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ABREVIATURAS

ADN: 4cido desoxirribonucleico

ADNc: ADN copia

ADNsc: ADN simple cadena

ARN: 4cido ribonucleico

ARNdc: ARN doble cadena

ARNm: ARN mensajero

ARNI: ARN ribosomal

ARNsc: ARN simple cadena

ARNasa: ribonucleasa

dATP: 2'-desoxiadenosina-5"-trifosfato
BSA: seroalbimina bovina

cpm: cuentas por minuto

dCTP: 2’-desoxicitidina-5"-trifosfato
D.O.: densidad 6ptica

DTT: ditiotreitol

EDTA: 4cido etiléndiamino tetraacético
EGTA: dcido etilénglicol-bis (8-aminoetil éter)-N,N,N’,N’-tetraacético
Endo H: endo-B-N-acetilglucosaminidasa H
Endo F: endo-B-N-acetilglucosaminidasa F
Fig.: figura

B-Gal: B-Galactosidasa

GalNAc: N-acetilgalactosamina

GlcNAc: N-acetilglucosamina

h.p.i.: horas post-infeccién

IPTG: isopropil-B-D-tiogalactopiranésido
kb: mil pares de bases

kDa: mil daltons

LB: medio Luria-Bertani

MEM Dulbecco: Modificacién de Dulbecco del medio minimo esencial de Eagle
Met: metionina

nm: nanometro

NP-40: Nonidet P-40

nt: nucleétido

NTP: nucleétido trifosfato

dNTP: desoxinucleétido trifosfato

pb: par de bases

PBS: buffer Tosfato salino



pi-:
PM:
PMSF:
PNGasa F:
poli(A):
R.E.R.:
pm:
SAM:
SDS:

sg:

Tris:
pCi:

Hg:

GLOSARIO

buffer:
downstream:
Klenow:
primer:

upstream:

post-infeccién

peso molecular

fluoruro de fenilmetil sulfonilo
péptido:N-glicosidasa F

4cido poliadenilico

reticulo endopldsmico rugoso
revoluciones por minuto
S-adenosil metionina

dodecil sulfato de sodio
segmento genémico
2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol
micro Curie

microgramo

solucién de sustancias quimicas que mantienen constante el pH
hacia ¢l extremo 3’

subunidad mayor de la ADN polimerasa I de E.coli

ADN iniciador

hacia el extremo 5’

N.B.: En este trabajo se utilizan términos en idioma inglés que son de uso corriente en la literatura

cientifica y de dificil traduccién.
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[. INTRODUCCION




1. GENERALIDADES DE LOS ROTAVIRUS

Los rotavirus constituyen un género de la familia Reoviridae, que comprende virus que
causan gastroenteritis aguda en mamiferos y aves (1-4).

El descubrimiento en 1973 de rotavirus humano por microscopia electrénica de biopsias
duodenales y su asociacién con gastroenteritis infantil representa un hito en ¢l estudio de las causas de
gastroenteritis aguda de origen no bacteriano.

En paises en vias de desarrollo las infecciones por rotavirus, que provocan cuadros agudos de
diarrea y deshidratacidn, son los responsables de mds de un millén de muertes anuales (5-7). Los
rotavirus producen ademds epidemias de diarrea en terneros, cerdos, pavos y pollos, causando hasta un
30 % de mortalidad en terneros, lo que ocasiona grandes pérdidas econémicas (8).

Dada la importancia de los rotavirus como patégenos humanos y de animales, se han tratado
de desarrollar métodos efectivos de prevencion y tratamiento de la enfermedad causada por estos virus.
La necesidad de controlar las infecciones virales causadas por rotavirus ha estimulado especialmente el
estudio de los aspectos moleculares de la estructura genémica y replicacion de estos virus.

1.1. Familia Reoviridae

La familia Reoviridae comprende scis genéros de virus icosaédricos, sin envoltura, con una
doble cubierta proteica y un genoma de ARNdc segmentado. Los virus llevan su propia transcriptasa, y
se replican y ensamblan en el citoplasma. Los rotavirus son, junto con los ortoreovirus y los orbivirus,
los tres géneros de la familia que infectan mamiferos (9, y Tabla I). Los rotavirus y-los ortoreovirus se
transmiten por via directa, mientras que los orbivirus s¢ transmiten a través de artrépodos. Las
infecciones por reovirus estdn asociadas a enfermedades que afectan el tracto respiratorio superior y al
tracto intestinal (sindrome de calambres abdominales y diarrea). Los orbivirus s6lo producen viremia
en el huésped vertebrado. Dentro de este género se puede nombrar al agente causante de la enfermedad
de la fiebre del Colorado, que es transmitida a humanos por la picadura de la garrapata, Dermacentor
andersoni. Los sintomas caracleristicos de la enfermedad son fiebre severa, pericarditis, y coagulacién
intravascular diseminada. Otros patégenos de humanos son el virus Orungo (enfermedad febril en
Nigeria y Uganda) y el virus Kemerovo (enfermedad febril en Rusia y Egipto). Otro miembro del
género orbivirus es el virus de la lengua azul de ovejas. La enfermedad se caracteriza por escoriacién y
ulceracién de las mucosas nasal y bucal, formacion de numerosas hemorragias pequeias en el tejido
muscular y por la degeneracion de las fibras del misculo esquelético. La familia Reoviridae incluye
ademds virus de insectos, como el virus de polihedrosis citoplasmatico, y virus de plantas, como el virus
del tumor de las heridas, el cual desarrolla tumores en las raices del trébol (ver Tabla I).



TABLA I

CLASIFICACION DE LA FAMILIA REOVIRIDAE

Género Rango de Nimero de Ejemplos
huésped segmentos
Ortoreovirus  vertebrados 10 reovirus de mamiferos
y de aves
Orbivirus vertebrados 10y 12 Virus de la lengua azul
Fiebre del Colorado
Rotavirus mamiferos y 11 rotavirus humano, bovino, de cerdos, de simio,
aves de conejo, de pollos
Cipovirus insectos 10 Virus de polihedrosis citoplasmdtico
Fitoreovirus plantas e 12 Virus del tumor de las heridas
insectos Virus del arroz enano
Fijivirus plantas e 10 Virus de la enfermedad de Fiji
insectos Virus del maiz rugoso enano



FIGURA 1 Microscopia electronica de una muestra de materia fecal de un animal infectado con
rotavirus.
En la foto se observan particulas de doble y de simple cubierta.




2. CARACTERISTICAS DEL VIRUS

2.1 Morfologia

Como los otros miembros de la familia Reoviridae, los rotavirus son virus icosaédricos (65-
75 nm de didmetro) y tienen una cdpside de doble cubierta proteica compuesta de una cubierta externa,
una cubierta interna y un core icosaédrico.

Por tincién negativa al microscopio electrénico de muestras de animales infectados se
detectan dos especies de particulas virales (10) (fig. 1). Las particulas virales completas de doble
cubierta proteica miden aproximadamente 70 nm de didmetro. Las particulas de doble cubierta
también se denominan "lisas”, ya que la cubierta proteica externa presenta una apariencia circular bien
definida. También se detectan particulas de simple cubierta que miden aproximadamente 55 nm y se
denominan "rugosas". Al carecer de la cubierta externa lisa los capsémeros de la cdpside interna se
projectan hacia la periferia dando una apariencia rugosa. El core viral, que presenta un contorno
hexagonal, mide aproximadamente 37 nm de didmetro (11).

El nombre rotavirus deriva del latin rota, que significa rueda, y fue sugerido porque el
contorno circular bien definido de la cdpside externa se asemeja al borde de una rueda; el core viral
constituye el eje central a partir del cual se ubican los capsémeros de la cubierta interna en forma
radial a mancra de rayos de una rueda (12).

2.2 Propiedades fisicoquimicas

Por centrifugacién en gradientes de densidad de cloruro de cesio (CsCl) se pueden separar
las particulas virales completas de doble cubierta (de 1.36 g,/cm3 de densidad) de las particulas con
cdpside interna, de simple cubierta, (de 1.38 1;_v,/cm3 de densidad). Las particulas "vacias”, que son
visualizadas al microscopio electrénico por tincién negativa, tienen una densidad de 1.29 - 1.30 g/cm3 en
CsCl (13,14,15). La infectividad depende de la presencia de la cdpside externa (10,16), y por lo tanto se
pierde cuando las particulas intactas son convertidas a particulas de simple cubierta por tratamiento
con agentes quelantes de calcio como EDTA o EGTA (17,18). El calcio es pues necesario para
mantener la estructura de la particula viral. La pérdida de la cubierta externa ocurre cuando el virus
penetra en el medio intracelular como consecuencia de una reduccion en la concentracién de calcio.

2.3 Genoma viral

El genoma de rotavirus estd formado por 11 segmentos de ARNdc con un rango de tamaiio
desde 670.a 3300 pb (rango de PM de 0.2 a 2.2 x 10% daltons) (13, 14, 19). Los segmentos de ARN caen
dentro de cuatro clases de tamaiio en base a su longitud de contorno medida por microscopia
electrénica. Esta distribucién de los 11 segmentos en cuatro grupos se puede ver por electroforesis dcl
ARN en geles de poliacrilamida (fig. 2). Los segmentos genémicos se numeran de acuerdo a su orden
de migracién electroforética, siendo aquél con menor movilidad designado 1, y el de mayor movilidad,
llamado 11. Si bien existen diferencias en el perfil electroforético en geles de poliacrilamida
(electroferotipo), se reconoce un perfil de rotavirus como aquél en el cual existen 4 segmentos de
gran tamaio, 2 de tamaio medio, un triplete en el cual 10s segmentos migran muy cercanos y que no



FIGURA 2 Comparacién de los electroferotipos del ARNdc genémico de rotavirus de distintos
grupos y especies en geles de poliacrilamida. Los nimeros a la izquierda indican los
segmentos del genoma de rotavirus grupo A (calles A y B, electroferotipos largo y
corto, respectivamente).
Calles: A, rotavirus bovino grupo A; B, rotavirus de la cepa de humano S2 grupo A; C,
rotavirus aviar; D y E, rotavirus at{picos grupo no A.



siempre es bien resuelto, y 2 segmentos de bajo peso molecular (Fig. 2, calles A y B, y refs. 20, 21).

Algunos rotavirus no presentan el perfil de migracién de ARN caracteristico que se acaba de
describir. En los rotavirus murinos los segmentos 10 y 11 migran juntos; en los rotavirus aviares, el
segmento 5 corre cercano al 4 y los segmentos 10 y 11 comigran (fig. 2, calle C). En algunas cepas
humanas, el segmento gendmico (sg) 11 presenta menor migracién electroforética (fig. 2, calle B) por
lo que han sido denominadas de electroferotipo "corto", para diferenciarlas del perfil mds comin
(electroferotipo "largo"). En estos casos, las posiciones 10 y 11 en el gel no correlacionan con los
genes 10y 11, respectivamente.

Los electroferotipos descriptos estdn asociados en su mayor parte a virus pertenecientes al
serogrupo A (seccién [.2.5.1.). Varias cepas de cerdos, pollos, terneros, ovejas y humanos, que no
comparten el antigeno comiin de grupo de los rotavirus grupo A, tienen un electroferotipo distinto al
descripto anteriormente; los scgmentos 7-8-9 no forman un triplete en el cual los segmentos migran
muy juntos, el cual es caracteristico del electroferotipo del grupo A (fig. 2, calles D y E).

Los estudios de hibridacién molecular y la determinacién de la secuencia nucleotidica de los
segmentos genémicos han posibilitado una mejor comparacién de los genomas de rotavirus de distintas
especies respecto del criterio de andlisis del electroferotipo. Asi, por ejemplo, mediante la utilizacién
de sondas especificas de hibridacién, se ha podido identificar cudl de los segmentos gendmicos del
triplete 7-8-9 es el que codifica para el antigeno de neutralizacidn viral VP7 en cepas determinadas,
independientemente de la migracidn relativa del triplete en geles de poliacrilamida.

El desarrollo y la aplicacién de las técnicas de ADN recombinante al estudio del genoma de
rotavirus han permitido conocer la secucncia nucleotidica de casi todos los segmentos gendmicos, y asi
identificar regiones antigénicamente relevantes, regiones conservadas entre virus de distintos origenes,
regiones con alto grado de variabilidad, seiales consenso para modificaciones post- o co-
traduccionales, y zonas que permiten la interaccién de las proteinas virales con ADN (y probablemente
con ARNdc).

Las caracteristicas comunes a todos los genes son:

a- las secucncias conservadas de los extremos 5’ (GGCUUUXAA..; X=A o U) y 3’ (.. XUGUGACC;
X=A o U) para la cadena (+) del ARN.

b- el cardcter monocistrénico de los mismos, presentando un dnico marco abierto de lectura principal,
a excepcion del gen que codifica VP7.

c- la ausencia de poliadenilacién de los ARNm virales derivados de los genes.



La capacidad codificante de cada segmento genémico ha sido determinada de diferentes formas: a- por
correlacién del fenotipo y genotipo en virus resultantes del intercambio de segmentos genémicos
(reassortment) obtenidos por coinfeccién con dos virus de diferente genotipo; b- por anélisis de la
reaccién con anticuerpos monoclonales contra los productos de cada gen; c- por aislamiento de los
segmentos individuales de ARNdc y posterior traduccién in vitro ; d- por traduccién de los ARNm
virales producidos i vitro por la polimerasa viral, y posterior identificacién de los productos. De esta
manera se ha asignado a cada segmento gendmico el polipéptido correspondiente (Tabla II).

2.4.Proteinas virales -

La nomenclatura adoptada en esta tesis para denominar las proteinas virales es la de McCrae
& Faulkner-Valle (22), por la cual a todos los polipéptidos virales que se observan en células infectadas
se les da el prefijo VP y luego se numeran en orden decreciente de PM. Este sistema de nomenclatura
no es enteramente satisfactorio, pero evita el problema de usar nomenclaturas basadas en valores
aparentes de PM (23- 26).

Por marcacién con precursores radioactivos de polipéptidos virales en células infectadas y en
particulas virales, se ha determinado que VPl, VP2, VP3, VP4, VP6, y VP7 son proteinas
estructurales, presentes en el virién, mientras que VPS5, VP8, VP9, VP10 y VP11 son proteinas no
estructurales, presentes en células infectadas.

2.4.1. Proteinas de la cdpside externa

La cdpside externa del virus estd formada por las proteinas VP4 y VP7, las cuales representan
un 1.5 % y 30 %,respectivamente, de las proteinas totales del virion.

VP4 : es un componente minoritario de la cdpside externa que, junto con VP7, determina el serotipo
viral (scccién 1.2.5.3.). Estd codificada por el sg 4 (2362-2364 nt), el cual tiene un marco abierto de
lectura capaz de codificar un polipéptido de 776 amino4cidos (87 kDa) (27, 28, 29). VP4, ademds de
inducir junto con VP7 anticuerpos de neutralizacidn, tiene actividad de hemaglutinina, y juega un papel
principal en la virulencia en el tracto intestinal, ya que su clivaje por las proteasas intestinales es
necesario para la infeccién celular (30-33). De hecho, la replicacién de los virus en cultivo de células
requiere del tratamiento previo de los mismos con tripsina para convertirlos en particulas infectivas. El
clivaje de VP4 con tripsina produce 2 polipéptidos, vps" y VPS‘, de 27 kDa y de 58 kDa de PM,
respectivamente (30), donde el asterisco indica que estas proteinas estructurales se originaron por
clivaje proteolitico. En un estudio reciente con el virus de simio SA11l se demostré que VPS5~ es una
mezcla de-2 polipéptidos que difieren unicamente en la presencia de 6 aminodcidos extras en la regién
NHZ-terminal del polipéptido mayor, lo que indica la presencia de dos sitios scnsibles a tripsina (34).

VP7 : es una glicoproteina que representa el componente mayoritario de la cdpside externa y el
antigeno principal de neutralizacién (seccién 1.2.5.3.). La secuencia nucleotidica del gen que codifica
para VP7, el sg 8 o 9 (1059-1062 nt) dependiendo de la especie (35, 36), muestra que éste es
potencialmente bicistrénico, ya que existcn dos codones de iniciacién en fase con sendos marcos
abiertos de lectura de 326 y 297 aminodcidos. El scgundo AUG (metionina 30) se halla rodeado de una



secuencia consenso Sptima para iniciacién eficiente de la traduccién (37, 38), pero se desconoce la
frecuencia relativa con que cada uno de estos codones de iniciacién son utilizados in vivo. De hecho, se
han detectado dos especies de VP7, VP7 [1] y VP7 [2], que se traducen a partir del primer y segundo
AUG, respectivamente (39). Ambas especies estdn modificadas por oligosacdridos de tipo "alta
manosa” sensibles a endo-B-N-acetilglucosaminidasa H (Endo H) (2). No se detectan oligosacdridos
del tipo complejo en VP7 (40), lo que demuestra que esta proteina no es transportada al aparato de
Golgi, sino que permanece en el lumen del R.E..

En todos los genes de VP7 estudiados, cada uno de los codones de iniciacién precede a un
dominio hidrofébico, H1 y H2 (residuos 6-23 y 32-48, respectivamente). Se ha demostrado que el clivaje
del péptido senal de VP7 ocurre entre la alanina 50 y la glutamina 51, downstream del segundo (H2)
dominio hidrofébico. Estos resultados contrastan con lo propuesto por otros investigadores (39),
quienes sugirieron que el procesamiento ocurria entre los dominios H1 y H2. Por mutagénesis in vitro
y expresién del gen que codifica para VP7 se investigé el rol de los dominios H1 y H2 en dirigir a VP7 a
su localizacién celular correcta (41, 42, 43). Se demostré que H2 cumple ¢l rol de péptido senal y que,
adn después de ser clivado, interactia con VP7 para retenerla dentro del R.E. (43). La evidencia
provino de experimentos en los cuales se construyeron quimeras en el vector SV40, se transfectaron
células COS, y se analizé la secrecién o retencién en €l R.E. de los productos proteicos. Las
experiencias realizadas incluyeron la fusidn de la secuencia H2 al antigeno S de malaria, detectando
este ultimo en el medio; la fusién de 1a secuencia seial de la hemaglutinina del virus de influenza a las
sccuencias de VP7 downstream del dominio H2, lo cual resulté en la secreciéon de VP7; y la
construccion de la quimera H2-VP7, la cual fue la dnica que permanecié asociada a la célula. Asi
qued6 demostrado que el péptido seiial H2 interacciona, directa o indirectamente, con las secuencias

downstream dc VP7 para dirigirla y retencrla en el R.E. como protei{na integral de membrana.

2.4.2.Proteinas de la cdpside interna

La cdpside viral interna estd formada por la proteina mayoritaria VP6 y por las protcinas del
core, VP1, VP2y VP3.

VP1: esta proteina, codificada por el sg 1, representa solamente 2% de la proteina total del virién.
Recientemente, se ha determinado la secuencia del sg 1 (44), el cual tiene un tamano de 3302 pb con un
marco abierto de lectura de 1088 codones (PM estimado, 125 kDa). La comparacién de la secuencia de
VP1 en bancos de datos ha permitido encontrar una regién en la proteina (Gly-Asp-Gly) que presenta
homologia significativa con las secuencias consenso establecidas para regiones conscrvadas en ARN
polimerasas ARN dependientes. VP1, junto con VP2, VP6 y otras dos proteinas no estructurales, forma
parte de las particulas subvirales con actividad de replicasa (45). Ademds, mutantes termosensibles que
mapean en el sg 1 tienen fenotipos "ARN negativo™ (46). Estas observaciones, junto con la homologia
con las secuencias consenso de ARN polimerasas, apoyan la hip6tesis de que VP1 podria funcionar
como parte de la transcriptasa presente en particulas virales activadas.

YP2: se halla codificada por el sg 2, el cual tiene un tamaio de 2687 nt y presenta un marco abierto de
lectura de 880 aminodcidos (102 kDa de PM) (47). Por andlisis de la secuencia de aminodcidos
deducida a partir de la secuencia nucleotidica , se encontr6 que existen 4 regiones presentando



estructura de a-hélice que exhiben una disposicién periédica de leucinas. Esta disposicién periédica
(conocida como Leu zipper) ha sido descripta-en proteinas que interaccionan con el ADN celular (48),
por lo que se ha propuesto que la presencia de una estructura de este tipo en VP2 moldearia la
proteina para interaccionar probablemente con el ARNdc (47). Estos datos, junto con el hecho de que
VP2 es una proleina relativamente abundante (12 %) de la cdpside viral, son consistentes con la
hipétesis de que VP2 es un componente del core que interacciona con el genoma viral.

VP3: codificada por el sg 3, de aproximadamente 2500 nt, tiene un PM de 88 kDa y se diferencia del
producto proteico del gen 4 (VP4), con el cual comigra generalmente en geles de poliacrilamida, en que
es una proteina del core y es resistente al tratamiento con tripsina (49). Se ha sugerido que VP3 podria
funcionar como la ARN polimerasa asociada al viridn,teniendo en cuenta su localizacién y la
observacién de que mutantes termosensibles del virus SA11 que mapean en el sg 3 (50) presentan bajo
nivel de sintesis de ARNsc y ausencia de sintcsis de ARNdc a la temperatura no permisiva (51).

VP6: es una proteina de 45 kDa, codificada por el sg 6 que tiene un tamafo de 1356 nt (52, 53, 54). Es
un componente importante del virion, no sélo por razones cuantitativas (VP6 da cuenta de un 80 % de
la masa proteica de particulas simple cubierta) (55),sino también por su papel antigénico (ver seccin
[.2.5.) y su posible participacién en actividades cnzimdticas esenciales para el virus. Esta proteina se
requiere para la actividad de ARN polimerasa, y posiblemente para la de otras enzimas involucradas en
el procesamiento y modificacién del ARN viral. Se ha encontrado que VP6 est4 presente en los viriones
como trimeros (56). Los oligémeros libres de VP6 representarian una etapa temprana en la interaccién
proteina-proteina en la morfogénesis viral, lo que podria ser sucedido por su asociacién con otras
proteinas del core (VP1, VP2, VP3), o con segmentos gendmicos o transcriptos de ARN.

2.4.3. Proteinas no estructurales

VPS: es el producto del sg 5 (1581 nt) y tiene un PM de 54 kDa (57). La secuencia nucleotidica del sg 5
indica la presencia de 4 sitios putativos de N-glicosilacién; sin embargo, no existe evidencia alguna de
que este polipéptido esté glicosilado (57).

VP8: est4 codificada por el sg 7 de la cepa bovina UK (58) que corresponde al sg 8 de la cepa de simio
SA11 (59). El gen presenta un marco abierto de lectura de 951 nt. VP8 tiene la propiedad de unirse a
ARN, por lo que se ha sugerido que seria requerida para la sintesis d¢ ARNdc en células infectadas
(60).

YVP9I: este polipéptido, conocido también como NS34, estd codificado por el sg 9 de la cepa bovina UK
(61) y el sg 7 de la cepa de simio SA11 (62), y tiene un marco abierto de lectura de 930 nt. VP9, junto
con VP8, serian requeridas para la etapa de rcplicacidn viral.

VP10: esta proteina, también conocida como NS28 y como NCVP5 (26), es una glicoproteina de 28
kDa de PM codificada por el sg 10 (751 nt) que deriva de un prccursor de 20 kDa (denominado VP12).
VP10 contiene oligosacdridos de tipo "alta manosa”, un hecho consistente con su localizacién exclusiva
en el R.E.R. (63). La secuencia de aminodcidos deducida a partir de la secuencia nucleotidica de clones



de ADNc del gen 10, revelaron la existencia de 3 secuencias de caricter hidrofébico (H1, H2, H3)
dentro de la regién NH,-terminal de la proteina (64, 65, 66). En el sg 10 existen tres codones
potenciales de iniciacién en fase, siendo €l primero aquél con la secuencia consenso mds fuerte para
iniciacién de la traduccién (37), a partir del cual se traduce una proteina de 175 aminodcidos. Los
residuos asparagina 8 y asparagina 18 estdn glicosilados, indicando que ninguno de estos dominios
NH,-terminales es clivado y que estdn orientados hacia el lumen del R.E.R. (40, 63). La regién
COOH-terminal de la proteina es sensible a proteasas, lo que demuestra que estd localizada hacia el
lado citoplasmdtico de la membrana. Se ha demostrado que el dominio citoplasmdtico de esta prteina
de transmembrana estd involucrado en la interaccién con el core viral, actuando como receptor del

mismo durante el proceso de brotacién (budding) en €l R.E. (67).

VP11: esta proteina estd codificada por el sg 11 (663-667 nt), el cual tiene un marco abierto de lectura
para un polipéptido de 197-198 aminodcidos dependiendo de la cepa (68). De acuerdo a la secuencia
aminoacidica, el producto del gen 11 posee un sitio putativo de N-glicosilacién. Sin embargo, no existen
hasta el momento evidencias sobre las modificaciones post-traduccionales de esta proteina, ni sobre su
rol durante el ciclo viral.

Uno de los objetivos de esta Tesis fue caracterizar esta proteina viral.

2.4.4. Enzimas asociadas al virién

2.4.4.1. ARN Polimerasa ARN dependiente

La ARN polimerasa viral ARN dependiente estd asociada al core viral. Esta enzima,
asociada a la sintesis de ARN cadena (+), se activa in vitro cuando se disocia la cubierta extcrna de
particulas virales completas por tratamiento con calor o con agentes quelantes de calcio como EDTA.
La actividad de polimerasa requiere la presencia de los 4 NTPs, un pH dptimo de 85 y una
concentracién de Mg2+ de aproximadamente 8-10 mM (17). La adicién de actinomicina D o a-
amanitina no inhibe la actividad de la polimerasa (17, 69).

Hasta el momento se desconoce cudl o cuiles son los genes que codifican para la ARN
polimerasa viral y si la actividad de ARN transcriptasa [sintesis de cadena (+)] y la actividad de ARN
replicasa [sintesis de cadena (-)], ambas observadas durante el ciclo viral, corresponden a la misma
proteina.

Mezclas conteniendo VP6 purificada y ARN genémico carecen de actividad de ARN
polimerasa in vitro. Sin embargo, la actividad de transcriptasa se recupera parcialmente cuando VP6 se
reasocia con el core, lo que indicaria que mds de una proteina de las particulas de simple cubierta
(incluyendo la mayoritaria) es requerida para la actividad enzimdtica, o que la proteina mayoritaria
induce un cambio conformacional importante para el funcionamiento de la polimerasa (70).

La determinacién de la secuencia del sg 1 ha permitido observar que VP1 presenta
homologia con las ARN polimerasas ARN dcpendientes de varios virus a ARN (44), lo que la serala
como el principal candidato a la polimerasa de rotavirus.
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TABLA 11

11

POLIPEPTIDOS CODIFICADOS POKR EL GENOMA DE ROTAVIRUS

Segmento PM estimado Modificacién PM estimado Localizacién
genémico del producto post-traduccional del producto
primario modificado
1 125 (VP1) ninguna E,l
2 102 (VP2) clivada 88 (VP3.) E.l
84 (VP4 )
3 88 (VP3) E,I
4 88 (VP4) clivada 60 (VPS.) EE
28 (VP8 )
5 33 (VPS) ninguna NE
6 45 (VP6) ninguna E,l
7 34 (VP9) ninguna NE
8 35 (VP8) ninguna NE
9 35.5 (VPT) N-glicosilacién 38 E,E
10 20 (VP10) N-glicosilacién 28 NE
11 26 (VP11) O-glicosilacién® 282 NE
La modificacién de VP11 asi como el tamaiio del producto modificado fueron determinados en
esta Tesis.

EI proteina viral estructural de la cdpside interna

E,E:  proteina viral estructural de la cdpside externa

NE:  proteina viral no estructural



En otros virus de la familia Reoviridae se ha podido identificar el gen que codifica para la
ARN polimerasa (transcriptasa) encontrdndose 50 % (incluyendo cambios conservatives) de
homologia a nivel aminoacidico con la ARN polimerasa ADN dependiente de vaccinia. Esto sugeriria
la conservacién de los genes de la ARN polimerasa en virus con genomas muy diferentes (71). En el
virus a ARNdc L-A de Saccharomyces cerevisae se ha identificado el gen que codifica para una
proteina de 180 kDa, la cual parece funcionar como la ARN polimerasa (72), ya que presenta alta
"homologia con las secuencias conscnso de ARN polimerasas ARN dependientes (73, 74).

2.4.4.2. Poliadenilato [poli(A)] polimerasa

Si bien tanto los transcriptos como los segmentos genémicos de rotavirus carecen de la
secuencia 3’ terminal de poli(A) (75), Gorziglia & Esparza (76) detectaron la actividad de poli(A)
polimerasa en particulas completas (de doble cubierta) en rotavirus humano aislado de materia fecal,
pero no la pudieron detectar en rotavirus bovino adaptado a cultivo. Las condiciones de la reaccién
fueron las mismas que las establecidas para la actividad de poli(A) polimerasa de rcovirus (77), donde
se ha sugerido que ésta podria ser una actividad alternativa de la transcriptasa. Sin embargo, estos
resultados necesitan un andlisis mds profundo teniendo en cuenta que esta actividad fue solamente
detectada en una muestra de materia fecal, donde los rotavirus coexisten frecuentemente con otros

virus.

2.4.4.3. Otras enzimas asociadas al virién

Estudios realizados en virus de la familia Reoviridae, tales como los reovirus y los virus de
polihedrosis citoplasmdticos, demostraron la presencia de enzimas como la nucleétido fosfohidrolasa,
la guanil y las metil transferasas, las cualcs son requeridas para la formacién de los ARNm espccificos
con sccuencia 5’ terminal metilada (cap) (78).

Hasta el momento no se han realizado en rotavirus determinaciones de la actividad de estas
enzimas, y tampoco existe demostracién directa alguna de que haya modificacién y metilacién de los
extremos 5’ (capping) de los ARNm virales.

2.5. Determinantes antigénicos

Las infecciones por rotavirus generan la produccién en el huésped de un espectro de
anticuerpos contra componentes virales estructurales y no estructurales. Existen varias especificidades
antigénicas asociadas a las particulas virales, que determinan la clasificacién serolégica de los rotavirus
en grupos, subgrupos y serotipos.

2.5.1. Determinantes de grupo

El género rotavirus se clasifica en seis serogrupos (A-F) en base a antigenos especificos
lecalizados en la proteina de la cdpside interna VP6 (79). El grupo A constituye la mayoria de los
rotavirus que han sido estudiados hasta el momento, los cuales pueden ser asignados a por lo menos 9
serotipos diferentes (ver mds adelante). Los rotavirus pertenecientes a los grupos B a F han sido
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aislados con menor frecuencia, posiblemente porque son menos virulentos, o porque éstos escapan a
los ensayos de diagndéstico cldsicos, los cuales se basan en la deteccién del antigeno comiin del grupo A.
Por esta razén, han sido también denominados rotavirus atipicos, antigénicamente distintos, o
rotavirus grupo no A (80). Ademds, el electroferotipo de los rotavirus at{picos es caracteristicamente
diferente al de los grupo A (ver seccién 1.2.3).

Los rotavirus grupo B estdn frecuentemente asociados a enteritis aguda fatal en ovejas
neonatas en Inglaterra y Gales, y de hecho son los rotavirus mds comunes asociados a diarrea en ovejas
(81). Un rotavirus atipico perteneciente al grupo B (el virus ADRV) caus6 recientemente una
epidemia de diarrea severa en humanos adultos en China (82, 83, 84).

Como se muestra en la Tabla III, los rotavirus pertenecientes al grupo B, C, y E han sido
aislados de cerdos. Se ha establecido que los virus grupo C de humanos y de cerdos estdn antigénica y

genéticamente relacionados (85).

TABLA 1II

ESPECIES ANIMALES DE LAS CUALES SE HAN AISLADO ROTAVIRUS ATIPICOS

Serogrupo
A B C D E F
Muchas Cerdos Cerdos Pollos Cerdos Pollos
especies Terneros? Humanos®

Ovejas®

HumanosP

2 Referencia 86
b Referencias 87, 88
€ Referencia 85
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2.5.2. Determinantes de subgrupo

Dentro del serogrupo A, otros determinantes de VP6 especifican uno de los dos subgrupos de
rotavirus (I y II). VP2, otro polipéptido de la cdpside interna, estd probablemente también involucrada
en la especificidad de subgrupo (89). Se ha encontrado que VP2 y VP6 son los dos polipéptidos virales
inmunodominantes que son detectados en todos los sueros (90). Se desconoce si la alta respuesta de
anticuerpos dirigidos contra VP6 y VP2 reflejan una alta inmunogenicidad de estos polipéptidos o el
hecho de que VP2 y VP6 comprenden casi 100 % de las proteinas de las particulas de simple cubierta.

2.5.3. Determinantes de serotipo

Un mayor grado de discriminacion entre las distintas cepas virales se obtiene por el criterio
de serotipos. Estos se definen en ensayos de neutralizacién in vitro por reduccién del nimero de placas
virales utilizando sueros hiperinmunes (91).

Las dos proteinas principales de superficie, VP4 y VP7, son los antigenos de neutralizacidn.
Estudios recientes han establecido que las especificidades de neutralizacion de VP7 y de VP4 segregan
indcpendientemente en la naturaleza y que, ademds, VP4 es tan inmunogénica como VP7 (92).

Hasta el momento se han identificado 9 serotipos diferentes, de los cuales 6 pertenecen a
humanos (serotipos 1-4, 8 y 9) (93, 94, 95). En animales se han identificado por lo menos 5 scrotipos
(serotipos 3-7), dos de los cuales (serotipos 3 y 4) han mostrado reaccién cruzada con los serotipos de
rotavirus humanos en ensayos de ncutralizacién (96). De lo expuesto anteriormente se deduce que los
serotipos no correlacionan ni con la especie, ni con la especificidad de subgrupo.

Utilizando andlisis comparativo de las secuencias de aminodcidos de VP7 de distintos
serotipos de rotavirus dc origen animal y humano, se identificaron regiones en la proteina que divergen
en secuencia (97). Se propusieron 6 regiones serolipo especificas, las cuales se designaron A, B, C,D, E
y F (amino4cidos 39-50, 87-101, 120-130, 143-152, 208-221 y 233-242, respectivamente). Cuando las
mismas regiones se compararon entre rotavirus pertenccientes a un mismo serotipo, se encontré un
alto grado de homologia (91-99 %). Estas observaciones indican que las diferencias en la espccificidad
de serotlipo entre rotavirus son el resultado de divergencia de secuencia en las regiones serotipo
especificas propuestas, y que estas regiones estdn conservadas en los miembros de un mismo serotipo,
indcpendientemente del lugar de origen, del afio de aislamiento o de la especie. En base a estas
observaciones se propuso que es posible predecir el serotipo de un aislamiento viral por comparacién
de la secuencia de VP7 de ese aislamicnto con la de un virus de referencia de cada serotipo (91).

3. CICLO DE REPLICACION VIRAL

3.1. Cinética de crecimiento

Los mecanismos moleculares del ciclo de replicacién de los rotavirus no han sido analizados
en detalle hasta el momento. Debido a su gran similitud con el genoma de los reovirus de mamiferos,
cuyo ciclo de replicacién ha sido bien estudiado (98), se ha asumido que los rotavirus se replican
utilizando bdsicamente la misma estrategia que los reovirus (60).
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Los rotavirus, al igual que otros miembros de la familia Reoviridae, se replican por un
mecanismo completamente conservativo por el cual los segmentos de ARNdc se sintetizan
asimétricamente (98, y fig. 3). Este mecanismo involucra como primer etapa la transcripcién del
ARNdc genémico por la ARN polimerasa asociada al virién para generar ARNm [cadena(+)]. Estos
ARNmMm cumplen dos funciones: son traducidos para producir las proteinas virales, y adem4s sirven
como templado para la sintesis de cadenas (-) (replicacién), dando asi origen a la progenie de
ARNdc.

Pocos trabajos describen la cinética de crecimiento de los rotavirus. Un estudio reciente (60)
ha permitido concluir que existe regulacién cualitativa y cuantitativa de la transcripcién. Se observé
control cualitativo solamente cuando se utilizé cicloheximida como inhibidor de 1a sintesis proteica. En
este caso se vio que la transcripcién de 4 genes virales (sg 5, 6, 7, y 9) era independiente de la sintesis
proteica. La regulacién cuantitativa se demuestra por la acumulacién de altos niveles d¢ ARNm de
algunos genes virales como los sg 2 y 7 a diferencia de los bajos niveles detectados de los ARNm de los
sg 4, 6y 10. Ademds, se encontré que existe control a nivel de traduccién del genoma viral, siendo VP6
y VP10 las dos proteinas que se producen en exceso con respecto al resto de las proteinas virales. Sobre
la base del patrén temporal de sintesis de la cadena (-), los segmentos genémicos se pueden dividir en
cuatro grupos. En el primero, que comprende a los genes 2 y 9, el ARN cadena (-) puede ser detectado
a las 1.5 horas post-infeccién (h.p.i.). La cadena (-) del unico miembro del segundo grupo, el sg 1,
comienza a acumularse a las 3.5 h.p.i.. El tercer grupo consiste de los genes 6, 3 y 4, y 11, cuya
acumulacién se detecta primeram-ente alas 4.5, 6.5,y 7.5 h.p.i., respectivamente. La acumulacién de la
cadcna (-) de los genes del ltimo grupo (sg 5, 7, 8, y 10) es lenta en comparacién con la de los otros
grupos y-alcanza los niveles finales m4s bajos.

3.2. Evenlos tempranos en la infeccidn viral

Los eventos tempranos en la infeccién viral incluycn la adsorcidn y 1a penetracion viral, y
la pérdida de la cubierta viral externa (uncoating). .

Se asume que el alto grado de especificidad de huésped celular que presentan los rotavirus
depende solamente de la especificidad con que se produce el fenémeno de adsorcién, y no de los
eventos intracelulares subsiguientes (3).

Luego de la unién a la superficie celular, el virus debe pasar a través de la bicapa lipidica celular y
desorganizar su cubierta proteica de manera que el genoma viral pueda transcribirse y replicarse.

Existe informacién detallada sobre el mecanismo de penetracién de muchos virus con
envoltura (99, 100, 101), sin embargo, el mecanismo por el cual los virus icosaédricos (sin envoltura)
penetran en la célula y pierden su cubierta es menos conocido. A diferencia de lo que ocurre con los
virus que entran por endocitosis, la entrada de rotavirus a la célula no es sensible a bases débiles ni a
inhibidores de la endocitosis (azida de sodio, dinitrofenol) (102), lo que sugeriria, junto con resultados
de microscopia electrénica, que los rotavirus entran a la célula por penetracién directa de la membrana
celular, luego del clivaje triptico de VP4. Por microscopia electrénica se ha demostrado que las
particulas virales se adsorben a la membrana citoplasmdtica de la célula huésped, tanto in vitro (103)
como in vivo (104).. En este iltimo caso, las particulas virales se asocian a la punta de las
microvellosidades del intestino.
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Segun estudios realizados (3), tan pronto como la particula deja la zona extracelular donde la
concentracién de calcio es relativamente alta, y pasa al citoplasma, donde la concentracién de calcio se
mantiene inferior a 1 uM, la cdpside externa se disocia y se activa la polimerasa endégena.

3.3. Transcripcién

Luego de la pérdida de la cubierta externa, se inicia inmediatamente en el citoplasma la
sintesis de ARNm usando como templado la cadena (-) del ARNdc de cada uno de los segmentos
gendmicos. Si bien los transcriptos no tienen poli(A) en su extremo 3', pueden funcionar como
mensajeros dirigiendo la sintesis de los polipéptidos virales tanto in vivo como en sistemas de
traduccidn libres de células (105, 106).

Por estudios de traduccién in vitro de ARNm virales, se ha obscrvado que la traduccién de
todos los productos primarios se estimula por la presencia de S-adenosil metionina (SAM) (2), lo que
sugerirfa que los transcriptos virales podrian tener extremos 5’ metilados. SAM no estimula la
actividad de ARN polimerasa y, salvo una traduccién mds eficiente, no se detectan diferencias en los
transcriptos sintetizados en la presencia o en la ausencia de SAM (105). Se desconoce si la mayor
eficiencia de traduccién de los transcriptos sintetizados en la presencia de SAM refleja una mayor
estabilidad de los transcriptos o una iniciacién mds eficiente de la traduccién.

3.4. Biosintesis de polipéptidos

Si las células se infectan a una alta multiplicidad de infeccion como para producir una
inhibicién rdpida de la sintesis proteica celular, las proteinas virales se pueden detectar a las 4 h.p.i.
(22). Estudios ultraestucturales sugieren que tanto la transcripcién como la biosintesis de polipéptidos
tienen lugar en o alrededor de dreas moderadamente electrodensas, granulares o finamente fibrilares
denominadas viroplasmas o inclusiones virales. Estas se asemejan a las "factorias" virales observadas
en células infectadas con reovirus o con orbivirus (3). La composicién proteica de los viroplasmas no es
conocida, aunque deben de incluir algunas de las proteinas no estructurales.

3.5. Sintesis de ARNdc viral (replicacién)

Se ha propuesto que la sintesis d¢ ARNdc a partir d¢ ARNm [cadena(+)] tiene lugar en
particulas denominadas replicasa (45). Se ha encontrado que estas particulas conticnen las proteinas
virales estructurales VP1, VP2 y VP6; las mismas proteinas que se encuentran en particulas de simple
cubierta. Sin embargo, las particulas de replicasa son iunicas ya que contienen ademds las proteinas
VP8 y VP9, y tiencn una densidad en gradientes de CsCl que excede a la de las particulas de simple
cubierta. La alta densidad de las particulas de replicasa se debe en parte a la presencia de ARNsc
asociado a las mismas. Estos ARNsc podrian servir como templados para la sintesis de ARNdc.
Estudios de marcaci6n y seguimiento ir vivo indicaron que tan pronto como los ARNsc se replican, las
particulas de replicasa maduran rdpidamente a estructuras idénticas en densidad a las particulas de
simple cubierta. Teniendo en cuenta el hecho de que VP6 es requerida para la actividad de
transcriptasa en particulas de simple cubierta (70), y que mutantes termosensibles que mapean en el sg
6 son negativas para la sintesis d¢ ARNdc a la temperatura no permisiva (46), se puede concluir que la



presencia de VP6 es probablemente requerida para la actividad de replicasa. Sin embargo, se desconoce
si existe una cubierta completa de VP6 alrededor de las particulas de replicasa. Se ha propuesto que,
durante la replicacién del ARN de rotavirus, el ARNm viral que sirve como templado para la sintesis
de ARNdc es secuestrado dentro de las particulas de replicasa a medida que es replicado por la
polimerasa viral.

Por otra parte es bien conocido el hecho de que todos los segmentos genémicos presentan
secuencias 5’ y 3’ conservadas (107, 108), lo que es probablemente un requerimiento general de virus
que tienen un genoma a ARN segmentado y que llevan su propia ARN polimerasa. Estas secuencias
terminales conservadas deben ser importantes como sitios de reconocimiento para la iniciacién de la
sintesis d¢ ARNm, la replicacién del ARN, o como senales de reconocimiento para el ensamblado de
las segmentos genémicos.

3.6. Ensamblado

La morfogénesis de rotavirus parece ser dnica dentro de la familia Reoviridae, ya que por el
proceso de brotacién (budding) en el R.E.R. las particulas virales se acumulan en vesiculas de
membrana. Particulas desprovistas de la cubierta externa se ensamblan primero en los "viroplasmas" en
la periferia del nicleo y luego brotan al R.E.R. (2). La envoltura de membrana adquirida durante este
proceso se pierde a medida que las particulas se mueven hacia el interior del R.E. y, en lugar de esta
membrana, los viriones adquicren las proteinas virales de superficie y el virus maduro se acumula en el
espacio luminal hasta que se produce la lisis celular.
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La brotacién del core viral y la subsiguiente envoltura transiente por la membrana del

R.E.R. es un paso clave en la serie de eventos y parece involucrar la interaccién del core con la

protefna no estructural VP10 que actia como receptor del mismo.

Se ha tratado de elucidar los pardmetros que afectan la estabilidad del virus, y los que
gobiernan el proceso de maduracién. Se ha encontrado que los iones Ca®* juegan un papel importante
en la morfogénesis de los rotavirus, ya que en ausencia de Ca’** Ia produccién de particulas infectivas
estd totalmente inhibida, mientras que la sintesis global de proteinas virales no se ve afectada (109).
Ademds, los iones Ca%* son incorporados al virién, lo que es consistente con estudios previos donde los
agentes quelantes producian la desintegracién de los virus.
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4. EVOLUCION DE LOS ROTAVIRUS

4.1. Mecanismos de variabilidad genémica

Aunque no se ha encontrado explicacién para la evolucién de virus que exhiben un alto grado
de variabilidad genémica como los rotavirus, se han propuesto varios mecanismos. (i) Los rotavirus
poseen una ARN polimerasa ARN dependiente codificada y asociada al virién, que, como otras ARN
polimerasas virales presentan poca fidelidad y podrian por lo tanto proveer numerosas mutantes en un
breve periodo de tiempo (110, 111, 112). De hecho, se han encontrado mutaciones puntuales
secuenciales en aislamientos obtenidos con una diferencia de meses (113). (ii) Dado que los rotavirus
tienen un genoma segmentado, éstos pueden evolucionar por intercambio de segmentos virales
(reassortment) entre distintas cepas por coinfeccién (114). (iii) Los rotavirus pueden mutar mediante
reordenamientos genémicos, cuyo mecanismo ha sido investigado en esta Tesis. (iv) Una combinacién

de los mecanismos descriptos anteriormente podria ser operativo.

4.2. Fidelidad de 1a ARN polimerasa

La rdpida velocidad de evolucién del genoma de los virus a2 ARN se debe en parte a la menor
fidelidad de la ARN polimerasa en comparacién con la ADN polimerasa (110, 111). Mientras que la
frecuencia de mutacién para genomas de ADN ha sido estimada entre 107101 por base por
replicacidn, la frecuencia de error para las ARN polimerasas estd estimada en 10 errores por nt por
ciclo de replicacién. Se ha propuesto que este alto grado de mutacién es el que establece un limite
superior para el tamafio de los genomas de los virus a ARN (111). La [idelidad limitada de las ARN
polimerasas refleja la falta de mecanismos efectivos de correccion de la sintesis (proofreading).
Aunque se han encontrado evidencias de excision 3’5’ para la polimerasa del virus de influenza (115)
no se ha demostrado ain la existencia de un mecanismo de correccion de sintesis de la cadena creciente
de ARN.

4.3. Recombinacién de la informacién genética en rotavirus

La forma mds comin de recombinacién entre virus a ARN es la segregacién independiente
de distintos segmentos genémicos virales durante una infeccién mixta para producir una progenie viral
con caracteristicas de ambos virus parentales (reassortment).

La naturaleza segmentada de los rotavirus permite que éstos intercambien segmentos
gendémicos in vivo e in vitro (por coinfeccién de un cultivo de células) (114, 116, 117), ya que
solamente se empaqueta una copia de cada gen. La propiedad de reassortrment ha sido aprovechada
para crecer en cultivo de células rotavirus no adaptables a cultivo por coinfeccién con virus que crecen
eficientemente (114). Asimismo los virus reassortants han sido dutiles para determinar la asignacién
codilicante de segmentos genémicos (114, 116) y son candidatos potenciales para produccién de
vacunas (ver seccién [.5.3.).
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4.4. Heterogeneidad del genoma de rotavirus

Debido a la alta frecuencia de mutacién, cualquier poblacién de virus a ARN, aun una
poblacién derivada de un unico clon viral, consiste de individuos que difieren en su composicién
nucleotidica; esta distribucién de variantes genémicas puede variar en el tiempo y las variantes que
aparecen estdn en equilibrio dindmico transiente compitiendo con todas las variantes de la poblacién
(concepto de cuasiespecie) (112).

En el caso de los rotavirus, se ha observado heterogeneidad del genoma en virus aislados de
terneros (118) y de monos (119), y se vio que esto se debe a la presencia de diferentes subpoblaciones
de virus en el mismo aislamiento. También se ha visto que dentro de una comunidad en un periodo
determinado del afio pueden circular virus con distintos electroferotipos (120). Inclusive 10 % o mds de
las muestras clinicas presentan mds de 11 segmentos (121, 122). Esto se explica por coinfeccién del
huésped con dos o mds cepas de rotavirus. Si se forman reassortants estables durante la coinfeccién, se
podrian originar nuevas cepas de rotavirus. Ciertas cepas de rotavirus humanos y de animales parecen
haberse originado de esta forma (123).

4.5. Reordenamientos genémicos en rotavirus

4.5.1. Reordenamientos gendmicos en rotavirus de distintas especies

Los reordenamicntos gendmicos en rotavirus se caracterizan por la desaparicion de
segmentos genémicos propios de un perfil electroforético normal, y por la aparicién de segmentos de
mayor tamafo. Los reordenamientos gendmicos en rotavirus han sido descriptos en humanos
inmunocompetentes, ya sea acompaiado de diarrea (124), o sin sintomas clinicos (125), en nifos
inmunodeficientes crénicamente infectados (126), en conejos (127), en ternecros (128), y mds
recientemente en porcinos (129). En estos casos los segmentos involucrados en los reordenamientos
son el sg 8, 10, u 11. También se han obtenido virus presentando reordenamiento genémico del sg 5 por
pasajes seriados in vitro a alta multiplicidad de infeccién (130).

Ademds, estos virus con material genético adicional son indistinguibles en forma y tamaio de
un virus normal (129).

En los casos estudiados hasta el momento se encontré que en virus con reordenamientos
genémicos el perfil electroforético de protefnas virales no se presenta aparentemente alterado con
respecto al de los virus normales, lo que sugeriria que los marcos de lectura en los genes reordenados
son los mismos que en los genes normales correspondientes, y que su expresién no se ha alterado. En
un caso de reordenamiento genémico del sg 5 no se encontrd evidencia del producto codificado por este
gen (130). Sin embargo, hasta el momento no se ha utilizado un anticuerpo especifico dirigido a la
proteina del gen involucrado en el rearreglo que permitiera demostrar inequivocamente la presencia o

ausencia de la proteina en los virus con reordenamiento genémico.
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4.5.2. Reordenamientos genémicos en otros micmbros de Reoviridae

Se han obtenido preparaciones de virus pertenecientes a otros géneros de la familia
Reoviridae que presentan un perfil de ARNdc gendmico atipico. En el caso de los reovirus se han
generado mutantes de delecién de los segmentos L, Ly y My por pasaje seriado en cultivo de células
(131, 132, 133). En el virus del tumor de las heridas se han aislado ARNdc derivados por deleciones
internas del genoma viral (134). En una variante australiana de orbivirus se encontré un segmento
gendmico que era resultado de la delecién del segmento 9 normal, el cual daba como producto una
protcina de 32 kDa en lugar de la proteina normal de 38 kDa detectada en la cepa salvaje (135). Se
sugirié que la proteina de 32 kDa podria reemplazar funcionalmente a la normal. Se han aislado
también variantes de orbivirus conteniendo concatémeros del segmento genémico normal, los cuales
son funcionales y capaces de reemplazar a los segmentos normales. Estudios de mapeo con RNasa T,
sugirieron que estos ARN son dimeros en oricntacién cabeza-cola. La gencracién de estos dimeros no
parcce resultar en nuevos praductos, sino cn informacién genética silenciosa presumiblemente 3’ distal
de la region codilicante normal del segmento correspondiente.

5. BIOLOGIA DE LOS ROTAVIRUS

5.1. Enfermedades y patogénesis

Los rotavirus son los principales agentes causantes de diarrea aguda no bacteriana en niiios
laclantes y en animales jévenes de muchas especies (1, 2, 3), aunque sintomas similares son también
producidos por los coronavirus y ciertas baclerias, sicndo la enfermedad mdés severa causada por
infecciones miltiples. En terncros y cerdos particularmente, la enteritis por infeccién con rotavirus
causa grandes pérdidas econémicas, ya sea por muerte como por retraso en la ganancia de peso de los
animales que se recuperan de Ia infeccién.

5.1.1. Diarrca epizoética de ratones infantes

La infecci6én murina por rotavirus puede constituir el principal problema en criaderos de
ratones, ya que es altamente contagiosa y dificil de erradicar. El periodo de incubacién es de
aproximadamente de 2 dias en ratones de 3-16 dias de edad, provocando diarrea y deshidratacién. La
susceptibilidad a enfermedades sintomdticas depende marcadamente de la edad, y ratones adultos
pueden tener infecciones asintométicas (136).

5.1.2. Diarrea del ganado

En infecciones experimentales con altas dosis de virus, la enteritis bovina causada por
rotavirus puede aparecer en un periodo de tiempo de 13 horas. En orden de aparicién, los sintomas que
se presentan son depresion, anorexia, y diarrea con heces blancas o amarillas en un tiempo de 6-12
horas. Los terneros pueden morir como consecuencia de deshidratacién o infeccién bacteriana
secundaria, o pueden recuperarse en 34 dias. Las infecciones naturales parecen ser més frecuentes en
la segunda semana de vida (137).
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5.1.3. Enteritis de cerdos

La enfermedad ocurre en cerdos de 1-8 semanas de edad, poco tiempo después del destete,
especialmente si es temprano o abrupto (138). Los si ntomas incluyen anorexia, diarrea y vémitos, luego
de un periodo de incubacién de 1 a 2 dias, pudiendo causar deshidratacién severa o una seria depresién
en la ganancia de peso.

5.1.4. Enfermedad en otros animales domésticos y en aves

Los rotavirus estdn asociados a diarrea en potrillos. En pollos y pavos, existen por lo menos 3
serotipos de rotavirus que estdn asociados a sintomas de diarrea, apetilo pobre o anormal,
deshidratacién y mortalidad elevada (3). Los rotavirus atipicos de pollos parecen no causar enfermedad

severa.
5.1.5. Enteritis infantil

5.1.5.1. Caracteristicas clinicas

Las caracteristicas clinicas de la enteritis humana producida por rotavirus han sido descriptas
en detalle por varios investigadores (139, 140). Luego de un periodo de incubacién de 1-2 dias, se
observa diarrea y vémitos, y puede haber fiebre (38-39 °C). La diarrea dura aproximadamente 4-5 das,
y es comtin la deshidratacién moderada. La enfermedad severa es més frecuente en bebés de 6-18 meses
de edad. Puede sobrevenir la muerte por deshidratacién répida y severa, por lo que esta enfermedad es
la principal causa de mortalidad infantil en muchas partes del mundo.

Por otra parte, las infecciones asintomiticas en neonatos parecen ser frecuentes (141). En
nifios inmunodecficientes se han observado diarreas que duran un largo periodo de tiempo con excrecién
de rotavirus por m4s de 6 semanas y deteccién de antigenos virales en suero (142).

5.1.5.2. Patogénesis y patologia

El patrén general de infeccién por rotavirus comprende la penctraci6n viral y la infeccién de
las células epiteliales que tapizan las mitades apicales de las vellosidades del intestino delgado (2). Los
rotavirus se multiplican en el citoplasma de estas células, lo que resulta en un daio tanto de las
funciones de absorcién como de las digestivas. Las células dafadas son liberadas al lumen del intestino
delgado y la lisis de las mismas libera el virus por lo cual se detectan grandes cantidades de particulas
virales en las heces de los individuos infectados. Las células de absorcién diferenciadas de las
vellosidades son reemplazadas por las células epiteliales inmaduras de las criptas que, si bien no son
susceptibles al virus, no pueden compensar inmediatamente el defecto de absorcién (143). La infeccién
progresa desde la porcién superior del intestino delgado a la inferior. Las células cpiteliales inmaduras
que reemplazan a aquellas destruidas por €} virus presentan bajos niveles de disacaridasas, incluyendo
la laclasa, y el transporte de sodio acoplado a glucosa también se ve dafiado (144). Las vellosidades
retornan a su estado normal en un periodo de 3-4 semanas.
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Se han demostrado dos ctapas en el periodo de recuperacién (3). La primera es no inmune en
la naturaleza y es probablemente debida a la pérdida de las células susceptibles a los rotavirus, y
posiblemente, a la produccién de interferén. En la segunda fase se observa la eliminacién final del
virus, seguida por la produccién de anticuerpos locales.

5.2. Epidemiologia

5.2.1. Modo de transmisién

Dado que los rotavirus se replican en las células epiteliales del intestino, las heces son la
fuente de infeccién, ya que contienen grandes cantidades de particulas virales. Por otra parte, los
rotavirus son muy estables, dado que su estructura, y por lo tanto su naturalcza infectiva, se preserva en
las heces de los animales jévenes debido a su alto contenido de calcio (145). Existen asi més de un
modo posible de transmisidn, y es dificil detcrminar cudl es el m4s importante.

Se ha postulado que la transmisién aérea por el polvo o por pequeias gotas explicaria la
discminacién eficiente de los rotavirus murinos de una jaula a otra (146). Asimismo se ha sugerido que
la transmisién de rotavirus humanos en hospitales podria ser por via aérea.

Los rotavirus también pueden ser transmitidos por agua, ya que se sabe que los rotavirus
infectivos pueden sobrevivir en el agua por periodos prolongados, y que son altamente resistentes a la
clorinacién (147). En el caso de los animales domésticos, la forma de transmisién parece ser por
contaclo directo con individuos infectados o con €l ambicnte contaminado; este dltimo caso seria la
idea favorecida para las infecciones en hospitales.

5.2.2. Incidencia de las infecciones

En general, las infecciones por rotavirus sintomdticas ocurren en neonaltos o animales muy
jévenes, pero pueden ocurrir repetidas infecciones a diferentes edades sin tener sintomas. A diferencia
de lo que ocurre en otros animales, y por razones desconocidas, las infecciones neonatales humanas son
suaves o asintomdticas, mientras que las infecciones més serias ocurren en el grupo de 6 meses a 2 aiios
de edad (148). Posiblemente, un nivel muy alto de anticuerpos circulantes adquiridos a través de la
placenta es responsable de la relativa resistencia a la enfermedad durante la reinfeccién neonatal, pero
esto no ha sido ain demostrado.

Se han informado infecciones por rotavirus sintomdticas y asintomdticas cn adultos, ya sea en
personal de hospitales, adultos en contacto con pacientes pedidtricos, o en viajeros adultos (149).

En paises con clima templado, existe un pico de infeccién en invierno. Sin embargo, en zonas
tropicales, las infecciones ocurren frecueniemente a lo largo del aiio.

El nivel de inmunidad, especialmente la inmunidad pasiva en animales jévenes, afecta la
incidencia de la infeccién. Esto ha sido observado en ratones, donde las progenies sucesivas de una
misma madre muestran sintomas més suaves, y en humanos, donde hay una reducida incidencia de

infecciones en bebés que son alimentados con leche materna (150).
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5.3. Perspectivas de control

Se ha mostrado gran interés en la posibilidad de desarrollar vacunas que estimulen la
inmunidad entérica local, ya que la experiencia alcanzada hasta el momento sugiere que las mejoras en
la higiene de granjas, casas, u hospitales no pueden controlar completamente las infecciones por
rotavirus.

Las estrategias seguidas incluyen la utilizacién de cepas virales atenuadas, de virus
reassortants, y la produccién de proteinas virales en sistemas de expresién bacterianos o eucariéticos;
sin embargo, no se conocen los mecanismos inmunol6gicos y no inmunolégicos que son criticos para
inducir proteccién contra la infeccién por rotavirus (79).

El objetivo de una vacuna contra rotavirus debe ser el prevenir la gastroenteritis aguda
durante los dos primeros afios de vida, periodo durante el cual la enfermedad es mds severa. Algunas
observaciones sugieren que la efectividad de una vacuna contra rotavirus depende, cn gran medida, de
su capacidad de estimular en humanos anticuerpos IgA en intestino y de otras formas de inmunidad
local. Por tal razén, los estudios de inmunoprofilaxis experimental estdn dirigidos principalmente al
desarrollo de vacunas con virus atcnuados.

Teniendo en cuenta que los rotavirus de origen animal y humano muestran reactividad
serolégica cruzada a nivel del antigeno de grupo de la cépside interna (seccién 2.5.1.), se han utilizado
como vacunas cepas animales atenuadas para humanos.

La cepa bovina NCDV fue atenuada por 147 pasajes en cultivo de tejido y la nueva cepa fue
denominada RIT 4237 (151). Esta cepa, altamente atenuada, indujo proteccién cruzada contra
infecciones con rotavirus humanos en un modelo animal de cerdos (80). Cuando se administré a nifos
entre 6 y 12 meses de edad produjo infeccin intestinal asintomdtica con baja proporcién de excrecion
viral y con pi'qduccién de anticuerpos en més de 80 % de los sujetos seronegativos inicialmente. Por
desafio con rotavirus humano tal vacunacién confirié 80 % -90 % de proteccién contra diarrea severa,
independientemente del serotipo del rotavirus humano.

La cepa de mono rhesus RRV-1, menos atenuada que la RIT 4237, es m4s infectiva para el
hombre y la multiplicacién viral en el intestino resulta en la excrecién del virus acompafiada de algunos
sfntomas clinicos, principalmente fiebre a los 3-4 dias post-vacunacién (152). El grado de proteccién
contra rotavirus humano parece ser similar al inducido por la vacunacién con la cepa bovina NCDV.

En un estudio de campo realizado en Argentina se ensayd la efectividad de una vacuna
producida con virus bovino atenuado en adyuvante oleoso (153). La vacunacién de vacas prefadas
permitié proteger a la cria contra diarrea por rotavirus, seguramente por inmunidad adquirida a través
del calostro.

Por otra parte, el hecho de poder obtener reassortants donde todos los genes sean de origen
animal salvo los genes que codifican para los antigenos de neutralizacién (VP4 y VP7), haria posible la
utilizacién de los mismos como vacunas para humanos. Este tipo de virus recombinante donde todos los
genes, excepto uno, son de origen animal, parecen ser atenuados para humanos (154).
Alternativamente, la inmunizacién con un rotavirus reassortant conteniendo las proteinas virales VP4
y VP7 de dos virus parentales antigénicamente distintos, podria proteger contra virus de 2 o mis
serotipos.



En cuanto al uso de proteinas virales recombinantes producidas en sistemas de expresién no
ha mostrado hasta el momento ser iitil como vacuna, ya que no inducen proteccién contra un desafio
viral (79).

Finalmente, la inmunizacién pasiva ha demostrado ser efectiva en prevenir la enfermedad en
animales (4). Ademds, la administracién oral de calostro de vacas inmunizadas con rotavirus humano

previno la enfermedad durante una epidemia de gastroenteritis por rotavirus en niios (155).
6. OBJETIVOS

Como se ha mencionado antes, se han aislado rotavirus que presentan reordenamientos
genémicos de humanos (124, 125, 126), de terneros (128), y de conejos (127). También se han descripto
reordenamientos genémicos cn aislamientos naturales de orbivirus (135). En la mayoria de los casos
descriptos el segmento involucrado en los reordecnamientos genémicos es el sg 11. Sin embargo, se
desconocia hasta el momento la estructura de los genes reordenados y las consecuencias del
reordenamiento en Ja expresién de los mismos. .

En 1985 y 1986, Bellinzoni y col.(129) aislaron de distintos criaderos de cerdos de la provincia
de Buenos Aires las cepas C60 y C117 que presentan un electroferotipo alterado: €l segmento que
migra como el gen 11 normal desaparece, y aparcce un segmento de mayor tamaiio. Teniendo en
cucnta estos antecedentes, y €l hecho de que los reordenamientios genémicos son frecuentes en
rotavirus y en otros virus a ARNdc, y constituycn ademds uno de los mecanismos de evolucién del
genoma viral, el propésito del presentc trabajo de Tesis fue estudiar los mecanismos involucrados en
los reordenamientos gecnémicos en rotavirus y analizar sus consecuencias a nivel de variabilidad

genémica y de cxpresién protceica viral.
Para ello se propusieron los siguientes objctivos:

1) Identificar los genes implicados en cl reordenamiento genémico de las dos cepas porcinas
mencionadas anteriormente.

2) Estudiar la estructura de los genes reordenados con el objeto de encontrar los mecanismos que

pudieron darles origen.

3) Estudiar si los reordenamientos genémicos tienen alguna consecuencia a nivel de la expresion del
genoma viral.

4) Caracterizar el producto proteico del sg 11 normal y de los genes reordenados, estudiando su
expresién, localizacién y modificaciones post-traduccionales.
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II. MATERIALES Y METODOS
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1. Virus y células

Se utilizaron las siguientes cepas virales cedidas por el Centro de Virologia Animal
(CEVAN):
cepa bovina UK, aislamientos naturales de origen bovino T67 y T82, cepa de simio SA11, cepa humana
Met, y cepas porcinas OSU, C60, C134, C117, CN86 y Cc86. Estas iltimas cepas (C60, C134, C117,
CNB86 y Cc86) provienen de aislamientos naturales obtenidos de distintos criaderos de cerdos de la
provincia de Buenos Aires, los cuales fueron adaptados a cultivo y clonados por €l método de dilucién
limite (156).

Los virus fueron propagados cn células de riién de embrién de mono MA104 segin
procedimientos publicados (157). Las células se crecieron en medio MEM Dulbecco suplementado con
10 % de suero fetal bovino, 2 mM en L-glutamina y antibiéticos (100 unidades de penicilina y 100 ug de
estreptomicina por ml). Los virus se activaron con tripsina (20 ug/ml) durante 30 minutos a 37 °Cyse
dejaron adsorber sobre la monocapa de células durante 1 hora a 37 OC. Se 1av6 luego 1a monocapa con
PBSy se agregé medio MEM Dulbecco sin suero conteniendo 2 ug de tripsina por ml. Se incubaron las
células a 37 °C hasta observar efecto citopatico completo. '

2. Extraccién de ARNdc viral

El ARNdc viral se purificé de células infectadas MA104 que mostraban efecto citopético
total (24-48 horas, dependiendo del virus). Las células se lisaron mediante tres ciclos de congelamiento-
descongelamientio con ¢l objeto de liberar el virus intracclular. La suspensién resultante sc lievd a
0.05% (v/v) en NP-40 y se centrifugé a 2,000xg durante 15 minutos para sedimentar los nicleos. Al
sobrenadante se agregaron EDTA y SDS en una concentracién final de 10 mM y 1%, respectivamente,
y se trat6 posteriormente con proteinasa K (50 pg/ml) durante 1 hora a 50 OC. Luego sc extrajo 2 veces
con un volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (50:49:1 v/v) a 60 OC. La fase acuosa resultante
de las extracciones se precipité con 3 volimenes de etanol 95%. Lucgo de recuperar el ARN por
centrifugacion, se resuspendié en HyO 'y sc llevé a 2M LiCl para precipitar el ARNsc. El sobrenadante
resultante de la centrifugacién a 12,000xg durante 30 minutos se precipité con 3 volimenes de etanol
95% con el objeto de sedimentar el ARNdc.

El ARNdc utilizado como templado en la sintesis de ADNc fue ademds purilicado por
cromatografia en columna de cclulosa Whatman CF-11 equilibrada en buffer STE (100mM NacCl,
1mM Tris-HCI [pH 7.4], 1ImM EDTA) conteniendo 30% etanol. El ARNdc viral se eluy6 libre de
contaminaciones de ARNscy de ADN con un gradiente discontinuo de 30 %, 15 % y 0 % de etanol en
buffer STE (158).

3. Electroforesis y Northern blots de ARNdc genémico viral

El ARNdc genémico viral (5-10 ng) se resolvié mediante electroforesis en geles de-SDS-10
% poliacrilamida empleando el sistema de buffer discontinuo de Laemmli (159). Los segmentos
genémicos de ARNdc se visualizaron por tincién con bromuro de etidio. El ARNdc se desnaturaliz6



tratando el gel con 0.1 M NaOH (lemperatura ambiente, 10 minutos) y se electrotransfirié a
membranas de nylon (Gene Screen) en buffer 25 mM NaH,PO,/Na,HPO, (pH 6.5) a 100 mA durante
2-4 horas. Las hibridaciones se llevaron a cabo en 5x SET (1x: 0.15 M NaCl, 0.03 M Tris-HCI [pH 8.0],
2 mM EDTA) y 0.25 % de leche en polvo descremada a 65 °C. Los lavados se realizaron en 1x SET, 0.1
% SDS a la misma temperatura.

4. Purificacién de segmentos genémicos de ARNdc por electroelucién

El genoma viral se resolvié por electroforesis en un gel de poliacrilamida segiin se describié
anteriormente. Después de teiiir con bromuro de etidio, las bandas de ARN se visualizaron por
transiluminacién con luz ultravioleta y se cortaron los fragmentos de gel correspondientes a los
segmentos de interés. Los fragmentos de gel se colocaron en bolsitas de didlisis conteniendo buffer
Tris-acetato (0.04M tris-acetato [pH 7.4], ImM EDTA) y se electroeluy6 el ARNdc a 100 volts durante
1 hora. Luego de invertir la polaridad de la corriente por aproximadamente 30 segundos (para liberar el
ARN de la cara interna de la membrana de didlisis) se tomé6 la solucién y se precipité el ARN con 3
volimenes de etanol 95%. EI ARN se recuperé por centrifugacién (12,000 xg, 30 minutos), se
resuspendié en 200 ul de buffer 10 mM Tris-HCI (pH 7.4), 1 mM EDTA (T.E.) y se reprecipité con
etanol. Finalmente, el segmento genémico de ARNdc aislado se resuspendié en un volumen de 15-20 ul
de H,O y se estim6 la recuperacién por electroforesis de un 10% de la muestra en un gel de agarosa
1% y tincién con bromuro de etidio.

32p

5. Marcacién radiactiva de segmentos genémicos con

Los segmentos de ARNdc electroeluidos de un gel de poliacrilamida se marcaron con [)/-
32p] ATP segiin el método de Arrand (160). Brevemente, 100 ng del segmento de ARNdc purificado se
hidrolizé parcialmente en 0.1IM NaOH (0 °C, 10 minutos) y luego de neutralizar con 1 volimen de
0.1M HCl y 1M Tris-HCI (pH 8.0), se precipité con 3 volimenes de etanol 95%. El ARN se recuperé
por centrifugacidn, y los extremos 5’ se marcaron con 50 uCi de ['}’-32P] ATP (3000 Ci/mmol) y T4
polinucle6tido quinasa (161). EI ARN marcado se separé del nucleétido libre por cromatografia en
columna de Sephadex G-50 equilibrada en buffer T.E. (pH 7.4).

6. Obtencién de sondas radiactivas

Los pldsmidos y fragmentos de ADN utilizados como sondas se marcaron radiactivamente
con [a»nP]'dCT P (3000 Ci/mmol) segin el método de Rigby & col. (162) obteniéndose actividades
especificas mayores de 10’ cpm/ ug de ADN. El ADN marcado se separé del nucleétido libre pasando
la mezcla de reaccién a través de una columna de Sephadex G-50 equilibrada en T.E..
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7. Identificacién de clones de una genoteca de ADNc de rotavirus bovino

Se realizé el andlisis (screening) de una genoteca de ADNCc del aislamiento bovino T82
(163), para identilicar clones correspondientes a cada segmento genémico.

Se tomaron clones al azar, se analiz6 primero el tamaiio de los insertos de ADNc por doble
digestién con las enzimas Pstl/EcoRI o con EcoR1/HindlIl y electroforesis en geles de agarosa (161).
Luego se marcaron clones individuales o mezclas de grupos de 5 clones con 32p como se indica en la
seccién anterior, los cuales se utilizaron como sondas en ensayos de hibridacién de filtros de nylon con
ARN genémico total electrotransferido como se describe en la seccién [1.3. de Materiales y Métodos.
Las condiciones de hibridacién se detallan en la misma seccién.

8. Construccién de una genoteca de la cepa C60

6 g de ARNdc genémico se desnaturalizaron por calentamiento a 90 ©C, 5 minutos. E1 ARN
desnaturalizado se poliadenilS con la enzima poli(A) polimerasa de E. coli (3 unidades) en 100 ul de
solucién conteniendo 50 mM Tris-HCI (pH7.4), 10 mM MgCl,, 250 mM NaCl, 2.5 mM MnCl, y 100
1M ATP. Luego de proceder la reaccién (37 °C, 10 minutos), se extrajo con mezcla fenol-cloroformo-
isoamilico (50:49:1 v/v) y se precipit6 con etanol 95%.

La sintesis de ADNc se realiz6 segin el método de Gubler y Hoffman (164). Luego de
calentar el ARN poliadenilado a 65 °C por 3 minutos, se realiz6 la sintesis de la primera cadena en 110
1l de reaccién conteniendo: 60 ug/ml de ARN poliadenilado, 1x buffer de transcriptasa reversa (5x
buffer: 500 mM Tris-HCI [pH 8.2 a 37 °C], 50 mM MgCl, y 700 mM KCl), 500 uM en cada uno de los
nucleétidos trifosfato, 10 mM DTT , 80 pg/ml de oligodT , |
La reacci6én procedié a 42 °C por 90 minutos, luego de lo cual se precipité la mezcla de ADNc-ARN

g ¥ 50 unidades de transcriptasa reversa .

con etanol 95% en presencia de 2.5 M NH4OAc. Para la sintesis de la segunda cadena se tomd el
equivalente a 2 pug de ARNdc genémico original en 50 ul de 100 mM Hepes.K (pH 7.0), 100 mM KC|,
10 mM MgCl,, 2 mM DTT y 500 uM en cada uno de los dNTPs y se incub6 con 4 unidades de ARNasa
H y 20 unidades de ADN Polimerasa I 60 minutos a 16 °C, luego 60 minutos a temperatura ambiente y
posteriormente se calenté a 65 °C por 10 minutos. Se agregaron 2 unidades de T4 ADN polimerasa por
pg de ARN original y se incub6 10 minutos a 37 °C deteniendo la reaccién con EDTA (20 mM
concentracién final). Luego de extraer con mezcla fenol- cloroformo- isoamilico, se precipit6 el ADNc
con el agregado de NH,OAcy etanol 95 %. De esta forma se obtuvo ADNc con extremos romos el cual
fue clonado en el sitio Srnal del vector pUC 13.

9. Construccién de una genoteca de ADNCc de la cepa porcina OSU

Para la construccién de la genoteca de la cepa OSU se partié de 1 ug de ARNdc genémico y
se procedié esencialmente como se describié para la cepa C60, salvo que la sintesis de la segunda
cadena se realizé seguin la modificacién de Gubler (165). A la mezcla de reaccién de la primera cadena
(20 n.1), realizada bajo las condiciones descriptas en la seccién anterior, se agregaron 50 ul de 40 mM
Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM MgCl,, 20 mM (NH,),SOy, 200 mM KCl, 100 zg/ml BSA, 4.6 unidades de
ARNasa H y 115 unidades de ADN palimerasa I en un volumen final de 100 ul. La mezcla de ADNc se
ligé al vector pUC 19 digerido por Smal y desfosforilada.
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La identificacién de clones positivos en las genotecas de ADNc de la cepas C60 y OSU, se
hizo utilizando como sonda de hibridacién el clon de ADNc P79, que corresponde al sg 11 bovino (ver
Resultados, seccién I11.1.1.).

10. Secuenciacién del gen reordenado X1

Los insertos de 2 clones de ADNc (pX1.1 y pX1.2) correspondientes al segmento genémico
X fueron subclonados en los sitios EcoRl/ BamHI del fago M13 en ambas orientaciones y usados
para secuenciar ambas cadenas virales por el método de secuenciacion de Sanger (166). La secuencia
completa del gen se determiné usando una seric de clones provenientes de digestiones unidireccionales
progresivas del clon pX1.1 (clon completo) a partir de su extremo 5’ con la enzima exonucleasa III,
seguido por tratamiento con nucleasa S1 y religado (167).

2 ug de ADN (forma replicativa) del clon pX1.1 en M13 se trataron con 160 unidades de exo
III en un volumen de 35 ul conteniendo 66 mM Tris-HCI (pH 8.0), 77 mM NaCl, 5 mM MgCl, y 10
mM DTT, a 32 OC. Se tomaron alicuotas de 5 ul a los 30, 60, 120, 150, 180, 240 y 270 segundos y se
modificé la composicién salina de manera tal que resultara 0.2 M NaCl, 50 mM NaOAc [pH4.5], 4.5
mM ZnSO, para el tratamiento con 17 unidades de S1. Se dejé a temperatura ambiente 30 minutos y se
detuvo la reaccién con 1/10 vol de 3 M Tris-base, 0.5 M EDTA. Para generar extremos romos en el
pldsmido se trataron 4 ul de cada mezcla con 2 unidades de Klenow en presencia de 20 uM en cada
dNTP (5 minutos, 37 °C) y se religaron con T4 ADN ligasa. Con el ADN obtenido se transformaron
bacterias competentes E. coli JM101 (168) y se prepar6 ADNsc (169) a partir de placas de fagos
correspondientes a los distintos tiempos de tratamiento con exo III para usarlos como templado para
secuenciar.

11. Ensavos de elongacién a partir de un ADN iniciador especilico (primer extension)

Para los ensayos de elongacién se utilizé6 como ADN iniciador (prirmer) un oligonucleétido
(5’-GGGTAGTGTTTCCTACT -3') complementario a la secuencia 445-461 del ARNm viral del sg 11.
2 pmoles de ADN primer (2-3 x10% cpm/pmol), marcado en su extremo 5’ con [’)/-32P]ATP y T4
polinucleStido quinasa (161), se hibridaron con 5 pg de ARN citoplasmdtico total extraido de células
infectadas a las S h.p.i. calentando durante 1 minuto 2 90 °C, en presencia de 0.25 mM EDTA y dejando
enfriar a temperatura ambiente. La mezcla se llevé a 100 mM Tris-HCI (pH 8.2), 10 mM MgCl,, 140
mM KCJ, 10 mM DTT y 250 uM en cada uno de los 4 dNTPs. La sintesis se inicié por agregado de 30
unidades de transcriptasa reversa y procedié por 90 minutos a 42 OC. Los productos de elongacidn se
analizaron por elcctroforesis en geles 5% de poliacrilamida-7 M urea junto con marcadores de PM y
fueron visualizados por autorradiografia.
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12. Extraccidén de transcriptos virales y Northern blots

Se infectaron monocapas de células MA104 en confluencia (multiplicidad de 5 a 10) con los’
virus OSU, C60 y C117. A las 6 h.p.i. se extrajo el ARN citoplasmdtico total por el método de urea-
LiCl (170). Los transcriptos se fraccionaron bajo condiciones desnaturalizantes en presencia de glioxal
en geles de 1.6 % agarosa y se transfirieron a filtros de nitrocelulosa usando el método de Thomas
171).

Para producir sondas especificas de cada una de las cadenas virales (cadena codificante
(+) y cadena (-) del segmento genémico 11), se utilizé un subclon de pX1.1 en el vector M13 mp18 (ver
figura 9 en Resultados).

Para detectar las cadenas (+) de los genes X, y X, se utilizé un oligonucleStido primer de
M13 (5-CACAATTCCACACAAC-3’) que hibrida del lado 5" de los sitios de clonado del polylinker
del vector. Para ello se hibridaron 2.5 ng del primer a 0.5-1 pg de ADNsc del clon de M13 por
calentamiento a 65 °C durante 1 minuto, y dejando enfriar a temperatura ambiente. La reaccién se
rcalizé en 15 pl de una solucién conteniendo 10 mM Tris-HCI (pH 7.4), 10 mM MgCl,, 50 mM NaCl, 1
mM DTT, 10 uCi de [«->2P]dATP (3000 Ci/mmol), 50 uM de los otros 3 dNTPs, y 2 unidades de
Klenow. Luego de incubar a 37 °C durante 20 minutos, se agregé a la mezcla 1 ul de 100 uM dATP, y se
dej6 proceder por 20 minutos més a 37 °C, deteniendo la reaccién con 2 ul de 0.5 M EDTA. Asf se
sintetizé una copia complementaria del ADN del vector M13 dejando el inserto como simple cadena.
En este caso la sonda se utilizé sin desnaturalizar previamente.

Para detectar especificamente las cadenas (-) de los genes reordenados, se hibrid6 el prirmer
universal (17-mer) de secuencia de M13 al mismo subclon de M13 y se clongé en presencia de 10 uCi
de [a-32P]dATP y de los otros dNTPs, como sc describié para la sintesis de la sonda de cadena (+).
Luego de digerir con EcoRI (corta del otro extremo del polylinker) 1a copia marcada radioactivamente
sc eluy6é de un gel desnaturalizante de 5 % poliacrilamida-7 M urea (161) y se usé directamente como

sonda de hibridacién molecular.

Todas las hibridaciones se llevaron a cabo a 65 °C en 3xSSC (1xSSC: 0.15 M NaCl, 0.015 M
citrato trisédico [pH 7.6]), 5xDenhardt (1x Denhardt: 0.02 % BSA, 0.02 % Ficoll [PM 400,000], 0.02 %
polivinilpirrolidona [PM 400,000]), 0.1 % SDS y 50 ug/ml de ADN de esperma de salmén sonicado. Los
filtros se lavaron 3 veces en 0.1x SSC, 0.1 % SDS a la misma temperatura de hibridacién.

13. Purificacién de particulas virales v sintesis de transcriptos virales irn vitro

Se purificaron particulas virales de doble cubierta de los virus C60 y C117 a partir de células
MA104 infectadas a las 24-48 h.p.i. por bandeo (40,000 rpm durante 18 horas) en un gradiente de 1.37
g/ml de CsCl en solucién buffer conteniendo 10 mM Tris-HCI(pH 7.4), 150 mM NaCl, 1 mM MgCl, y
10 mM CaCl,. Las partfculas de doble cubierta, correspondientes a una densidad de 1.36 g/ml, se
preincubaron durante 30 minutos a 40 °C en presencia de 6 mM EDTA para activar la polimerasa
enddgena. Los cores virales enziméticamente activos se recuperaron por centrifugacién (30,000 xg, 4
.°C, 20 minutos) y se resuspendieron directamente en la mezcla de sintesis conteniendo 2.5 mM de cada
NTP, 0.5 mM SAM, 100 mM Tris-HCI (pH8.0), 1.5 mM EDTA, 8 mM fosfoenolpiruvato, 50 pg/mi de



piruvato quinasa, y 0.1 % de bentonita. La reaccién de sintesis se inicié por agregado de MgCl, a una
concentracién final de 13 mM y se dej6 por 6 horas a 42 °C. La mezcla se centrifugé a 30,000 xg, 4 °C,
20 minutos y se tomd el sobrenadante que contiene los ARNm virales. El sobrenadante se extrajo con 1
volumen de fenol y 2 veces con éter. Se llevé luego la solucién a 2 M LiCl y se dejé a 4 °C durante Ia
noche para precipitar los ARNm sintetizados, los cuales se recuperaron por centrifugacién.

14. Subclonado de pX1.1 en el vector pUR 288

El inserto completo del clon pX1.1 fue subclonado en el sitio BarHI del vector de expresién
pUR 288 (promotor lac inducible) de manera tal que la secuencia viral resultara fusionada al extremo
3' del gen lacZ (172). El pldsmido resultante fue denominado pUR288:X1.

El clon pX1.1 se cort6 en el extremo J'digiriendo con EcoRI y, luego de generar extremos
romos reparando con Klenow, se ligé con T4 ADN ligasa a linkers BamHI fosforilados (161). Luego
se digirié con exceso de BamHI, que permite liberar el inserto de ADNc del gen Xy» y este fragmento
con extremos BarmHI se separé del pldsmido y del exceso de linkers purificando la banda de 1200 pb de
un gel de 0.8 % agarosa por congelamiento-descongelamiento segin el método de Tautz & Renz (173).

El inserto BamHI fue ligado a pUR 288 digerido por BamHI y desfosforilado. Luego de
transformar bacterias E. coli JM101 (lacl9) con las mezclas de ligaci6n, se analiz6 en colonias
ampicilina resistentes la presencia de pldsmidos con insertos en la orientacién transcripcional correcta
por digesti6n con la enzima Sacl (seccién 111.3.1.1.), de lo cual se aisl6 el pldsmido pUR288:X,.

15. Expresion de VP11 en E. coli y purificacién de la proteina de fusién

Se inocularon 40 ml de medio LB conteniendo 100 pg/ml de ampicilina con 0.2 ml de un
cultivo de 16 horas de bacterias E. coli JM101 llevando el pldsmido pUR288:X . Cuando las células
alcanzaron una D.O. ., de 0.5-0.65 se agregé IPTG en una concentracién final de 2 mM y se prosiguié
la incubacion por 90 minutos. Las bacterias se recuperaron por centrifugacién a 5,000 rpm por 15
minutos y se resuspendieron en 2 ml de buffer Laemmli. Una fraccién del lisado de bacterias (5 pl) se
analiz6 por electroforesis en un gel desnaturalizante 0.1 % SDS-7.5 % poliacrilamida y tincién con
colorante Coomasie Blue.

La proterna de fusién se purificé a partir de un gel preparativo por electroelucién en buffer
25 mM Tris (pH 8.3), 192 mM glicina y 0.1 % SDS durante 16 horas a 100 voltios. La cantidad de
proteina recuperada, cuantificada por el método de Bradford (174), fue de alrededor de 4 mg de
proteina de fusién por 40 ml de cultivo inicial de bacterias. La proteina de fusién as{ purificada fue
utilizada como antigeno para ser inoculada en cobayos.

16. Produccién de anticuerpos anti VP11

Se preparé antisuero especifico para el producto del gen 11 en 2 cobayos seronegativos para
rotavirus. Cada cobayo se inoculé 3 veces con 200 ug de proteina recombinante purilicada (30 ug en
secuencias de VP11). La primera inmunizacién fue intramuscular con adyuvante completo de Freund y
las inmunizaciones subsiguientes fueron intradérmicas con adyuvante incompleto a los 15 y 30 dfas de
la primera inmunizacién. Los cobayos se sangraron a blanco 7 dfas después de la iltima inyeccién.
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