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RESUMEN

En este trabajo se describen algunas propiedades bioqufmicas
e inmunol8gicas de las proteinas externas del rotavirus SA-1l. El disefio
de los experimentos estf orientado a la identificacidn de el o los poli--

péptidos responsables de la actividad hemaglutinante.

Inicialmente se intent5 aislar a las protefnas de la cipside
externa para determinar cufl de ellas era capaz de hemaglutinar. Al ha<-
cer esto se observd lo siquiente: 1) al desagregar con EDTA las protef«-
nas de la cépside externa se pierde la actividad hemaglutinante, 2) las
proteinas liberadss por EDTA no son capaces de unirse a los eritrocitos y
3) distintos tratamientos para agregar a estas proteinas tampoco permiten

recuperar la actividad hemaglutinante.

Por otro lado las proteinas de la chpeide externa son insolu-
bles en ausencia de detergente, lo cual sugiere que estas pmt.!tﬁs no ==
pierden la regifn hidrofSbica que deben tener en ciarta fase de la morfo-

génesis, en la que se encuentran incorporadas a una membrana libldica.

Al determinar la capacidad hemaglutinante de particulas vira-
les con distinta composicifn de polipéptidos se encontr$ que partfculas ~
virales éroducidas en presencia de tunicamicina, gque en lugar del polipép
tido VP7 presentan su precursor no glicosilado pvP7, son capaces de aglu-

tinar eritrocitos; por lo tanto los carbohidratos de VP7 no son necesarios

para la hemaglutinacién.
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El tratamiento del virus SA-11 con tripsina, gue produce un

Lo

rompimiento de VP3 en VP5 y VEB ademis de aumentar la infectividad, no -

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

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

También se intentd identificar al polipéptido con mayor pro-

porcién de determinantes antigénicos tipo especificos entre los rotavirus

SA-11 y NCDV. Se observd lo siguiente:

1)

2)

Las proteinas de la cipside externa presentan una baja reaccién
cruzada cuando forman parte de particulas virales, pero una alta
reaccidn cruzada cuando se encuentran libres. En base a esto e#
posible definir dos dominios o zonas -de alta y baja variabili--
dad antigénica- en estas proteinas; siendo el dominio de baja --

variabilidad una zona no expuesta en el virus completo.

A pesar del problema n.\etodolégico que implica la observacidn an-
terior, fué posible identificar al polipéptido VP7 como el éue -
presenta mayor proporcifn de determinantes antigénicos tipo-espe
cificos. La técnica que se usé fué lainmunoprecipitacién segui

da de la cuantificacibn de los polipéptidos inmunoprecipitados.



LISTA DE ABREVIACIONES

Para los amortiguadores se incluye la pigina donde se indica
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INTRODUCCION

En 1942, Light y Hodes sefialaron 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 nifios con diarrea (1).

Quince afios después, en 1957, Kraft prob8 que el agente cau--
sal de la diarrea epizobtica de ratones jdvenes (EDIM) era un virus con -
un dismetro al microscopio electrdnico de 80 rm y cuyo sitio de replica--

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

Posteriormente, en 1969, Mebus et al, describieron la produc-
cibn experimental de diarrea en becerros, deprivados de calostro, al ino-
cularlos oralmente con filtrados fecales libres de bacterias (5). Ia ca-
racterizacién posterior de las numerosas particulas virales que los anima
les infectados excretaban con las heces, mostrd que éstas eran similares,
morfolSgicamente, a las de los reovirus aunque no existia relacidn antigé

nica con ellos (6,7).

Este trabajo recibid poca atencidn’ hasta que, varios afios des

pués; se encontrd un virus similar en biopsias duodenales de nifios con -~
 gastroenteritis aguda no bacteriana (8). A partir de &ste mome.nto se in=~

formd la deteccifn de particulas virales con las mismas caracteristicas en
animales jévenes con diarrea de un gran niimero de especies como terneras

(9), lechones (10), aves de corral (11), conejos (12), venados {(13), caba

1los (11), ratones (14) y corderos (15). Actualmente se ha aceptado la -



inclusién de éstos virus en un nuevo género dentro de la familia Reoviri~

dae, llamado rotavirus.

También se incluyeron en éste género al virus SA-11 aislado -
de un lavado rectal de mono y al agente "O" obtenido de lavados intestina
les de bovinos y ovinos. Aunque ambos virus no fueron detectados como =--
agentes causales de diarrea, su morfologia y composicién los ubican den--

tro de ste grupo (16,17).

Debide a que en &ste trabajo sé usd principalmente el virus -

SA-11, la discusibn que sigue estf centrada en éste virus.

,

Replicacifén de los Rotavirus en Cultivo de Células in vitro
L4

A la fecha se ha lograde adaptar al crecimiento en células --
cultivadas in vitro a cinco especimenes del rotavirus de bovino (18), uno
de los cuales se usé en &ste trabajo, el NCDV (Nebraska Calf Diarrhea -~
Virus.,. 7). También se \ha lograde cultivar in vitro a los rotavirus SA-11l

y agente 0 (19) y muy recientemente a un espécimen de rotavirus de humano

(20,

Morfologia

Al microscopio electrfnico (21) los rotavirus presentan una -
regibn central de aproximadamente 38 mm de difimetro y de contorno hexago-
nal, Esta zona s8lo es visible en particulas vacias en las que ha pene--
trado el colorante denso a los electrones, Alrededor de ésta zona se ob-

serva una 1linea basal de la que radian subunidades capsoméricas hacia la

i



periferia que semejan los rayos de una rueda y dan a las particulas un -
difmetro de 65 nm. Sobre &stos capsSmeros internos se¢ encuentra la clp-
side externa, semejante a un anillo delgado, liso (sin proyecciones) y -
con un ancho de 4-5 nm, por lo que las particulas completas tienen un --

difmetro de 70-75 nm.

Relacifn entre Morfologia, Infectividad y Hemaglutinacidn

Es posible separar las partfculas virales sin cipside externa
de las partfculas completas con cépside externa por la diferencia que pre
sentan en densidad boyante al centrifugarlas a equilibrio isopicnico.en -

gradientes de cloruro de cesio {22).

Bridger y Woode (22) determinaron que las particulas con clp-
side externa {p = 1.36) del rotavirus bovino son al menos 1000 veces mis -
infectivas que las partfculas sin cipside externa (p = 1.38) y, poxr otro
lado, Fauvel et al. (23) observaron gque 5510 las particulas de este virus
con clpside externa son capaces de aglutinar los eritrocitos de varias --

especies de animales.

" En células cultivas ‘in vitro e infectadas con rotavirus se ob
servan inicialmente partfculas Gnicamente en el cito_plama y posteriormen
te dentro de cisternas dilatadas del retfculo endopl&smico rugoso (RER,24)
e inclusive es posible observar particulas gemando através del RER (24,25,
26). Estas observaciones sugieren que las particulas se sintetizan y en-
gamblan e;n las cercanias del RER y que la madura{ci&n final ocurre durante

el proceso de gemacidn (24),



Composici6n del Genoma

El genoma de los rotavirus consiste de once segmentos de ARN
de cadena doble que se pueden separar electroforéticamente (17,27,28) y

5 a0.2x 106 daltones aproximada-

cuyos pesos moleculares van de 2.2 x 10
mente (27,28). La suma de los pesos moleculares de los segmentos del ARN

del genoma de los rotavirus d& un total de 1.1 a 1.2 x 10’ daltones.’

Composicibn de Polip€ptidos

El rotavirus SA-11 estf compuesto de 5 polipéptidos estzuctu'-
rales (29) de los cuales 3 forman parte de la clpside interna (VP1l, VP2 y
VP6) y dos forman la cfpside externa (VP3 y VP7). Adem&s de emtos poli--
pEptidos estructurales, se han identificado 6 polipéptidos no estructura-
les, se han-identificado 6 polipfptidos no estructurales codificados por

el virus (30) y nombrados NCVPl a NCVP6 (Figura 1).

Recientemente Espejo et al. (29) observaron que el tratamien-
to del virus SA~11 completo con tripsina produce 2 polipfptidos (VP5 y ~-
VP8) a partir del polipéptido vP3 de la cfpside externa (figun 1), aumen
tando considerablemente la infectividad del virus (31), Posteriormente -
Clark et al. (32) observaron el mismo efecto de la tripsina sobre el zof.g
virus bovino. Ellos encontraron ademfs, que el virus no tratado con -~
tripsina es .cnpaz de adsorberse a la c8lula hufsped tan eficientemente --
como el virus infectiv'o -tratado con tripsina- pero, a diferencia de este
filtimo, presenta considerablemente disminufdos dos eventos €egnpranos en -
el proceso de replicacifn viral (que son la eliminacién de la clpside ex-

terna .y la sintesis del ARN viral). Estos datos sugieren que el rompimien )
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Figura 1. Esquema de la migraci6n electroforftica (en -
gel de poliacrilamida) de los polipéptidos del virus -~
SA~1l. Carril 1, SA-11 sin cipside externa; carril 2, -
SA-11 completo; carril 3, SA-1ll completo tratado con --
tripsina; carril 4, protefnas obtenidas de células infec
tadas con SA-11. Las iniciales VP (viral protein) segui
das de un nfmero se usan para los polipfptidos estructu-
rales, y las iniciales NCVP (non capsid viral protein) -
seguidas de un nfimero se usan para los polipéptidos no -
estructurales. Este esquema se hizo en base al trabajo

de Arias et al., (30), y Espejo et al. (29).




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

ra la penetracifn del virién.

El polipfptido de c8pside externa VP7 es el Gnico que estd -~
glicosilado en el virin SA-11 (17). Por otro lado, en algunas prepara-
ciones de 8ste virus se encuentra ademfs de VP7, el polipéptido llamado -
PVP7 que es probablemente un precursor no glicosilade o al menos hipogli-
cosilado de VP7. Esta conclus.;lén se basa en tres tipos de evidencia: --
1) los patrones electroforéticos de ambos polipéptidos despufs de la hi--
d6lisis parcial con quimiotripsina son similares (29); 2) el virus produ
cido en presencia del inhibidor de glicosilaci®n tunicamicina contiene -
Gnicamente pVP7 (30); y 3) el tratamiento del virus con endoglicosidasa H
produce un polipfptido con migracifn electroforftica similar a pvP? a par

tir de VP7 (30).

Funcién de la Glicoprotefna HA de los Mixovirus

Las glicoprotefnas de algunos virus con membrana lipfdica tie
nen much;ss veces funciones importantes para el virién (33), por ejemplo -
la glicoprotefna HA (hemaglutinina) de los mixovirus tiene dos funciones,
que son la adsoxrciSn (34) y, probablemente, la penetracifn a la cflula --
huésped (35,36? . Através de eéu misma protefna los mixovirus se adsor--
ben y aglutinin a los eritroci.tos (34,37), por lo que ee conlideta ala -
hemaglutinaciSn como un modelo de la adsorcién del virus a la c&lula hués-

ped, el cual es mas fScil de ensayar.

La protefna HA de los mixovirus guarda cierta similitud con -

el polipéptido 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 proteina HA en dos polipéptidos unidos --
por puentes disulfuroc y es necesario para la penetracifn pero no para la

adsorcibn del virus a la cBlula huésped (35,36).

Metodologfa Empleada para la Identificacifn de los Polipéptidos Hemagluti-

nantes de Algunos Virus

Se han utilizado tres enfoques para identificar en algunos -
virus al polip&ptido responsable de la hemaglutinacifn. Enseguida se men-

cionan ejemplos de cada tipo de- enfoque.

Através de un enfoque bioquimico se ha identificado la hema--
_glutinina de los mixovirus, purificando la protefna de membrana HA y de--

mostrando que esta tiene actividad hemaglutinante (37).

El enfoque inmunol8gico se basa en la prodﬁcci&n de suexos --
monoespecf{ficos (es decir contra una sola protefna) o anticuerpos monoclo
nales (contra un solo determinante antigénico de la protefna) y el ensayo
de la capacidad &e estos gsuexos o anticuerpos para inhibir 1a hmglutin!

cibn.

Através de la produccifn de sueros monoespecificos se confir-
mS que la proteina HN de loﬁ paramixovirus es la responsable de la ‘hm--
glutinacibn (38) y por otro lado, utilizando anticuerpos monoclonales ‘con
tra los recvirus se encontrS que no solo los anticuerpos contra el poli-- =~
pEptido ¢ 1 -considerado por evidencia genética' como la hemaglutihina -

(39}~ sino también los anticuerpos contra los polipéptidosg 3 'y A2 son ==



capaces de inhibir la hemaglutinacifn causada por este virus (40).

un enfoqpe genético para resolver el problema en v:Lxus con -~
genoma segmentado se basa en la obtencién de rearreglantes. En estos ===
rearreglantes ée correlaciona el tipo de hamaglutinina ~determinado por -
inhibici8n de 1a hemaglutinacién con suero especffico- con el origen de -
los segmentos. En reovirus el segmento de ARN que correlaciona con el --
tipo de hemaglutinina resultf ser S1 (39) que codifica por el polipéptido

ol (41).

Objetivo del Trabajo

El objetivo de este trabajo es identificar al polipfptido res

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

fin se sigui un enfoque bioquimico como el descrito anterioymente, con - .

algunas vuiabiones .

1}




MATERIAL Y METODOS

Cultivo de Cé&lulas

Se utilizé la lfnea MA-104 de c€lulas de rififn de mono, obte-

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

Las c&lulas fueron crecidas a 37°C y bajo 5% de 002 en Medio
Mfnimo Escencial de Eagle (MEM) con 250 UI/ml de penicilina, 50 ug/ml de

estreptomicina y 10% de suero fetal bovino (SFB).

El rotavirus Sh-11 fué obtenido del Dr. H. H. Malherbe de la
Universidad de San Antonio, Texas y el rotavirus NCDV fuf obtenido del -

Dr. R, Spendlove de la Universidad del Estado de Utah.

Anbos virus se produjeron infectando células MA-104 en presen

cia de tripsina (Difco, 10 pg/ml final) durante el perfodo de adsorcifbn -
(1 hora), despu€s dél cual se lavs con PBS* (NaCl 137 mM, XC1 2.7 mM, =--

Na BP04 8.1 ™, lm2 s 1.5 mM, Cacl, 1 mM, chl 1mM; pH 7, 5), se afadis

2 2

MEM sin suerc y se cosechS 24 horas despufs, Pnu prepuu‘ virus marcado

radiocactivamente, el MEM completo fu€ resmplazado a las 6 horas post-in--

feccifn por MEM con bajo contenido de metionina (0.3 ug/ml) y 33 (uCi/mi

" %lLos componentes de las soluciones amortiguadoras, sus concentraciones
y.el pH se indican solo al nombrar por primera vez al amortiguador. La
lista de abreviaciones (pigina 3) indica la p&gina en que se encuen—--
tran estas caracterfsticas para cada amortiguador.




de L-metionina 355 (> 500 Ci/nmol, New England Nuclear Coxrp.).

El rotavirus de humano utilizado (RVH-770) fué aislado de --
heces de un nifio con diarrea internado en el Hospital de Pediatrfa del -

Instituto Mexicano del Seg\iro Social de la Ciudad de México.

Sueros

Se utilizaron dos tipos de suero contra el virus SA-11l, El
primer suero se produjo en conejo utilizando como antigeno al virus semi
purificado, es decir, procesado hasta la precipitacién con polietilengli -
col (ver purificacibén de virus). Este suero fue usado Ginicamente para -
los ensayos de contrainmunoelectroforesis (CIEF), inhibicién de la hema-

glutinacién (IHA) y neutralizacién.

El segundo suero fu# producido en cuyo con virus SA-11cbtenido

por el proceso de purificacién completo.

Para la produccién en conejo de los sueron contra SA-11 Yy -
RVH-770, los animales se inocularon por via intradfrmica con una mezcla
de virus con adyuvante de Freund (Miles) por tres veces consecutivas a -
intervalos de cuatro semanas para SA-1l y de \'ma semana pata'RVH-WO. -
Para la produccibn en cuyo del suero contra SA-11 se inocul§ a un animal '
por via intradérmica y subcutfnea con una mezcla de 20 yg de virus puri-
ficado con adyuvante de Freund (Miles) por tres veces consecutivas a in- -

tervalos de una semana.

En todos los casos se utiliz6 adyuvante completo en la prime -

ra inoculacién e incompleto para las siguientes y para obtener finalmen=-



te el suero se sangrS a los animales una semana después de la (iltima ino-

culacidn.

El suero hiperimmune contra NCDV producido en conejo nos fué -

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 suercs fueron —-
obtenidos de pacientes ingresados al Instituto Nacional de Pediatrfa de la

Ciudad de México.

El suero contra la immunoglobulina G humana producido en cabra

fué obtenido de Miles Co.

Purificacibn del Virus

Las pocas células que quedan adheridas a la superficie de ion -
frascos de cultivo; .ll cumplirse las 24 horas post-infeccifn, fueron des--
prendidas con gendarme de hule y la suspensifn resultante fué ﬁgiuda du~-
rante 10 minutos en presencia de triclorotrifluoroetano vol/vol. Poutﬁrigr" :
mente .se centrifugl durante 30 minutos a 10 000 x g; al sobrenadante cbte-
nido se le afiadis polietilenglicol al 508 para obtener una concentracibn -
final de 8% y se incusﬁ a 4°C durante la noche. Una vex transcurridas 12
horas, se centrifugl a 4 000 x g durante 30 minutos y domii de resuspen-
der el ﬁrecipiudo en 100-200 ul de amortiguador TSM (tris 50 mM, NaCl 150

kmM., MgCl, 1 nM; ﬁH 8.2), se.sedimentS la resuspensién del virus en un gra~
diente lineal de 15-45% de sacarosa en TSM . a 34 000 rpm durante 45 mimitos

en un rotor SW40 (Beckman). Al terminar la centrifugaciSn, la banda opa-~
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_Tratamiento del Virus con Tripsina

lescente 0 radioactiva correspondiente al virus fué recolectada. ILa frac
cién conteniendo al virus se puso sobre una solucién de CsCl en amortigua
dor ™ (tris 50 mM, Mgcl2 1 mM, pH 8.2), con una densidad de 1.36 gz'/cm3
y se centrifugd a equilibrio durante 18 horas a 40 000 rpm en un rotor SW
50.1 (Beckman). Después de la centrifugacibn se recolectd el gradiente -
y las fracciones que contenian al virus con cipside externa (p = 1.365)
y al virus sin cipside externa (p = 1.385) se dializaron, por separado,
contra amortiguador TSM. La densidad se calculd midiendo el indice de -~

refraccibn.

El virus con cipside externa presentaba una radicactividad --
espec{fica de aproximadamente 16 mCi/gr. Este cllculo se hizo determiando
la cantidad de virus por' absorbancia a 260 mm (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 suspensisn
al 108 en TSM y se proces§ rlguai que la suspensidn de cflulas que se ob--

tiene después de la infeccifn.-

El virus se incubS con tripsina (tipo II, Sigma) a una concen
traciSn final de 10 113/ml, en amortiguador TSM durante 20 minutos a 25°C. .

Este tratamiento convierte al 100% de VP3 en VP5 y VP8 (29).

Tratamiento del Virus con EDTA

Se afiadid al virus tritSn X-100 {0.1% final) y solucién de =-

etilendiaminotetraacetato de sodio (EDTA) 100 mM-, pH 7 para obtener una -



concentracifn final de 10 mM de EDTA, y se incubd durante 15 minutos a -=

20°C.

purificacién de las Protefnas de la C&pside Externa de SA-1l

El virus radiocactivo (355 metionina) tratado con EDTA en las
condiciones descritas se centrifugd en un gradiente lineal de sacarosa -—
15-45% en amortiguador TSETA (tris 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, tritSn
X-100 0.1% y alblimina bovina 2 Mg/ml; pH 8.2) a 34 000 rpm durante 45 mi-

nutos en un rotor SW 40 (Beckman).

Después de la centrifugacién se colectd el gradiente y se con
servaron las fracciones con mayor radicactividad en la parte superior del

gradiente (menisco), conteniendo las protefnas de la cipside externa.

Purificacifn de VP7 por Cromatograffa en Sephadex

Las protefnas de la clpside externa fueron mezcladas con los
marcadores azul .de dextrano y azul de bromofenol y se aplicS la mercla an
una columna de Soéh-dax G-100.de 55 x 1.6 ém, Posteriormente se eluyeron
las protefnas con un flujo de 26 ml/hora de amortiguador TSETA. Aquellas
fracciones del pico de radioactividad que por electroforesis contenfan a
los polipiétidos VP7 y pVP7 fueron precipitadas con 5 volfnenes de etanal
a =-20°C duranf:e 1a noche y posteriormente fueron cent.ritugnilu a 10 000 -
rpm durante 30 minutos en un rotor HB4 (Sorvall), El precipitado fué se-

cado con aire y resuspendido en 100 yl de amortiguador TSETA.

Identificacifn de las Protefnas Virales Radiocactivas gue se Adsorben a --

~ Erityocitos

A 25 yl del virus (355 metionina, 1.5 a 4 x 10° cpm, segn se

=
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indica en las figuras), o de las proteinas virales {1 x 103 cpm} pufificg_
das a partir del virus como se describid, o de las proteinas de células -
infectadas (50) sin purificacifn posterior; se les afiadieron 25 )1 de ==
amortiguador FSt (NazﬂPq‘ 7.7 mM, NaH PO, 2.6 mM, NaCl 145 mM, alblmina -~
bovina 4%; pH 7.4) y 200 ul de una suspensifn de eritrocitos {1.125 x lf)8
células/ml) en el mismo amortiguador. bespués de 1 hora de inc@aciﬁn -
a temperatura ambiente, cuando los eritrocitos ya habfan sedimentado, se

gquardd 1/4 del sobrenadante para hacer electroforesis. Al botdn de eri--
trocitos se les afiadi§ 1 ml de amortiguador FS (Na'zf{qu 7.7 mM, (Naﬂzl?od-a
2.6 mM, NaCl 145 mM; pH 7.4), se agit5 el tubo para reéuupenderlos y se ~
centrifugaron 30 segundos a ll 500 rpm en la centr!:uqa Epperndorff modelo
5413, Despubs se eliminS e]: sobrenadante, se lavaron dos veces mfs los -
eritrocitos y el paguete obtenido al final fud analizado por electrofore-

sis en gel de poliacrilamida, con el sistema discontinuo de Laemli (43) -

y fluoxjoqruf!a segin lo descrito por Bonner y Laskey (44).

Cuando se analiz8 la adsorcibn a eritrocitos del virus SA-11
de-agl;e;gado con EDTA, se hizo el tratamiento con este reactivo en las con
diciones descritas y se neutralizf al finalizar el perfodo de incubacibn
con una cantidad equimolar de Hquz. Finalmente se complet5 el volumen a

.50 ul con amortiguador FSA y se siguid el procedimiento de adsorcién ya -
descriho.' Por otro lado no se utilizaron mas de 20 Ul de virus tratado -
con EDTA (en presencia de. tritén) para no rebasar una concentracibn de -
100 ug de tritén/ml durante la incubaciSn con los eritrocitos, ya que se

ha observado que concentraciones de 125 o més flg/ml de tritbn interfieren

con el ensayo de heamglutinacidn por lisis pat_cial.o total de los eritro-

citos.
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Inhibicidn con Antisuerc de la Adsorcifn de las Proteinas Virales Radioac=
tivas a los Eritrocitos

Se incubaron 25 Ul de proteinas de c&lulas infectadas (3 x 105

cpm) con 25 Ul de suero (dilucibén 1/5 en amortiguador FS) durante 1 hora a
temperatura ambiente y despu@s de esta incubacifn se procesd la mezcla --
exactamente igual que en los ensayos de adsorcién de las proteinas virales,

como ya se describib.

Identificacién de las Proteinas Virales que se Adsorben a Células MA-104,
e Inhibici6n con Suero .

A un frasco (25 anz) de célulag MA-104 confluentes y lavldup 2
veces con MEM se les afiadié 50 pl de protefnas radiocactivas (355 uetionlynl,
6 x 105 cpm) de células infectadas con SA=1l y 450 ul de MEM. Posterior--
mente se incubd durante 75 minutos a 4°C, agitando suavemente el frasco --

cada 5 a 10 minutos.

Después de la incubacibn las c€lulas se lavaron dos veces con

PBS. A la monocapa de células lavadas se le afiadi 200 yl de MD (mezcla -

disruptora: dodecil sulfato de sodio (SDS) 29, mercuptoet_anol 28, EDTA == .

4.2 mM, glicerol 108, tris 50 mM, azul de bromofencl 0.015%). Esta Idif--
cién éonv:l.erte a las células en un 1liquido muy viscoso debido a la libera-
cifn del DNA, por 1o que se hizo pasar repetidamente a este liqu ;do por -~
una jeringa de 1 ml con aguja No. 27 hasta eliminar la viscosidad . Una -
vez hecho esto se siguib el procedimiento de electroforesis en ‘gel de po-=
liacrilamida y fluorograffa para determinar que proteinas radioactivas se

habfan adsorbido a las células.




Para determinar la inhibicién por suerc de la adsorcién de las
proteinas virales a sus células huésped, se incubaron S0 yl de las protefi-
nas virales radiocactivas (6 x 105 cpm) con 50 pl de suero (diluciones 1/5
y 1/50 en amortiguador FS) y se incﬁbﬁ la mezcla a tanper.atuta ambiente -
durante 1 hora. Una vez hecha esta incubacifn se siguif el mismo procedi-

miento indicado al inicio de este inciso.

Separacifn de Distintas Particulas Virales por Velocidad de Sedimentacifn
en Gradientes de Sacarosa

Se us§ esta técnica para la separacién de las distintas parti-
culas obtenidas al tratar a las células infectadas con el antibiStico tuni

camicina,

Se infectaron 2.5 x 106 células MA-104 con el virus SA-ll en -
las condiciones ya descritas, excepto que se incluy§ 355 metionina al ter-
minar el perfodo de adsorcifn y se afiadié tunicamicina (5 ug/ml final) --
a las 6 horas post-infeccidn. Posteriormente (a las 24 horas post-infec--
cién), las células fueron tratadas con triclorotrifluoroetanc como se indi
¢ en el inciso de purificacién delbvims. 200 yl de la fase acuosa que -
resulta (equivalentes a 1/5 del toial) fueron depositados nobrek\m gradien
te de' sacarosa 15-45% en amortiguador TSM, y el gradiente fu# centrifugado
a 34 000 rpm durante 60 minutos en un rotor SW 40 (Beckman) . Después de -
la centrifugaci6n se colect5 el gradiente y se determind la posicibn de ~-
las distintas partfculas tomando alfcuotas de cada fraccibn para medir tl;

dioactividad.
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Hemaglutinacidn

Se siguif la técnica descrita por Casals (45}, y se usaron =-
dos tipos de muestras: 1) virus purificado que debia ser titulado para -
usarlo en los ensayos de inhibicién de la hemaglutinacién, y 2} alfcuo--
tas de las fracciones obtenidas de gradientes de sacarosa en los que se -

separaron los distintos tipos de particulas virales.

Se hicieron diluciones seriadas 1:2 de la muestra en amortigua
dor FSA, e;t placas de microtitulacién con fondo en "V" (Lux, 96 pozos). A
50 Yl de cada dilucifn se afladieron 50 yl de la suspensifn de eritrocitos
0 humanos al 0.5% (45) en amortiguador FSA y despus de 1 hora de incuba--
cifn a temperatura ambiente se leyeron los resultados. Por definicibn, la
Gltima dilucifn en la que se observa hemaglutinacién contiene 1 unidad‘ he-

maglutinante (UHA).

A las muestras que contenian EDTA se le afiadi8 previamente una
cantidad equimolar de Mg\':l2 para neutralizarlo y, por otro lado, con las ~
nuestras que contenfan tritSn (1 mg/ml) no se utilizaron miis de 10 pl pbt
ensayo para no rebasar una concentraciSn de 100 yg de tritén/ml en la mez~

cla. .

InhibiciSn de la HemaglutinaciSn (IHA)

Se siguif 1a técnica descrita por Casals (45).

los suercs usados en la inhibicifn de la hemaglutinacibn y en

la recuperacifn de la hemaglutinacidn de SA~11 tratado con EDTA por incu-

"bacin con sueros heterdlogos, fueron adsorbidos con caolin y. eritrocitos



para eliminar sustancias que interfieren en el ensayo (45), y ademis fue--
ron calentados a 56°C durante 30 minutos para inactivar el complemento ~-

(45) .

A un volumen de suero sin diluir se afladieron 5 vol(menes de -
caolin al 25% en amortiguador BS (borato de sodio 50 mM, NaCl 120 mM; pH -
9). Esta mezcla fu@ incubada a temperatura ambiente durante 20 minutos y

luego centrifugada a 2500 rpm durante 30 minutos en un rotor Ss-34 (Sorvall).

Posteriormente, a 5 ml del sobrenadante obtenido se le afiadie-
ron 0.1 ml de eritrocitos O humanos previamente lavados con amortiguador -
FS. La mezcla se incubd a 4°C durante 20 minutos y luego se centrifugl a

. 1500 rpm durante 10 minutos en un rotor SS-34 (Sorvall). Finalmente el 80,

brenadante fué incubado a 56°C durante 30 minutos. Se consider que el --

suero habfa sido dilufdo 1:5 durante todo el proceso.

Para cuantificar la inhibicifn de la hemaglutinacifn por suero,
se hicieron diluciones seriadas 1:2 del suero en placas de microtitulacién

con fondo en'V, utilizando amortiguador FSA como diluyente.

A 25 U1 de cada dilucibn se agregaron 25 pl de antfgeno conte- .
niendo 4 UHA. Después de 1 hora de incubacifn a temperatura ambiente se - -
afiadieron 50 pl de suspensitn de eritrocitos al 0.5% en FSA y se incub --

1 hora mfs antes de leer los resultados.

Contrainmunoelectroforesis ' (CIEF)

La CIEF fué realizada en geles de agarosa hechos sobre placas

de vidrio de 12 x 7 em. Se pusieron 20 ml de agarosa al 1% en amortigua--
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dor barbital 33 mM, pH 8.6 en cada placa, y después que el agar solidifi-
c8, se perforaron 14 pares de agujerocs ("pozos") de 5 mm de didmetro. Ia

distancia entre los centros de cada par de pozos fué de 15 mm.

El suero se colocd en el &nodo y el virus en el citodo y se -
corrié 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 fue
ron lavados con salina al 1%. Posteriormente se tifiieron con bromuro de
etidio 1 yg/ml durante 1 hora y luego se observaron las bandas fluorescen

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

Inmunoprecipitacién con Staphylococus aureus Fijado

Las inmunoprecipitaciones se hicieron aptoyechnndo la capaci-
dad de la ﬁrotelna A presente en la superficie del Staphylococus aursus -
para unirse a la IgG (46). Se siguib la técnica de Strauss (47) y se --
usaron 4 tibos de muestras: 1) Protefnas de la cApside externa purifica
das (5 x 103 cpm por ensayo); 2) Polipéptido VP7 purificado (2vx 103 cpm .
f;or ensayo); 3) virus SA-1l tratado con EDTA (5 x 105 cpm por ensayo); -
4) proteinas de células infectadas con el virus SA-11 y tratadas con SDS

al 0.1% (5 x 105 cpm por ensayo). .

los procedimientos para obtener las muestras 1 a 3 fueron los
ya eximestos,} y la muestra No. 4 se obtuvo infectando 2.5 x 106 cGlu;as -
MA-104 en las condiciones descritas, excepto que se lavaron las células -
a las 10 horas post-infeccidn con PBS, y después de eliminar el PBS, se -
solubilizaron las células en 200 pl de PBS + SDS 0.1% y luego se diluyeron

10 veces en'el amortiquador en que se lleva a cabo la inmunoprecipitacibn:

R



TNA 1x (NaCl 200 mM, tris 50 mM, EDTA 1 mM, alblmina bovina 0.1%, tritén

X~100 2 Ug/ml; pH 7.6},

Se mezclaron 10 Ul de muestra con 10 pl de TNA 2x (NaCl 400 mM,
tris 100 mM, EDTA 2 mM, albimina bovina 0,1%, tritén X-100 1%; pH 7.6) y
30 ul de TNA 1x., Luego se aifladieron 10 yl de las distiﬁtas diluciones -
del suero en TNA lx y la mezcla se incub8 durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Al terminar esta incubacibn se afiadieron 50 yl de Staphylococus
aureus fijado (Pansorbina, Calbiochem) al 108 peso/volumen y se incubd 10 - -

minutos mas a temperatura ambiente.

Pogteriormente se lavd la Pansorbina del material no adsorbido
con amortiguador TNA lx y después con amortiguador TENT (NaCl 200 mM, Tris

S0 mM, EDTA 1 mM, tritén 0,1%; pH 7.6),

La pastilla que quedS después de la filtima centrifugacibn se
resuspendif en 100 ul de MD. Una vez resuspendida, se agit§ con Vortex y
después de calentarla durante 2 minutos en un bafio de agua en ebullicibn

(96°C) se centrifugb a 11 500 rpm durante 1 minuto (en la centrffuga ---

Eppendorff modelo 5413) para analizar final te el sobr d por elec

troforesis en gel de poliacrilamida (Laemli).

Electroforeais de Protefnas en Gel de Poliacrilamida (Laemli) y Fluoro=e«
grafia

1os polipéptidos virales se analizaron por electroforesis en
geles de poliacrilamida-SDS (11% peso/volumen de acrilamida y 0.3% peso/
volumen de big-acrilamida, en placa) usando el sistema discontinuq de -

Laemli (43).



Inicialmente las muestras son mezcladas vol/vol con MD y ca==

lentadas en bafio hirviente durante 2 minutos.

pespu&s 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 continfia a 20 mA por gel hasta que el coloran~

te sale por completo del gel.

Posteriormente los geles son fijados en Acido acético al 10%

y metanol al 30% y procesado para fluorografia segiin lo descrito por --

Bonner y laskey (44).

cuando as! se indica se hicieron curvas densitométricas de ~--
los fluorogramas de 560 nm usando un espectrofotSmetro Gilford modelo 250

equipado con un transportador lineal Gilford modelo 2410s.




RESULTADQS

En esta seccidn se describen cuatro procedimientos que permi-
tieron definir algunas propiedades bioquimicas e inmunoldgicas de las pro
tefnas externas del rotavirus SA-11. El disefio de losl experimentos estd
orientado a la identificacifn de el o los polipéptidos responsables de la
actividad. hamaglutinante. Los cuatro procedimientos utilizados fueron --

los siguientes:

1) La determinacién de la actividad hemaglutinante directamente en
las protefnas aisladas del virus, 2) la identificacién de las pro--
teinas virales capaces de adsorberse a los eritrocitos, 3) 1la deter
minacién de la actividad hemaglutinante de las particulas virales --
con distinta coméosicién de polipéptidos que.se obtienen de células
infectadas en presencia de tunicamicina y 4) la determinacibn de la

reaccién cruzada entre los polipéptidos cognatos de distintos virus.

Efecto de Tripsina sobre la Actividad Hemaglutinante de las Partfculas —-
Virales

con el fin de establecer la importancia de la ruptura del po-
lipéptido VP3 en la capacidad hemaglutinante del virus SA-11, se determi~
nS el efecto de la tripsina sobre esta capacidad. Las diversas determina
ciones probaron que aunque este tratamiento aumenta la infectividad del -
virus, no tiene efecto en la actividad hemaglutinante. Por esta razén, -
en el trabajo subsecuente se usd indistintamente virus tratado o no con -

tripsina,
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Recuperacifén de la Actividad Hemaglutinante con las Proteinas Separadas -
del Virus

Para aislar las proteinas de la cApside externa, entre las ~-
cuales se encuentra probablemente la responsable de la hemaglutinacibn, -
se trat6 al virus purificado con EDTA, ya que se sabia que este tratamien
to convierte a las patt!culas. completas en partfculas sin cBpside externa
(48); y es posible obtener las proteinas de la clpside externa centrifu--

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

Para probar la recuperacién de actividad hemaglutinante en --
cada paso del proceso de purificacifn de las protefnas externas, se deter
mind previamente el efecto de distintas cantidades de las sustancias usa-
das en el proceso de purificacién (y de mezclas de estas) que podfan in--
terferir con el ensayo, como son el EDTA y el detergente no ibnico tritén
X-100; y en los experimentos que se describen se usaron cantidades de es-
tos reactivos que no interfirieran con el ensayo (un méximo de 25 ug/ml ‘de
EDTA & 125 yug/ml de tritén). Ademds se observb que es posible exceder la
cantidad mixima de mn; si €ste se "neutralira® con una cantidad equimo-

lar de ‘Hqclz.

Al tratar distintas cantidades de virus SA-11 §uxl£icudo conv
EDTA y neutralizar este con HgClz, solo se tocuber6 el 3s de la lctivid@
hemaglutinante, sin embargo, no se recuper5 en absoluto esta actividad en
las Ll)rote!nas‘de la clpside externa purificadas, Pox{ lo tanto la activi-
dad hemaglutinante residual que se detecta en el virus tratado con EDTA -

probablemente se debe a que este reactive no es completamente efectivo.--
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‘Pigura 2. Distribucién de la radiocactividad, incorporada en pro
tefnas, del virus SA-11 tratado con EDTA, después de centrifugar
‘en_un gradiente de sacarosa. Se tratd al virus SA-11 radioactivo
(355 metionina, 1.5 x 106 cpm) con EDTA 10 mM y tritén 0.1% duran
te 15 minutos. Posteriormente la mezcla fué centrifugada en un -
gradiente de sacarosa 10-45% a 34 000 rpm durante 45 minutos (en
rotor Beckman SW40). ~Findlmente se colectaron 49 fracciones y se
contaron alicuotas de cada una en un contador de centelleo. El -
inserto a la inzquierda es la electroforesis en gel de poliacrila
mida . (seglin Laemli, 43) de las fracciones 28 (carril 1) y 48 = --
(carril .2). Las flechas A y B indican el inicio y final del gel
separaddr, respectivamente. °



para desagregar la clpside externa y prevalece un poco de virus completo

después del tratamiento.

Para probar si la pérdida de la actividad hemaglutinante se -
debe a la desaparicifn del sitio responsable -por cambios en la estructu-
ra terciaria de la proteina-6 a la desagregacién de la c@pside externa en
unidades alin capaces de unirse a los eritrocitos pero "monovalentes", y =
por lo tanto incapaces de formar los puentes de unién que requiere la he-
maglutinacibn, se intentS recuperar la actividad incubando las preparacio
nes de virus SA-ll -previamente tratadas con EDTA- con sueros preparados
contra rotavirus heterdlogos. Este procedimiento ha funcionade bien con
adenovirus, donde se ha demostrado que anticuerpos heterblogos son capa--
ces de unir monSmeros pentdn-fibra de &ste virus y de ésta mane‘ta al pro-
ducir agregados multivalentes regenerar la actividad hemaglutinante perdi

da por desagregacién (49).

Con 8ste objeto se utilizaron varios sueros heterSlogos cuya
eficiencia para reaccionar contra determinantes antig8nicos comunes de --
los rotavirus habfa sido probada por contrainmunoelectroforesis (CIEF) --
pero cuyo titulo para inhibir 1la hanaqlutinaci.én del virus Sa-11 era al -
menos 20 veces menor que el del sueroc anti-SA-1l (Cuadro 1). Sin embargo,
al tratar 25 UHA de virus SA~1l con EDTA en presencia de t;.'itén e incubar
luego con distintas concentraciones (Cuadro 1) de los sueros heterblogos,
no se recuperd la actividad han;agluti;mnte, ni tampoco cuando se utilizd
ademfis anti-IgG en el mismo ensayo (en diluciones seriadas 1:5 entre . --
los 1imites 1:10 y 1:7250) para aumentar aiin mis el efecto polimerizante

de los sueros heterSlogos.



CUADRO 1

TITULACION DE VI\RIS)S SUEROS POR CONTRAINMUNOELECTROFORESIS - (CIEF)
VERSUS SA-11 sce‘’y por INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION - (IHA). -
VERSUS SA-11,

Origen Suero contra cxzjcnica]:m\ Diluciones usadas
_del. suero , en RHA(Z)
Hiperinmune  Sa-11 512¢ 7500
" NCDV 256 320 10 - 6050
" RVH770 . 256 40 20 - 320'
“Inf. natural RVH213172 8 20 25 - 1600

" RVH217677 4 40 50 = 3200

(1) SCE = sin cfpside externa

(2) RHA = experimentos de recuperacién de la hemaglutinacién -
(de SA-11 tratado con EDTA) por incubacibn con 105 -
sueros heterSlogos

(3) Los nfineros son los valores reciprocos del tftulo de log -
antisueros o de las diluciones usadas.




Estos resultados sugieren que la pérdida de la actividad hema
glutinante por el tratamiento con EDTA no se debe a que este reactivo pré
duzca unidades monovalentes incapaces de aglutinar pero capaces de adsor-

berse a los eritrocitos.

Identificacién de las Proteinas Virales Capaces de Unirse a Eritrocitos

A) Adsorcibn a eritrocitos de las proteinas purificadas del virus

1a capacidad que muestre una proteina para unirse a eritroci~
tos es el origen o fundamento de la capacidad hemaglutinante del vims---
por lo que la identificacibn de tal protefna ayudarfa a identificar la --
protefna responsable de la hemaglutinacién. Por ésta razbn se decidif --
determinar si las protefnas de la cipside externa liberadas por EDTA eran

ain capaces de unirse a eritrocitos a pesar de no ser hemaglutinantes.

El procedimiento consistid en la adsorcibn a los eritrocitos
de las proteinas virales radioactivas purificadas a partir del virus com

pleto y su identificacibn posterior por electroforesis y fluorograffa.

Para estandarizar el método se detexminS inicialmente la capa
cidad del virus SA-1l completo para unirse a los eritrocitos. La curva -~
de adsorcibn de virus $A-11 radioactivo (355 metionina) contra distintas
cantidades de eritrocitos (Figura 3) permiti§ determinar la cantidad de -

eritrocitos necesaria para el ensayo.

En los ensayos subsecuentes se usd 10 veces la cantidad nece-

saria para adsorber el 50% del virus radicactivo. Como el virus no se --
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Figura 3. Perfil de la adsorcibn del virus SA-ll a ~=
distintas cantidades de eritrocitos, El virus SA-11 -
radioactivo (355 metionina, 2.5 x 103 cpn) fué incubado
con distintas cantidades de eritrocitos durante 1 hora
a 20°C. Despus los eritrocitos fueron lavados 3 veces

y secados en papel filtro para finalmente determinar ra i

diocactividad en un contador de centelleo. En las ahci-
sas se indica el porcentaje -de la radiocactividad total-

adsorbida por los eritrocitos.
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adsorbid totalmente, se determind por electroforesis la composicidn pro--
teica del virus adsorbido y no adsorbido. Como era de esperarse el virus
adsorbido tiene la composicién del virus completo mientras que el virus -
no adsorbido no tiene c8pside externa (VP3 y VP7, Figura 4), la cual pro-

bablemente contiene los antigenos hemaglutinantes.

Este resultado estd de acuerdo con la observacién de que el -
virus Sa-1l sin c8pside externa -purificado por densidad boyante al cen-
trifugar virus SA-ll tratado con EDTA en un gradiente de cloruro de cesio-
pricticamente no es capaz de adsorberse a eritrocitos (es decir, se adsor

be menos del 5%).

Para determinar 1la capacidad de adsorcidn a los eritrocitos -
de las proteinas aisladas se desagregd a los componentes de la cfpside ex
terna por tratamiento con EDTA y posteriormente se sepavaron de las part;g_
qulas virales sin cdpside externa por sedimentacifn en gradiente de saca-
rosa. la Figura 2 muestra una separacién preparativa de las proteinas --
radiocactivas (355 metionina) del virus SA-11 por &ste procedimiento. En
éstas preparaciones se utiliz6 Tritdn X-100, pues si se excluye &ste de--
tergente no idnico en cualquier paso del procedimiento, no se obtiene el
pico del menisco que corresponde a las proteix;as de la clpside externa -~
(datos no mostrados). En ausencia de Tritsn se ha obsexrvado que las pro-
tefnas quedan adheridas a las paredes de los tubos en que se maneja al ~--
virus luego del tratamiento con EDTA. No sabemos la causa de &ste compor
tamiento de las protefnas externas, pero es posible que se deba a que es-

tas sean muy hidrdfobas,



VP6-

vP1-
pvPT-
VPE-

B

Figura 4. Electroforesis en gel de poliacrilamida del
virus SA~11 ad§orbido a eritrocitos. El virus SA~1l --
radioactivo (3 S metionina, 2.5 x 103 cpm) fué incubado
con 2 x 107 eritrocitos durante 1 hora a 20°C. Después
de la incubacibn se centrifugd la mezcla y se hizo elec
troforesis (segin Laemli, 43) del sobrenadante y de los
critrocitos (lavados con FS). Carril 1, virus SA-1l; -~
carril 2, virus SA-11 adsorbido a eritrocitos; carril 3, -
sobrenadante de la adsorcibn (1/4 del volumen total).
Lag flechas A y B indican el inicio y final del gel se-
parador, respectivamente.



Una vez separados los polipéptidos de la cdpside externa, se
determiné la capacidad de &stos para adsorberse a eritrocitos, empleando
el mismo procedimiento que con el virus completo. Sin embargo, se encon-
trd que no hay adsorcién a los eritrocitos de ninguno de los componentes

de la c8pside externa VP7 y VP3 o de su producto VP5 (Figura 5).

Debido a que una posible modificacién de las proteinas de la
cipside externa durante el procedimiento de purificacién podria eliminar
la capacidad de &stas para adsorberse a los eritrocitos, se hicieron ex--~
perimentos de adsorcidn con virus tratado con EDTA sin purificaciones pos
teriores (Figura 6). El anflisis de las proteinas adsorbidas revela la -
presencia de todas las protefnas de las partfculas virales completas, pe-
ro los polipéptidos de la clpside externa se encuentran considerablm‘er.xte

disminufdos, especialmente el polipéptido VP7 (Figura 7).

En otros experimentos de adsorcién con virus tratado con trip
sina y luego con EDTA, se observa que el polipéptido VP8 no es detectable
en el "virus incompleto" que se une a eritrocitos, sino permanece en el -

sobrenadante del medio de adsorciSn (datos no mostrados).

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

trocitos probablemente consiste de particulas virales incompletas pero —-

afin capaces de adsorberse a los glébulos rojos, ya que las prota!nm; de =
la cipside externa -libres de partfculas- o las partfculas virales sin --
cipside externa no presentan esta capacidad. Estos resultados indican --
que las proteinas de la cipside externa requieren estar formando put§ de

las partfculas virales para que sean capaces de mediar la adsorcifn a’ los

i
i
i
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Figura 5. Electroforesis en gel de poliacrilamida de las protefnas de la clpside -
externa adsorbidas a eritrocitos. Se sigui8 el mismo procedimiento que en la figura

4. carril 1, virus SA-11 sin cpside externa; carriles 2 y 5, protefnas de la cépsi
de externa obtenidas a partir de virus no tratado y tratado con tripsina, respectiva
mente; carriles 4 y 7, protefnas adsorbidas a eritrocitos después de la incubacién -
con protefnas de la clpside externa (355 metionina, 1000 cpm) del virus no tratado -
y tratado con tripsina, respectivamente; 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 albimina presente distorsiona a VP3 y VP5). LlLas
flechas A y B indican el inicio y final del gel separador, respectivamente, El -~
carril 5 corresponde a una electroforesis (seglin Laemli, 43) hecha por separado.
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Figura 6. Perfil de la adsorcibn del virus SA-1l tratado

. con EDTA a distintas cantidades de_eritrocitos. El virus
radicactivo (355 metionina, 4 x 10° cpm) fuf tratado con -

"'EDTA 10 mM durante 15 minutos en presencia de tritSn 0.1%.
Posteriormente se afiadié MgCl, para lograr una concentra--
cidn de 10 mM, y luego la mezila fué incubada durante 1 --
hora con distintas cantidades de eritrocitos, Finalmente
los eritrocitos fueron lavados y se determin§ la radioacti
vidad adsorbida.




Figura 7. Electroforesis en gel de poliacrilamida del -
virus SA-11 tratado o sin tratar con EDTA y adsorbido a -
eritrocitos. El virus SA-11 radioactivo (355 metionina,
1.5 x 10° cpm) fu8 tratado con EDTA (10 mM) y tritbn --
(0.1%) durante 15 minutos. Posteriormente se afiadi§ --
MgCl, para obtener una concentracibn de 10 mM, y la mez--
cla Eué incubada con 2 x 10’ eritrocitos durante 1 hora a
20°C. Finalmente se lavaron los eritrocitos y se les hi-
zo electroforesis (seglin Laemli, 43). Carril 1, protef--
nas adsorbidas del virus tratado con EDTA; carril 2 pro--
teinas adsorbidas del virus no tratado. Las flechas Ay
B indican el inicio y final del gel separador, respectiva
mente,
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eritrocitos y, ademis, impide la identificacidn de la hemaglutinina del -
virus a través de la medicidn de la capacidad de los polipéptidos aisla--

dos para unirse a los eritrocitos.

B) Adsorcidn a Eritrocitos y a Células MA-104 de las Proteinas Obtenidas
de C8lulas Infectadas con el virus SA-1l

Para evitar una posible modificacifn de las protefinas hamaglu
tinantes por la desagregaci6n del virus con EDTA en presencia de detergen
te - que pudiera ser la causa de la pérdida de sus capacidades de adsor--
cién o aglutinacidn de los eritrocitos ~ se determind la capacidad de ad-
sorcidn a glébulos rojos de las protefnas estructurales presentes en célu

las infectadas pero no ensambladas en viriones.

Este procedimiento se ha empleado para demostrar (Lee, P, ==
et al., 50) que la protefna ¢ 1 de reovirus es responsable de la unién --

del virus a la célula huésped.

La t@cnica para liberar de partfculas virales a las células -
infectadas es una modificacifn de la de Lee, P. ‘et 'al. y consiste bravé--
mente en sonicar y después ultracentrifugar por tres veces consecutiﬁs.
Es necesario cbservar que &stos sobrenadantes tienen una cantidad &ja de

VP7 (Figura 8) pues la mayorfa de este sedimenta con el virus.

Todos los polipéptidos estructurales que componen al virus se
adsorbieron a los eritrocitos {Figura 3) y la proporcién en que se encuen
tran indica que se trata de particulas virales. Como la eficiencia de -~
adsorcidn fu de solo el 0.3% de las protelnas radioactivas presentes, -

es posible que el material adsorbido esté compuesto exclusivamente de par




Figura 8. Electroforesis en gel de poliacrilamida de las protef
nas de células infectadas con el virus SA-11 y adsorbidas a célu-
-las MA-104, e inhibicifn de la adsorcidn con suero. Las proteinas
Tadiocactivas (35 metionina) de células infectadas fueron ultra--
centrifugadas (3 veces cgnsecutivas a 178 000 x g ) y después --
fueron incubadas (6 x 10~ cpm) con distintos sueros (dilucién --
1/5) o con MEM durante 1 hora a 20°C. Posteriormente se afiadid -
la mezcla a una monocapa de células MA-104 confluentes (25 cm?) y
se incubd a 4°C durante 75 minutos, Finalmente la monocapa se la-
v con PBS y se'solubiliz6 con MD para hacer ‘electroforesis (se--
gin Laemli, 43) de 1/3 del volumen total. Carriles 1y 6, protei-
nas de células infectadas (ultracentrifugadas); carril 7, protei-
nas de células infectadas; carriles 2 a 5, proteinas ultracentri-
fugadas adsorbidas a células MA-104: sin pretratamiento, carril 2;
_preincubadas con anti- SAa-1l 1/5, carril 3; preincubadas con anti-
SA-11 1/50, carril 4; preincubadas con suero normal 1/5, carril 5.
Las\flechas A y B indican el inicio y final del gel separador, --
respectivamente.



Figura 9. Electroforesis en gel de poliacrilamida de las protei
nas de células infectadas con el virus SA-1l y adsorbidas a eri--
trocitos, e inhibicién de la adsorcidn con suero. Las proteinas
radioactivas (°7S metionina) de c@lulas infectadas fueron ultra--
centrifugadas (3 veces consecutivds a 178 000 x g) y después fue-
ron incubadas (3 x 10° cpm) con distintos sueros (dilucidn 1/5) o
con amortiguador FS durante 1 hora a 20°C. Posteriormente se la-
varon los eritrocitos y se corrieron en electroforesis ({segin --
Laemli, 43). Carriles 1 y 6, proteinas de c&lulas infectadas no
centrifugadas; carriles 3 a 5, proteinas centrifugadas adsorbidas
a eritrocitos: sin tratamiento adicional, carril 3; preincubadas
con anti-SA-11 1/5, carril 4- preincubadas con suero normal 1/5,
carril 5.



ticulas virales que prevalecen a pesar de la centrifugacién.

Se determin5 también la capacidad de adsorcifn de las protei-
nas de células infectadas a las células huésped MA-104, pues el virus usa
probablemente el mismo receptor para unirse a ambos tipos de células, Cau
s8 sorpresa encontrar que a 8stas células se adsorbieron los polipéptidos
no estructurales NCVP3 y NCVP5 con una alta eficiencia (Figura 8), Esta
adsorcifn es extrafia en virtud de que son dos polipéptidos no estructura-
les y probablemente se trata de una adsorcidn no relacionada con la adsor

cibn del virus.

Se confirmd que la adsorcibn de NCVP3 y NCVP5 a las cilul.;s -
MA-104 no estd relacionada con la adsorcifn del virus por ensayos de in-~
hibicién de la adsorcidn de &stos polipéptidos con suero contra el virus
purificado. En presencia de antisuero contra el virus no se observS inhi
bicibn de la adsorcifn de NCVP3 y NCVPS5 con la cantidad mixiu usada en ~
el ensayo (dilucién 1:5, Figura 8), a pesar de que con 8sta cantidad se ~
inhibié 1a adsorcidn de las proteinas estructurales del virus a los eri--

trocitos (FPigura 9).

Podemos resumir que no hubo adsorcifn a los eritrocitos ni a
las células MA-104 de las protefnas virales estructurales gue no han sido
ensambladas eri partfculas. Estos resultados coinciden con los que se ob-
tuvieron al analizar la adsorcién a eritrocitos de las protelnas dc la --
clpside externa purificadas, bor 1o que la conclusifn anotada en ambos —-

casos se ve reforzada.

Médicién de la Capacidad Hemaglutinante de Partfculas Virales con Distin~
ta Composicidn de Polipeptidos )

También se intentaron otros dos enfoques, menos directos que

los anteriores, con el objeto de entender el papel de los distintos poli-




péptidos estructurales en la hemaglutinacidn causada por SA-11.

El primero se basa en que es posible obtener particulas vira-
les que carecen del polipéptido VP7 pero presentan un precursor no glico-
silado de éste (pVP7) cuando se inhibe la glicosilacifn con el antibidti-

co tunicamicina en las cBlulas infectadas con SA-11 (51).

Las distintas particulas obtenidas de células infectadas en -
presencia de tunicamicina se purificaron por velocidad de sedimentacibn -
en un gradiente de sacarosa, y posteriormente se les determin$ su activi-
dad hemaglutinante (Figura 10) y su composicidn de polip@ptidos (Figura -
11). Las particulas del pico 3 que carecen de VP7? y contienen pvP7 son -
capaces de hemaglutinar, indicando que al menos los oligosaclridos de &s-

te polipéptido no estén implicados en la hemaglutinacién.

‘Determinacifn de la Existencia de Proteinas Tipo Especificas y su Posible

Correlacibn con la(s) Protefna(s) Responsable(s) de la Hemaglutinacibn

Los rotavirus aislados de distintas especies presentan una --
fuerte reaccidn antigénica cruzada por ensayos de fijacifn de complemento,
contrainmunoelectroforesis, etc. (48,52,53) pero pueden distinguirse cla-
ramente en ensayos de neutralizacién o de inhibicibn de la hmglutlﬁ—--
ci6n (48,53). Esto indica que hay tanto determinantes antigénicos de gru
po como determinantes antig@nicos tipo espec{ficos entre los rotavirus, -
los mismos resultados anteriores indican que la actividad hemaglutinante
esth constitufda por antigenos tipo especificos. Por lo tanto se estu---
di8 la relacidn antigénica entre dos rotavirus con el fin de definir las

protefnas con determinantes antigénicos de grupo y aquellas con determi--
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_Figura 10. - Distribucifn de las partfculas virales (cbtenidas de clulas infectadas

con SA-11 en presencia de tunicamicina) y de su actividad hemaglutinante deipuls de - o

centrifugar en un gradients de sacarosa. las cﬂul” fueron infectadas con SA-1l'y

" ‘al terminar el perfodo de adeorcién se les afiadif °°S metionina (33 yCi/ml). Seis
horas despuls se les afiadif tunicamicina (5 {ig/ml). Finalmente,-a las 24 horas . --
post=infeccifn, las células fueron homogenizadas y centrifugadas en un gradients 1i
neal de 15-45% & 1 hora.a 34 000 rpm (en rotor SWA0, Beckman). Des-.
puks de la centrifugacifn se colectaron 45 fracciones y se dividif en tres partes -
cada una, para determinar radiocactividad (cpm), actividad hemaglutinante (UHA) y --
composicifn de polipfptidos (Figura 11). - '
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Figura 11. Electroforesis en gel de poliacrilamida (se--
gln Laemli, 43) de las particulas virales obtenidas de cé-
lulas infectadas con SA-11 en presencia de tunicamicina. -
Se muestran los picos 1 al 4 -separados por centrifugacidn
en gradiente de sacarosa- que muestra la figura 10. lLas -
flechas Ay B indican el inicio y final del gel separador,
respectivamente,



nantes antigénicos tipo especificos, entre las cuales se encontrarfa la

hemaglutinina.

En 1979 obsexvamos (48) por contrainmunoelectroforesis que los
sueros contra distintos rotavirus presentan el mismo tftulc al reaccionar
contra los virus sin la cEpside externa, por lo que al menos las protef--
nas ~de la c8pside interna- que quedan expuestas en el virus sin la cfpsi
de externa tienen principalmente determinantes antigZnicos comunes. Por
otro lado, al utilizar virus con cfpside externa, encontramos una gran di
ferencia en tftulo, por lo que las protefnas de la cSpside externa presen

tan una reaccifn cruzada muy baja.

Con objeto de determinar el grado de reaccifn cruzada entre -
cada una de las protefnas cognatas (equivalentes) de dos rotavirus, se hi
cieron ensayos de inmunoprecipitacién utilizando protefnas virsles desagre

gadas o protefnas virales afin no ensambladas, obtenidas de cflulas infec~

- tadas.

355 obtenidas por uno de

Las proteinas marcadas con metionina
los tres métodos sefialados en seguida, se hicieron reaccionar con los sue-
ros, que en este cn.xo fueron anti-SA-1l y anti-NCDV. Despufs de reaccio--
nar las protefnas con el suero, se precipit§ la IgG con Staphylococus ==

aureus fijado y posteriormente se identificaron los polipfptidos inmunopre

cipitados por electroforesis y fluorograffa.

El primer método de obtencibn de protefnas desagregadas consis
tid en la purificaci&n de las proteinas de la cipside externa de SA-1l pqz"

él procedimiento indicado anteriormente (ver Material y MEtodos). Al reag
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cionar contra estas protefnas, ambos sueros -usados a una sola concentra-

cibn- mostraron una eficiencia de inmunoprecipitacifn similar (Figura 12).

A partir de la preparacién de protefnas de la clpside externa,
se aislaron los componentes VP7 y pVP7 por cromatograffa en Sephadex ==
(Figura 13). En la inmunoprecipitacifn de estos polipéptidos con distin-
tas diluciones de anti-SA-11 y anti-NCDV encontramos que el suero heter8-

logo tuvo un tftulo igual o ligeramente superior (Figura 14).

Posteriormente se utiliz§, para la immunoprecipitacién, virus
SA-11 tratado con EDTA, para liberar las protefnas de la c8pside externa.
Se observd que los componentes de la cfpside externa precipitan en forma
independiente de las particulas sin cipside externa (VPl, VP2 y VP6) cu--
yas protefnas obviamente precipitan unidas (Figura 15). En estas condi--
ciones el titulo de ambos sueros -es decir la Gltima dilucién capaz de in
munoprecipitar- hacia los componentes de la c8pside externa (VP7 y pVP7 -
y VP3 o sus productos VP5 y VP8) es similar. Sin embargo, es posible di-
ferenciar entre los suercs al comparar la avidez de los anticuerpos, re--
presentada por las diluciones de los suercs que inmunoprecipitan el 508 -
de la cantidad méxima {la cantidad que precipita con la mayor concentra~--
¢i6n de suero usada en el ensayo). Através de este valor, Gaillard y ~--
Joklik compararon la reaccifn cruzada entre las protefnas cognatas de los
reovirus (54) y concluyeron que el polipéptido o 1 de estos virus -el cufll
es la hemaglutinina (39,41) y el que determina el tipo en ensayos de neu-
tralizacidn (41,55)- es el gue presenta la mayor canﬁidad de détemimntes

antigénicos tipo-especfficos.




Figura 12. Electroforesis en gel de poliacrila-
mida de las protefnas de la cidpside externa del -
virus SA-11 inmunoprecipitadas. Llas proteinas de
la cdpside externa (3°S metionina, 5 x 103 cpm) -
provenientes de las fracciones 47-49 de la figura
2 fueron incubadas con distintos sueros (diluci6n
1/20) ‘durante 1 hora a 20°C. Posteriormente se ~
inmunoprecipité la IgG con protefna A-Staphyloco~
cus aureus, y se hizo electroforesis (segiin -
Laemli, 43) a los inmunoprecipitados. Carril 1,
virus SA-11; carril 2, protefnas de la cipside ex
terna; carriles 3 a 6 inmunoprecipitacibn de las
protefnas de la cipside externa con anti-sa-11, -
“carril 3; anti NCDV, carril 4; 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. Cromatografia en Sephadex de las proteinas del vi-
rus SA-1l liberadas por EDTA. Las proteinas (°°S 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
v elufdas con un flujo de 26 ml por hora en amortiguador TSETA.
Se colectaron 28 fracciones de 1.3 ml. Las flechas AD y AB se-
flalan la posicidn de los marcadores azul de dextrano vy azul de
bromofenol. Ei inserto a la derecha es la electroforesis en -~
gel de poliacrilamida (segiin Laemli, 43) de las fracciones 4 --
{carril ‘1) y 14 (carril 2). Las flechas A y B indican el ini--
- ¢cio y final del gel separador, respectivamente.
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Piqura 14. Electroforesis en gel de poliacrilamida de los -~
polipéptidos VP7 y pVP7 inmunoprecipitados. Los polipéptidos
VP7 y pVP7 (353 metionina, 2 x 103 cpm) provenientes de lasg --
fracciones 12-15 de la figura 13, fueron incubados con distin-
tas concentraciones de los antisueros durante 'l hora a 20°C. -
Posteriormente se inmunoprecipitd la 1gG con proteina A-Staphy-
lococus aureus y se hizo electroforesis (segin Laemli, 43) de
los inmunoprecipitados. Carril 1, virus SA-11; carril 2, poli
péptidos VP7 y pvP? (ndtese que hubo contaminacidn 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 S; anti 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.




Figura 15. Electroforesis en gel de poliacrilamida del virus
SA-11 tratado con EDTA e inmunoprecipitado. El virus radioac-
tivo (355 metionina, 5 x 105 cpm) fud tratade con EDTA 10 ri -
y tritdén 0.1% durante 15 minutos. Posteriormente la mezcla -

fué incubada con varias diluciones de los sueros e inmunopue-

cipitada con proteina A-Staphylococus aureus durante 1 hora. -
Finalmente se hizo electroforesis (seglin Laemli, 43) de las --
proteinas inmunoprecipitadas. Carril 1, virus SA-11; carriles
2 a 11, immunoprecipitaciones del virus SA-11-EDTA con: anti-

SA-11 1/200, carril 2; anti-SA-11 1/2000, carril 3; anti-Sa-1ll
1/20000, carril 4; anti NCDV 1/200, carril 5; anti NCDV 1/2000,
carril 6; anti NCDV 1/20000, carril 7; anti RVH770 1/200, -
carril 8; anti RVH770 1/2000, carril 9; amti RVH770 1/20000, -
carril 10; suero normal 1/200, carril 11,  Las flechas A y B -
indican el inicio y final del gel separador, respectivawente.




Para determinar el titulo del suero que precipita el 50% del
méximo, se cuantificaron las immunoprecipitaciones 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 alin bajas
(cuadro 2), sin embargo, entre los polipéptidos de la c8pside externa los

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

El tercer procedimiento fu@ hecho con proteinas obtenidas de
cé.:lulas infectadas con SA-1l y posteriormente tratadas con el detergente
SDS para obtener tanto a los polip@ptidos de la c8pside externa como de =
la interna, libres de interacciones entre ellos. Sin embargo, el deter=~
gente SDS inhibe considerablemente la reaccibn anq!gem-anticuerpo {56},
por lo que fud necesario disminufr la concentracién del detergente a --
0.01%, ya que en estas condiciones la inhibicibn de la reaccién antigeno-
anticuerpo es minima (57). De esta manera se observé que los t!tu}ol (es
decir la {iltima dilucién capaz de precipitar) de los sueros anti-SA«ll y
anti-NCDV contra los polipéptidos VP3 y VP6 fueron pricticamente iguales

{Figura 16).

Resumiendo los resultados de imﬁmpzecipitaci&n, conclufmos
que los distintos polipéptidos una vez desagregados mostraron casi igual
reaccién con el suero homblogo y heterflogo, perc a pesar de esto, los -
datos sugieren a VP7 y pVP? como los polipéptidos con mayor proporcién -

de determinantes antigénicos tipo-especfficos.
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CUADRO 2

CUANTIFICACION DE LA RELACION ANTIGENICA
ENTRE LAS PROTEINAS DE LA CAPSIDE EXTERNA
DE 1LOS ROTAVIRUS SA~ll Y NCDV

Antisueroc contra

Proteina del
virus SA-11 SA-1l  NCDV
vP3 1830 1415
VPS5 1271 1159
ve7 1218 754
] : 1307 702
vea 1007 745

Los nGmeros son los recf{procos de las -
diluciones del suerc que precipitan al

508 de la cantidad mfxima (es decir, la °

cantidad que precipita con la mayor con
centracifn de suero usada en el ensayo).
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Figure 16. Electroforesis en gel de poliacrilamida de las protefnas de -~
células infectadas con SA-11, tratadgs con SDS 0.1% e inmunoprecipitadas.
Las protefnas (3°S metionina, 5 x 10° cpm) de células infectadas con SA-11
fueron tratadas con SDS 0.1%. Después de dilufr 10 veces estas proteinas,
se incubaron con distintas diluciones de los sueros durante 1 hora a 20°C

y luego fueron inmunoprecipitadas con protefna A-Staphylococus aureus. Fi
nalmente se hizo electroforesis (seglin Laemli, 43) a los inmunoprecipitados,
carriles 1 y 17, virus Sh-11; carriles 2 y 16, proteinas de c&lulas infec-
tadas con SA-11; carriles 3 y 15, protefnas de células infectadas con SA-1l
y tratadas con SDS (en estos carriles se omiti6 la mezcla disruptora); --
carriles 4 a 14, imuunoprecipitaciones (en SDS 0.01%) de las protefnas de - -
células infectadas, en presencia de: anti SA-11 1/200, carril 4; anti =--
SA-11 1/2000, carril 5; anti SA-11 1/20000, carril 6; anti~-NCDV 1/200, -
carril 7; anti-NCDV 1/2000, carril 8; anti NCDV 1/20000, carril 9; anti —-
RVH770 1/200, carril 10; suero normal 1/200, carril 11l; anti RVH 213172,
carril 12; anti RVH213172 1/2000, carril 13; anti RVH213172 1/20000, -
carril 14. El polipéptido NCVP3 precipitd en ausencia de antisuerxo por lo
que posiblemente se adsorbe al Staphylococus aureus. Las flechas Ay B —-
indican el inicio y final del gel separador, respectivamente.




DISCUSION

La desagregacifn de las proteinas de la cipside externa del -
virus SA-1l es condicidn suficiente para que estas pierdan tanto la activi
dad hemaglutinante que tenian al estar integradas en particulas como la -~
capacidad de adsorberse a eritrocitos. Lo mismo se puede decir de las pro
teinas de la cipside externa presentes en el extracto de células infecta-—-
das y sin mig tratamiento que la ultracentrifugacién para liberar de partl

culas virales,

Hay Qos explicaciones plausibles para estos resultados: ‘la -
primera es que el sitio de unidn esté formado por mis de un polipiptidc; y
la segunda, sugerida por la insolubilidad de las proteinas de la clpside -
externa en ausencia de dete:gentg, es que estas pzot:einu' tengan una con--
formacifn muy distinta cuando no forman parte de partfculas virales debido
a la exposicién de una regi6n hidroffbica. Esta regién hidrofébica induci
ria cambios en la conformacién de la ptote!xﬁ que permitieran minimizar su

interaccibn con el agua.

La insolubilidad de protefnas estructurales en ausencia de de-
tergente no habfa sido descrita en virus sin membrana lipfdica y la pose--

pi6n de glicoprotefnas es s6lo compartida con los reovirus (58) que perte-

necen a la misma familia que los rotavirus, y posiblemente con otra familia

de virus sin membrana, los adenovirus (§9). Sin embsrgo, en estos dos Gl-
timos virus la glicosilacién es menor y el enlace es de tipo O-glicosfdico,
a diferencia de las glicoprotefnas de los rotavirus en los cuales es de ~-

tipo N-glicosidico (30). Estas caracteristicas de los rotavirus, usuales .

]
{
|




en virus con membrana, estdn de acuerdo con el modelo -basado en estudios
de microscopia electrénica- que postula la adquisicién de la cdpside exter
na de los rotavirus através de su paso por una estructura membranosa, el -
retfculo endopldsmico (24,25,26). Si las proteinas de cipside externa re-
quieren estar incorporadas en el reticulo endoplésmico, tanto para glicosi
darse como para que pasen a formar parte de la cdpside externa, deben tener

una regién hidrofébica.

El método de obtencién de las protefnas de la cépside externa
por tratamiento con EDTA liber$ tambi®n una baja cantidad de polipéptidos
de la cipside 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 dextrano en Sephadex G-100.

No es necesaria la ruptura de VP3 en VP5 y VP8 para la hemagluy
tinacidén 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 {iltima observacifn confirma los experimentos de Bastardo -~
et al. qﬁe encontraron que el tratamiento del virus con RDE (gnzm deg-~
tructora del receptor de Vibrio colera) o periodato no eliminan la capaci-
dad hemaglutinante del virus SA-11l, a pesar d; hidrolizar o modificar los
carbohidratos y ser capaces de eliminar esta capacidad en otros virus que

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

La aparente contradiccifn entre la baja reaccidn cruzada que -
muestran las proteinas de la cipside externa cuando forman parté de. parti~

culas virales y la alta reaccifn cruzada observada al utilizar las protei-



nas libres puede explicarse por la aparicién de determinantes antigénicos
comunes ocultos en las partfculas virales pero expuestos en las protefnas
libres. La posible causa de la alta reaccidn cruzada entre estos determi
nantes antigénicos es que através de ellos interaccionan las proteinas de
la c8pside externa con las de la cipside interna, y estas son antigénica-
mente muy parecidas entre los distintos rotavirus., Esta explicacifn im--
plica que los sueron hiperinmunes contienen anticuerpos contra una regién
de las protelnas de la cépside externa no expuesta en las partfculas vira
les completas. El virus usado para immunizar no contenfa protefnas lihz"es
ya que fué purificado por densidad en gradientes de cloruro de cesio, pero
es posible que haya ruptura dentro del animal de al mencs una parte del -

virus inoculado.

A pesar de la pérdida de sensibilidad que se observb al medir
la imunoérecipitaciﬁn de las protefnas libres, la comparacién através -
del tftulo del suero que precipita al 508 del miximo, sugiere que los po-
liééptidos VP7 y.pVP7 son los que presentan al menos la mayor propoiciﬁn
de determinantes antigénicos tipo especificos. La posibilidad de que la
protefna hemaglutinante sea también la que presenta mayor cantidad de de-
terminantes tipo especificos queda como una especulaciSn para ser probada

o, en su caso, descartada.

Podemos resumir que las propiedades bioquimicas e inmunol&gi-
cas de las protefnas de la clipside externa que se han discutido sugieren
que estas protefnas presentan tres dominios que son la zona hidrofébica y

las zonas de alta y.de baja variabilidad antignica; cada una de estag --



zonas tendria obviamente ubicacidn y funciones distintas.

El problema original no pudo ser resuelto por las circunstan-
cias anotadas. Revisando otras metodologias posibles, cabe mencionar que
una de ellas, la produccién de sueros monoespecificos, no parece muy apro
plada porgue requiere -de acuerdo con el esquema mis socorrido- la purifi
cacifn de las proteinas virales y la produceibn con estas proteinas de --
sueros hiperinmunes. Estas protefinas dificilmente seran Suenas inductoras
de anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacién debido a las alteracio--
nes -aqui descritas- que sufren al ser separadas de las particulas vira--
les. Con el conocimiento actual, parece gque ellenfoque de tipo ihmﬁnolG-
gico mis adecuado para identificar tanto la protefna viral responsable de
la hemaglutinacidn como la que reacciona con los anticuerpos neutralizan-
tes, es la obtenciSn de anticuerpos monoclonales capaces de iﬁhibir la ~-'
hemaglutinacién o de neutralizar el vj;us, y determinar pesteriormente con

culll o cuales proteinas reaccionan estos anticuerpos.

Recientemente Kalica et al. (61) demostraron que la protefna
con ia que reaccionan los Anticuerpos neuttélizantes seéyrgqg junto éon el
segmento de ARN 9 de los rotavirus de humano y bovino. Por otro lado, =~- ’
Arias gﬁ‘ﬂ. (30) demostraron que los segmen.ws de ARN 7, B8 y 9 codifican
in vitro por dos proteinas no estructurales y por el precursor no glicosi
lado de VP7. Estas dos observaciones en conjunto sugleren fuertemente -

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

1a glicoproteina VP7.  Por analogia con otros vims (33), esta proteina -

probablemente también serfa la responsable de la hemaglutinacidn.
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