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INTRODUCCIÓN:

Los rotavirus, miembros de la familia Reoviridae, son

agentes causantes de diarrea en un gran número de especies de

mamíferos incluyendo humanos (1,2,3,4,5). Satán formados por un

genoma que consta de once segmentos de RNA de doble cadena con

pesos moleculares desde 0.2 10 a 2 10 daltones, que se encuentra

lecubierto por1 dos capas proteicas (6,7). La doble capa proteica

consta cuando menos de cinco polipéptidos cuyos pesos moleculares

vailan entre 113 000 y 26 000 daltones« Tres de estas proteínas

constituyen la capa interna y las dos restantes forman la capa

externa. El componente mayor1 de la cápside externa es una glico-

proteína cuyos carbohidratos son del tipo alta mañosa (8,9). Las

partículas completas presentan un diámetro de 70 mu. En las

preparaciones de rotavirus también se encuentran frecuentemente

partículas de 60 nm que corresponden a virus sin capa externa.

Estas últimas pueden separarse de las partículas completas por'

centrifugación isopicnica en gradientes de CsCl. La partícula

completa presenta una densidad de 1.36 g/ml y la partícula sin

capa externa tiene una densidad de 1.38 g/ml. La infectivídad

se encuentra asociada a las partículas completas (9,10)-

Entre las actividades presentes en el viiión se ha descrito

la presencia de una RNA polimerasa BNA dependiente, la cual se

activa al quitar1 la capa externa por tratamiento con calor o

con un agente quelante como el EDTA (11,12,13). También se ha

encontrado que preparaciones de rotavirus de ternera aglutinan

eritrocitos de varias especies (14,15). La hemaglutinación es

una propiedad de las partículas que contienen la capa externa

intacta, pero no todos los rotavirus bovinos, y solo algunas

cepas de humano presentan esta actividad. En rotavirus bovino y

Hhesus se ha demostrado que el producto del sebiento 4 de ENA

es el responsable de la actividad hemaglutinante (16).



Bxistea varios estudios sobre las relaciones antigénicas

entre rótavírus de distintas eapecies. Análisis serológicos de

un gran numero de cepas de rotavirus han mostrado que los aislados

comparten determinantes antigénicos (17,18,19,20). Sin embaxgo,

cuando se comparan estO3 aislados por pruebas de neutralización

son: antigenicámente diferentes (21).

. :% Recientemente se han, definido dos especificidades serológicas:

serbtipo y subgrupo. Keroti.po se refiere a la especificidad

determinada por neutralización de la infectividad viral (22).

Esta.especificidad, en el rotavirus de simio SA11 y ea lá cepa

de humano Wa, reside en el producto génicó del segmento 9 de RNA,

la giicoprotéína de capa externa (22). Parece ser1 que la mayoría

de las especies animales se infectan por rotavirus serotipicamente

diferentes, y se han aislado al menos cuatro distintos serotipos

en humanos (24). Subgrupo se refiere a la especificidad antigénica

asociada con. el producto génico del segmento 6 de HMA, el poli-

péptidQ principal de la capá interna. Se han identificado dos

especificidades antigerúcas; designadas como subgrupo 1 y 2 en

esta protexaa por pruebas de IAHA. (24). Dentro de está proteína

se encuentra también otro dominio que es la región antigénica

común a todos ios rotavirus (25).

El. paíron electroforético del genoma segmentado de estos

virus ha permitido distinguir virus aislados de distintas especies

animales y en muchos casos se ha utilizado aún para distinguir

entre virus aislados de individuos de una misma especie (23,26).

Los primeros rotavirus adaptados a crecimiento en cultivo

de células fueron el ¿gente 0, aislado de lavados intestinales de

ovinos y bovinos, y el virus SA11, aislado de un lavado rectal

de mono. Aunque recientemente se ha logrado el crecimiento en

cultivo de rotaviius humano, el SA11 se ha utilizado como sistema

modelo ya que crece en varias líneas celulares y es morfológicamente



indistinguible del rotavirus humano.

El análisis de SA11 purificado ha mostrado que la capa

interna de estos virus esta formada por tres polipeptidos: VP1,

VP2 y V?6; y la capa externa por dos poli?eptidos: V2$ y V?7 (27).

El polipeptido VP3 se rompe específicamente por1 acción de

la tripsina, lo que resulta en la formación de dos polipéptidoa

de menor peso molecular denominados VP5 y VP8 (27,28,29). Este

rompimiento específico produce un aumento en la infectividad de

hasta 1000 veces. Se ha descrito que el rompimiento por tripsina

no afecta la eficiencia ni la velocidad de unión del virus a la

célula, sino que activa a las partículas facilitando su "uncoating"

dentro de la célula (28). Por medio de estudios genéticos se ha

visto que en rot'aviius bovino y Ehesus, el producto génico del

segmento 4 de RNA es el que sufre este rompimiento específico

por tripsina y es además el responsable de la actividad hemaglu-

tinante del virión (18). SI rompimiento proteolítico se lleva

a cabo en un sitio que no afecta la actividad hemaglutinante.

Se han aisaldo anticuerpos monoclonales contra esta proteína y e'stos

son capaóes de inhibir la hemaglutinación y algunos también

de neutralizar al virus (31).

SI polipéptido VP7 es una. glicoproteína con cadenas glico-

sídicas del tipo alta mañosa (8,32). Esta codificado, en SA11,

por el segmento 9 de RNA y es el principal responsable de inducción

y unión de anticuerpos neutralizantes (31). Esta glicoproteína

muestra heterogeneidad en su migración electroforética por

mutación en el gene que la codifica, y se han aislado virus de

placas de lisis independientes que presentan fenotipos con

migraciones electroforéticas de VP7 diferentes (33)•

La biosíntesis de muchas glicoproteínas virales y celulares

incluyen la utilización de una extensión de 15 a 30 aminoácidos

en la región NfU-terminal, 1& secuencia señal. Estas proteínas

interactúan con el retículo endo-olásoico a través de la secuencia



señal y son vectorialmente descargadas a través de la membrana

o se quedan como paite integral de esta, ¿a mayoría de los

péptidos señal se cortan de la cadena polipeptídica naciente por

una peptidasa señal, aunque algunas glicoproteínas contienen

secuencias señal integrales que no se rompen de la cadena poli-

peptídica naciente (34,35,36,37).

••"•'••El análisis de la síntesis de VF7 in vivo e in vi tro indican

que esta proteína contiene una secuencia señal de 1500 daltones

que se rompe, y la proteína se encuentra totalmente insertada en

el lumen del retículo endoplásmico (38),. La secuencia del gene

que codifica para esta glicoproteína ha mostrado la presencia de

dos regiones hidrofóbicas cerca de la región HfL-terminal y un

solo sitio potencial de glicosilación (39).

En extractos de células infectadas se han encontrado, además

de los cinco polipéptidos estructurales del virus, 6 proteínas

no estructurales- Una de éstas, denominada NCVP5, es una glico-

pxoteína que contiene dos residuos de oligosacáridos del tipo

alta mañosa (8,32). La secuencia del gene que codifica para esta

glicoproteína ha mostrado que tiene 175 aminoácidos hidrofábicos

en la región^EL-terminal, con las características de una secuencia

señal para translocaeión en membrana (40). Esta región incluye

los dos sitios de glicosilación, lo que indica que la señal

líder putativa no se procesa durante la maduración de esta glico-

proteína. El análisis de la síntesis de NCVP5 in vivo e in vitro

confirman la presencia de una secuencia señal líder que no se

rompe, siendo esta proteína, a diferencia de la VP7» una proteína

transmembranal del retículo endoplásmico (38).

La replicación de rotavirus in vivo se lleva a cabo en las

células epiteliales de las puntas de las vellosidades del intestino

delgado, y la infección está localizada primariamente en estas

células (41,42).



Los principales cambios visibles en cultivos infectados con.

rotavirus son vacuolización citoplásmica y la aparición de inclu-

siones intracitoplásmicas eosinófilas (43,44). La replicación se

ha observado en cortes al microscopio electrónico tanto de muestras

intestinales como de células en cultivo, infectadas con varias

cepas de rqtavirus. Se han descrito varias características comunes:

partículas virales con un nucleoide denso (25-35 nm), rodeadas por

una capa de material menos denso, se concentran en inclusiones

citoplásmicas granulares (viroplasma) en la región perinuclear.

Bstas partículas geman, en áreas libres de ríbosomas, hacia el

lumen del retículo endoplásmico rugoso, y durante eate proceso

adquieren una envoltura (45,46,47). El diámetro de las partículas

con envoltura varia de 70 a 90 nm. La envoltura se pierde a

medida que las partículas se mueven hacia el interior de la

cisterna del retículo endoplásmico, y está ausente en viriones

puros (62-70 nm) (48,49,50,51).

Siendo los rotaviius los únicos virus conocidos que a pesar

de presentar glicoproteínas del tipo N--glicosídico en su super-

ficie no contienen una membrana con lípidos, constituyen un modelo

único para el estudio del papel de las glicoproteínas no

insertadas en membrana en el ensamble de los virus.

De acuerdo a los datos de la literatura se podría postular

el siguiente modelo de maduración ( ver Sig.l); ¡'

I. Las glicoproteínas VP7 y NCVP5 se sintetizan en membranas

del retículo.endoplásmico rugoso y la glieosilación de ambas

ocurre cotraduccionalmente (38). La VP7» como se menciono anterior-

mente, contiene una secuencia señal de 1500 daltones que se

rompe durante la translocacion a membrana, y aparentemente se

encuentra totalmente insertada en el lumen del retículo endoplásmico

(38,39). La NCVP5'presenta varias características interesantes:

a) solo existe otro ejemplo en la literatura de la presencia de

una glicoprotezna no estructural para virus sin envoltura, la



"pro-teína E3 de adenovirus (52). b) La NCVP5, junto con la proteína

p62 de Sindbis y la neuraminidasa de influenza, son las únicas

glicoproteínas de virus animales que contienen una secuencia señal

interna que no se procesa (53). c) A diferencia de la VP7, la

NCVP5 se comporta como una pío teína transmembranal del retículo

• endoplásmico (38),

...;. II. El resto de las proteínas virales se sintetizan en cito-

plasma y se acumulan en inclusiones citoplásmicas granulares

(vároplama) donde ocuixe el ensamble de partículas sub-virales

(46,50). la localización de antígenos virales por técnicas dé

. inmunóflubrescencia e inmunoperoxidasa han comprobado la distribución

; citoplásmica generalizada de proteínas virales y la presencia de

estas en las inclusiones viroplá'smicas y en la membrana del

retículo endoplásmico (54,55)» Estudios ultiaestructurales de

inmunocitoquíínicá, en células infectadas con SA11, utilizando anti-

• cuerpos monoespecíficos, han indicado que mientras que las

- proteínas de capa interna (VP2 y VP6) se sintetizan en citoplasma

y se concentran en inclusiones viroplásmicas; la glicoproteína

de capa externa se sintetiza principalmente en ribosomas del

retículo endoplásmico (55,56).

III. Los resultados apoyan que la cápside externa se adquiere

\ durante el proceso de gemación al retículo endoplásmico. Dada

la localización de NCVP5 es probable que esta actúe como-receptor

para que las partículas sin capa externa gemen hacia el lumen del

retículo endoplásmico.

IV. Durante el proceso de gemación las partículas virales

adquieren una envoltura lipídica (50,51)* Las partículas con

envoltura se han observado al microscopio electrónico en usados

y en homogenados de células infectadas por tinción negativa (51,57).

Esta asociación a membrana también se ha visto por cosedimentación

de proteinas y partículas virales con membranas celulares (57).

V. Una vez dentro del lumen del retículo endoplásmico la



envoltura lipídica sufre una modificación y esto le permite la

transformación en la capa externa del virión.

Los inhibidores de la glicqsilación se han empleado para el

estudio del papel biológico de las glicoproteínas en varios sistemas

(58,59,60),. Uno de los inhibidores más utilizados es la tunicamicáia.

La tunicamicina inhibe la formación de intermediarios N-acetil-

glucosamina lipido, que actúan como donadores de azúcar' en la

cadena naciente de la proteína, bloqueando por completo la glico-

silación (61,62). La infección con SA11 en presencia de tunica-

micina na permitido la observación de los precursores no glico-

silados de,las proteínas VP7 y NCVP5» y se ha utilizado para

estudiar el papel de las dos glicoproteinas en la morfogénesis

viral (6.3,64). La inhibición de la glicosilacion de V?7 y NCVP5

previene la formación de la capa externa del virion, pero no la

insersión de estas glicoproteinas a membrana (63,64). En estas

condiciones,* la formación de inclusiones viroplásmicas y la

gemación de partículas virales a retículo endoplásmico ocurre

norraalemnte. Sin eiírbargo, en presencia del inhibidor1 80$ al 100$

de las partículas en las cisternas del retículo endoplásmico

contienen envoltura, mientras que solo un 10$ contienen envoltura

en ausencia de tunicamiciaa. Los resultados son similares si se

utiliza una variante de SA1X que contiene la proteina VP7 en

forma no gücosilada, sugiriendo quet al menos en esta variante,

la acumulación de"partículas con envoltura y la no aparición

de virus maduro no se debe a la falta de glicosilacion do VP?

sino de ÑCVE5 (£4).

Este trabajo tuvo por objeto estudiar las etapas tai-días en

la maduración de los rotavims. Existen un gran número de estudios

que describen la replicacion de rotavirus en células en cultivo

(48,49,50,51); aunque lo más sobresaliente de la morfogénesis

se ha establecido, se conoce poco sobré las últimas etapass
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incluyendo la liberación de partículas virales de la célula

iafectada. En el presente trabajo se estudió la salida de

partículas virales de la célula y se determinS la importancia de las

glicoproteínas virales en el proceso de maduración..



MATERIAL Y MÉTODOS:

VIRUS:

El rotavirus de simio SA11 adaptado a crecimiento en cultivo

de células se obtuvo del Dr. H.H.Malherbe de la Universidad de

San Antonio, Texas. Dado que se ha descrito que la glicoproteína

estructural del virus puede presentarse en formas de distinto

peso molecular (33), en el laboratorio se purific6 el virus tres

veces por ensayo en placa (3.3)» obteniendo asi una clona que

presentaba el fenotipo conteniendo la glicoproteína coa un peso

molecular de 38 000 daltones (El.A. Loroño, datos ño publicados).

CULTIVO DE CÉLULAS:

El rotavirus SAll se creció en una línea de células epite--

lilaes de riñon de mono, MA1O4» Las células fueron crecidas a

37 C y bajo 5$ de C02 en Medio Míaimo Esencial dé Sagle (MEM) con

100 fig/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina, 160 ug/ml

de gentamicina y 1OJ£ de suero bovino fetal como se ha descrito

antera ormente (65).

INFECCIÓNi

Las inonocapaa confluentes de células MA104 en frascos, de
2plást ico de 25 cm , se lavaron dos veces con solución amortiguadora

fosfatos-salina (PBSs 136 mM NaCl, 2mM K331, 8mM Na.HPO., lmM
0.9mM CaClg..y 0.4mM MgClg) y se infectaron con virus SAll. El
virus se de;j& adsorber1 durante 1 hr . a 37 C. En todas las pre-
paraciones se u t i l i z ó t r ips ina (Difco 10 jag/ml f inal) durante
el período de adsorción del virus a la célula para aumentar1 e l
rendimiento del virus en cultivo (27).

Después del periodo de adsorción las células se lavaron dos
veces con PBS y se incubaron con KSM con bajo contenido de
metioniaa (0.3 mg/ml) y se agregaron 100 uCi de metionina- {$"
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(500 Ci/mraol Néw England Nuclear Corp, ) inmediatamente o a l a s

4 h r s . post- infeccion. En algunos experimentos , l a s células -se

marcaron durante 30 min. a l a s 4 h r s . post- inf eccion (pulso) con

500 uCi de metionina- ^f y se lavaron después t r e s veces con H£M

y se incubaron por e l periodo deseado (caza) .

En los experimentos en los cuales se agregó tunicaraieina e s t a

se añadió en e l medio a una concentración de 2.5 ug/ml duarnte e l

período de adsorción, mantenie'ndola presente durante todo e l

proceso de infección.

SI cul t ivo de cé lu las infectadas fue cosechado a d i s t i n to s

tiempos de infección. Se separó e l medio del cul t ivo celular y l a

monocapa de cé lu las se t r a t ó con alguno de los s iguientes métodosi

I . TRATAMIENTO CON TRIH.U0R0TR1CL0R0ETAN0:

Las cé lu las se resuspendieron en solución amortiguadora TSM

(0.01M Tris-hidroximetilarainoetano, Ó.15M NaCl, 0.01M MgCl2-6IL0

pH 8.2) y se t ra ta ron con un volumen igual de t r i f l u o r o t r i c l o r o -

etano (freón) . Las par t í cu las presentes en l a fase acuosa se

centrifugaron una hora a 40 000 r-pm en e l rotor1 SW55 de l a u l t r a -

centrífuga Bectonan. El precipitado resu l tan te se resuspendió en

0.2 mi de TSM y se centrifugó en un gradiente continuo de CsCl

(1.3 g/cm1 - 1.4 g/cm ) en solución amortiguadora TM ( 0.01M Tr i s ,

0.001M MgClg'6 1^0 pH 8.2) a 36 000 rpm durante 3 h r s . en e l

ro to r SV/40 de l a ul^racentr ífuga Beckman. Después de l a c e n t r i -

fugación se recolectó e l gradiente y se determinó l a radiact iv idad

incorporada en una a l ícuota de cada fracción después de prec ip i ta r

con ácido t r i c lo roacé t i co a l 5^«

II. SEPARACIÓN XfR MEMBRANAS:

La monocapa celular se lavó dos veces con PBS sin Ca ni Mg y

una vez con solución amortiguadora TE (0.O2M Tris, 0.001M BD3IA

pH 8.2, lmM PMSP). Las células se re suspendieron en 2 mi de TE y

se homogenxzaron en un homogenizador Dounce con 25 golpes. El

homogenado se centrifugó sobre un gradiente discontinuo de
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sacarosa (6 mi 60$-- 8 mi 10$ en TE) a 12 000 rpm durante 1 hi,.

en el rotor HB4 de la centrífuga Soivall,. Se colectaron fracciones

de 0.2 mi y una alícuota de cada fracción se arecipitó con. ácido

tricloroacético al 55& (TCA) y se deteiminó la radiactividad

incorporada en el material TCA insoluble.,

Las fracciones conteniendo material membranal se extrajeron

con un volumen igual de freón y se analizó la fase acuosa por la

presencia de partículas virales como se describió anteriormente.

Las fracciones correspondientes al menisco del gradiente se juntaron

y se analizaron también por la presencia de partículas virales.

III. SEPARACIÓN D5 CIT0BSQÜ3LBI0i

Las? células se lavaron una vea con i?BS sin Ga ni Mg y una

vez con solución amortiguadora de extracción (372: 0.01M Tris,

PH 7.4, 50mM KaCl, 2 ,5mM MgCl y 300mM sacarosa). .?osteriox mente

se agregaron 2 mi de BE conteniendo TritonXlOO al 155 durante

cinco minutos en hielo con agitación suave. Se quito el sobrenadante

conteniendo el material soluble y el material insoluble se resus-

pendí ó en BE conteniendo TritonXlOO al 1JÓ. Las partículas virales

presentes en el material soluble se analizaron por centrifugación

en gradientes de CsCl. SI material insoluble se trató con un volumen

igual de freÓn y la fase acuosa se analizó por la presencia de

partículas virales como se describió anteriormente

MEDIOS:

Los medios de células infectadas se centrifugaron una hora

a 40 000 rpm en el rotor SV/55 de la ultracentrífuga Becloaan. El

precipitado resultante se íesuspendio en 0.2 mi de TSií y se analiza

por presencia de partículas virales en un gradiente de CsCl como

se describió anteriormente.
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HEMAGLUTINACION:

Una alícuota (50 ul) de los medios de cultivo y de las células,

después de tratazlas con freón, se utilizó para determinar actividad

hemaglutinante0 Se utilizaron diluciones 1:2 en solución amortigua-

dora fosfatos-salina pH 7.8, conteniendo albimina al O.55&. Las

diluciones se incubaron con un volumen igual de eritrocitos humano::

del grupo O al 0.5$ en PBS con 0.55̂  de albúmina durante 1 hr.

Los títulos se expresan como el reciproco de la máxima dilución

positiva por unidad de célula.

SLBCTR0P02BSIS:

Los polipeptiaos en las diferentes muestras fueron analizados

por electrofore'sis en gel de acrilamida-SDS de acuerdo al método

descrito por1 Laemmli (66) (30^ acrilamicla-0.3^ bis-acrilamida)

utilizando como solución amortiguadora Tris-glicina pH 8.8

conteniendo G.5M de urea. Las proteínas se disociaron en solución

amortiguadora de Laemmli conteniendo 0,5M de urea, tratándolas

dos minutos ea un baño de agua hirviente.

SI gel se corrió a 10 mA en el gel concentrador y a 20 mA

hasta que el azul de bromofenol salió del gel separador1. Los geles

se procesaron para fluorografía de acuerdo al método descrito por

Bonner y Laskey {67J-
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RESULTADOS:

-los distintos estudios sobrje replicación de rotavirus en

células en cultivo han sugerido la liberación de partículas virales

por rompimiento de la membrana plasmática (44,45,46). Una forma

preliminar de observar la liberación de partículas virales, es por

medio de la hemaglutinación, propiedad asociada a las partículas

con capa externa (Í4,15)« 3a el presente estudio se midió la

actividad hemaglutinanté, en células infectadas con SA11, a distintos

tiempos de la infección. Se observó liberación de hemaglutininas

a partir de las 13 ara. post-infección (alrededor de 2 10 UHA/célula),

siendo máximo el título a partir de laa 16 hrs. post-infección

(alrededor' de 8 10 UHA/célula). A partir1 de las 15 hrs» post-

infección un tercio de la actividad hemaglutinanté total es

encontrado en el medio del cultivo y dos tercios en las células,

éstas últimas medidas después de tratar las células con freón. Este

tratamiento es comunmente utilizado para liberar al virus de la

célula infectada. :

La presencia de actividad hemaglutinanté en el medio sugería

la presencia de partículas virales con capa externa pero no decía

nada acerca de las partículas sin capa externa. Para determinar

el tipo de partículas que se liberan de la célula infectada,¡se

analizó tanto el medio como las células por centrifugación en

gradientes de CsCl. Este análisis mostró (RLg,2) que solamente

el virus con capa externa ( * 1.36 g/cm ) sale al medio, mientras

que, asociadas a las células se encuentran partículas con capa

externa así como partículas sin capa externa ( = 1.38 g/cm ).

El tratamiento del medio con freón no cambió la densidad de las

partículas encontradas (resultados no mostrados).

La tunicamicina, inhibidor específico de la glicosilacióa, se

ha utilizado para probar' la función de un gran número de glico-

proteínas virales (58,59,60,61). En rotavirus bovino y en SAH

se ha descrito que al inhibir la glicosilación con esta droga
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se previene el ensamble de la capa externa del virión (63,64).. Para

estudiar que efecto tiene el inhibir la glicosilación en la salida

de partículas virales de la célula, se llevó a cabo la infección

en presencia de tunicamicina. Dada la observación de que solo el

virus con capa externa se libera (K.g.2), si en presencia de tuni-

caraieina solo se lleva a cabo el ensamble de partículas sin capa

externa, no se espejaría encontrar estas partículas en el medio.

Para prevenir por completo la glicosilación se llevó a cabo la

infección agregando tunicamicina durante el período de adsorción

y manteniéndola presente durante todo el proceso de infección.

El análisis de los medios obtenidos a distintos tiempos de infección

mostró, como era esperado, que no hay salida de partículas virales

de la célula, y que todo el virus formado (virus sin capa externa)

se encuentra asociado a las células (Fig.3)-

Paia determinar cuál es el tiempo mínimo requerido para que

ocurra la glicosilaci6n y el ensamble de partículas con capa

externa, se llevó a cabo la infección agregando tunicamicina a

distintos tiempos. En la Fig.4 se muestra que el ensamble de

partículas con capa externa y la liberación de éstas, es solo

parcialmente inhibida si la droga se agrega a las 2 hrs. post-

infección. Estos resultados mostraron que si se permitía la

síntesis de glicoproteínas en las primeras horas de la infección

se posibilitaba la formación de virus con capa externa, sugiriendo

que estas glicoproteínas se requieren en cantidades pequeñas para

que se complete,,el proceso de maduración.

Los resultados obtenidos sugerían un mecanismo específico de

salida del virus de la célula ya que solo el virus con capa

externa o maduro se libera al medio de la cé*lula infectada. Además,

inhibiendo la glicosilación se inhibe la formación de virus con

capa externa, y como consecuencia también la liberación de

partículas virales.,

Dada la liberación de oartículas virales de la célula se
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esperaría encontrar solo las proteínas estructurales del virus en

el medio. Sin embargo, al analizar los polioéjtidos presentes en al

medio se encontró la presencia de un gran número de proteínas

virales, tanto estructurales como no estructurales (Fig.5). la

salida de éstas proteínas virales podía ser específica, o bien

producida por un daño en la membrana plasmática, si la liberación

fuera especifica no se esperaría encontrar liberación de iroteínas

celulares al medio. Para descartar entre estas dos posibilidades

se marcaron las proteínas celulares con metronina-(S/ durante

dos horas, y después de este peí-iodo se infectaron con SA11» La

liberación de una alta proporción de la marea incorporada (K.g.6),

sugiere que como resultado de la ¡infección se liberan un gran

numero de proteínas celulares. Esta salida de proteínas celulares

se observa también en ausencia de glicosilación (Pig.6).

los resultados indicaron que no existe un mecanismo especifico

de salida del virus de la célula, sino que esta al lisarse libera

tanto partículas como proteínas virales y celulares.

A pesar de que se lisan las células como resultado de la

infección, todo el virus sin caoa externa y un gran numero de

partículas con capa externa se mantienen asociadas a las células.

Bsto sugería que estas partículas virales se mantienen asociadas

a estructures celulares como membranas y/o citoesqueleto y por

eso no se liberan al medio*

ASOCIACIÓN A MEMBRANAS:

las observaciones al microscopio electrónico de células

infectadas con rotavirus han sugerido la posible implicación de

membranas celulares en la maduración del virus (45(47,50).

Durante el proceso de gemación a retículo enáopl&saico las

partículas virales adquieren una envoltura lioídica, la cual se

pierde a medida que las partículas se mueven hacia el interior'

de la cisterna del retículo enáool¿smico. En exoerimentos llevados
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a cabo en el laboratorio se demostró que en homogenados de células

infectadas con SA11, analizados por tinción, negativa al microscopio

electrónico, la mayoría de las particulas virales se encontraban

asociadas a membrane (57). Esta asociación también se detectó

por1 cosedimentación de proteínas y particul&s virales con membranas

celulares.

Con el objeto de ver si el virus intracelular se encuentra

asociado a membrana, y por eso no sale de la célula infectada

al final de la infección, cuando se ha liberado una gran, cantidad

de proteínas celulares, se infectaron células con SA11 y se

marcaron con metionina~(§T . A las 18 hrs. post-infeccion se separo

el medio y las ce'lulas se homogenizaron. SI homogenado se separó

en un gradiente discontinuo de sacarosa (60jo-10s&) por centrifugación

a baja velocidad. Sn estas condiciones las proteínas se recuperan

en dos componentes: un material membranal que queda en la inter-

fase del gradiente, y una fracción soluble en el menisco del gradiente

(Fig. 7 A). Ambas fracciones se analizaron por la presencia de

particulas virales, encontrándose particulas solo en la fracción

de menbrajias, después de extraer éstas con freo'n (Fig. 7 B)»

Estos resultados mostraron que todo el virus intracelular se

encuentra asociado a membranas, lo cual va de acuerdo con los

datos de la literatura que indican que el proceso de maduración

viral ocurre en las membranas y en. el lumen del retículo endoplásmico

(45,46,47,49J.

ASOCIACIÓN A CITOESQUSLETO:

Se ha sugerido que el citoesqueleto juega un papel importante

en la replicación. y ensamble de algunos virus (69,70,71).

Exoerimentalmente el citoesqueleto se ha definido como una serie

de proteínas interconectadas que permanece después de la extracción

de células con un detergente no i5nico (70). Estos detergentes

solubilizan líoidos y proteínas asociadas a lípidos, y dejan un
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residuo que consiste ae filamentos de actina, inicrotubulos y

filamentos intermedios (72,73,74).

Para explorar la posible interacción ele las partículas intra-

celulares con el citoesqueleto, además de la observada a membranas,

las células infectadas se Usaron utilizando Tritón X100. Eu estas

condiciones se ha aescrito que la mayoría de los fosfolípidos y

dos tercios de las proteínas celulares se liberan al medio de

extracción (74). Para ver la eficiencia de la extracción, las

proteínas celulares extraídas con el detergente y aquellas que

permanecen en citoesqueleto se analizaron por electroforésis en

gel de acrllamida-SDS (KLg 8)., Las proteínas extraídas son similares

en células no infectadas exceptuando la ausencia de algunas proteí-

nas virales.

Posteriormente se analizaron las partículas virales presentes

en la fracción soluble en Tritón y ea el citoesqueleto, por1 cen-

trifugación en gradiente de CsCl. Este análisis mostró (Fig. 9)

que en la fracción soluble se encuentran preferencialmente las

partículas con capa externa, mientras que en citoesqueleto perme&e--

cen pxefexencialmente asociadas las partículas sin capa externa.

La composición proteica de las partículas separadas (Fig 10),

confirmó que éstas corresponden a partículas virales con y sin

capa externa como había sido interpretado por la densidad buoyante

observada de estas partículas en gradientes de CsCl.

La asociación de las partículas virales a citoesqueleto es esta-

ble y no se destruye por homogenización, sonicaciÓn o al realizar-

una serie de centrifugaciones diferenciales (resultados no mostrados).

La solubilización de partículas con Tritón sugiere que éstas

se encuentran asociadas a membrana. La asociación de partículas a

citoesqueleto sugiere que éste juega algún papel en el ensamble

ael virus, además uel papel de las membranas, tal vez actuando como

elemento estabilizador en el sitio de ensamble, o bien, dirigiendo



a las partículas virales hacia el sitio de ensamble.

Al analizar las proteínas virales presentes en el medio de

cultivo, en la fracción soluble en Tritón X100 y en el citoesque-

leto, se encontró que mientras que las glicoproteínas VF7 y KGVP5

se liberan al medio, sus precursores no glicosilados no salen y

permanecen asociados a la célula, tanto a la fracción, soluble

como al citoesqueleto (Pig.ll).
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Fig. 2 Partículas virales presentes en el medio y asociadas
a la célula en células infectadas con SA11.

Monocapas de células MA104 se infectaron con SA11..B1 virus
se dejó adsorber,durante 1 nr. a 37°C» Después de este periodo
se marearon con (gU metionina. El medio de cultivo se separó,
utilizando cultivos independientes, a distintos tiempos de
infección (12, 18 y 24 hrs . ) . Las células se resuspendieron
en TSM y se trataron con un volumen igual de freón. Las
partículas virales presentes en la fase acuosa y en el medio
se centrifugaron 1 hr. a 40 000 rpm y el precipitado resultante
se analizó en un gradiente preformado de CsCl. Una alicuota de
cada fracción se precipitó con TOA al 5# y se midió la radio-
actividad incorporada en el material TCA insoluole. La densidad
se calculó de acuerdo al índice de refracción obtenido en
distintas fracciones del gradiente.

• Distribución de 7^-metionina en el gradiente
* Densidad
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Pig. .3 Partículas virales sintetizadas en presencia
de tunicamicina.

Se agregó tunicamicina durante el período de adsorción y se
mantuvo presente-durante todo el proceso infeccioso. Las células
se marcaron con 'fej-metionina después del período de adsorción.
A las 24 hi's. post-infección se separó el medio del cultivo,
las células se resuspendieron en ISM y se tiataron con un
volumen igual de freón. Las partículas virales piesentes en la
fase acuosa y en el medio de cultivo se analizaron en un gradiente
continuo de CsCl. Una alícuota dé cada fracción se precipitó
con TGA al 5% y se midió la radioactividad incorporada en el
material TCA insoluole.

A Medio
• Células
o Densidad del gradiente correspondiente

a células.



Fig. 4 Partículas virales sintetizadas al agregar tunicaraicina
a distintos tiempos de infección.

Células infectadas con SAll se marcaron, con "''iSj-metionina
después del periodo de adsorción. Ea cultivos independientes,
la tunicamicina se agregó al medio a distintos tiempos dé
infección. A Xas 24 hrs. post-infección se-.separó el medio
del cultivo y las células se resuspendieron en TSM. Las
partículas virales presentes en el medio de cultivo y
asociadas a la célula se analizaron en un gradiente continuo
de CsCl como se describió en la Pig. 2* .

3 5 n ' ' •
• Distribución de "iS¿-metionina en el gradiente
XDensidad . ;•' ,

Abreviaturas: G- control de células infectadas en ausencia de
t u n i c a m i c i n a • . . . • • • • ' • • •, -

1=0- IPunicamicina agregada desde el período de
a d s o r c i ó n - • v. • - . - • • ; • . , . .... :"

3C=2- Tunicamicina agregada a las 2 ñrs. post-
infección.

T=8- íunicamicina agregada a las 8 hrs. post-
infección.
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í lg . 5 Fluorografía de un gel de aojllamida-SDS de proteínas
virales presentes en el medio de cultivo, marcadas
con J < ^

Células infectg.|as con SA11 se marcaron-a las 4 hrs. post-
infecci6n con • LSj-netionina. Una alícuota del medio de cultivo
obtenido a las 12 hrs. (cariál B) y a las 15 hrs. (carril A)
post-infeceión se analizó por electroforesis en gel de acrila-
mida-SDS en presencie de Ó.5M uiea de acuerdo al método
descrito por Laecmlx (66).
VP se refiere a proteínas estructurales virales
HCVJ? se refiere a proteínas no estructurales virales
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.Pig. 6 liberación de proteínas celulares en. células infectadas
con S&ll.

Monocapas de células M&1Q4 se marcaron durante 2 hrs. con
^Sjmetioiiina después de este período ee infectaron <£on ü&IIdespués

y a uno áe los cultivos &e le agregó tunicamicina uníante el
periodo de adaoxción y de infección. A distintos tiempos de
la ínfecci6a se tomezon alícuotas del medio de cultivo y se
midió la ladioactividad incorporada después de precipita! con
ácido tricloroacético al 5f>.
Abreviaturas: I células infectadas ITM células infectadas en.
presencia de tunicaoticina MI células no infectadas»



Elg. 7 Asociación de partículas virales con membranas celulares

A)lias células se infectaron con SAll y se marcaron con
metionina durante 30 min. a las 4 nrs. post--infección. A
las 18 hrs. post-infección se separó el medio del cultivo
y las células se homogenizaroa con 25 golpes. El nomogenado
se centrifugó en un gradiente discontinuo de sacarosa (60?U
10J&). A una alícuota de cada fracción del gradiente se le
midió la radioactividad incorporada después de precipitar
con 2CA al 55&.

B)las fracciones correspondientes al material membranal del,
giadieate A) se ¡juntaron y extrajeron con un volumen igual
de fre&n, y la fase acuosa se analizó en un gradiente
continuo de CsGl. Una alícuota de cada fracción del gradiente
se precipitó coa TOA al 5# y se midió la radioactividad
incorporada en el material TOA insoluole,

• Distribución de /sf-metionina ea el gradiente
kDensidad
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Pig. 8 Distribución de proteínas entre material soluble e
insoluble en Tritón X100.

Las células se infectaron con SA11 y se malearon con &r
metionina a las 4 hrs. post-infección. A las 15 hrs. post-
infección se separó el medio del cultivo y las células se
extrajeron con Tritón 2100 al 1$. El mismo procedimiento se
siguió para un cultivo de células no infectadas. Las proteínas
presentes en el material soluble en Tritón y en el insoluble
se analizaron por electroforesis en gel de acrilamida-SDü
de acuerdo al método descrito por Laemmli (66) y se tiííeron
con azul de Coomasie. Como control de proteínas totales se
utilizaron células no infectadas usadas con SDS al 1$.
Abreviaturas: G proteínas totales de células no infectadas
, S proteínas solubles en Tritón X100

XS proteínas insolubles- en Tritón X100
I células infectadas
NI células no infectadas
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Pig, 9 Asociaei-ón de partículas virales con el citoesqueleto

Las células se infectaron con SA11 y se marcaron con Tbl-metianina
a las 4 hrs. post-infecci&n. A las 15 hrs. post-infecci&n se
separó el medio de cultivo y las células se rompieron utilizando
Tritón 30.00 al 1?& durante 5 min. en hielo, Después de-este
tiempo se quitó el sobrenadante conteniendo el material
soluble y el material insoluble (citoesqueleto) se resuspendió
en Tritón 2100 al 1$.. Las particulas virales presentes en el
material soluble se analizaron en un gradiente continuo de CsGL.
El material insoluble se trató con un volumen, igual de freón
y la fase acuosa se analizó por la presencia de partículas
virales en gradientes de GsCl.

A. Partículas virales presentes en el medio
B. Partículas virales presentes en la fracción soluble en Tritón X100
C. Partículas virales presentes en la fracción insoluble an

Tritón X100.
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10 Fluorografía de un gel^de acrilaraida-SDS de partículas
virales marcadas con j

Las fracciones de los gradientes de CsCl de la Pig.9 corres-
pondientes a partículas virales se centrifugaron 1 hr. a
40 000 rpm y el precipitado resultante se anlizó por electro-
foresis en gel de acrilamida-SDS de acuerdo al método descrito
por laemmli (66) <. ^
ls Pai'tículas completas insolubles en Tritón X100
2. Partículas sin capa externa insolubles en Tritón S100
3ft Partículas completas solubles en Tritón X100
4o partículas completas presentes en el medio



i?ig. 11 Proteínas virales presentes en la fracción soluble
y en la fracción, insoluble en Tritón X 100.

Las células se infectaron con SAll y se marcaron con ' S -metió-
nina a las 4 hrs post-infección. A uno de los cultivos se le a—
gregó tunicamicina durante el período de adsorción y de infección.,
A las 15 hrs post-infeffci&n se separó el medio de cultivo y las
células se lisaron utilizando tritón X 100 al 1 % durante cinco
minutos en hielo. Despula de este tiempo se quitS el sobrenadante
conteniendo el material soluble y el material insoluble.se ^ s u s -
pendió ea tritón X 100 al 1 <$>, Las proteínas presentes en el me -
dio de cultivo, en la fracción soluble y en la fracción insoluble
se analizaron por electroforésis en gel de acrilamida - SDS de
acuerdo al método descrito por Laemmli (66 )•
Abreviaturas : . ' . • " ' •-'• " ' . . ' • '

S. proteínas solubles en tritón X 100.
C. proteinas insolubles en trit6ñ X 100.
K. proteínas del medio.
MT. proteínas del iaecli.o en presencia de tunicamicina.
CT. proteínas insolubles en tritón X 100 en presencia

de tunicamicina, . • • .
ST. proteínas solubles en tritón X 100 en presencia

de tunicamicina.
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DISCUSIÓN:

Las glicoproteinas son componentes principales de la membrana

externa de los virus con envoltura. Participan en interacciones

virales especificas con receptores celulares como adsorción a la

célula huésped, hemaglutinación e inducción de fusión celular, y

juegan un papel importante en la gemación de viriones en la super-

ficie de la célula infectada (75,76).

Los rotavirus, por ser1 los únicos virus conocidos sin envoltura

lipídica que contienen glicoproteinas con enlaces N-glicos£dicos,

son un modelo interesante para el estudio del papel de estas

glicoproteinas en el ensamble de los virus.

Este estudio tuvo por1 objeto explorar las últimas etapas en

la maduración de los rotavirus y estudiar la importancia de las

glicoproteinas virales en este proceso.

Los estudios de replicación de rotavirus en células en cultivo

han sugerido la liberación de partículas virales por rompimiento

de la membrana plasmática (45,47,50). En el presente trabajo hemos

confirmado que como resultado de la infección ocurre un fenómeno

de lisis celular. Sin embargo, a pesar de que se lisan las células

solo se encuentran partículas con capa externa en el medio.

Como parte del modelo de maduración proponemos que el ensamble

de partículas virales se lleva a cabo en la membrana y en el lumen

del retículo endoplásmico rugoso, ya que no se encuentran partículas

intracelulares libres en el citoplasma.

Una observación que nos parece interesante es el encontrar'

a la glicoprotexna NCVP5 en el medio, a pesar de ser esta una

proteína transmembranal (38). Aunque el vir^LÓn maduro e infeccioso

de rotavirus no tiene una envoltura lipídica, ésta se forma transi-

toriamente durante la gemación del virus al retículo endoplásmico

{45,50). Pensamos que esta envoltura contiene la glicoproteína

NCVP5, y en el momento que ocurre la transformación de membrana

a capa externa, se pierde, junto con la envoltura lipidica, la

FSTA TESIS NO SAI.*
r>-, I h BIB1JOTBCA
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y a pesar1 de ser una proteina transmembranal se libera al

medio junto con los viriones maduros por el fenómeno de lisis

celular,

En ausencia de glicosilación solo se forman partículas sin

capa externa (64). El proceso de maduración se detiene y se acu-

mulan partículas con membrana en el lumen del retículo endoplásmico

(64)* ÍJOS datos indican que la glicosilación es imprescindible

para que ocurra la transformación de la membrana a la capa externa

del virión. Aunque en ausencia de glicosilación ocurre también el

fenómeno de. lisis celular1 no se encuentran partículas virales en

el medio y tampoco se observa el precursor no glicosilado de la

NCVP5 en el medio, ya que tanto las partículas como el precursor1

se mantienen asociados a membrana y citoesqueleto»

Hemos encontrado que es suficiente que se termita la glico-

silación al inicio de la infección para que ocurra el ensamble de

partículas con capa externa, y la síntesis de éstas continúa aún

en presencia de la droga. Los resultados sugieren que las glico-

proteínas se requieren en cantidades muy pequeñas para que se

complete la maduración..

Se ha sugerido que el citoesqueleto, o proteínas asociadas

al citoesqueleto, están involucradas en'el ensamble y gemación de

algunos virus con envoltura. 3n células infectadas con el virus

canine distemper se produce una reorganización de toaas las

estructuras del citoesqueleto, siendo los cambios mas notables en

los microtubulos y filamentos intermedios (71J. También se ha visto

que en re tro virus (R-MuiiV) el precursor de la proteína del core

Pr65g&g> se asocia rápida y específicamente con citoesqueleto (6b)..

Este precursor viral es encesario para el ensamble y gemación

de los retrovirus (68 J. La infección por reovizus, un virus sin

envoltura, produce una disruscion y reorganización ae filamentos

de vi.mentina:, Se piensa que esto ocurre para crear' entidades

citoplasmaticas que funcionen como sitio de replicacion y ensamble
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viral (70;. Durante el proceso de maduración de rotavirus hemos

encontrado también una asociación de particulas virales con

citoesqueleto. Se encuentran asociadas prefesencialmente las

partículas sin capa externa; estas particulas en realidad podrían

estar asociadas como partículas con envoltura pero esta última

se perderla durante el proceso de extracción con freon, utilizado

para desprender las particulas asociadas.

Se conoce poco sobre las interacciones del citoesqueleto con

los organelos celulares; pensamos que es muy probable que el

retículo endoplásmico asi como los demás organelos de la célula

se encuentren rodeados por citoesqueleto. Como parte del modelo

de maduración de rotavirus proponemos que las inclusiones viro-

plásmicas estarian asociadas a citoesqueleto y este posiblemente

tendría un papel importante en el transporte de proteínas virales

a la membrana del reticulo endoplásmico. En la membrana del

reticulo endoplásmico se ensamblan las particulas sin capa externa

y estas geman hacia el lumen del reticulo endoplásmico. Durante

el proceso de gemación-las particulas adquieren una envoltura,

estas partículas con envoltura continuarían asociadas a citoesqueleto,

tal vez a través de alguna o algunas de las proteínas de la

membrana. Aquí el citoesqueleto actuaría probablemente como elemento

estabilizador en el sitio de ensamble. Esta interacción con

citoesqueleto se rompería cunado la envoltura lipídica se transforma

en la capa externa del viri&n.

Aunque la infección de rotavirus en presencia de citocalasina

(inhibidor de la polimerización de actina) y colchicina (inhibidor1

de la polimerización de tubulinaj no afecta el rendimiento del

virus en cultivo (G* Soler, M.A. Lorofio,comunicación personal),

ao s© descarta la posibilidad de que las particulas se encuentren

asociadas a otros elelmentos del citoesqueleto, como filamentos

intermedios, la disponibilidad de pruebas especificas para detectar

los distintos componentes del citoesqueleto permitirá llevar a cato
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estudios sobre las interacciones de rotavirus con los distintos

sistemas de filamentos y determinar cueles de estos se alteran

y posiblemente se reorganizan durante la infección.

El proceso de gemación del rotavirus al retículo endoplásmico

puede ser muy semejante a la gemación de otros virus animales en

la membrana plasmática, sin embargo el proceso único para rotavirus

y psfi tanto el más interesante, es la transformación de la

envoltura en la capa externa del virión. Para entender mejor este

proceso uno de los siguientes pasos a seguir es la purificación

de las partículas con envoltura para ver que proteínas se encuentran

en esta membrana y que modificación ocurre para que se de la

transformación a capa externa.
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