipi~as con 5 vol&ienH da etanol 

a -2o•c durante la iioche y posterioraente fueron centrifugada• • 10 000 -

rlltl durante 30 minutos en un rotor 1184 (SOrvall). El precipiUdo fu' ae-

cado con aire y resuspendido en 100 \ll de amortiguador TSETA. 

Identificación de les Prote{nas Virales Radioactivas que se Adeorben a -­
Eritrocitos 

A 25 µl del virus ¡35s metionina, l. 5 a 4 x 105 cpn, seqGn se 
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indica en las figuras) , o de las proteínas virales (l x 10
3 cpn) purific.!!_ 

das a partir del virus como se describi6, o de las proteínas de células -

infectadas (50) sin purificaci6n posterior; se les añadieron 25 µl de --

amortiguador FS1. (Na2HPC?¡ 7. 7 mM, NaHlo
4 

2.6 mM, NaCl 145 mM, albúmina -­

bovina 4'1 pH 7 .4) y 200 µl de una suspensi6n de eritrocitos (l.125 x 10
8 

células/mll en el mismo amortiguador. Después de 1 hora de incubaci6n --

a tempero.tura ambiente, cuando los eritrocitos ya hablan sedimentado, se 

guardé$ 1/4 del sobrenadan te para hacer electroforesis. Al bot6n de eri-­

trocitos se les añadi6 l ml de lll!'<)rtiguador FS (Na:ZHP<?¡ 7. 7 mi!, (NaH2~oc• 

2.6 mM, NaCl 145 111111 pH 7.4), se aqit6 el tubo para resuapenderlos y se -

centrifugaron 30 segundos a 11 500 rpn en la. centrtf.uqa Eppendorff modelo 

5413. Después se elimin6 el sobrenadante, se lavaron dos veces mla los -

eritrocitos y el paquete obtenido al final fué analizado por electrofore-

sis en gel de poliacrilamida, con el sistana discontinuo de La•li (0) -

y fluor.ograf!a seqlÍn lo descrito por Bonner y Lasltey (44). 

cuando se o.naliz6 la adsorci6n a eritrocitos del virus SA-11 

desagr.egado con EDTA, . se hizo el tratamiento con este reactivo en lH CO!!_ 

dicionea descritas y se neutraliz6 al finalizar el pertodo de incub&ci6n 

con una cantidad squilllolar de MgC1
2

• Finalmente s!I CC81plet6 el volumen a 

50 IJl con 111110rtiguador FSJ>. y se sigui6 el procedimiento de adaorci6n ya -

descrito. Por otro lado no se utilizaron maa de 20 µ1 da virus tratado -

con EDTA (en presencia de.trit6n) para no rebasar una concentraci6n de --

100 µg de tritlin/lnl durante la incubaci6n con los eritrocitos, ya que se 

ha observado que concentraciones de 125 o .Ms Jig/ml de trit6n interfieren 

con el ensayo de hea1119lutinaci.Sn por lisis parcial. o tDtal de los eritro-

citos. 
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Inhibición con Antisuero de la Adsorción de las Proteínas Virales Radioac­
tivas a los Eritrocitos 

Se incubaron 25 µ1 de proteínas de células infectadas (3 x 105 

cpn) con 25 µ1 de suero (dilución l/5 en amortiquador FS) durante l hora a 

temperatura ambiente y después de esta incubación se procesó la mezcla --

exactamente igual que en los ensayos de adsorción de las protetnas v iralH, 

como ya se describió. 

Identificación de las Proteínas virales ue se Adsorben a Células MA-10 , 
e Inhibici n con suero 

A un frasco (25 cm2) de células MA-104 confluentes y lavldas 2 

veces con MEM se les añadió 50 µl de proteínas radioactivas ¡35
s 11etionina, 

& x 105 cpn) de células infectadas con SA-ll y 450 µl de MEM. Posterior--

mente se incubé durante 75 minutos a 4°C, agitando suaveeante el fra1Co --

cada 5 a 10 minutoa. 

De&P\léll de la incubación las clilulaa ae lavaron dos vecem con 

PBS. A la monocapa de células lavadas ae la ailadi6 200 µl da MO (aascla -

disruptora: dodecil sulfato de sodio (SOS) 2•, mercaptoetanol 2•, F.DTA --

4.2 mM,. glicerol lO•, tris SO lllM, azul da branofenol 0.015•). E11ta ldi---

ción convierte a las células en un líquido muy viscoso debido a la libara-

ción del DNA, por lo que ae hizo pasar npetid•ante a este líquido por --

una jeringa de 1 ml con aguja No. 27 hasta eliminar la viscosidad • Una -

vez hecho esto se siquió el procedimiento de electroforesis en gel de po--

liacrilamida y fluorografS:a para determinar que proteínas radioactivas se 

habían adsorbido a las células. 
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Para determinar la inhibición por suero de la adsorci6n de las 

prote1nas virales a sus células huésped, se incubaron SO µl de las prote!­

nas virales radioactivas ( 6 x lOS cpn) con SO µl de suero (diluciones l/S 

y l/SO en amortiguador FS) y se incubé la mezcla a temperatura ambiente -

durante l hora. Unl\ vez hecha esta incubación se siguió el mismo procedi-

miento irdicado al inicio de este inciso. 

Separaci6n de Distintas Partículas Virales pcr Velocidad de Sedimentaci6n 
en Gradientes de Sacarosa 

Se usó esta técnica para la separación de las distintas partl-

culas obtenidas al tratar a las células infectadas con el antibiótico tun!. 

camicina. 

Se infectaron 2.5 x 106 células MA-104 con el virua SA-11 en -

las cordiciones ya descritas, excepto que se incluyó 35s metionina al ter-

minar el perlado de adsorción y se añadió tunicamicina (5 µg/1111 final) 

a las 6 horas post-infección. Posteriormente (a las 24 hOras poat-infec-

ciónl , las células fuaron tratadas con triclorotrifluoroetano cano 1e ind.! 

có en el inciso de purificación del virus. 200 µl de la fase acuol8 que -

resulta (equivalentes a 1/5 del tctal) fuaron depositados sobre un gradie~ 

te de sacarosa 15-45\ en amortiguador TSM, y el gradiente fu& centrifugado 

a 34 000 rpn durante 60 minutos en un rotor Slf 40 (Beckmanl • Después de -

la centrifügación se colectó el gradiente y .. determin6 la posición de -­

las distintas partlculas tallando aUcuotas de cada fracción para medir ra-

dioactividad. 
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Hemaglutinación 

Se siguió la técnica descrita por Casals (4S), y se usaron -­

dos tipos de muestras: 1) virus purificado que debía ser titulado para -

usarlo en los ensayos de inhibición de la hemaglutinación, y 2) al!cuo-­

tas de las fracciones obtenidas de gradientes de sacarosa en los que se -

separaron los distintos tipos de partículas virales. 

Se hicieron diluciones seriadas l: 2 de la muestra en amortig!!_a 

dar FSA, en placas de microtitulación con fondo en "V" (Lux, 96 pozos). A 

SO \ll de cada dilución se añadieron SO \Jl de la suspensión de eritrocitos 

O humanos al o. S\ (4S) en amortiguador FSA y después de l hora de incuba·­

ción a temperatura ambiente se leyeron los resultados. Por definición, la 

Última diluciéin en la que se observa hemaglutinación contiene l unidad he­

maglutinante (UllA) • 

A las muestras que contentan EDTA se le añadiéi previamente una 

cantidad equimolar de MgC1
2 

para neutralizarlo y, por otro la•o, con laa -

muestras que contentan trit6n (1 mg/ml) no se utilizaron mis •e 10 µl por 

ensayo para no rebasar una concentración de 100 ll! de tril:an/111 en la mez­

cla. 

Inhibici6n de la H-9lutinaci6n (IHA) 

se sigui6 la técnica descrita por Casals (4S). 

Los sueros usados en la inhibición de la hemaglutinaci6n y en 

la recuperaci6n de la hana9lutinación de SA-11 tratado con EDTA por incu· 

~- .---· baci6n con sueros heterólo9os, fueron adsorbidos con caolín y eritrocitos 
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para eliminar sustancias que interfieren en el ensayo (45) , y además fue-­

ron calentados a 56ºC durante 30 minutos para inactivar el canplemento 

(45). 

A un volumen de suero sin diluir se añadieron 5 volGmenes de -

caolín al 25' en amortiguador BS (borato de sodio SO mM, NaCl 120 mM1 pH -

9) • Esta mezcla fué incubada a temperatura ambiente durante 20 minutos y 

luego centrifugada a 2500 rpn durante 30 minutos en un rotor SS-34 (Sorvall) • 

Posteriormente, a 5 ml del sobrenadante obtenido ae le añadie­

ron O.l ml de eritrocitos o humanos previamente lavados con amortiguador -

FS. La mezcla se incubÓ a 4ºC durante 20 minutos y luego se centrifug6 a 

1500 rpn durante 10 minuto~ en un rotor SS-34 (Sorvall). Final.mente el 112. 

brenadante fué incubado a S6°C durante 30 minutos. Se consider6 que el 

suero habla sido diluido l: S durante todo el proceso. 

Para cuantificar la inhibici6n de la hanaglutinaci6n por suero, 

se hicieron diluciones seriadas 1:2 del suero en placas de microtitulaci6n 

con fondo en· V, utilizando amortiguador FSA cano diluyente. 

A 25 µ1 de cada diluci6n se agregaron 25 µl de antlqeno conte­

niendo 4 UllA. Deapuéa de 1 hora de incubaci6n a temperatura llllbiente ee -

añadieron 50 µ1 de auapensi6n. de eritrocitos al o. 5\ en FSA y ae illCllb6 --

1 hora m&s antea de leer los resultados. 

Contrainnunoelectroforesis (CIEF) 

La CIEF fué realizada en geles de agarosa hechos sobre placas 

de vidrio de 12 x 7 cm. Se pusieron 20 ml de agarosa al l\ en amortiqua--
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dor barbital 33 mM, pH 8.6 en cada placa, y después que el agar solidifi-

c6, se perforaron 14 pares de agujeros ("pozos") de 5 mm de diámetro. La 

distancia entre los centros de cada par de pozos fui> de 15 1111\, 

El suero se coloc6 en el ánodo y el virus en el cátodo y se -

corrió a 7 mA por gel durante 15 horas. El amortiguador de corrida fué -

barbital 33 mM, pH 8 ,6, una vez terminada la electroforesis los geles f!!_e 

ron lavados con salina al l\. Posteriormente se tiñieron con bromuro de 

etidio l ~q/ml durante l hora y luego se observaron las bandas fluoresce!!. 

tes bajo la luz ultravioleta de onda corta (220 nn). 

Innunoprecipitación con Staphylococus ~ Fijado 

Las imunoprecipi tac iones se hicieron aprovechando la capaci-

dad de la prote!na A presente en la superficie del Staphylococua !!!!!!!!. :. 

para unirse a la IgG (46) • Se siguió la técnica de Strauss (47) y se --

usaron 4 tipos de muestras• l) Prote!nas de la c'paide externa purific!. 

das (5 x 10
3 

cpn por ensayo) 1 2) Polipéptido VP7 purificado (2 x 103 cpm 

por ensaye) 1 3) virua SA-11 tratado con EDTA (5 x 105 cpn por ensayo) 1 

4) prote!nas de células infectadas con el virus SA-11 y tratadas con SDS 

al O.l• (5 x 10
5 c~ por ensayo). 

Los procedimiento• para obtener las muestras 1 a 3 fueron los 

ya expuestos, y la mue1tra No. 4 se obtuvo infectando 2.5 X 10
6 

calulas -

MA-104 en las condiciones descritas, excepto que se lavaron las cillulaa -

a las 10 horas post-infecci6n con PBS, y después de eliminar el PBS, se -

aolubilizaron las células en 200 µl de PBS + SDS 0.1' y luego se diluyeron 

10 veces en el amortiguador en que se lleva a cabo la inmunoprecipitaciónl 
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TNA lx (NaCl 200 mM, tris 50 mM, EDTA l mM, albGmina bovina 0.1', trit6n 

x-100 2 µg/ml1 pH 7. 6), 

se mezclaron 10 µl de muestra con 10 µl de TNA 2x (NaCl 400 mM, 

tris 100 mM, EDTA 2 mM, albGmina bovina 0.1', tritón X-100 l\1 pH 7.6) y 

30 µl de TNA lx, Luego se añadieron 10 µl de las distintas diluciones --

del suero en TNA lx y la mezcla se incubó durante 15 minutos a temperatura 

ambiente. Al terminar esta incubación se añadieron 50 µl de Staphylococus 

~fijado (Panaorbina, Calbiochem) al lO• peso/volumen y se incubÓ 10 -

minutos mas a t1111peratura ambiente. 

Posteriormente se lavó la Pansorbina del material no ad•orbido 

con amortiguador TNA lx y despu&s con amortiguador TENT (NaCl 200 mM, Tris 

50 mM, EDTA 1 mi!, trit6n O.l\1 pH 7 .6). 

La pa•tilla que quedé después de la Última centrifugaci6n se 

resuapendió en 100 µl de MD. una vez resuspendida, se agit6 con Vortex y 

después de calentarla durante 2 minutos en un baño de .agua en ebul1ici6n 

(96ºCl se centrif.ugó a 11 500 rpn durante 1 minuto (en la centrtfuga --­

Eppendorff modelo 5413) para analizar finalmente el sobranadante por el8!:_ 

troforellis en gel de poliacrilamida (Laanli) • 

Electroforesb de Protelnas en Gel de Poliacrilamida (l:.a-li) y Fluoro--­
gratia 

Los polipéptidca virales se analizaron por electroforesis en 

geles de poliacrilamida-SDS (11\ peso/volumen de acrilamida y 0,3\ peao/ 

volumen de bis-acrilamida, en placa) usando el sistE1111l discontinuo de 

Laanli (43). 
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Inicialmente las muestras son mezcladas vol/vol con MD y ca-­

lentadas .en baño hirviente durante 2 minutos. 

Después de aplicar las muestras se corre la electroforesis a 

10 mA por gel hasta que el colorante (azul de bromofenol) rebasa al gel -

concentrador y entonces se continúa a 20 mA por gel hasta que el coloran­

te sale por complete del gel. 

Posteriormente los geles son fijados en ácido acético al 10\ 

y metanol al 30\ y procesado para fluorografía según lo descrito por 

Bonner y Laskey (44). 

cuando as1 se indica se hicieron curvas densi tométricas de -­

los fluorogramas de 560 nm usando un espectrofot6metro Gilford modelo 250 

equipado con un transportador lineal Gilford modelo 2410s. 
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RESULTADOS 

En esta secci6n se describen cuatro procedimientos que pe:cmi-

tieron definir algunas propiedades bioquímicas e inmunológicas de las pr!?_ 

teínas externas del rotavirus SA-11. El diseño de los experimentos está 

orientado a la identificación de el o los polipéptidos responsables de la 

actividad hamaglutinante. Los cuatro procedimientos utilizados fueron --

los siguientes: 

ll La dete:cminación de la actividad hemaglutinante directamente en 

las proteínas aisladas del virus, 2) la identificación de las pro--

teínaa virales capaces de adsorberse a loa eritrocitos, 3) la dete!_ 

minación de la actividad hemaglutinante de las part1culas virales --

con distinta c0111pOsición de polipéptidos que.se obtienen de c¡lulas 

infectadas en presencia de tunicamicina y 4) la determinación de la 

reacción cruzada entre los polipéptidos cognatos de distintos virus. 

Efecto de Tripdna sobre la Actividad H-glutinante de las Pardculaa --

~ 

Con el fin de establecer la importancia de la ruptura del po-

lipeptido VP3 en la capacidad hemaglutinante del virus SA-ll, se determi-

n6 el efecto de la tripsina sobre esta capacidad. Las diversas determifi!. 

ciones probaron que aunque este tratamiento aumenta la infectividad del -

virus, no tiene efecto en la actividad hemaglutinante. Por esta razón, -

en el trabajo subsecuente se usó indistintamente virus tratado o no con -

tripsina. 
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Recuperaci6n de la Actividad Hemaglutinante con las Proteínas Separadas -
del Virus 

Para aislar las proteínas de la cápside externa, entre las --

cuales se encuentra probablemente la responsable de la hemaglutinaci6n, -

se trat6 al virus purificado con EDTA, ya que se sabía que este tratamie!!. 

to convierte a las part1culas completas en partículas sin clipside externa 

(48) 1 y es pcsible obtener las proteínas de la clipside externa centrifu--

gando al virus tratado con EDTA en un gradiente de sacarosa (Figura 2) , 

Para probar la recuperaci6n de actividad hemaglutinante en --

cada paso del proceso de purificaci6n de las proteínas externas, se det"!_ 

min6 previamente el efecto de distintas cantidades de las sustancial usa-

das en el proceso de purif icaci6n (y de mezclas de estas) que podlan in·-

terferir con el ensayo, COlllO son el EDTA y el detergente no i6nico trit.6n 

X-100¡ y en los experimentos que se describen se usaron cantidad•• de ••­

tos reactivos que no interfirieran con el ensayo (un máximo de 25 µg/a]. 
0

de 

EDTA ó 125 µg/ml de trit6n). Adanás se observó que es posible exceder la 

cantidad mbima de EDTA, si ióste se "neutraliza" con una cantidad equblo-

Al tratar distintas cantidades de virus SA-ll purificado con 

EDTA y neutralizar este con MgCl
2

, solo se recuper6 el 3\ de la actividad 

hanaglutinante, sin embargo, no se recuper6 en absoluto esta actividad en 

las prote!nas .de la clpaide externa purificadas. Por lo tanto la activi-

dad hemaqlutinante residual que se detecta en el virus tratado con EDTA -

probablemente se debe a que este reactivo no es COl!lpletamente efectivo --
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Figura 2. ·Distribución de la radioactividad, incorporada en pro 
teínas, del virus SA-11 tratado con EDTA, después de centrifugar -
en un gradiente de sacarosa. Se trató al virus SA-11 radioactivo 
(355 metionina, l.S x 106 cpn) con EDTA 10 mM y trit6n 0.1\ duran 
te 15 minutos. Posteriormente la mezcla fue centrifugada en un -:­
gradiente de sacarosa 10-45' a 34 000 rpn durante 45 minuto• (en 
rotor Beclanan SW40). Fin~lmente se colectaron 49 fraccione• y•• 
contaron alícuotas de cada una en un contador de centelleo. El -
inserto a la inzquierda es la electroforesis en gel de poliacrila 
mida (segÚn Laemli, 43) de las fracciones 28 (carril 1) y 48 -=­
(carril ,2). Las flechas A y B indican el inicio y final del gel 
separad&,· respectivamente. 

_-,_ -:-:.::::-_-:--.. ~- "':"--· -~ ------- --
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para desagregar la cápside externa y prevalece un poco de virus completo 

después del tratamiento. 

Para probar si la perdida de la actividad hemaglutinante se -

debe a la desaparici6n del sitio responsable -por cambios en la estructu­

ra terciaria de la proteína-ó a la desagregación de la cápside externa en 

unidades aún capaces de unirse a los eritrocitos pero 11monovalentes 11
, y -

por lo tanto incapaces de formar los puentes de uni6n que requiere la he­

maglutinaci6n, se intentó recuperar la actividad incubando las preparaci.!?_ 

nes de virus SA-ll -previamente tratadas con EDTA- con sueros preparados 

contra rotavirus heterólogos. Este procedimiento ha funcionado bien con 

adenovirus, donde se ha demostrado que anticuerpos heterólogos son capa-­

ces de unir monáneros pentón-fibra de este virus y de ésta manera al pro­

ducir agreqados multivalentes regenerar la actividad hanaglutinante perd!, 

da por desagreqación (49). 

Con éste objeto se utilizaron varios sueros heter6logos cuya 

eficiencia para reaccionar contra determinantes antigénicos comunes de -­

los rotavirus había sido probada por contrainmunoelectroforesis (CIEF) -­

pero cuyo t1tulo para inhibir la hemaglutinac~ón del virus SA-11 era al -

menos 20 veces menor que el del suero anti-SA-11 (cuadro 1). Sin embargo, 

al tratar 25 UHA de virus SA-11 con EDTA en presencia de tritón e incubar 

luego con distintas concentraciones (Cuadro l) de los sueros heterólogos, 

no se recuperó la actividad hemaglutiñante, ni tampoco cuando se utiliz6 

adws anti-IgG en el miemo ensayo (en diluciones seriadas 1:5 entre 

los límites 1: 10 y l: 7250) para aumentar aún más el efecto polilnerizante 

de los sueros heterólogos. 
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CUADRO 1 

TI'l'ULACION DE VARI?S SUEROS POR CONTRAINMUNOELECTROFORESIS (CIEF) 
VERSUS SA-11 SCE (l Y POR INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION (IHA) -
VERSUS SA-11, 

Origen 
Técnica 

Diluciones usadas Suero contra 
del suero 

CIEF IHA 
en RHA <2

> 

Hiper inmune SA-11 512 <3> 7500 

NCDV 256 320 10 - 6050 

RVH770 . 256 40 20 - 320 

Inf. natural RVH213172 8 20 25 - 1600 

RVH217677 4 40 so - 3200 

(1) SCE = sin cSpside externa 

(2) RHA • experimentos de recuperacitin de la heinaglutinacitin -
(de SJl.-11 tratado con EDTJI.) por incubacitin con loe -
1111eroa hetertilogos 

(3) LO• nGmeroa aon lo• valorea rec1procos del tltulo de los -
anti•ueros o de las diluciones usadas. 
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Estos resultados sugieren que la pérdida de la actividad h~ 

glutinante por el tratamiento con EDTA no se debe a que este reactivo pr~ 

duzca unidades monovalentes incapaces de aglutinar pero capaces de adsor­

berse a los eritrocitos. 

Identificaci6n de las Proteínas Virales Capaces de Unirse a Eritrocitos 

A) Adsorci6n a eritrocitos de las proteínas purificadas del virus 

La capacidad que muestre una protefoa para unirse a eritroci'­

tos es el origen o fundamento de la capacidad hanaglutinante del virua 

por lo que la identificaci6n de tal protelna ayudarla a identificar la 

protelna responsable de la hanaglutitÍaci6n. Por bta raz6n se decidi6 

detensinar si las protelnas de la c.ipside externa liberadas por EDTA eran 

aGn capaces de unirse a eritrocitos a pesar de no ser hemaglutinante•· 

El procedimiento consisti6 en la adaorci6n a los eritrocitos 

de las proteínas virales radioactivas purificadas a partir del virus <XI!. 

pleto y su identificaci6n posterior por electroforesis y fluoroqrafla. 

Para estandarizar el método se determin6 inicialmente le ºªP!. 

cidad del virus SA-ll completo para unirse a loa eritrocitos. La curva -

de adaorci6n de virus SA-ll radioactivo (355 metionina) contra diatintaa 

cantidades de eritrocitos (Figura 3) permiti6 determinar le cantidad de -

eritrocitos necesaria para el ensayo. 

En los ensayos subsecuentes se us6 lO veces la cantidad nece­

saria para adsorber el 50\ del virus radioactivo. Como el virus no ae --
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2 3 4 5 

No. ERITROCITOS X 10-7 

Figura 3. Perfil de la adsorci6n del virus SA-ll a -­
distintas cantidades de eritrocitos. El virus SA-ll -
radioactivo 135s metionina, 2.5 x 103 epa) fd incubado 
con distintas cantidades de eritrocito• durante l hora 
a 2o•c. Deapuaa 101 eritrocitos fueron lavadoa 3 veces 
y secados en papel filtro para finalmente determinar r!. 
dioectividad en un contador de centelleo. En las abci­
aas se inr1ica el porcentaje -de la radioactividad total­
adsorblda por loa eritrocitos. 
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adsorbió totalmente, se determinó por electroforesis la composición pro-­

teíca del virus adsorbido y no adsorbido. Como era de esperarse el virus 

adsorbido tiene la composición del virus completo mientras que el virus -

no adsorbido no tiene clipside externa (VP3 y VP7, Figura 4), la cual pro­

bablemente contiene los antígenos hemaglutinantes, 

Este resultado estli de acuerdo con la observación de que el -

virus SA-ll sin ciipside externa -purificado por densidad boyante al cen­

trifugar virus SA-ll tratado con EDTA en un gradiente de cloruro de cesio­

prácticamente no es capaz de adsorberse a eritrocitos (es decir, se adso!. 

be menos del 5\) . 

Para determinar la capacidad de adsorción a los eritrocitos -

de las proteínas aisladas se desagregó a los componentes de la clipside e!. 

terna por tratamiento con EDTA y posteriormente se separaron de las part.!, 

culas virales sin cápside externa por sedimentación en gradiente de saca­

rosa. La Figura 2 muestra una separación preparativa de las proteínas -­

radioactivas c35s metionina) del virus SA-ll por éste procedimiento. En 

éstas preparaciones se utilizó Tritón X-lOO, pues si se excluye éste de-­

tergente no iónico en cualquier paso del procedimiento, no se obtiene el 

pico del menisco que corresponde a las prote1nas de la cápside externa -­

(datos no mostrados). En ausencia de Trit6n se ha observado que las pro­

te!nas quedan adheridas a las paredes de los tubas en que se maneja al -­

virus luego del tratamiento con EDTA. No sabemos la causa de éste canpo!. 

tamiento de las prote!nas externas, pero es posible que se deba a que es­

tas sean muy hidrófobas. 
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Figura 4. Electroforesis en gel de poliacrilamida del 
virus SA-11 ad~orbido a eritrocitos. El virµs SA-11 -­
radioactivo (3 s metionina, 2.5 x 103 c¡::m) fué incubado 
con 2 x 107 eritrocitos durante 1 hora a 20ºC. Después 
de la incubaci6n se centrifug6 la mezcla y se hizo elec 
troforesis (según Laemli, 43) del sobrenadante y de los 
eritrocitos (lavados con FS). carril 1, virus SA-111 -
carril 2, virus SA-11 adsorbido a eritrocitos¡ carril 3, 
sobrenadante de la adsorci6n (1/4 del volumen total). 
Las flechas A y B indican el inicio y final del gel se­
parador, respectivamente. 
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una vez separados los polipéptidos de la cápside externa, se 

determin6 la capacidad de éstos para adsorberse a eritrocitos, empleando 

el mismo procedimiento que con el virus completo. Sin embargo, se encon­

tró que no hay adsorci6n a los eritrocitos de ninguno de los componentes 

de la cápside externa VP7 y VP3 o de su producto VPS (Figura 5). 

Debido a que una posible modificación de las proteínas de la 

cápside externa durante el procedimiento de purificaci6n podda eliminar 

la capacidad de éstas para adsorberse a los eritrocitos, se hicieron ex-­

perimentos de adsorci6n con virus tratado con EDTA sin purificaciones I>O.!!. 

teriores (Figura 6). El análisis de las prote!nas adsorbidas revela la -

presencia de todas las proteínas de las partículas virales completas, pe­

ro los polipéptidos de la c&pside externa se encuentran considerablanente 

disminuidos, especialmente el polipeptido VP7 (Figura 7). 

En otros experimentos de adsorción con virus tratado con tri¡a 

sina y luego con EDTA, se observa que el polipéptido VPB no ea detectable 

en el "virus incompleto" que se une a eritrocitos, sino permanece en el -

sobrenadante del medio de adsorci6n {datos no mostrados) . 

El material del virus tratado con EDTA que se adllOrbe a eri-­

troci tos probablanente consiste de part!culas virales inccmpletas pero -­

aún capaces de adsorberse a los gl6bulos rojos, ya que las protelnaa de -

la cSpside externa -libres de partículas- o las partículas virales sin 

cápside externa no presentan esta capacidad. Estos resultados indican 

qqe las proteinas de la cápside externa requieren estar fo111111ndo parte de 

las part!culas virales para que sean capaces de mediar la adsorci6n a los 
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Fic¡ura s. Electroforesis en 9el de poliacrilmnida de las prote!nas de la c'pside -
externa adsorbidas a eritrocitos. Se 8ic¡ui6 el miSlllO procedimiento que en la figura 
4. Carril 1, virus SA-11 sin c'pside externa1 carriles 2 y S, prote!nas de la c'psi 
de externa obtenidas a partir de virus no tratado y tratado con tripsina, respectiva 
mente1 carriles 4 y 7, prote!nas adsorbidas a eritrocitos después de la incubación':' 
con prote!nas de la cápside externa (lSs metionina, 1000 cpn) del virus no tratado -
y tratado con tripsina, respectivamente1 carriles 3 y 6, sobrenadantes (1/4 del volu 
men total) de las adsorciones mostradas en los carriles 4 y 7, respectivamente (en:­
estos carriles, la gran cantidad de albúmina presente distorsiona a VPJ y VPS). Las 
flechas A y B indican el inicio y final del gel separador, respectivamente. El 
carril 5 corresponde a una electroforesis (según Laemli, 43) hecha por separado. 
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No. ERITROCITOS X 10·7 

Fiqura 6, Perfil de la adaorci6n del virua SA-11 tratado 
con EDTA a distintas cantidades de eriuocitoa. El virua 
radioactivo (355 Htionina, 4 x 103 epi) fua tratado con -
EDTA 10 1111 durante 15 minutos en preHncia de trit6n 0.1'. 
Poatariormente ae al\adi6 MgC1

2 
para lograr una concentra-­

ci6n de 10 mM, y luego la mezcla fu& incubada durante l -­
hora con distintas cantidades de eritrocitos. Finallllente 
los eritrocitos fueron lavados y se detennin6 la radioacti 
vidad adsorbida. -
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Figura 7. Electroforesis en gel de poliacrilamida del -
virus SA-11 tratado o sin tratar con EDTA J adsorbido a -
eritrociJO•· El virue SA-11 radioactivo ( Ss 111etionina, 
1.5 x 10 cpm) fu' tratado con P.DTA (10 di) y trit6n 
(O.l\) durante 15 11inutoe. Poeteriona11nte se añadi6 
MqC12 para obtener una concentraci6n de 10 11111, y la 111ez-­
cla fuG incubada con 2 x 107 eritrocitos durante l hora a 
2o•c. Finalmente se lavaron los eritrocito• y se lea hi­
zo electroforesis (seqGn Laanli, 43). carril 1, prote!-­
nas adsorbidas del virus tratado con EOTA1 carril 2 pro-­
teínas adsorbidas del virus no tratado. Las flechas A y 
B indican el inicio y final de! gel separador, respective_ 
mente, 
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eritrocitos y, además, impide la identificación de la hemaglutinina del -

virus a través de la medición de la capacidad de los polipéptidos aisla--

dos para unirse a los eritrocitos. 

B) Adsorción a Eritrocitos y a Células MA-104 de las Proteínas Obtenidas 
de células Infectadas con el virus SA-11 

Para evitar una posible modificación de las proteínas hamagl!!_ 

tinantes por la desagregación del virus con EDTA en presencia de deterge!!. 
. . 

te - que pudiera ser la causa de la pérdida de sus capacidades de adsor--

ción o aglutinación de los eritrocitos - se determinó la capacidad de ad-

sorción a glóbulos rojos de las proteínas estructurales presentes en cél!!, 

las infectadas pero no ensambladas en viriones. 

Este procedimiento se ha empleado para demostrar (Lee, P. 

~ al., 50) que la proteína a 1 de reovirus es responsable de la unión 

del virus a la célula huésped. 

La técnica para liberar de partículas virales a las células -

infectadas es una modificación de la de Lee, P • .!!"!.!.· y consiste breve--

mente en sonicar y después ultracentrifugar por tres veces consecutivas. 

Es necesario observar que éstos sobrenadantes tienen una cantidad baja de 

VP7 (Figura B) pues la mayada de este sedimenta con el virus. 

Todos los polipéptidos estructurales que componen al virus se 

adsorbieron a los eritrocitos (Figura 9) y la proporción en que se encue!!. 

tran indica que se trata de partículas virales. Como la eficiencia de --

adsorción fué de solo el o. 3\ de las prote1nas radioactivas presentes, -

es posible que el material adsorbido esté compuesto exclusivamente de pa!:_ _ 
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Figura 8. Electroforesis en qel de poliacrilamida de las pmtel 
nas de células infectada• con el virus SA-11 y adsorbidas a c&1u:­

-la• MA-104, e inhibici6n de la adsorción con suero. Las protelnas 
radioactivas (35s metionina) de células infectadas fueron ultra-­
centrifugadas (3 veces cgnsecutivas a 178 000 x g ) y después -­
fueron incubadas (6 x 10 cpn) con distintos sueros (dilución --
1/5) o con MEM durante l hora a 20ºC. Posteriormente se añadió -
la mezcla a una monocapa de células MA-104 confluentes (25 cm2) y 
se incub6 a 4ºC durante 75 minutos. Finalmente la monocapa se la­
vó con PBS y se·solubilizó con MD para hacer'electroforesis (se-­
gÚn Laemli, 43) de 1/3 del volumen total. carriles 1 y 6, proteí­
nas de células infectadas (ultracentrifugadas); carril 7, proteí­
nas de células infectadas1 carriles 2 a 5, proteínas ultracentri­
fugadas adsorbidas a células MA-104: sin pretratamiento, carril 2; 
preincubadas con anti- SA-11 1/5, carril 3; preincubadas con anti­
SA~ll 1/50, carril 41 preincubadas con suero normal 1/5, carril 5. 
La~\flechas A y B indican el inicio y final del gel separador, -­
respectivamente. 
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Figura 9. Electroforesis en gel de poliacrilamida de las protei 
nas de células infectadas con el virus SA-11 y adsorbidas a eri-': 
trocitos, e inhibición de la adsorción con suero. Las proteinas 
radioactivas ¡35s metionina) de células infectadas fueron ultra-­
centrifugadas (3 veces consecutivas a 178 000 x g) y después fue­
ron incubadas (3 x 105 cpm) con distintos sueros (dilución 1/5) o 
con amortiguador FS durante 1 hora a 20°C. Posteriormente se la­
varon los eritrocitos y se corrieron en electroforesis (según 
Laemli, 43) • Carriles 1 y 6, proteinas de células infectadas no 
centrifugadas¡ carriles 3 a 5, proteinas centrifugadas adsorbidas 
a eritrocitos: sin tratamiento adicional, carril 3i preincubadas 
con anti-SA-11 1/5, carril 4- preincubadas con suero normal 1/5, 
carril 5. 
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tículas virales que prevalecen a pesar de la centrifugación. 

Se determinó también la capacidad de adsorción de las proteí-

nas de células infectadas a las células huésped Mll-104, pues el virus usa 

probablemente el mismo receptor para unirse a ambos tipos de células. Cal:!_ 

só sorpresa encontrar que a estas células se adsorbieron los polipéptidos 

no estructurales NCVP3 y NCVPS con una alta eficiencia (Figura 8), Esta 

adsorción es extraña en virtud de que son dos polipeptidos no estructura-

les y probablemente se trata de una adsorci6n no relacionada con la adsoE_ 

ción del virus. 

, 
Se confirmó que la adsorción de NCVP3 y NCVPS a la1 calulas -

MA-104 no está relacionada con la adsorción del virus por e11Ayoa de in-­

hibición de la adaorción de éstos polipéptidos con suero contra el virus 

purificado. En prHencia de antisuero contra el virus no se obaervó inh!. 

bición de la adsorción de llCVP3 y NCVPS con la cantidad m&xima u .. da en -

el ensayo (dilución 1: S, Figura 8), a pesar de que con '8ta cantidad H -

inhibió la adsorción de las prote1nas eatructurales del virua a loa eri--

trocitos (Figura 9). 

Podanos resumir que no. hubo adaorcilin a los eritrocito• ni a 

las células MA-104 de las proteínas virales estructurales que no han aido 

ensambladas eri pardculas. Estos rHultados coinciden con loa que le ob­

tuvieron al analizar la adsorción a eritrocitos de las pcotelnH d• la -­

cápside externa purificadas, por lo que l• conclusión anotada en ambo• --

casos se ve reforza da. 

Médición de la Capacidad H ... glutinante de Partículas Viral•• con Diatin­
ta Canposici6n de Polipiptidos 

También se intentaron otros dos enfoques, menos directos que 

los anteriores, con el objeto de entender el papel de los distintos poli-
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péptidos estructurales en la hemaglutinación causada por SA-11. 

El primero se basa en que es posible obtener partículas vira-

les que carecen del polipéptido VP7 pero presentan un precursor no glico-

silado de éste (pVP7) cuando se inhibe la glicosilaci6n con el antibióti-

co tunicamicina en las células infectadas con SA-11 (51) • 

Las d:lstintas partículas obtenidas de células infectadas en -

presencia de tunicamicina se purificaron por velocidad de sedimentación -

en un gradiente de sacarosa, y posteriormente se les determin6 su activi-

dad hemaglutinante (Figura 10) y su canposición de polipliptidos (Figura -

11) • Las part!culas del pico 3 que carecen de VP7 y contienen pVP7 son -

capaces de hemaglutinar, indicando que al menos los oligosac&ridos de és-

te polipéptido no est&n implicados en la hemaglutinaci6n. 

Detenlinaci6n de la Existencia de Protefoas Ti íficas su Posible 
Correlaci n con la(s) Prote!na(s) Responsable(s) 

LOS rotavirus aislados de distintas especies presentan una 

fuerte reacción antig&nica cruzada por ensayos de fijación de complemento, 

contrainmunoelectroforesis, etc. (48,52,53) pero pueden distinguirse cla-

ramente en ensayos de neutralizaci6n o de inhit>ici6n de la hemaglutina---

ci6n (48,53). Esto indica que hay tanto deteJ:111inantes antigénicos de gl'!!. 

po cano determinantes antigénicos tipo espectficos entre los rotavirus. -

Los mismos resultados anteriores indican que la actividad hemaglutinante 

es!:& constituida por antígenos tipo espec!ficos. Por lo tanto se estu---

di6 la relación antigénica entre dos rotavirus con el fin de definir las 

prote!nas con determinantes antigénicos de grupo y aquellas con deteJ:llli--

-'. ... , ... ,· 
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No. FRACCION 
,PitJUr• 10. Diatrilluci4n de lH pudcula1 virale• (obtenida• de c'lulH infectadH 
con SA-11 1n pre1encia de tunicaaicina) y de IU actividlld h-glutinante dellpll&s de 
c1ntrifupr 1n un gradiente de .. caro... i.1 c'1ul!! fueron infectada• con SA-11 y 
al terlliau: el periodo de ad110rci&i .. lu alladi45 s .. tiOl!ina (33 ¡¡Ci/all • Saia 
hOrH de1¡iua1 H laa alladi4 tunicaicina (5 ji9/llll • Finalllente, a lH 24 horH -­
po1t-infecci4Sn, lu calulH fuaron hmogeniudaa y Clntrifugadl1 an un gradisnte l.!_ 
nMl da HCU'OM 15·45• durante 1 hora a 3' DOO rpi (an rotor SlMO, Becllllanl • Des-, 
pua1 da la centrifugaci4n H colectaron 45 fraccione• y 1e dividUI en tras parteo -
cllda una, pua detumiau: radioactividad (c¡a) , actividad h-.glutinante (UHAI Y -­
campolici4n de poliplptidc1 (Figura 111. 
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Figura 11. Electroforesis en gel de poliacrilamida (se-­
gún Laernli, 43) de las partículas virales obtenidas de cé­
lulas infectadas con SA-11 en presencia de tunicamicina. -
Se muestran los picos 1 al 4 -separados por centrifugación 
en gradiente de sacarosa- que muestra la figura 10. Las -
flechas A y B indican el inicio y final del gel separador, 
respectivamente. 
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nantes antigenicos tipo específicos, entre las cuales se encontraría la 

hemaglutinina. 

En 1979 observamos (48) por contrairununoelectroforesis que los 

sueros contra distintos rotavirus presentan el mismo t!tulo al reaccionar 

contra los virus sin la c!ipside externa, por lo que al menos las protet-­

nas -de la clipside interna- que quedan expuestas en el virus sin lll c!ips!. 

de externa tienen principalmente determinantes antigénicos comunes. Por 

otro lado, al utilizar virus con c!ipside externa, encontramos una gran d,!. 

ferencia en t!tulo, por lo que las prote!nas de la c!ipside externa pre••!!. 

tan una reacci6n cruzada muy baja. 

con objeto de determinar el grado de reacci6n cruaada entre -

cada una de las prote!nas cognatas (equivalente.a) de dos rotavirua, ae h!. 

ciaron ensayos de inmunoprecipitaci6n utilizando prote!naa viralee de•ag!.e 

gadas o protelnas virales aGn no ensambladas, obtenidas de cl!ilul•• infec­

tadas. 

Las protetnaa marcadas con metionina 35s obt~nidaa por uno de 

los tres ml!itodos aeñaladoa en sec¡uida, se hicieron reaccionar con lo• 1Ue­

ros, que en este caso fueron anti-SA-11 y anti-NCDV. Deepul!ia de reaccio-­

nar las prot.S:nas con el. suero, se precipitS la IgG con Staphylococue 

~ fijado. y po1terionoente se identificaron los polipl!ptido1 irminopr!. 

cipitados por electroforesis y fluorograf!a. 

El primer m6todo de obtenci6n de prote!n&11 des.egregada1 conai.!!. 

ti6 en la purificaci6n de las proteínas de la clipside externa de SA-11 por 

el procedimiento indicado anteriormente (ver Material y Métodos). Al re&!:_ 
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cionar contra estas proteínas, ambos sueros -usados a una sola concentra­

ci6n- mostraron una eficiencia de irununoprecipitación similar (Figura 12) • 

A partir de la preparación de proteínas de la cá'.pside externa, 

se aislaron los componentes VP7 y pVP7 por cromatografía en Sephadex 

(Figura 13). En la irununoprecipitaci6n de estos polip;;ptidos con distin­

tas diluciones de anti-SA-ll y anti-NCDV encontramos que el suero heteró­

logo tuvo un dtulo igual o ligeramente superior (Figura 14) • 

Posteriormente se utilizó, para la il'lllunoprecipitación, virus 

SA-ll tratado con EDTA, para liberar las proteínas de la c&pside externa. 

Se observ6 que los 'componentes de la cápside externa precipitan en forma 

independiente de las part!culas sin cápside externa (VPl, VP2 y VP6) cu-­

yas proteínas obviamente precipitan unidas (Figura 15) • En estas concli-­

ciones el tl tu lo de ambos sueros -es decir la última dilución capaz de i.!!. 

munoprecipi tar- hacia los componentes de la c&pside externa (VP7 y pVP7 -

y VP3 o sus productos VPS y VPB) es similar. Sin embargo, es posible di­

ferenciar entre los sueros al comparar la avidez de los anticuerpos, re-­

presentada por las diluciones de los sueros que inmunoprecipitan el so• -

de la cantidad máxima (la cantidad que precipi,ta con la mayor concentra-­

ci6n de suero usada en el ensayo) • Atravlis de este valor, Gaillard y 

Joklik compararon la reacción cruzada entre las protetnas cognatas de los 

reoviru~ (54) y concluyeron que el poliptiptido cr l de estos virus -el cuá'.l 

es la hemaglutinina (39,41) y el que determina el tipo en ensayos de neu­

tralizaci6n (41,55)- es el que presenta la mayor cantidad de determinantes 

antigtinicos tipo-específicos. 
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Figura 12. Electroforesis en gel de poliacrila­
mida de las proteínas de la cápside externa del -
virus SA-11 inmunoprecipitadas. Las proteínas de 
la cápside externa (355 metionina, 5 x 103 c¡:n) -
provenientes de las fracciones 47-49 de la figura 
2 fueron incubadas con distintos sueros (dilución 
1/20) durante 1 hora a 20°C. Posteriormente se -
inmunoprecipitó la IgG con proteína A-Staphyloco­
cus aureus, y se hizo electroforesis (según 
Laemli, 43) a los inmunoprecipitados. Carril 1, 
virus SA-11; carril 2, proteínas de la cápside ex 
terna; carriles 3 a 6 inmunoprecipitación de las­
prote!nas de la cápside externa con anti~SA-11, -
carril 3; anti NCDV, carril 41 anti RVH770, 
carril 5; suero normal, carril 6. Las flechas A 
y B indican el inicio y final del gel separador, 
respectivamente. 
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Figura 13. Cromatografía en Sephadex de las ~roteínas del vi­
rus SA-11 liberadas por EDTA. Las proteínas ( 5s metionina, 
4 x 105 cpm), obtenidas de las fracciones 47-49 de la figura 2, 
fueron aplicadas a una columna de Sephadex G-100 de 56 x 1.6 cm 
y eluídas con un flujo de 26 ml por hora en amortiguador TSETA. 
Se colectaron 28 fracciones de l. 3 ml. Las flechas AD y AB se­
ñalan la posición de los marcadores azul de dextrano y azul de 
bromofenol. E¡ inserto a la derecha es la electroforesis eri -­
gel de poliacrilamida (según Laemli, 43) de las fracciones 4 -­
(carril l) y 14 (carril 2). Las flechas A y B indican el ini-­
cio y final del gel separador, respectivamente. 
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Figura 14. Electroforesis en gel de poliacrilamida de los -­
polipéptidos VP7 y pVP7 inmunoprecipitados. Los polipéptidos 
VP7 y pVP7 (355 metionina, 2 x 103 cpm) provenientes de las -­
fracciones 12-15 de la figura 13, fueron incubados con distin-. 
tas concentraciones de los antisueros durante 1 hora a 20ºC. -
Posteriormente se inmunoprecipitó la IgG con proteína A-Staphy­
lococus aureus y se hizo electroforesis (según Laemli, 43) de 
los inmunoprecipitados. Carril 1, virus SA-11; carril 2, poli 
péptidos VP7 y pVP7 (nótese que hubo contaminación del carril-
1); carriles 3 a 9, inmunoprecipitaciones de los polipéptidos 
VP7 y pVP7 con: anti SA-11 1/200, carril 3; anti SA-11 1/2000, 
carril 4; anti SA-11 1/20000, carril 5; dnti NCDV 1/200, 
carril 6; anti NCDV 1/2000, carril 7; anti NCDV 1/20000, 
carril 8; suero normal 1/200, carril 9. Las flechas A y B in­
dican el inicio y final del gel separador, respectivamente. 
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Figura 15. Electroforesis en gel de poliacrilill!lida del virus 
SA-11 tratado con EDTA e inmunoprecipitado. El virus radioac­
tivo ¡3Ss metionina, S x 105 cpm) fué tratado con EDTA 10 r'i -

y tritón O.li durante 15 minutos. Posterioraiente la mezcla 
fué incubada con varias diluciones de los sueros e inmunopl'~ · 
cipitada con proteína A-Staphylococus ~durante 1 hora. -
Finalmente se hizo electroforesis (según I.aemli, 43) de las -­
proteínas inmunoprecipitadas. Carril 1, virus SA-11: carriles 
2 a 11, inmunoprecipitaciones del virus SA-11-EDTA con: anti­
SA-11 1/200, carril 2; anti-SA-11 1/2000, carril 3: anti-SA-11 
1/20000, carril 4; anti NCDV 1/200, carril S; anti NCDV 1/2000, 
carril 6: anti NCDV 1/20000, carril 7: anti RVH770 1/200, 
carril 8; anti RVH770 1/2000, carril 9; anti RVH770 l/:!0000, -
carril 10; suero normal 1/200, carril 11. I.as flechas A y B -
indican el inicio y final del gel separador, respectivai.iente. 
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Para determinar el tí tu lo del suero que precipita el 50\ del 

máximo, se cuantificaron las inmunoprecipitaciones del virus SA-11 trata­

do con EDTA, midiendo el perfil de absorbancia a 560 nm del fluorograma, 

Las diferencias que se obtienen al comparar de esta manera son aún bajas 

(cuadro 2), sin embargo, entre los polipéptidos de la cl!pside externa los 

polipéptidos VP7 y pVP7 son los que difieren en mayor grado, 

El tercer procedimiento fue hecho con proteínas obtenidas de 

células infectadas con SA-11 y posteriormente tratadas con el detergente. 

sos para obtener tanto a los polipéptidos de la cápside externa como de -

la interna, libres de interacciones entre ellos, Sin embargo, el deter-­

gente sos inhibe considerablemente la reacci6n andgeno-anticuerpo (56), 

por lo que fué necesario dianinutr la concentraci6n del detergente a 

0.01', ya que en estas condiciones la inhibici6n de la reacci6n antlgeno­

anticuerpo es mínima (57). De esta manera se observ6 que los t!tuloa (es 

decir la última diluci6n capaz de precipitar) de los sueros anti-SA-11 y 

anti-ICDV contra los polipéptidos VP3 y VP6 fuer;,n prlicticamente iguales 

(Figura 16) • 

Res11111iendo los resultados de imunoprecipitaci6n, concluhios 

que los disl:intos polip&ptidos una vez desagregado& mostraron casi igual 

reacci6n con el suero hcla6logo y heter61.ogo, pero a pesar de esto, 101 -

datos sugieren a VP7 y pvp7 cano los polipéptidos con mayor proporci6n ..; 

de determinantes antigénicos tipo-espec!ficos. 
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CUADRO 2 

CUANTIFICACION DE LA RELACION ANTIGENICA 
ENTRE LAS PROTEINAS DE LJI CAPSIDE EXTE!INA 
DE LOS ROTAVIRUS SA-ll Y NCDV 

Prote1na del Antisuero contra 

virus SA-ll SA-ll NCOV 

VP3 1830 1415 

VP5 l27l 1159 

VP7 1218 754 

pVP7 1307 702 

VPB 1007 745 

Loa m1111eros son los reciproco• de . las -
dilucionH del 1111ero qu• precipitan al 
50\ de la cantidad milla (H dcir, la 
cantidad que precipita con la mayor con 
centraci6n de suero usada en el ensayo). 
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Figure 16. Electroforesis en gel de poliacrilamida de las protetnas de -
cl!lulas infectadas con SA-ll, tratad~s con sos 0.1' e imrurioprecipitadas. 
Las prote!nas c35s metionina, 5 x 10 cpn) de células infectadas con SA-11 
fueron tratadas con sos O.l\. Después de diluír 10 veces estas proteínas, 
se incubaron con distintas diluciones de los sueros durante 1 hora a 20ºt 
y luego fueron inmunoprecipi tadas con proteína A-Staphylococus ~. F!_ 
nalmente se hizo electroforesis (según LaElllli, 43) a los inmunoprecipitados, 
Carriles 1 y 17, virus SA-11; carriles 2 y 16, protetnas de células infec­
tadas con SA-11; carriles 3 y 15, proteínas de células infectadas con SA-11 
y tratadas con sos (en estos carriles se omitig la mezcla disruptora); 
carriles 4 a 14, im;1unoprecipitaciones (en sos 0.01\) de las prote!nas de -
células infectadas, en presencia de: anti SA-11 1/200, carril 41 anti -­
SA-11 1/2000, carril 51 anti SA-11 1/20000, carril 6; anti-NCIJV 1/200, 
carril 71 anti-NCDV 1/2000, carril 81 anti NCDV 1/20000, carril 91 anti -­
RVH770 1/200, carril 10; suero normal 1/200, cá'rril 11; anti RVH 213172, 
carril 121 anti RVH213172 1/2000, carril 13¡ anti RVH213172 l/20000, 
carril 14. El polipéptido NCVP3 precipitó en ausencia de antisuexo por lo 
'que posiblemente se adsorbe al Staphylococus ~· Las flechas A y B -­
indican el inicio y final del gel separador, respectivamente. 
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OISCUSION 

La desagregación de las proteínas de la cápside externa del -

virus SA-11 es condición suficiente para que estas pierdan tanto la activ.!_ 

dad hemaglutinante que tenían al estar integradas en part1culas como la -­

capacidad de adsorberse a eritrocitos. Lo mismo se puede decir de las pr~ 

teínas de la cápside externa presentes en el extracto de células infecta-­

das y sin mb tratamiento que la ultracentrifugación para liberar de part!. 

culas virales. 

Hay dos explicaciones plausibles para estos resultados: la 

primera es que el si tic de unión este formado por m&s de un polipiptido y 

la segunda, sugerida por la inaolubilidad de las protelnH de la cápside -

externa en auaencia de detergente, es que estas prota1naa tengan una con-­

formación muy distinta cuando no forman parte da pardculas viralea debido 

a la exposición de una regi6n hidroflibica. Esta regi6n hidrof6bica induc! 

rta cambios en la conformaci6n de la protetna que permitieran minimizar su 

interacción con el agua. 

La insolubilidad de protetnas estructurales en ausencia de de­

tergente no habta sido descrita en virus sin membrana lip1dica y la pose-­

si6n de c¡licoprote1nas es sólo caapartida con loa reovirua (58) que perte­

necen a la millllll familia que los rotavirus, y posiblmnente con otra familia 

de virus sin membrana, los adenovirus (59). Sin l!lllbuc¡o, en estos dos úl­

timos virus la glicosilación es menor y el enlace es· de tipo 0-c¡licosldico, 

a diferencia de las glicoprotetnas de los rotavirus en los cuales es de -­

tipo N-glicosídico (30). Estas características de los rotavirus, usuales 
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en virus con membrana, están de acuerdo con el modelo -basado en estudios 

"' de microscopía electr6nica- que postula la adquisici6n de la cápside exte_:: 

na de los rotavirus através de su paso por una estructura membranosa, el -

retículo endoplásmico (24 ,25, 26). Si las proteínas de cápside externa re­

quieren estar incorporadas en el retículo endoplásmico, tanto para qlicos.!_ 

darse como para que pasen a formar parte de la cápside externa, deben tener 

una región hidrofóbica. 

El método de obtención de las proteínas de la cápside externa 

por tratamiento con EDTA liberó también una baja cantidad de polipéptidos 

de la cápside interna. Estos polipéptidos se encuentran asociados en es-­

tructuras con peso molecular mayor que 100 000 daltones pues eluyen junto 

con el marcador azul de dex.trano en Sephadex G-100. 

No es necesaria la ruptura de VPJ en VPS y VPS para la hemaql!!. 

tinación del virus SA-11 a pesar de que este rompimiento aumenta la infec­

tividad. Tampoco son necesarios los carbohidratos de VP7 de los que care­

ce pVP7. Esta íiltima observación confirma los experimentos de Baltardo -­

!! al. que encontraron que el tratamiento del virus con ROE (enzima des-­

tructora del receptor de yg>rio ~) o periodato no eliminan la capaci­

dad hemaglutinante del virus SA-11, a pesar de hidrolizar o modificar los 

carbohidrato& y ser capaces de eliminar e•ta capacidad en otros virus que 

sí interaccionan con el eritrocito através de sus carbohidratos (60). 

La aparente contradicción entre la baja reacción cruzada que -

muestran las prote1nas de la cápside externa cuando forman parte de. partí­

culas virales y la alta reacción cruzada observada al utilizar las prote!-
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nas libres puede explicarse por la aparici6n de determinantes antigénicos 

comunes ocultos en las partículas virales pero expuestos en las prote!nas 

libres. La posible causa de la al ta reacci6n cruzada entre' estos determ!, 

nantes antigénicos es que através de ellos interaccionan las proteínas de 

la cápside externa con las de la c&pside interna, y estas son antigénica-

mente muy parecidas entre los distintos rotavirus, Esta explicaci6n im--

plica que los sueron hiperinmunes contienen anticuerpos contra una regi6n 

de las proteínas de la cápside externa no expuesta en las partículas vir!_ 

les completas. El virus usado para inmunizar no contenta protdnas libres 

ya que fué purificado por densidad en gradientes de cloruro de cedo, pero 

es posible que haya ruptura dentro del animal de al menos una parte del -

virus inoculado. 

A pesar de la pérdida de sensibilidad que se obHrvli al medir 

la inmunoprecipitaci6n de las proteínas libres, la comparacil!n atravia --

del d tulo del suero que precipita al SO• del múimo, sugiere que lo• po­

lipéptidos VP7 y pVP7 son los que preaentan al meno• la mayor proporcilSn 

de determinantes anti génicos tipo específicos. La poaibilidlld de que la 

proteína hanaglutinante sea también la que preaenta mayor cantidad de de­

terminantes tipo espec!ficos queda cano una especulacilin para aer probada 

o, en su caso, descartada. 

Podemos resumir que las propiedades bioqu!micas e inaunol.ligi-

cas de las proteínas de la c&pside externa que se han discutido sugieren 

que estas prote!nas presentan tres dominios que son la zona hidrofl!bica y 

las zonas de alta y de baja variabilidad antigénica; cada una de estas --
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zonas tendría obviamente ubicaci6n y funciones distintas. 

El problema original no pudo ser resuelto por las circunstan­

cias anotadas. Revisando otras metodologías posibles, cabe mencionar que 

una de ellas, la producción de sueros monoespecíficos, no parece muy apr~ 

piada porque requiere -de acuerdo con el esquema más socorrido- la purifi 

cación de las proteínas virales y la producción con estas proteínas de -­

sueros hiperirununes. Estas prote!nas difícilmente serán buenas inductoras 

de anticuerpos inhibidores de la henaglutinación debidO a las alteracio-­

nes -aquí descritas- que sufren al ser separadas de las parttculas vira-­

les. con el conocimiento actual, parece que el enfoque de tipo inmunoló­

gico m&s adecuado para identificar tanto la protefoa viral responsable de 

la hemaglutinaci6n como la que reacciona con los anticuerpos neutralizan­

tes, es la obtención de anticuerpos monoclonales capaces de inhibir la -­

hanaglutinación o de neutralizar el virus, y determinar posteriormente con 

cuál o cuales proteínas reaccionan estos anticuerpos. 

Recientemente Kalica ·~ !l• (61) demostraron que la protelna 

con la que reaccionan los anticuerpos neutralizantes seqrega junto con el 

segmento de ARN 9 de los rotav irus de humano y bovino. Por otro lado, -­

Arias~ al. (30} d9110straron que los se9111entos de .!IRN 7, By g·codifican 

in ~ por dos proteínas no estructurales y por el precursor no qlicos.!, 

lado de VP7. Estas dos observaciones en conjunto sugieren fuertemente -

que la protetna con la que reaccionan los anticuerpos neutralizantes es -

la glicoprote1na VP7. Por .analog!a con otros virus (33 l , esta protelna -

probablemente también sería la responsable de la hemaglutinaci6.n. 
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