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sos de dlarrea en un hospltal de Ealtlmore encontraron que podlan repro-—

duc1r una enfermedad ‘similar .en becerros reclen nac1dos al inocular. oral—

mente flltrados fecales de nifics con dlarrea (1). sin embargo, aunque su

trabajo fue repetldo posterlcrmente, los virus presentes en los flltrados

ne eran capaees de multlpllcarse en las 11neas aelulares establec1das o

\Pbstericrmeﬁte,'en 1958, se observd que ratones'jﬁvgnas pre--

sentaban tambifn, un tipc de diarrea no bacteriana. Kraft (2} establecid
que el agente causal era un virus y por estudios de microscopfa electréni

ca se mostrd gue tenia un difmetro de 80 mm: y que se multiplicaba en las

células epiteliales del intestino delgade. Lo 1lamd virus EDIM {Epizootic

Diarrhea of Infant Mice).

En 1969 Mebus et al. (3) reportaron la producc1on experlmen——-'
tal de dlarrea al 1nocu1ar 1ntraducdenalmente u oralmente filtrados: feca—'

- At ' les libres de bacterlas en becerros deprlvados de calostro Este trabaJo

raczblé pcca atenc10n hasta que el rotav1rus humano fue descublerto ;o




tos virus ‘se 1ncluyeran en un nuevo’ genero dentro de la famllla Reo&i iﬁ

LLos reportes de 1nfecc1one5 por rotavzrus en humanos, 1nd1— .

7ot

;ﬁn@;ipci@pnqia mqndia};@e estos virysuj4,;5;y29),a Se han encontrado

bant bl

cag

adgﬁés,ﬁ;ctavi;us_en:he;es:de_1ephon§s 10,y ,11), corder
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aves .de,corral {14}, conejos (15), yenados_}l§m¥ l?},_Caballosl(lﬁj, rato

nes (2} y becerros (3 y 18). Tambin son incluidos en este grupodde los

rotavirus, el virus Sa 11 aislado de un lavado rectal de mono y el agente 3

.t o - e

on obtenido de lavados intestinales de ovinos ¥ bovinos. Aunque ambos -
. : EN

virus .no fueron detectados COmo agentes causales de dlarrea, son morfolo-

giéamente idénticos {(19}.

_1nfecclcnes_por rptavxrus

Ll




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

snteritis presentas en este grupo .{20-25}.

Estudios sobre la patogfnesis de las infecciones Por rotavi--
rus en lmmanos {7,26) v en animales experimentales {27,28) sugieren que -
estas infecciones no son sistémicas sino localizadas en las c&lulas epite

iiales de la mucosa del duodenc en el intestine delgado.

Se ha heche un gran esfuerzo por adaptar los rotavirus obteni
dos de animales y humanos infectados a crecer en lfneas celulares. Variocs
aislados, entre ellos los del rotavirus de ternera (NCDV} ¥ el SA 11 han
sido exitosamente propagados en cultive de tejidos (18,29). Recientemen-
te se ha logrado crecer en cultivo de c&lulas un virus aisladeo de humancs
{cepa Wa) por un grupo de NIH (67), ¥ s& ha observade que para una propa-—
gacidn eficlente es importénte el uso de enzimas protecliticas pancredti-
cas (30).

Morfologia

Las particulas intactas del rotavirus estin Fformadas por una
doble cipside. Al microscopio electrdnico se observa un “core" de apro--
ximadamente 38 nm de didmetro (31) en forma de un icosahedro, que contiene
2l genoma del virus en asociacisn con proteinas; este "core” esta rodeado
por una cdpside interna que presenta una linea basal de la gque radian pro
vacciones a la periferig que semejan los rayos de una rueda (de ahi el --

nombre rotavirus, rota = rueda) Y que dan a las particulas un difmetro de




65 mm {32}. Sobre estos capsdmeros internos se encuentra una sequnda cip
side semejante a un anilio liso con un ancho de 4 a & mm, kor lo que las

particulas completas tienem un difmetro de aproximadamente 80 nm (33, --

Fig. 1).

Frecuentemente se encuentran particulas virales de 65 nm que
han perdide la capa externa (5,34). Fstas particulas también se pusden -
obtener de particulas completas, mediante la disociacién de la capa exter
na con EDTA (35). Tas particulas con o sin capa externa difieren en su -
densidad por lo gue pueden ser separadas por centrifugaciéﬁ isopicnica en
i gradientes de CsCL (36). Las particulas sin capa externa "pesadas" son -

mis densas { £ = 1.38 - 1.39 g/cm3J que las partfculas completas "livia--

nas" (€ =1.36 g/cm3). - Parece ser que s8lo son infecciosas las particu-

las completas {37).

ki e LA

Caomposicifn

El genoma de los rotavirus consiste en 11 segmentos de RWa -
de doble cadena separables electrofor@ticamente (38-40), cuyos pesos mo-
leculares van de 2,2 x 106 a0.2x 106 aproximadamente (41}. La suma de
los pesos moleculares de los segmentos de RNA del genoma de los rotavi--

rus da un total de 11-12 % 106,

Muchos autores han analizado por electroforesis los polipép-
tidos estructurales de los rotavirus, obtenidos, ya sea de musstras de -

heces de diferentes especies animales o de c&lulas en cultive infectadas




Piguora 1., Micrografia electrdnica de una prepakacidn
de rotavirus SA 11. Sefalada con unag flez,ha se obser-
va una particula con cdpside externa.




nimnero de’ pollpeptidos {de 5 a 10) en 1as partlculas v1rales, de u con-

gelatlvg y

- ,...,-h.....

ad's se han descrlto 8 (az, 43), 9 (48 49) 5 lo {44) dlferentes poll—

péptidcs.' 51n embargo todos estos reportes colnclden en la exlstenc1a -

- i

reportados por dlstlntos autores para el rotav1rus sa 11 usando el sis-

4j

tema de geles de Laemmll (54), 105 estin aos de peso molecular, lag =--

deszgnaCLQnes empleadas ¥ su posible correspondencia.

j Tifiendo especificamente para carbohidratos las proteinas vi-

rales separadas electroforetlcamente, ‘se’ ha encontrado que el pOllpEPtl—-




CUrpDRO 1

COMPARACION DE LA MOMENCLATURA ¥ PESOS MOLECULARES DE LOS POLIPEPTIDOS ESTRUCTURALES
DE S& 11, DESCRITO POR VARIOS AUTORES UTILIZANDO EL SISTEMA DE BUFFER LAEMMLI

Smith et al. (49) Mason et al. (44) Espejo et al. (42)
Polipéptide Peso mol. Polipéptido Peso mol. Polipéptido Peso mol.

x 1073 {x 10-3) {(x 10~3)

I 130 VE1 125 B 125

1, 94 VP2 94 2 108

I, 88 V3 88 3 Y|

I, 82 VP4 B4 4 a4

0, 62 VPS5 62 5 68

—— - VEBEa : =14 - . —
I ‘ 42 VPG 41 6 37 °

o, : 36 vE7 38 7 26

- - VP7a 36 - -

28 VP 28 8 23

26 C - — - -

E




d= distintos patrones electroforéticos.

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

tidos estructurales del virus, y establecer posibles relacicones entre —-

ellos.




MATERIAL Y METODOS

Virus

El rotavirus de simic SA 11 {simian agent 11) adaptads a cre-
cer en cultivo de células, se obtuvo originalmente del Dr, H. H. Matherbe

de la Universidad de San Antonio Taxas.

Cultive de CElulas

El rotavirus SA 11 se crecid en una linea de células epitelia
les de rifion de mone (Ma 104) . Las cé&lulas Ffueron crecidas a 37°C y bajo
5% Qda C02 eén medio minimo esencial de Eagle (MEM} con 250 UI/ml de penici
lina, 50 ug/ml de estreptomicina y 10% dea suernp bovinc fetal, como se ha
descrito anteriormente (42), ge us3 tripsina (Difceo, 10 jzg/ml f£inal) --
unicamente durante el periodo de adsorcidn del virus a la cZlula 9 1 hr}

{63) en todas las Preparaciones, a mencs gue se indigue otra cosa.

Para preparar virus mércado radiocactivaments, el MEM completa
fue reemplazado 6 horas post-infeccidn (p.1.) por MEM con bajo contenido
de L-metionina (0.3 mg/L) v 33 uCi/ml de L-metionina 358 { > 500 Ci/mmol,
New England Nuclear Corp.) o reemplazado por MEM con l/lO_del contenido -
normal de todos los aminodcidos ¥ 170 ucCi/ml de una mezela de aminoicidos
3H (New England Nuclear Corp.}. Para marcar el virus con carbohidratos -
radioactivos, el MEM completo se sustituyd 6 horas p.i. con MEM con un -

. 3
bajo contenide de glucosa (250 mg/L) ¥ 300 uCi/ml va sea de P~mancsa "H a




o A TR T

. 3 .
o D-gluccsamina H (ambas de 10-25 Ci/mmol, New England Nuclear Corp.). -

El virus se cosechd aproximadamente 20 horas p.i.

Para :liminar la tripsina remanente y evitar que se cortaran
algunos polipéptirdos virales las cflulas se lavaron 4 veces con PBS  ——-—
(0.1326 M NaCl, 2 mM KC1, 8 mM Na2H904, 1 mM KH2P04, 0.9 mM CaCl2 vy 0.4 mM
MgClz) despufs de la adsorcidn del virus en presencié de la enzima, y lue
go 3 veces mds antes dé ila adicidn del medio radiactivo.

Purificacidn del Virus

El virus se purificd como estf descrito (42) que consiste en
lo siguiente: el cultive de c@lulas infectadas, cosechado a las 20 hr.
p.i., se extrae con un volumen igual de trifluorotricloroetano; y el vi--
rus en la fase acuosa se precipita posteriormente con B% (peso/vol.) de -
polietilenglicol 600 (Union Carbide). El precipitado se rasuspende en -
105L200 ul de buffer TSM (0.0l M Tris indroximetil aminometano, 0.15 M -——
¥aCl y 0.001 M MgClZ'G H20 PH 8.2) y se sedimenta en un gradiente lineal
de 15-45% de sacarosa en TSM a 19,000 rpm durante 145 min en un rotor SW
40 de la ultracentrifuga Beckman mantenida a 5°C. Ios gradientes se co—-
lectan, y se juntan las fracciones con =l pico de radiactividad, corres--

pondiente 2l virus.

Posteriormente el virus colectado se pone sobre una solucidn
de CsCl en buffer TM {(TSM sin NaCl} con una densidad de 1.36 gfcm3 y se -

centrifuga a equilibrio durante 17 hr a 40,000 rpm en un rotor SW 50.1 de




ia ultracentrifuga Beckman. Despuds de la centrifugacidn se colectan ——.
fracciones de aprozimadaments 150 ml, se cusntan y aquellas que contienen
el wirus radiactive se juntan y se dializan contra buffer TSM para quitar

el CsCl.

Tara evitar la accifn de proteasas ain remanentes se siguieron

los mismos pasos de purificacidn, pero manteniendc la preparacidm a  ---

0-5°C.

Electroforesis en Gel de Poliacrilamida

Los pelipdptidos virales se analizaron en geles de acrilami-
da-8DS (lL% peso/vol acrilamida, 0.3% peso/vol bisacrilamidal usando el -
sistema discontinuo en buffer tris-glicina de Laemmli (54). Los polip8p-
tidos se corrieron a 10 md/gel en el gel concentrador y la electroforesis
se continud z 20 mh/gel hasta cque el azul de bromofenol salid del gel --

separador.

Poste?iormente los geles se tifieron con azul brillante de --
Coomasie ¥ ce procesaron para fluorograffa segiin lo descritoc por Benner y
Laskey (55). Se hicieron las curvas densitométricas de los flucrogramas
a 600 nm usando un éspectrofotémetro.Gilford modelo 250 con un transpor--

tador lineal Gilford modelo 2410s.




Tratamiento de las Particulas Virales con Tripsina

1]

Los ;iriones'purificadas, marcados con metionina 355 o con —-—
mézcla de aminoicidos 3H, en buffer TSM, ss& trataren con cantidades varia
bles de tripsina {tipo IX Sigma Chemical Co., tratada con clorurc de dife
nilcarbamilo para inactivar la quimotripsina contaminante) por 20 min a -

25°C,

Estas reacciones se pararon afadiZndoles buffer Para muestras

de Laemmli (54) e hirviéndolas durante 2 min.

HidrSlisis parcial de los Polipdptidas de SA 11

Se hizo un andlisis de los pdptides generadeos por digestiones
barciales de los polipé@ptidos de Sa 11 utilizando quimctripsina {tipos IZ¥

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

tories Inc.} como esti descrito Por Cleveland et al. {(56). Este anilisis
consistié en lo siguiente: los prolipéptidos estructurales de SA 11 puri-

. . 8 L 35
ficado y marcado con aproximadamente 1 % 16" cpm de metionina ~ 5 fueron

fraccionados en geles de poliacrilamida-SDS comc se ha deserito anterior-~ )
mente. Las bandas correspondientes a los polipéptidos fueron visualiza—- 1
das por autorradiografia directa del gel himedo. Los segmentos del gel,

conteniendo las distintas bandas resultantes se colocaron en los carriles

de un segundo gel (15% peso/vol acrilamida 0.4% peso/vol bisacritamida} -

. con un gel concentrader de 5 ¢m v se cubrieron con una solucidn de 50 ug

de albimina en buffer para muestra de Cleveland {(56) enseguida se les afa




did, va sea 10 ng de quimotripsina o lOO‘Fg de proteasa V8 en a1 mismo -
buffer de smestra sin azul de bromofencl., La electroforesis se efectud
a 20 mG-gel hasta que el colorante llegd al gel separador; en este momen
to se guita la corriente durante 30 min permitiendo que se lleve a cabo
la digestidn (56} y pPosteriormente se corre a 40 mAi-gel hasta gue el azul

de bromofenol sale del gel.

Mapas tripticos de los Polip€ptidos de sA 11

Para hacer los mapas tripticos de los polipéptidos astructu--
rales de SA 1) se siguid el misme procedimiento de visualizacidn y aisla-
miento de las bandas ¥Ya descrito para el andlisis de los hidrolizados par .|

ciales.

A los segmentos del gel se les afiadid 10 ml de metanol al - it
10% vol/vol v se dejaron toda la noche a temperatura ambiente; despufs de
quitar el exceso de metancl, se les anadid 200 ul de buffer bicarbonatos
(0.5 M NH4HCO3 PH 8.0) y se incubaron por lé.hr a 37°C con una solucidn - |
de 100 ug de tripsina (tipo TX Sigma Chemical Co.);: luego se les afiadie-- LI
ron 100 ug mis de tripsina fresea ¥ se incubd 4 hr mis como estd descrito I
por Morrison (57}): Se desechs el segmento de gel y la solucidn resultan-

te se liofilizd dos veces lavando con agua, para eliminar el NH4HC03. L'

El andlisis de los péptides en dos dimensiones se hizo comg -
estd reportado POr Scott et al. (51): 1a muestra liofilizada se disol--

vid en 10 ul de agua y se aplicd en una placa de celulosa en capa fina —-
jl




g -t

{20 cm x 20 cm Merck}. La electroforesis se hizo en una cimara horizon-
tal, usando come buffer de corrida piridina:acBtico:agua (2:20:180) a --
300 volts por 90 min.  Para la separacifn de los péptidos en la segunda

dimensidn se corr .} una cromatograiia ascendente en direceidn perpendi--—
cular 2 la electroforesis usando como buffer de corrida n-butanol:acéti-
cozagua (3:1:1) hasta que el frente de corrimiento llegd a la parte sups
rior de la placa. Las placas se trataron para fluorografia de acuerdo -

con lo descrito (59).

Tratamiento del virus con EDTA

El wirus 5& 1l purificado, marcade con una mezcla de aa3H -
an buffer TSM se?incubé con 0,01 M de EDTA (Etilen diamine tetraacetic -
acid) y 0.01l% vol/vol de Tritdn X-100 durante 30 min a temperatura am-—-
biente come estd descrite por Cohen (35). Posteriormente el virus trata
do se centrifugd a egquilibrio en CsCl como se describid anteriormente.
Despufs de la centrifugacidn, los dos picos radicactivos correspondien—--—
tes a los polip@ptidos de capa externa { @ = 1.3 g/cm3) ¥ a las particu-
las sin capa externa {¢ = 1.39 g/cm3) s& recolectaron separadamente, se
diluyeron 1:5 en agua y se precipitaron con una solucidn de acetato de -
amonio 0.1 M en etanol (63). Los precipitados se centrifugaron a —
10,000 rpm durante 30 min en el rotor HB-4 de la centrifuga Sorvall vy —
posteriorﬁente za reéuspendieron en el buffer para muestras de Laemmli y

se analizaroen por electroforesis.




Tratamiente del virus con Endoglicosidasa H

: PR . . 3
El virus purificado, marcado ya sea con meticnina 55 o qcon -
. 3 . . -
carbohidrates H en buffer citrato fosfato (0.1% M pH 5}, se tratd con --
diferentes concentraciones de endoglicosidasa H (Miles Laboratories Inc.)

como estf indicado en el pi& de la figura 6B, durante 15 min a 37°C.




RESULTADOS

Cuando los polipéptiéos Presentes en el rotavirus sa 11 puri
ficado, obtenido de una infecci®n hechz en Presencia de tripsina, son --
analizados en un gel de poliacrilamida-SDS, se observa el patrén de la -
Fig. 23 ¥y B. Este patrdn es similar a los gue han sido, previamente re--
portados para SA 11 (42,43,49). Aungue no idénticos, coinciden en lg —-
existencia de cuando menos 8 pelipéptidos estructur;1e5 diferentes VP1,
VP2, VP3, VP4, VPS5, VPG, VD7 ¥ VPB. En este trabajo se empleard la no--

menclatura utjlizada originalmente por Rodger et al. (48).

A pesar de que todos estos reportes coinciden en estos poli-
péptidos se observan ciertas incongruencias, principalmente en ia propor
cidn relativa de &stos. Por esta razdn, se decidid estudiar si existia
alguna relééién Precursor producto entre los polipéptidos estructurales -
de 53 11 comparande los hidrolizadoes parciales de las protefnas VPl, VP2,
VP3, VPS5, VPG yv VP7 de un virus purificadoe ¥ marcado con metionina 355 -
como estd indicado en Material Yy Métodes. -En este estudio se ohservd que
los pEptidos generades por quimotripsina de las protefnas vp3 y VBS pre——
sentaban un patxdn bastante similar a diferencia del resto de los polipép

tidos analizados, que no se Parecian entre si (resultados no presentados) .

Para estudiar si la similitud del polipdptido VPS5 con el po--—
lipéptido VP3 se debia a que VPS5 era generado de VP3 Por un rompimiento -

de esta filtima durante la Purificacidn, se siquid el mismo, esguema de pu-
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Figura 2. Comparacidn de los Polipéptidos de 53 11 -
purificade de distintas maneras, Virus marcado econ --
metionina®~a, purificade ror los dos mitodos descritos
en material y m&todos, s= analizd. por electroforesis,
A) Fluorografia de los polipéptidos estructurales de
S2 11 purificade a temperatura ambiente {carril 1) --
5A 11 purificado a 0-5°¢ {carril 2). B) ¥ CO Trazos -~
densitométricos de las fluoregraffas de los carriles -
1 ¥ 2 respectivaments.




rificacifn del virus, pero haciends tode el Procedimientg g baja tempara
tura (0-5°c), g3 v;rus obtenido en esta forma- presentaha un patrén de -
Pelipéptidos epn el gque VPS5 y ves apenas se distinguen, mientras que la -~
caﬁtidad relativa de un polip@ptide mayor, krobablemente VP3 estaha -

mentada Notablemente (Fig. 2a vy ).

de tripsina, sugiriendo gue 1a diferencia se debla a la aceidn de 1a pro

teasa,

tripsina.

Efecto de 1a Tripsina sobre el Virus gp 11

Para estudiar &ste efects se utilizd un virug cbtenido en --

ondiciones en que existe ung mavor cantidag relativa del Polipéptido ——

'P3 con respecto a VPS5 Y VP8 (ver Materiales y MEtodos) y Marcado ya sea

\ 35 . - 3
Omo metioning 5 0 con una mezela de amincdeidos “g.

1 inhibidor especifico para quimotripsina, que eg el Principal contami-

nte de la tripsina} y el Products ge estas reaccionas se analizd eleg-
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VP2
VP3

VPS5

VPE

VBY.
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<. Efecto de tripsina sobre a] virus.ga 11 pu
; BA 11 purificade en condiciones en que hay
Wha mayor cantidad de VP3 ¥ marcedn eon metionina °3
fué tratado Cen difervntes concantraciones de tripzina
{tratada con SRCC por 20 min a 25°Ci: 1) sip tripsinag,
2 L ug/mi; 33 < ug/ml; 4 3 ngoml; 53 10 g /ml ¥ --
&Y 1500 ugsmi. ?Qatezicrmente, las mussztras
5% analizaron LT electroforesis,

o

1
fimm e




troforéticamente (Fig. 3). Los resultados obtenidos con concentracionas
crecientes de tripsina sigiersn una relacidn Precursor-producto entre los
pelipéptidos vp3 ¥ VPS v VP8. El resto de los polip#&ptidos no son afecta

dos por esta engi-s.

Para explorar si este rompimiento especifico da la protefng
VP3 es debids a la BXposicifn de un sitio de este polipd@ptido a 1a trip--
sina, dado por 1a estructura del virus, se disocié la cdpside externa del
virus, mediante el tratamiento con EDTA ¥ esta preparacidn se incubd en -
Presencia de tripsina. &En estas condiciones se plerde la especificidad
de corte del polipéptide VP3, no se observan los polipEptidos VES ¥ VP8,
los polipéptidos VEl, VP2, VP3 v vP7 desaparecen casi en su totalidad --
mientras aparecen nuevas bandas de menor pese molecular en el gel. (Da--
05 no mostrados). Esto sugiere'que el rompimiento especifico de VB3 en

VPS, se debe a la exposicidn de un sitioc accesible z la tripsina en el po

tura del virus.

Comparacién de los polip€ptidos ve3, VP3, VP8 por hidrdlisig barcial y --

total

Para confirmar 1la Posible relacién Precurser-products entre -
VP3 y VP5-VPB se emplaaroen dos técnicas:

al Se compararon leos piptides de VB3, VPS5 y YP8 generados por la ~—-

digestidn parcial con dos enzimas proteclfticas: quimiotripsina

¥ Proteasa V& de Staphylococeus aureus (Fig. 4 a y B}, La pra--
sencia de los productos parciales de VE3 en VP5 y en vpg sugiare

T s




Pigura 4. Comparacién de log rolipéptidos VB3, vPS, v
VP2 de 5A 11 por anflisis de los patrones electroforéti
cos de los péptidoe generados por hidrSlisis con protea
sas. El polipdptido VP3 fuf obtenidsd de un virus no -
tratade con tripsina y marcado con metionina 355; VE2
¥ VBB fuercon aislades de un virus tratado con tripsina.
- 1} VPE, 2} VE3I v 3) ves tratados con guimotripsina.
8. 1) VP5, 2) VP3 ¥ 3} VP8 tratades con proteasa V5.




que estos dltimos polipdptidos son generados a partir del pri--
merc. El hecho de gue se encuentren bandas en VP3, que estin -
tanto en VPS5 como en VPB, se debe probkablemente a la presencia

de m&s de un producto parcial en VB3 en el mismo peso molecular;

unc (o mis perteneciente a VPS5 ¥ el otro{s) a VPE. Los pocos —- 1
productes parciales cbtenidos en la hidrdlisis del polipéptido -
VP8, reflejan probablemente su bajo pesc molecular, asi como, su
pobre contenido en metionina, va que la radiactividad incorpora- ,
da a este polipdptido cuandc se marca con una mezcla de aminofci
dos 3H, es sensibleménte mayor a cuande se hace con metionina —-—

35
S (datos no mostrados).

b} Se hizo comparacin de los mapas tripticos de Zstas proteinas -
(Fingerprints), que consiste en hacer digestiones con tripsina del
polip@ptido aislado y luege separar los péptidos resultantes en i
dos dimensiones; la primera separacidn esta basada en las cargas i
de los péptidos a pH dcids (3.5) ¥ la segunda en el coeficiente ?

de particidn de é&stos en el solvente utilizado en el buffer de -

corrida. En la Figura 5 se muestran los mapas triptices de VB3,

VP>, ¥ VPB. Como se pueds observar, las péptidos derivados de -

VES estdn contenidos en los pdptidos generados por las hidréli--

sis de VP3. Asimismo, en el mapa triptico de VP8 hay dos pépti-
dos muy té&nues (fotograffa no mostrada) que se esguematizan ep -
la Figura 5 B y que se encuentran tambilZn en VP3. Estos resul--
tades confirman gue los polipéptides VPS5 ¥ VP8 son productos de

VP3.

Estudios de las Proteinas Glicosiladas

Rl
*
Como se menciond en la introduccidn, ha sido reportado que el

bolipéptide VP7 estd glicosilado. Cuando se hace una infeccifn en presen

: . 3 3 . .
“ia de yglucesamina "H o de manosa "H se puede observar que el inico poli-

i
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Figura 5. A) Mapas tripticos de los polipéptidos de
Sa 11. 1) vP3, 2) ¥P5. B) Diagrama de los mapas --
tripticos. ®. Péptidos de VPS; & péptidos de VPB; —-
0 péptidos de VP3.
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péptido estructural que incorpora &stos isbtopos es el polipéptide VP7 —
A -

confiirmando los raportes é%teriores {Fig. 6 A)%

Los carbohidratos de una glicoproteina%pueden estar unidos --
a través de enlaces O—gliccsié?hps © N-glicosidicos. En las glicoprotei-
nas virales éolamente =& han encontrado enlaces N-glicosidicos, donde -—--
siempre una moldcula de N-acetilglucosamina estd unida covalentemente a —

un residuoc de asparagina que s encuentra dentro de la secuencia -asn-

_(tre}

(ser) " Existen 2 tipos de cadenas N-glicosidicas en todas las qlicop;g

teinas virales gue se han estudiado hasta ahora: wun tipe llamado de "al-
ta mancsa" que contiens N-acetilglucosamina y manosa; y otro tipe llamado
"complejo” ¢que contiene ademds galactosa, fucosa v fcido siflicos. Ambos
tipos tienen un "core" compuesto de mancsa ¥ N-acetilglucosamina que se -

continfia en rama de carbohidratos dependiendo del tipo de que se trate.
Pos tipos de endoglicosidasas son utilizadas para &l estudio
de Ia estructura de las cadanaélglicosidicas, que generalmente permiten -
distinguir el tipe de glicoproteina: La endo -N-acetilglusaminidasa H
© Endoglicosidasa H aislada de Streptomices Sp. que hidroliza preferente-
mente las glicoproteinas de alta manosa; ¥ la endo -N—acetilglucosamini

dasa D ¢ Endoglicosidasa D obtenida de Diplococeus pneumonie gue general-

mente hidroliza las glicoproteinas complejas (53).

Para estudiar que tipo de cadena glicosidica es la que se an-
cuentra en el polip8ptide VE7 v la migracidn de este polip@ptido neo glico

; . e . .. 35
silado, se tratd un virus purificado, marcado va sea con metioning 5o




Figura g, A)

Elagtyafr resis del viypgs BA g
H {earril 2. 3]
endoglicosidasa H
1,25 v/l y 4y 2.5 ur/m.

marcadg con glucosaming
. 3 ; .

ning g ge neubd gon:

.25 UL ml; 1y

, . 35 . .
marcado con fRlioning § fearril 1) vipgs
Hlovirus g 11 Furificado v mareado cen matio
{p=r 15 min 4 37°CY: 1) sin “licosidasa; 2) -




del tipo de "alta manogg",
Como se Puede observar en las Figs., 2 ¥ 3, existe Qtro polj--

PEptido qUe migra unp POCo m3s ripigg que VP7, con 1a movilidsg observads

Para VP7 desppids del tratamiente con endoglicosidasa H, 1lamadga Vela, pre

Cvando ge comparan -

Se ha reportado 48 que Vbs ¥ VEE zg encuentran ﬁnicamente en -

rtiéulas de doble-cépside ("livianas"} Y VP3 y vpq gp encuentran en pPar-

~ulas sin 14 Capa externa {"pesadas“). Por eston resulta de interds ang-

22r la distribueigy de 1oz Polipdptidasg del rotavipug 53 11 Purificade -




Figura 7. Comparacidn de los péptidos generadcos poT
hidrdlisis con proteasas de los polipéptidos VBT y YP7a

del wirus 8A Il purificade Y marcado con metionina 393,
Ao L) ¥PT ¥y Z) WP7a tratados ccn guimotripsina. - :
B} 1} wP7 v 2] VBVa tratades cogq proteasa VE. i




N ausencia de tripsing bPara evitar el rompimiento de VP3.

Se disocid 1a capa axterng d%; virus medi#nte el tratamienton
N EDTA y se separaron las particulas de una sola cipside (€= 1.39
bm3j de las p;oteinas de la capa externa (€= 1_30 chmB) centrifugan-
8 equilibrio en CsCl ¥ estas dos fracciones se analizaron en geles de

liacrilamida-Sps, En la Fig. 8 se observa gue los rolip@ptidos V3 ¥

/! estdn asociados ¢on las particulas de doble cdpside ¥ son liberadns

tratar el virus con EDTa, mientras que los polipéptidos VPl, VP2 y —-

- estdn presentes en las particulas de uns sola cdpside, a diferencia

Teporte donde se menciona que VP esti aen 1a capside interna, en as-

trabajo, el polipépti@o VP3 es liberads con el £

ratamients con EDTA,

Jue sugiere gue se localiza en 1a Capa externa del virpus,

e




ra 4. Polipéptidos en a] virus de doble cidpside
ril 1} clpside externa {carril 2}, y virus de una
aola cdpside {earril 3). Virug 3& 11 marcade con una -
mezcla de a.a. g, murificads evitande la aceidn ds 1a
tripsing, fue tratado con EDT2 v los pelipdptidos 1i-
kerados fueron separados de las particulas d2 una so-
la c&pside por cenfrifugacién a equilibrio en C=Cl.




DISCUSION
e N

El andlisig cuidadoso de 1a composicidn de Polipéptidos dej -
rotavirus SA 11, indica que la estructura del viridn ez mds simple de 1o
qué se habia reportadg anteriommente. Egtog estudios habfiap indicado 1a
eXistencia de ocho a diez {42,43,48,49) polipéptidc; en las part{culas -

Purificadas.

En este trabajo se demuestya que los viriones de sa 1l estan
constituidoes, muy proktablemente, de s8lo cinco Poelipéptidos: vPl, vez,
VP3, VPG, Y VP77, de los que VP3 y yp7y conforman iz capa externa y gue --
los polipéptidos VB3 y vES observados anteriormente son Producto del rom

pimiento par tripsina del Folipéptido ve3, L

El polipéptide vp4 reportado por Smith 2t al. (49) s381p se -
obserya ocasionalmenta ep nuestras Preparacicnes y aen las de Mason et al.
(44}; v afin en las preparaciones de Smith Bt al. no es my constanf%“la
Presencia da-este polipéptido. En este trabajo, el polipéptido que e -
cortadc por la tripsina, 52 ha 1lamado VP3 aungue no g3 posible estahle-
Cer una correlacidn fuérte con el polipéptido ¥p3 de Maso et al. (44) »
1, de Smith et al, (49). ge ha llamade asi, va que cuando ocasionalmen
te se observa una cuarta banda entre Ing Polipéptides mayores, &sta mi--
gra debajo del bolipéptido Que es procesado por 1g tripsina. sin embar—
9o es dudoso considerar al polip&ptide vpa COMO un componente estructu--

ral del virus, ya qu2 en experimentos Preliminares hemos observado que -




al tratar el wirus TN quimotripsing se Eroduce un Polipéotide

migracidn similar. Es posible que esto ocurra frecuentemente

L

dimiento vipa], =-nen esta actividag contaminante {48},

vertido en un Procedimiento comiin, Otra posibilidad €5 gue en algunos -
laboratoriss se utiliza tripsina para subcultivar 1as células Y este rom

Piniento pueds ocurrir con la tripsing rémanente. Sin embargo, na se -—

Puede descartar 15 posibilidad de que exista upa Proteasa celuylar capaz

de cortar Pequerias cantidades de VP3, va que afln en Igs Preparacicneg --

mas cuidadosas de Sa 11 se Pueden obsarvar trazas de vps ¥ VEEB,

r disminuye
el peso molecular de este polipéptide, ¥ los carbohidratos que se hablan

incorporado son liberados, lo que sugiere, dada la e@specificidad de esta

enzima, que se trata de ung glicoproteina con cadenasg glicosidicas gel -
tipo de "alts Mancsa"; sin embarge, ne se determind si esta glicoprotef-

na es resistente 3 1a endoglicosidasa p {que generalmente corta las cade

nas glicosidicas "complejas) lo que parmitiris especificar el tipo de --

cadena glicosfdica de &ste polipdptida.

-

———:




A - " i N imai N S

Este, Giltimo pOllpEPtldO podria ser el Precursor no glicosilado o up pro=--
ducto intermedinp menos glicosilado generado ya sea durante 1oz pasos de -

biosintesis de esta glicoprotefna o Por degradacidn (el due VP7a sea un -

componente indispensable de las partioulas virales queda por ser demostra

do). Para mostrar cual es el Precursor no glicosilado del polipé&ptide --

VP7 es necesario hacer experimantos de Pulse ¥ caza en Ios aue sea posi--

ble observar 1z transicifn de este Precursor al products final,

En nuestras Preparaciones de virus, al igual que en las de --

Rodger_gg_gi. (48) o se observa el Polipéptido vpSa reportade por ~=

Mason et al. (44);: en vista del origen de ve5 es posible que VP53 sez un

rendimiento del wvirus,

aparece un polipéptids Pequefio en bajas cantidades 1lamado Og' gsta pro--

|
|
b7t
El andlisis de lospolipéptidos, de sa 11 de Smith et al. (49)
L S —_— == .
teina no se observa en miestras preparacicnes de virus pﬁr;ficado, pero - ! l
5e observa en gran cantidad en las células infectadas (49, Arias C. datos ; i
no publicados) por 1o que es posible que su Presencia en el virus purifi-

cado se deba en unag Pedquetia Proporcidn de Particulas v1rales con polipép-

tidos ne estructurales, como contamlnantes.




nen del rompimie:

En experimentos de asignamients de los seg-
entss de ENA de] virus por les polipdptides que codifican, gme observd --

que el segmento 5 de RNA

2l nivel dg 15 Penetracidn del virys
a la célula. Ep muchas cBlulas axiste una Proteasa en 1a membrana que ac

tiva al virus, Pero gereralmente 1ag c&lulas de lineas no cantiensn estag




fluenza tienen hastante homologia en ey secuencia, ¥ que oligopéptidos -~
sintetizados quimicamente, que mimetizan ja Secuencia de egtos extremos -
N—terminales, SO capaces de inhibir 15 replicacidn ge e5tos virus en cul

tivo de céiulas. Estos inhibidores han sido sugeridos comg novedosas —--—

virus. ginp embargo para peder hacer ung anzlogia, es necesario hacer eg-
tudios nis extensos, como el de explorar la capacidad de algiin péptido .--
Proveniente de vps 3 de VP8 para inhibir 15 infeceidn Bor rotavirus sa 11

en cultivo de c8lulas Y 5u posible accidn en animales experimentajeg,

Se ha observade que la infecoidp asintomiticy Por rotavirus -

&8s m1y frecuente ap hecrnatos (68,69). pp alto Porcentade de neonatos que

|




26

son infectados Por rotavirus ng Presentan diarrea, |uUngue excretap virus

&n las heces, Pero an mengr cantidad que lag nifios mayores gue Presentan

diarrea por rotavirus (g9), Los intentos de relacionar g iafeceidn -.

)

asintomitica con los nivelas de anticuerpes maternos, hap fracasado (ag)

¥ no existe una explicaci6n'simple de esta fendmens. w1 requerimento de

los rotaviprus Bor la tripsing U otra proteasa Para producir una infeceidn

eficiente podria explicar este fendmeno, gi 1a actividad de tripsina y -

otras enzimas Pancreaticas se &ncuentra disminnidga &n humanos durante —-

los primeros dias de vida, come sucede en algunas especies de mamfferog

{71} .

.

Es un hecho ampliament

de la infeccidn por rotavirus {BD(

@ aceptade la proteceidn del calostro

38% de ipg nifng alimentades con leche

materna sufriercp infecciones POr rotavirns Versus, el 873 de casos de -

infeccidn entra los nifios alimentados con otro tipo de leches) (68) . Es

ta proteccidn ha sido explicada por 1a Presencia de anticuerpos anti-po-

tavirus en el calostro (72). Sin embargo eg rosible que en esta protec-

Fentes en el calostro (70).
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