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RESUMEN

La gastroenteritis es uno de los mds importantes pro-
hlemas de salud piblica en el mundo, tanto por el ni-
mero de muertes gue acasiona, como por las secuelas
fisicas y mentales que determina en nifios de paises en
subdesarrollo. En los dltimos afios ha habido avances
importantes en el conocimiento de la etiopatogenia de
la diarrea que hacen ver el futuro con optimismo. Por
un lado, el desarrollo de procedimientos de rehidrata-
cion oral ha contribuido a disminuir la mortalidad por
diarrea. Por otro lado, la identificacion de nuevos agen-
tes etiolGgicos permitird disefiar métodos de contral y
prevencion mds eficaces, incluyendo la utilizacion de
vacunas,

Entre los nuevos patdgenos descubiertss, los rota-
virus han surgido como una de las causas mds importan-
tes de gastroenteritis. Ellos son virus complejos que
poseen un genoma formado por once segmentos de
ARN de doble cadena, rodeado por una doble cubierta
proteica. La identificacion de los polipéptidos presentes
en la capside externa, y su papel en la neutralizacion de
la infectividad viral, aportara informacion para el mejor
disefio de inmundgenaos.

Los datos obtenidos del estudic de 1a biologia mole-
cular del virus permitirin enfocar el problema de las
diarreas virales con enfoques mas imaginativos,



INTRODUCCION

A pesar de que la investigacion biomédica moderna ha contribuido con
avances sorprendentes en muchas de las areas de la medicina prdctica,
otras han permanecido al margen de dichos adelantos, quizds por carecer
del atractivo académico necesario, 6 por no constituir problemas impor-
tantes en los pafses donde mayoritariamente se desarrolla dicha actividad
cientrfica. La gastroenteritis ha sido uno de esos problemas.

La diarrea aguda infantil no sélo constituye un problema de salud pa-
blica por el nimero de casos y muertes que ocasiona, sino también por el
retardo en la maduracién fisica y psfquica que determina en los individuos
afectados, con la consiguiente disminucién de la calidad de vida en grandes
masas de poblacién en los parses subdesarroilados. En ese mundo subdesa-
rrollado ocurren més de 500 millones de episodios diarreicos al afio origi-
nando cerca de 12 millones de muertes (s2). Las enfermedades diarreicas
constituyen 1a primera o segunda causa de muerte en la mayoria de los
parses latinoamericanos, siendo en Venezuela la primera causa en el grupo
de nifios de 1 a 4 afios de edad, donde ocasiona alrededor de 3.000 muer-
tes al afio. Para 1971 se calculé que en Venezuela ocurrian mensualmente
mds de 200.000 episodios diarreicos en nifios menores de un afio, repre-
sentando mas de un millén de dias-enfermo por mes en ese grupo etdreo.
El dafic econdmico causado, por gastos de atencién hospitalaria, fué cal-
culado en el orden de los 20 millones de bolivares (a6).

Los factores que han limitado el estudio y establecimiento de medidas
racionales de control de la gastroenteritis pueden ubicarse a dos niveles:
uno de comunidad y otro de individuo enfermo. A nivel de comunidad el
problema ha radicado en las dificultades que se encontraron para definir
el o los agentes etioldgicos responsables del sindrome {s). Aunque ciertos
patdgenos bacterianos, tales como Salmonella, Shigella y Esckerichia coli
enteropatégena, han sido involucrados por muchos afios en la etiologia
de la diarrea, éstos solamente se aislan en un porcentaje relativamente
bajo de los casos (20 a 30%). El otro problema, a nivel individual, y estre-
chamente relacionado con el anterior, era un desconocimiento de la fisio-
patologia de la diarrea con ausencia de medidas terapéuticas realmente
efectivas.

Es precisamente en esos dos aspectos en que recientemente han ocurri-
do algunos desarrollos importantes que nos hacen ver el futuro con opti-
mismo, y que permiten, hoy mejor que nunca, la planificacién de un ata-
que global a la diarrea infantil en todo el mundoe. En primer lugar, y en
base a un mejor conocimiento de la patogénesis de la diarrea aguda, se
ha podido disefiar un esquema de tratamiento consistente en una modali-
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dad Gnica de rehidratacion oral, que ha resultado segura y efectiva para
diarreas de cualquier etiologia {so). Por otra parte, se han identificado
nuevos agentes etiolégicos, tanto bacterianos como virales, responsables
de cuadros de diarrea aguda. Es asi como a los patfgenos bacterianos
clasicos se te suman hoy las £. coli enterotoxigénicas e invasivas, Yersinia,
Campylobacter, etc. A éstos hay que afadirle todo un grupo de agentes
virales, particularmente los rotavirus que parecen ser la causa mds frecuen-
te de gastroenteritis en todo el mundo.

ROTAVIRUS Y DIARREA INFANTIL

En vista del alto porcentaje de casos de gastroenteritis de los cuales no
se lograba aislar ninguno de los patogenos bacterianos reconocidos como
agentes causales de diarrea, muchos investigadores supusieron gue la ma-
yorfa de las gastroenteritis eran en efecto debidas a agentes virales, Sin
embargo, las numerosas investigaciones realizadas para estudiar Ia asocia-
cion de los virus entéricos conocidos con diarrea fueron infructuosas. Esa
imposibilidad de relacionar enterovirus con diarrea asenté el concepto de
que los virus no estaban asociados con gastroenteritis, y paralizé esas
investigaciones por varios afios.

A principios de la década pasada se introdujo un nuevo concepto en
diagn6stico viral rapido, como fué la blsqueda directa de particulas virales
con la ayuda del microscopio electrénico. Cuando esa metodologfa se
utilizé para observar concentrados de heces de pacientes con gastroenteri-
tis, se abrié todo un mundo viral, no sospechado hasta entonces, el cual
habia pasado desapercibido debido a que dichos agentes virales no son
cultivables en ninguno de los sistemas celulares cominmente hasta ahora.

Es asf como se {lego al descubrimiento de los rotavirus, los cuales pare-
cen ser los agentes virales de la gastroenteritis que tanto se buscaron, La
microscopia electrdnica también demostré la existencia de una gran varie-
dad de virus presentes en heces, tales como los Coronavirus (s), Adeno-
virus (15), y una gran variedad de pequefios virus isométricos (2o, z3).

El descubrimiento de los rotavirus humanos se lo debemos a un grupo
de investigadores australianos, quienes en 1973 descubrieron la presencia
de dichas partfculas virales en ¢élulas epiteliales de la mucosa duodenal
de nifios con gastroenteritis no bacteriana {2). Esos estudios fueron exten-
didos por los mismos autores (s} por medio del examen directo de las
heces, encontréndose presentes los virus en un alto porcentaje de los nifios
con gastroenteritis esporddica. La confirmacion de las observaciones de
los australianos por diversos autores establecieran con mucha certeza que
este grupo de virus, los rotavirus, estdn efectivamente asociados etiol6gi-
camente con gastroenteritis, Los rotavirus han sido identificados en todas
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las partes del mundo donde han sido buscados, y nosotras los detectamos
en Venezuela en 1975, en un estudio piloto realizado en el Hospital de
Nifios “J.M. de los Rios”, en Caracas (12).

Este virus presenta variaciones estacionales importantes, siendo un
virus tipico de invierno. En nuestro pafs el virus puede encontrarse durante
todo el afio, aunque es mds frecuente entre los meses de Noviembre a
Marzo (a5). La diarrea por rotavirus es mds frecuente en nifios entre 6 y
24 meses de edad, instaurdndose en forma abrupta, acompaiiada por
fiebre y vémitos. El cuadro diarreico generalmente es precedido o acom-
pafiado por signos respiratorios (faringitis), lo cual sugiere multiplicacién
del virus a ese nivel. La diarrea tiene una duracién promedio de 4-5 dfas,
y frecuentemente cursa con moderada deshidratacién isoténica (una re-
visidn actualizada de los aspectos etiol6gicos de las diarreas virales, asi
como de su epidemiologia y clinica, puede encontrarse en lareferencia 11).

ROTAVIRUS EN OTRAS ESPECIES ANIMALES

Aunque el descubrimiento de los rotavirus fué recibido con gran sor-
presa por los investigadores en medicina humana, virus relacionados eran
conocidos con anterioridad como causantes de diarrea en animales jGvenes.
Entre ellos deben mencionarse el virus de la diarrea epizodtica del ratén
infante {conocido con las siglas de “EDIM”, o virus de la “Epizootic
Diarrhea of Infant Mice”) (21) v el virus de la diarrea de terneras recién
nacidas (conocido con las siglas de “NCDV”, o “Nebraska Calf Diarrhea
Virus') {2s).

Con el hallazgo de rotavirus en humanos se estimuld la biisqueda de
virus semejantes en cuadros diarreicos de otras especies animales, Esa
blsqueda ha llevada en los (itimos afios el descubrimiento de rotavirus
en una gran variedad de especies, incluyendo cerdos (3), potros (a2), ve-
nados (43), manos (24), cabras (3s} e incluso aves domésticas (22). Tal como
se presenta la situacion, parece ser que los rotavirus estdn ampliamente
deseminados en la naturaleza, quizds produciendo infecciones en prdcti-
camente todas las especies de vertebradas, al menos en aves y mamiferos.

Todos esos virus animales son morfoldgica, bioqufmica y antigénica-
mente relacionados con los rotavirus humangs, estando hoy agrupados en
el génerp Rotavirus de la familia Reoviridae. La antigenicidad cruzada que
se ha observado entre rotavirus de diferentes especies parece residir en
componentes internos de las particulas virales, mientras que las protefnas
mas expuestas al exterior parecen poseer los antigenos especificos de es-
pecie {27, 35, 48}, Mds auin, se han descrito diferentes serotipos de rotavirus
humanos (ss) y probablemente simios {41) y bovinos {ss). Es entonces
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concebible que puedan existir toda una variedad de subtipos antigénicos
entre los muchos rotavirus animales existentes.

Como ya hemos mencionado, y a lo cual volveremos en mas detalla en
la préxima seccién, los rotavirus humanos son muy dificiles de cultivar
in vitro, por lo cual la fuente de antfgenaos para estudios de inmunizacién
y produccién de una posible vacuna estdn muy limitados. Es por eso que
algunos autores han centrado sus investigaciones en rotavirus animales,
con ia esperanza de que ellos constituyan un buen modelo para el estudio
del virus humano. En este sentido es interesante mencionar que experi-
mentos preliminares realizados en terneras gnotobidticas, parecen indicar
un cierto grado de proteccidn cruzada entre rotavirus bovinos y huma
nos {47, a9).

BIOLOGIA MOLECULAR DE LOS ROTAVIRUS

Habiéndose establecido sin lugar a dudas el importante papel etiol6gico
de los rotavirus en gastroenteritis, se hace necesario entonces profundizar
los conocimientos sobre este recién descubierto grupo de agentes virales.
Son muchas las interrogantes que estan planteadas en ese sentido, y nues-
tro laboratorio decidi6 explorar algunas de las caracteristicas moleculares
de rotavirus humanos y animales en la seguridad de gue los conocimientos
obtenidos del estudio bdsico del virus redundardn en el futuro en mejores
medidas de control de {a enfermedad.

La informacién que presentamos a continuacion se deriva de experien-
cias realizadas en nuestro laboratorio en los Gltimos dos afios (10, 13, 32,
Gorziglia M, Esparza J: Purification of structural proteins from cells in-
fected with bovine rotavirus: evidences for a trimeric structure of the
major polipeptide of the inner capsid (45K). Gorziglia M, Esparza J: Poly
{A} polymerase in human rotavirus. Urquidi V, Novo E, Esparza J: Protein
synthesis in cell infected with bovine rotavirus. Enviados a publicacién), y
reflejan nuestra vision actual del campo. Es indudable que investigaciones
futuras corregirdn los entuertos y ofrecerdn, guizds, una visibn mas fiel
de la realidad.

Ultraestructura del rotaviridn.

La microscopra electrénica, juntamente con la prueba de ELISA (s2),
es uno de los métodos mds frecuentemente utilizados para el diagnéstico
de infeccibn por rotavirus. Para eso, la muestra de heces se homogeniza
en un huffer apropiado (PBS, por ejemplo), se extrae con triclorotriflue-
roetano (Fre6n 113) y se concentra por ultracentrifugacion (100.000 x g
x 1 hora). El virus se resuspende en un pequefio volumen de agua bi-
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destilada, y se observa con el microscopio electr6nico, previa tincién nega-
tiva, generalmente utilizando 4cido fosfotingstico (12, 4s). Sin embargo,
el método de tincidn negativa sobre pelicula de carbon, utilizando molib-
dato de amonio y acetato de uranilo como colorantes, aunque mucho més
laborioso, ofrece mejores detalles de la estructura viral {10},

La apariencia general de una preparacién t/pica de rotavirus humanos
se muestra en la Fig. 1. Se pueden ghservar diferentes tipos morfol6gicos
de partitulas, todas ellas correspondiendo a rotavirus. Las particulas més
abundantes tienen un didmetro de 75 nm, con un borde o perfil claramen-
te definido (Fig. 1 D). Hay otras particulas, de menor tamafio (65 nm de
didmetro}, con un borde rugose (Fig. 1 S). Las partitulas més grandes
son los virus completos, que poseen dos cubiertas proteicas, denominadas

Fig. 1.— Micrografia electronica de una preparacién tipica de rotavirus
humanos. En ella se muestran particulas de doble cdpside (D} y de simple
capside (S), algunas de ellas vacias (DV, SV), es decir, carentes de dcido
nucléico viral. También se observan arreglos hexagonales formados por
subunidades virales {SU). Barra: 100 nm,
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capsides interna y externa, Las particulas menores son aquellas que han

perdido la cdpside externa, y probablemente no son infecciosas. En ambos
casos pueden observarse particulas con el centro electrén-denso, debido a
la penetracion del colorante, e indicativo de la ausencia del genoma o dcido
nucleico viral, Estas particulas, que denominamaos vacvas (Fig. 1 DV y SV),
naturaimente tampoco son infecciosas.

En las particulas de doble cdpside es fdcil notar la apariencia de rueda
dentada que le dié el nombre a este grupo de virus (Rota, en lat'n Rueda).

Si se examina con cuidado la estructura superficial del virién {o parti-
cula viral completa) se observa la existencia de un patrén regular en la
distribucién de cavidades o huecos que son penetrados por el colorante
negativo, Ese patrén de huecos resulta del arreglo icosaédrico de subuni-
dades morfol6gicas que se agrupan en el virion formando una estructura
en malia abierta. En ocasiones, y debido a la desintegracion de algunos
virus en su preparacién para la microscopia electrénica, las subunidades
morfolégicas virales se encuentran formando redes con patrén hexago-
nal (Fig. 1SU}L

Un gran niimero de familias virales poseen viriones con estructura ico-
saédrica. El icosaedro es un s6lido geométrico regular que posee 20 caras
triangulares equildteras, 12 vértices y 30 aristas. En general, en cada uno
de los 12 vértices de los icosaedros virales, se localiza una unidad morfo-
l6gica denominada pent6n, por encontrarse rodeada de otras cinco unida-
des morfolégicas. El resto de dichas unidades, aguellas que se localizan
en las caras o aristas, se denominan hexones, por estar siempre rodeadas
de seis unidades morfoldgicas vecinas.

E! caso de los rotavirus difiere del modelo tradicional de los icosaedros
virales en el sentido de que las subunidades pentones y hexones estdn sus-
titufdas por huecos 5- y 6-coordinados, que hacen sus veces. Las subuni-
dades morfol6gicas, que son las que limitan los huecos 5- y 6-coordinados,
son a su vez estructuras 3-coordinadas, esto es, estdn rodeadas de sélo tres
unidades vecinas semejantes.

La Fig. 2 muestra una vista por el eje de rotaciébn 5 de una particula
viral tal como se observa en el microscopio electrénico (Fig. 2A), de su
imagen reforzada por rotacién (Fig. 2B) y del modelo propuesto para
su arquitectura {Fig. 2C). En este modelo proponemos que 320 subuni-
dades morfoldgicas se agrupan alrededor de 162 huecos en la superficie
del virién, con un pairén caracteristico de icosaedros con un niimero de
triangulacién (T) igual a 16 (10). Cada una de las subunidades morfol6-
gicas, las cuales como ya dijimos son 3- coordinadas, muestran con el
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Fig. 2.— Estructura icosaedrica de rotavirus humano, visualizado por el
eje de simetria 5. Se muestra una particula tal como se observa en el mi-
croscopio electronico (A), su imagen reforzada por rotacién (B) v el mo-
delo propuesto para su arguitectura (C). Barra: 25 nm. (Adaptada de la
referencia 10).

microscopio electrénico una estructura trimérica (Fig. 12, inserto}, lo que
darfa un gran total de 960 unidades estructurales por virién. Como vere-
mos més adelante, este modelo ultraestructural ha conseguido apoyo en
resultados obtenidos en el estudio de la bioquimica del virus.

El genoma viral.

En el interior de la cdpside se localiza el material genético del virus o
genoma viral. Este estd formado por 4cido ribonucleico (ARN) de doble
cadena segmentado {34}, caracteristicas dnicas de virus pertenecientes a
la familia Reoviridae (18).

El patron de segmentacion del ARN gendmico de los rotavirus puede
ser facilmente examinado por electroforesis en geles de poliacrilamida de
muestras virales previamente disociadas, y visualizadas después de la co-
rrida, por tincién con bromuro de etidio e iluminacidn con fuz ultravio-
leta. La Fig. 3 muestra el patron electroforético obtenido con una prepara-
cién de rotavirus humano, El ARN gendmico de los rotavirus estd forma-
do por once segméntos de doble cadena, con pesos moleculares que van
desde 0.2 a 2.2 x 10° daltons (14, 19, 33, 44). Esos segmentos se encuentran
en cantidades equimolares, indicando que cada viri6n posee uno de cada
uno de ellos. El patrén de segmentacién es real y no artefactual y existen
muchas evidencias, obtenidas con otros miembros de la familia Reovi
ridue, indicando que cada segmento funciona como un gen individual y
completo (18).

La expresién funcional de cada uno de esos genes ocurre en el momen-
to de la infeccién de una célula por el virus, y determina las caracterssticas
biolbgicas del mismo. De manera que una de las metas de nuestro labora-
torio ha sido la de investigar la naturaleza de los productos genéticos de
cada uno de los segmentos del ARN viral, asf como su funcién.
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Fig. 3.— Patrdn electroforético del ARN gendmico de rotavirus humano,
visualizado por tincién con bromuro de etidio e iluminacién con luz ultra-
violeta. Se muestran los 11 segmentos gendmicos y su peso molecular
aproximado.

Multiplicacion en cultivas celulares,

Quizds uno de los principales escollos que se han encontrado en el estu-
dio de Yos rotavirus humanos es su dificuitad para obtener su multiplica-
cidn eficiente en cultivo de teiidos. De hecho, los rotavirus humanos
parecen comportarse en cultives celulares como virus defectivos, determi-
nando infecciones abortivas. Recientemente hemos podido investigar un
poco ese aspecto, mediante la inoculacion de células LL.C-MK, originadas
de rifion de mono rhesus, con rotavirus humanos {(13). Dichos virus fugron
capaces de iniciar la infeccién cuando fueron pretratados con 100 ug/ml
de tripsina, centrifugados (1200 x g x 30 min) sobre la monocapa celular
y mantenidos en un medio conteniendo 10 ug/ml de tripsina. El meca-
nismo de accin de la tripsina en este sistema no se conoce, pero por ana-
fogia con otros virus (tales como los paramixovirus) se podria suponer que
determina el clivaje de alguna protefna estructural, con la aparicion de
polipéptidos de menor pess mocular con capacidad para reconocer recep-
tores espectficos en la superficie de la célula. La centrifugacion, por otra
parte, podrfa actuar modificando estructuras en la membrana celular, que
la harfan mds apta para la adsorcion y/o penetracion de la particula viral.

La habilidad de Tos rotavirus humanos para multiplicarse en lgs cultivos
celulares se estudid por observaci6n directa del virus por microscop(a elec-
trénica, por marcaje radioactivo con Uridina-H® del virus neo-sintetizado
y, principalmente, por examen ultraestructural de cortes finos de células

116



infectadas. Se observé que no todas las células examinadas presentaban
evidencias de infeccién viral, sino que, dependiendo de los especimenes
virales utilizados, tan sélo entre el 5 vy el 60% de las células eran afectadas.
Eso explicaria e} hecho de que dicha infecci6n no determina la aparicion
de efecto citopatico evidente con el microscopio de luz.

Sin embargo, al examinar las células infectadas se observaron una va-
riedad de tipos de particulas, siendo muy abundantes estructuras incom-
pletas, carentes de &cido nucleico, frecuentemente agrupadas dentro de
estructuras vesiculares {Fig. 4A). La presencia de esas particulas aberrantes
g incomplietas parece representar una manifestacion de la defectividad de
estos rotavirus humanos, y puede explicar las dificultades que se han en-
contrado para lograr su pasaje seriado in vitre. Es interesante mencionar
aqui que tuvimos ademds la oportunidad de estudiar con el microscopio
electronico biopsias ducdenales de uno de los pacientes de donde se obtu-
vieron rotavirus para los estudios in vitro. En contraste con lo que ocurre
en cultivos celulares, fas células de la mucosa duodenal presentaban evi-
dencias de infeccién viral normal, sin acimulo de particulas defectivas.
De manera pues, que la defectividad in vitro de dicho especimen viral no
es una caracteristica del virus mismo, sino un fenémeno relacionado con
la célula hudsped. Es posible, y existen algunas evidencias que asr lo indi-
can {so), que tras un proceso de seleccién o adaptacion pueda lograrse
la multiplicaci6n eficiente de cepas de rotavirus humano en cultivos celu-
lares,

En general, el mismo tipo de problemas se ha gbservado al intentar el
cultivo in vitro de rotavirus de otras especies animales. Sin embargo, hay
algunas cepas de rotavirus animales que han sido adaptadas para su multi-
plicacién de cultivos celulares. La cepa de rotavirus bovino obtenida por
el profesor Mebus, en Nebraska (2s), es una de las mds conocidas, Este
virus es capaz de multiplicarse en varias Ifneas celulares, donde determina
una infeccion productiva, con aparicion de efecto citopdtico evidente. De
nuevo, la presencia de tripsina en el inoculo es un requisito indispensable
para obtener el pasaje seriado del virus, al menos en algunas lineas celu-
lares.

La Fig. 4B es una micrografia electronica que muestra algunas carac-
teristicas ultraestructurales de la multiplicacion del rotavirus bovino en
células LLC-MK.. Puede notarse la presencia de una “fdbrica viral”, que
es donde coalescen el ARN gen6mico v algunas de las protefnas virales
estructurales para iniciar 1a morfogénesis del virus. Esas particulas parecen
gemar de dichas ““fdbricas” para caer en vesfculas constituidas por dilata-
ciones del reticulo endopldsmico rugoso, que es donde se completa la mor-
fogénesis viral. Pueden notarse en esas vesfculas la presencia de algunas
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Fig. 4.— Micrografias electronicas de celulas de rifion de mono (LLC-
MK:) infectadas con rotavirus humanos (A) o bovinos (B). Se muestran
particulas de simple capside {(S), de doble capside (D) y “cores” (C) muy
abundantes estos Gltimos en el caso de rotavirus humanos;también puede
ohservarse una “fabrica” viral (F). Barra: 100 am.



particulas de simple cdpside, probablemente en un paso previo a la adqui-
sicién de la cdpside externa y formacion del virién maduro, con su doble
cdpside. Sin embargo, la secuencia morfogenética del virus permanece
por ser establecida en forma definitiva, con estudios ultraestructurales y
bioguimicos mds detallados.

Sintesis de proteinas virales.

Debido a las dificultades encontradas para cultivar rotavirus humano
in vitro, y a la relativa facilidad con que eso puede hacerse con rotavirus
bovino, decidimos profundizar nuestros estudios de replicacién viral con
éste dltimo (Urquidi V, y cols.: Protein syntesis in cell infected with bo-
vine rotavirus. Enviado a publicacion). Las similitudes morfolégicas y bio-
quimicas entre ambos rotavirus sugiere que la cepa bovina constituye un
buen modelo para el mejor entendimiento del virus humano.

El virus bovino multiplica en células LLC-MK, muy eficientemente,
con un aumento exponencial del virus infeccioso entre 5 y 8 horas después
de la infeccidn, alcanzando entonces un plateau (Fig. 5, panel superior). La
sintesis de proternas en los cultivos infectados fue estudiada por marcaje
radioactivo con Leucina-H3. Después de la infeccion ocurre una disminu-
cién neta en dicha sfntesis, indicativa de una inhibicién ejercida por el
virus en la sintesis de proteinas celulares.

Las proteinas sintetizadas a diferentes horas despuds de la infeccidn
fueron entonces estudiadas por electroforesis en geles de poliacrilamida
conteniendo dodecil sulfato de sodio. Para esto, las proternas intracelu-
lares fueron disociadas, corridas en el gel, y detectadas por fluorografia
sobre placas de rayos X (4). El patrén de polipéptidos de las células infec-
tadas fue modificado por la infeccion viral (Fig. 5, panel inferior). Los
polipéptidos sintetizados por el virus fueron claramente definidos después
de las 8 horas de infeccidn, identificindose al menos ocho polipéptidos
virales. La evidencia para la especificidad viral de dichos polipéptidos se
basa en la comparacién con aquellos sintetizados en las células no infec-
tadas, tanto en su migracion electroforética como en su rata de sfntesis.

Los pesos moleculares de los pelipéptidos inducidos por el virus se esti-
maron por comparacién con la movilidad electroforética de protefnas
estandard, encontrandose en el rango de 29.000 hasta 102.000 daltons
(el peso molecular es utilizado de ahora en adelante para identificar cada
polipéptido viral. Ej: 29.000 = p29K).

Experimentos de pulso y persecucién han demostrado la ausencia de
modificaciones importantes post-traduccionales, tales como procesamiento
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Fig. 5.— Sintesis de proteinas en células LLC-MK infectadas en rotavirus
bovino. Panel superior: Curva de crecimiento {.....) e incorporacidn de
Leucina-H3 (___) a diferentes horas después de la infeccion. Panel infe-
rior: Electroforesis en geles de poliacrilamida de los polipéptides sinteti-
zados a diferentes horas después de la infeccidn,



proteolitico, de los polipéptidos virales. Es asi como entonces se hace
posible comparar los pesos moleculares de cada polipéptido con los pesos
moleculares de cada uno de los segmentos del ARN viral. La Tabla | mues-
tra una clara correspondencia entre el tamanao de los polipéptidos tedricos
codificables por cada uno de los segmentos de ARN gen6mico, y al menos
6 de los 8 polipdptidos virales detectados (los otros dos polipéptidos pa-
recen ser glicosilades, lo que resultarfa en una movilidad electrofarética
anormal}.

TABLA |

CONCORDANCIA ENTRE EL TAMANC DE LOS SEGMENTQS
DE ARN GENOMICO Y EL DE LOS POLIPEPTIDOS SINTETIZADOS
POR ROTAVIRUS

ARN P.M. del producto genético (x103)
Segmento P.M. (x10%) Estimado?) Observado

1 2.20 122 ———
2 1.85 103 102
3 1.70 94 91
4 1.55 86 84
5 1.00 55 54
6 0.85 47 45
7 0.51 28 37
8 0.51 28 34
9 0.51 28 29
10 0.26 14 ——
11 0.20 11 —_—

a) El peso molecular del polipéptido que teéricamente puede ser codifi-
cade por cada segmento, se calcula dividiendo por 18 el peso molecu-
lar de cada segmento de ARN de doble cadena.

Esa concordancia sugiere que cada uno de los palipéptidos virales estd
codificado por ARN mensajeros transcritos de fragmentos gendmicas com-
pletos. En la actualidad estamos iniciando experimentos de sintesis de pro-
tefnas in vitre, utilizando extractos de germen de trigo, para corroborar
la identificacion del producto de traduccion de cada segmento del genoma.

Polipéptidos virales estructurales.

En general, las proteinas codificadas por los virus pueden subdividirse
en dos grupos: Las estructurales, que son aquellas que van a formar parte
del virion, y las no estructurales, que generalmente cumplen funciones
enzimaticas y/o de regulacion,

121



Luego de haber identificado al menos 8 polipéptidos codificados por

el virus, se consideré importante identificar cudles de ellos estahan desti-
nados a formar parte de la estructura del virién, Para ello se marc6 radio-
activamente el virus con Leucina-H3, la cual estaba presente en el medio
de cultivo durante la multiplicacién viral. A continuacidn, el virus produ-
cido fue purificado por extracciGn con Fredn-113, sedimentacion a través
de un colchdn de sacarosa al 45%, y finalmente por centrifugacién isoprc-
nica en Cloruro de Cesio (CICs.).

Este tltimo paso separa a las particulas virales en base a su densidad de
flotacion, la cual es un reflejo de la proporcién de decido nucleico y pro-
teinas presentes en dichas particulas.

La Fig. 6 muestra una separacion tipica de rotavirus en CiCs, Se notan
dos picos bien definidos, ubicados en las densidades de 1.36 y 1.38 g/ml.
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Fig. 6.— Gradiente isopicnico en Cloruro de Cesio, para la separacién de
rotavirus de simple (0:1.38 g/ml) v de doble (o = 1.36 g/ml) cdpside.
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El plco menos denso (1.36 g/ml} corresponde a rotavirus de doble cépside

(Fig: 7A), mientras que el més denso (1.38 g/ml) corresponde a particulas
de simple cépside, o sea a aquellas que han perdido (o que no han adquiri-
do) la cépside externa (Fig. 7B). Las particulas de simple cdpside tienen
un didmetro de B5 nm, mientras que los viriones completos miden 72 nm.
Un hecho interesante es que los viriones bovinos de doble cépside no pre-
sentan el perfil externo tan perfectamente definido como sucede con los
rotavirus humanas,

Fig. 7.— Micrografias electronicas de particulas de rotavirus bovino con
doble {A) y simple (B) capside, después de su purificacidn por centrifuga-
cion isopicnica.

Las protefnas presentes de los virus purificados fueron entonces anali-
zadas en geles de poliacrilamida. La Fig. 8 muestra los resultados. Seis de
los ocho polipéptidos codificados por el virus se encuentran formando
parte del virus de doble cdpside {Fig. 8B) (Los polipéptidos 102K y 34K
se encuentran en una proporcidn muy baja, por lo cual son dificiles de
visualizar en la fotograffa), Las particulas de simple cdpside {Fig. 8C) s6lo
poseen tres de los seis polipéptidos estructurales (Novo E, Esparza J: Com-
position and topography of structural polypeptides of bovine rotavirus.
Enviado a publicacién).

De manera pues, que eso nos indica que hemaos identificado dos poli-
péptidos no estructurales (54K y 29K}, tres estructurales presentes en la
capside interna (102K, 91K y 45K) vy tres propios de la cdpside externa
(84K, 37K y 34K). Se ha reportado ademas que dos de los polipéptidos
de fa cdpside externa {probablemente los correspondientes a p37K y
p34K) son glicosilados (7).
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29K

Fig. 8.— Electroforesis en geles de poliacrilamida de los polipéptidos to-
tales sintetizados en células infectadas con rotavirus bovinos (A), vy de los
polipéptidos estructurales presentes en particulas de doble (B) y de simple
(C) capside.

Topografia de los polipéptidos estructurales.

Una vez establecidas las especies polipéptidas presentes en el virién,
quisimos conocer con mas detaile su localizacién dentro de la particula
viral. Los estudios de topografia de polipéptidos virales estructurales se
basan en: (a) Determinacién de la arquitectura del virién por microscopra
electrénica y/o difraccion de rayos X, (b) Determinacion de la estequeo-
metrfa de cada uno de los polipéptidos estructurales, {c¢) Grado de expo-
sicién de cada polipéptido al exterior de la partfcula y (d) Relaciones de
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vecindad de polipéptidos entre si, y de polipéptidos con el dcido nucleico
genémico.

L.os resultados que hemos obtenido hasta ahora nos permiten tener una
idea bastante aproximada de fa topografia polipeptrdica de las particulas
de simple cdpside. Sin embargo, los resuitados no son tan claros en referen-
cia a las particulas de doble cépside, por lo cual los mismos deben ser
considerados provisionales.

El polipéptido més abundante de {a cdpside interna es p45K, el cual
representa cerca del 80% de las protefnas totales presentes en particulas
de simple cdpside. Los otros dos polipéptidos de cédpside interna, p31K y
p102K, se encuentran en una proporcién de 21% y 1%, respectivamente,
Al calcular las relaciones molares de cada especie polipeptidica, y relacio-
narlas al total de protefnas en las particulas de simple cdpside {estimado
en ~ 60 x 10° daltons), se llegan a las siguientes cifras de nimero de mo-
léculas por viri6n: 1071 de p45K, 170 de p91K v 8 de p102K {Nowvo E,
Esparza J: Composition and topography of structural polypeptides of
bovine rotavirus. Enviado a publicacion). Con el conocimiento que se
tiene de ia arquitectura del viribn, obtenido por microscopia electrénica,
esos nimeros reales se ajustan a los nimeros tedricos que sugieren la exis-
tencia de 960 moléculas de p4bK, 162 de p91K vy cerca de 12 para p102K.

Siendo p45K la especie mds abundante, ésta debe formar parte de las
estructuras morfologicas mds frecuentes: es asf como ellas deben corres-
ponder a las 320 subunidades morfoldgicas triméricas detectadas en el
viridn, para dar un gran total de 960 unidades estructurales (Novo kK, Es-
parza J: Composition... enviado a publicacion). Una prediccién de esa
suposicion es que el polipéptido p45K, en su forma nativa, se comporte
como un trimero. Como veremos mds tarde, esa prediccion pudo ser
demostrada,

El nimera de moléculas de p91K presentes, sugiere que eilas deben
estar localizadas a nivel de cada uno de los 162 huecos que son limitados
por las 320 subunidades morfot6gicas del viribn, La proterna 102K, que se
encuentra en cantidades muy pequefias en el virién, no debe tener una
funcion estructural muy impartante, y posiblemente, como veremos mas
adelante, pudiese tener una funcibn enzimatica. Debido a que se ha repor-
tado que los ARN mensajeros de los reovirus salen de fa partfcula por cada
uno de los doce vértices del icosaedro viral {1), serfa l6gico pensar que
polipéptidos responsables de la actividad de polimerasa del ARN deben
estar jocalizados en esa vecindad. La ﬂgura 9 muestra un esquema de
nuestra idea actual sobre la organizacién de los polipéptidos en el viri6n,
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N° estimado

Polipéptido de moléculos

por viridn
84 K ~ 18
Cdpside externa 37 K ~ 360
Cdpsidé interno 34 K ~ 180
91 K 162
45 K 960
ARN 102 K ~ 8

Gendmico™

g ———
Nucleoide

[ S———

“Core”

Port. de simple cdpside

Port de doble cdpside
Fig. 9.— Esquema de un modelo estructural de rotavirus y de la topografia
de sus polipéptides estructurales (Basade en las referencias 10 y 12).

Algunos detalles adicionales para el modelo se han obtenido de experi-
mentos disefiados para determinar el grade de exposicion de los polipép-
tidos al exterior del virion (Novo E, Esparza J: Composition... enviado a
publicacion). En dichos experimentos, el grado de exposicién se determina
por la accesibilidad de los polipéptidos presentes en el virién a ia radio-
iodinacidn catalizada por la lactoperoxidasa (zs, 2s), de manera que cuanto
més expuesto el polipéptido, mayor cantidad de 1*2° incorpora. Luego de
la iodinaci6n, el virus se disocia y se analiza en geles de poliacrilamida,
comparando las cantidades relativas de cada protefna v la cantidad de 1*2°
que captd.

Naturalmente, cuando se iodina virus de doble cdpside, son las proter
nas de cépside externa las que més 112 captan, aunque ha sido dificil de-
terminar con exactitud la proporcidn de iodinacién de cada una de ellas.
Resultados interesantes se obtienen al iodinar particulas de simple cdp-
side (Fig. 10). A pesar de que p45K es el polipéptido més abundante,
su grado de exposicidn es limitado, probablemente debide a que gran parte
de su superficie estd protegida por especies semejantes (como serra el caso
de un trimero} o por otras especies, tales como p31K, que es el polipép-
tido mds expuesto, Ei polipéptido 102K, que no es accesible a iodinacién
en particulas de doble cdpside, se hace accesible al remover la cdpside ex-
terna, una caracteristica, que como veremos mas tarde, es de interés para
tratar de entender su funcidn,

En la actualidad realizamos experimentos de entrecruzamiento de poli-
péptidos, utilizando agentes bifuncionales tales como el dimetilsuberimi-
dato, y de entrecruzamiento con ARN utilizando formaldehido y luz
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Fig. 10.— Determinacion por radioiodinacion del grada de exposicion de
los polipéptidos virales estructurales en particulas de simple capside. La
cantidad total de cada polipeptido se estima en base a la radioactividad
debida al C'?, mientras que el grado de exposicion se refleja en la capta-
cion de 1125,

ultravioleta, para tratar de entender mejor las relaciones de vecindad de
tada uno de los componentes estructurales del virién,

Enzimas asociadas al virion.

En los reovirus, prototipos de la familia Reoviridae, se han identificado
una variedad de enzimas asociadas al virién, todas ellas involucradas en la
sfntesis o procesamiento de los dcidos nucleicos virales (29, 37, 38). Las mds
estudiadas de esas enzimas es una polimerasa de ARN, la cual cataliza la
sfntesis de ARN mensajeros virales transcritos de una de las cadenas de
cada segmento del genoma viral,

Como era de esperar, recientemente se describié la presencia de dicha

enzima en rotavirus bovinos (s} y humanos {17). La enzima sélo se activa
al remover la cdpside externa (7}, lo cual indica que son los polipéptidos
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de cépside interna los responsables de dicha actividad, Es interesante
recordar aqul que p102K es el Unico polipéptido na expuesto a iodina-
ci6n en partfculas de doble cédpside, v que su exposicidn es paralela a ia
activacion de la enzima. Ademds, como ya mencionamos, su estequeo-
metria sugiere una funcién més enzimdtica que estructural,

La polimerasa del ARN de los rotavirus posee condiciones 6ptimas
semejantes a las de los reovirus {incubacidon a 45°C a pH 8, en {a presencia
de ipnes magnesio a una concentracién de 10mM), pero a diferencia de
éstos, la activacién de la enzima no ocurre por digestibn quimotriptica
del viridn, sino mds bien por quelacién del calcio, que también resulta
en la remocién de su capside externa (7).

Otra actividad enzimdtica que hemos detectado recientemente {Gor-
ziglia M, Esparza J: Poly (A) polymerase in human rotavirus. knviado
a publicacién), asociada a rotavirus humano es una polimerasa de Poli-A
(o sintetasa de oligoadenilatos), la cual también habra sido descrita en
reavirus {a0). A diferencia de la polimerasa del ARN, esta actividad enzi-
mdtica se encuentra asociada solo a particulas de doble cépside, indicando
que alguno(s) de los polipéptidos de cépside externa es, al menos parcial-
mente, responsable de esa actividad, Dicha reacci6n tiene un requeri-
miento de Mn** v su producto (identificado por filtracién en gel y croma-
tografra en DEAE-celulosa} son oligonucledtidos de adenosina, La funcidn
de dicha enzima y de su producto en ia replicacin viral no est4 bien enten-
dida. Sin embargo, puede especularse que en realidad, la actividad de
sintetasa de oligoadenilatos no es mds que una actividad afterna de la poli-
merasa del ARN {s0).

Purificacion de proteinas nativas,

Una de las metas deseables para el estudio y caracterizacién de prote(-
nas virales es su aislamiento y purificacion en estado nativo, es decir, sin
que su estructura haya sido alterada por dodeci! suifato de sodio u otro
agente denaturalizante. Las protefnas nativas conservan mds fielmente las
propiedades hioquimicas y antigénicas de los componentes virales.

Para el aislamiento de protefnas nativas se parte generalmente de aque-
llas especies que permanecen solubles, en extractos de células infectadas,
después de ultracentrifugacion a 100.000 xg por una hora. En los rota-
virus, todos los polipéptidos virales pueden encontrarse en ese citosol, lo
cual nos permitirfa intentar la purificacion de cada uno de eflos.

Uno de los esquemas de purificacion recientemente empleado por no-
sotros (Corziglia M, FEsparza J : Purification of structural proteins... envia-
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do a publicacion), utilizd cromatografia de afinidad en Sepharosa - Conca-
navalina A, La fraccién no adsorbida, cuando se analizo en geles de polia-
crilamida con dodecil sulfato de sodio, demostrd la presencia de los poli-
péptidos 84K, 45K y 37K. Cada uno de esos polipéptidos pudieron enten-
ces ser separados por cromatografia en DEAE-celulosa, eluyendo con un
gradiente de KC! con una concentracion de 0 a 0.5 M (s1). La Fig. 11
muestra el perfil de elucién (panel superior} y la especie polipéptidica
presente en cada pico, analizada en geles de poliacrilamida (panel inferior).
Recordamos aqui que p84K y p37K son ios componentes mds abundantes
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Fig. 11.— Purificacifn de proteinas nativas a partir de células infectadas
con rotavirus hovines. Perfil de elucion de polipéptidos virales en una co-
lumna de DEAE-celulosa (panel superior) y electroforesis en geles de polia-
crilamida de algunas fracciones seleccionadas (panel inferior).
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de la cépside externa y que p45K es el mas abundante en la cdpside inter-
na. Ya mencionamos que, por consideraciones ultraestructurales y este-
queométricas, el polipéptido 45K en su forma nativa deberfa poseer una
configuracion trimérica. Eso fué confirmado por sedimentacién en gra-
dientes de sacarosa, donde el polipéptido 45K nativo demostré poseer un
coeficiente de sedimentacion cercano a 7.3 (Gorziglia M, Esparza J: Puri-
fication... enviado a publicacién), correspondiente a un peso molecular
aproximado de 150K en protefnas globulares a indicativo de la existencia
del complejo 45K x 3.

La Fig. 12 muestra ios resuitados, conjuntamente con una micrografia
electrénica de las estructuras triméricas detectadas en cristales formados
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Fig. 12.— Determinacion del coeficiente de sedimentacion de la proteina
45K nativa, utilizando ultracentrifugacion en gradientes isoquinéticos de
sacarosa. Las proteinas marcadoras fueron Aldolasa (7.3S), Atbimina
(4.58) y Dvalbimina (3.6S). La micrografia electrdnica insertada muestra
las estructuras triméricas posiblemente formadas por el polipéptido 45K
(Adaptado de la referencia 10).
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por la desintegracion del virus durante su preparaci6n para el microscopio
electronico. Dichos resultados fueron también corroborades por filtracion
en geles de Sephadex G-200,

PERSPECTIVAS PARA EL FUTURO.

Es indudable que un mejor conocimiento del agente etioldgico mds
frecuentemente asociado a gastroenteritis nos permitird enfogues més
griginales y efectivos para el control de la enfermedad. Afortunadamente,
el desarrollo de los métodos del hidratacion oral nos va a dar el tiempo
necesario para e! disefio de dichas estrategias.

La Onica medida efectiva que contribuirra a disminuir {a frecuencia de
gastroenteritis por rotavirus serra el desarrolio de una vacuna. Para esto es
necesario resolver primero muchas de las interrogantes planteadas: (a) Hay
que determinar el grado de variabilidad antigénica en los rotavirus huma-
nos, definir con exactitud Ia existencia de serotipos y el grado de protec-
cidn cruzada entre ellos. {b) Debe determinarse el papel protector de la
inmunidad humoral y/o local en infecciones por rotavirus, para lo cual
serfa de gran utilidad el desarrollo de modelos animales que contribuirdn
ademas a entender mejor la patogénesis de la enfermedad. (c) Deben defi-
nirse los mecanismos de transmision del virus en la naturaleza y de su cir-
culacién en la comunidad. (d) Es importante implementar la tecnologia
necesaria para producir grandes cantidades de antigenos virales a ser utili-
zados como inmundgenos.

Muchos de esos aspectos estdn siendo estudiados en varios laboratorios,
siguiendo diferentes metodologias e hipotesis de trabajo. Entre tantos en-
foques, el molecular puede aportar valiosa informacion, Por ejemplo,
el problema encontrado para obtener eficiente multiplicacién de rotavirus
humanos in vitro puede ser enfrentado a través de manejo genético con la
produccidn de virus hibridos, boving-humano, generados por reacomoda-
miento de segmentos del genoma viral. La meta serfa ohtener en el labora-
torio un hibrido que, conservando la capacidad del virus boving para
multiplicarse en cultivos celulares, haya adquirido los genes que codifican
los polipéptidos de la cdpside externa, que son los que ie dar(an caracter(s-
ticas inmunogénicas de virus humano. Para ello serfa importante conocer
el producto de traduccién de cada uno de los once segmentos del ARN
gendmico viral, y Ia funcibn que desempefian,

Ese altimo aspecto estd siendo estudiado en nuestro laboratorig, donde
hemaos logrado producir anticuerpas contra cada uno de fos polipéptidos
virales estructurales, los cuales estdn siendo utilizados para inhibir funcio-
nes especificas del virus (tales como hemaglutinacion, infectividad y activi-
dades enziméticas} y en esa forma conocer su funcidn.
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Una caracterizacibn inmunoquimica de los polipéptidos de cdpside
externa, preferiblemente aquellos obtenidos en forma nativa, podrd apor-
tar conocimientos importantes sobre variabilidad antigénica en rotavirus.
El estudio de las modificaciones de dichos polipéptidos por la acci6n de
ia tripsina, también permitird conocer mejor los pasos iniciales de la infec-
cibn viral y el disefio de mejores métodos de cultive,

La caracterizacion de funciones enzimaticas en los rotavirus, particular-
mente la actividad de polimerasa del ARN, ofrece también una posibilidad
para el control de dicha infeccién, La guimioterapia antiviral, campo to-
davia muy poco evolucionado, se basa en la posibilidad de interferir en
pasos metabdlicos propios del virus y ausentes en la célula hudsped. Des-
graciadamente, y debido a la estrecha relacidn entre el metabolismo celular
y la replicacidn viral, esos pasos metab6licos exclusivos del virus son rela-
tivamente raros. Una situacién excepcional se presenta ¢on la polimerasa
del ARN de los rotavirus, la cual transcribe mensajeros de un molde de
ARN de doble cadena, a diferencia de las polimerasas de! ARN celulares,
que lo hacen de ADN de doble cadena. Es asf como se hace razonable
iniciar una bdsqueda de inhibidores especificos de dicha polimerasa viral,
Entre ias posibles drogas a ensayar, los derivados de la rifamicina parecen
ser los candidatos ideales. Las rifamicinas son potentes inhibidores de la
polimerasa del ARN bacteriano, con muy poco efecto sobre las enzimas
de eucariotes. Sin embargo, existen cientos de derivados quimicos de la
rifamicina cuya especificidad inhibitoria es diferente, habiéndose incluso
descrito algunas con actividad contra la transcriptasa reversa de oncorna-
virus (16, 517. En nuestro laboratorio se adelantan experimentos en este
sentido.

Finalmente, no puede dejarse a un lado las posibilidades que ofrecen
los métodos modernos de ingenierfa genética, mediante los cuales, una vez
identificado el gen que codifica el polipéptido responsable de la neutrali-
zacitn de la infectividad del virus, éste pueda ser clonado en bacterias y
que inmun6genos apropiados puedan ser produdicos en forma abundante
¥ econdmica en esos sistemas.

S6lo esperemos que ni la imaginacién de los cient(ficos, ni ia compren-
sién y activa colaboraci6n de la comunidad que los rodea, se queden pe-
quefios ante el tremendo reto que nos ofrecen los millones de muertes que
todos los afios causa la gastroenteritis en el mundo.
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ABSTRACT

Rotavirus and Gastroenteritis. A new Approach to an old problem. Espar-
za I, Gil F, Gorziglia M, Novo E, Urquidi V. (Laboratorio de Biologia de
Virus, Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas, Apartado 1827,
Caracas 10104, Venezuela) Invest Clin 21 (2):‘108-137,1980& Gastroente-
ritis is a major public health problem around the world, not only for the
number of deaths it causes, but also for the physical and mental sequelae
it produces in the chronically affected individuals, mainly in the under-
developed countries. Several important advances have occurred in the last
few years in the understanding of the etiophathogenesis of acute diarrhea,
which make us to look, the future with optimism. In the first place, an
oral therapy for rehydration has been developed, which is safe and effec-
tive for diarrheas of viral and bacterial etiology. On the other hand, the
identification of new etiological agents will allow us to design new me-
thods for the control of acute diarrhea, including the development of
specific vaccines. Among the most recently discovered enteropathogens,
Rotaviruses have emerged as a major cause of gastroenteritis. Rotaviruses
are complex viruses, with a double-stranded RNA genome, composed of
eleven segments which are sorrounded by two protein shells. The identi-
fication of the outer shell polypeptides, and of their role on the neutrali-
zation of virus infectivity, will be important for the better design of im-
munogens. The information obtained from the study of the molecular
biology of Rotaviruses will allow us to have more imaginative approaches
to the problem of viral diarrheas,
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