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RESUMEN.

EI Rotavirus es el principal agente viral asociado a enfemedades diarreicas en hunianos.

Este  virus  sin membrana pertenece  a  la  familia Aeovz.rz.doe  y presenta  urra  estructun

icosah6drica compuesta per tres capas proteicas que contienen un   genoma formado por

11  segmentos  monocistr6nicos  de  RNA  de  doble  hebra.  El    ciclo  infectivo  del  virus

oculTe en el citoplasma y durante el mismo los mRNAs  son utilizados como moldes para

producir los  dsRNAs  gen6micos.  Este proceso de sintesis  de la hebra negativa, ocurre

simultaneamente  con  el  ordenamiento  y  empaquetamiento  de  los  11  diferentes  genes

virales.

No ha sido posible atn establecer un sistema de gerfetica reversa que permita introducir

en rna particula infectiva acidos nucleicos previarnente manipulados.  Un gran paso de

avance en el estudio de las sefiales involucradas en la replicaci6n del rotavirus ha sido el

desarrollo por Chen y cols.  de un sistema  z.72 vz.Zro  compuesto par cores virales abiertos

mediante  un  shock  hipot6nico.  Estos  cores  abiertos  tambien  conocidos  como  "open

cores"  son capaces  de utilizar el mRNA viral como molde para la sintesis de ]a hebra

negativa del dsRNA genomico.

El uso de los "open cores" combinados a RNAs quim6ricos ha demostrado la existencia

de  tres  regiones  que  contiene  informaci6n  importante  para  la  sintesis  de  la  cadena

negativa  durante  la  replicaci6n  del  genoma  viral:  (i)  el  extremo  5'-  de  la  region  no

traducida  (UTR),  (ii)  las  secuencia  del  3'-  UTR  que  se  encuentran  rio  arriba  a  la

secuencia  consenso  del extremo  3'-,  (iii)  1a propia secuencia consenso del extremo 3'-.
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ha secuencia consenso del extremo 3'-es esencial para que ocurra el evento de sintesis

de hebra negativa.

Una caracteristica importante de los "open cores"   es su capacidad de utilizar el dsRNA

gen6mico empaquetado dentro de ellos como molde de replicaci6n. Este  hecho apunta a

que el  sistema es  capaz de utilizar dos moldes diferentes  que podrian estar mostrando

diferentes sefiales y que durante el momento del empaquetamiento del virus cohabitan en

el viroplasma.

En  esta  tesis  hemos  profundizado  en  el  estudio  de  las  sefiales  involucradas  en  los

procesos de sintesis de la hebra negativa del genoma viral y en el uso del dsRNA como

molde  por  los  "open  cores".  Algunas  nuevas  estrategias  han  sido  utilizadas  para  el

cumplimiento de estos objetivos. El uso de oligonucle6tidos antisentido perfuti6 estudiar

con mss detalle las sefiales generales y espeoffioas involucradas en la sintesis de la hebra

negativa del genoma de rotavinis. En este estudio se demostr6 que los CCopen cores" son

capaces de reconocer al dsRNA gen6mico ex6geno como molde independientemente de

las  capa de origen, indicando ademas  que el complejo VP1-VP2-VP3  reconoce sefiales

generales  en  los  dsRNAs  gen6micos  sin  que  medie  la  participaci6n  de  VP6  en  este

proceso. Estas sefiales de reconocimiento son diferentes a las que participan en el uso del

mRNA viral como molde en la sintesis de la hebra negativa.  En ensayos donde los "open

cores" podian usaf tanto mRNA virales como dsRNA genomico, se demostro que existe

rna preferencia por el uso del mRNA como molde. Esta propiedad permite que el lnRNA

viral de rna cepa pueda ser usado por "open cores" de otra cepa desplazando al dsRNA

original de la cepa nativa.  La sefial es comth entre los mRNAs de diferentes cepas, pues

todoslosmRNAsproducenundesplazamientosimilarenelusodeldsRNAend6geno.
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Basado  en  un  analisis  estructural  combinado  con  en  el  uso  de  diferentes  RNAs  con

estructura  secundaria  conocida  y  con  la  utilizaci6n  de  oligonucle6tidos  antisentidos,

hemos podido sugerir la existencia de rna sefial de cormin para el extreno 3 ' de todos los

mRNAs de rotavirus. Las sefiales comunes entre los mRNAs de rotavirus para la sintesis

de la hebra negativa son el extremo CCA del 3 '  con al memos 9 bases en forma de simple

hebra y rna estructura secundaria de tipo tallo y horquilla en la regi6n rio arriba a la

secuencia  consenso  del  3'  UTR.  El  reconocimiento  de  este  tipo  de  estructura  es  el

responsable del desplazamiento del dsRNA como molds por los mRNAs virales  en la

raplicaci6n. Esta estructura secundaria esta conservada entre genes igunles de diferentes

cepas independientemente de los cambios de secuencia observados entre estos genes, lo

que apoya el papel funcional de la misma.

Utilizando oligos  antisentidos tambien hemos obtenidos resultados  que sugieren que la

inhibici6n de la sintesis de hebra negativa es espeoffica para el gen contra el cunl estin

dirigidos.  Esta especificidad podria estar relacionada con el proceso de ordenamiento de

los  11  segmentos  virales  durante  la  formaci6n  de  la  particula  viral,  evifandose  asi  la

incorporaci6n repetida  de un segmento  dentro  del viri6n Tambi6n a trav6s  del uso de

estos oligos pudimos deterinar que el extremo 5'   UTR del mRNA viral tambi6n es

requerido para la sintesis de la hebra negativa. La inhibici6n observada demuestra que el

5'-participa en la sintesis de la hebra negativa, requirfendose libre al memos 20 bases de

este extremo.
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SunrmR¥.
Rotavirus  open cores  could catalyze the synthesis  of viral mRNA and double-stranded

(ds)RNA.  As  template  it can uses  the  double-stranded endogenous RNA  (dsRNA)  or

single  stranded  exogenous  viral  mRNA.   in  the  present  communication  the  use  of

different  antisense  deoxyribo-oligonucleotides  complementary  to  the  3'  and/or  the  5'

ends  of viral  mRNA  were  used  to  define  critical  sequences  for  minus  strand  RNA

synthesis.  The  open  cores  system  showed  a  preferential  use  of viral  mRNAs  over

genomic dsRNAs, suggesting that Vpl in the open core is not tightly bound to the viral

genome.  The use  of deexyribo-oligonucleotides  complementary to the 3  end of gene 5

shownthatitcontainsindividunlspecificsignalsrecognizedbythereplicativemachinery.

These signals are located in the last 9 nucleotides Of the 3' end, and they differs between

two homologous  genes  from different viral  strains  such  SA114F  and Irmv.  Those

strains seem to share silnilar requirements in the region of nucleotides 15 to 36 of gene 5.

The  5'end of the viral mRNA seems  also be required since deoxyribo-oligonucleotides

complementary  to  that  end  are  also  partially  inhibitory.  In  this  case  the  requirement

involves the strandedness of last 20 bases of the 5' end.

The  synthesis  of the  viral  genome  involves  a  two-step  pathway;  the  fil.st  one  is  the

synthesis of the plus strand that may act either as mRNA or template for minus strand

synthesis to complete the viral genome (second step). The open core catalyzed both plus

and minus strand synthesis indicating that transcription and minus strand aynthesis could

be  coupled  yielding  a  double  stranded  product  identical  to  the  template.  The  results

shown that the open core is able to recognize signals in the double strand RNA template
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that  allowed  to  initiate  transcription.  However,  the mRNA  seems  to  contain different

signals  because  it  exhibits  a  higher affinity for the replication complex.  The  structural

analysis  suggests  the existence of a stem and loop secondary structure in all 3'  end of

rotavirus genes. The role of this structure in the minus strand synthesis was addressed by

the addition to the  open core  z-7z vjfro reaction of antisense oligonucleotides  and RNAs

with known  stem  and  loop  strilcture.    The  results  shown  that there  is  at least three

impor[aut signals  located in the 3'  end of the viral mRNA, which are involved in the

synthesis of the Rotavirus genome. The signals are, a conserved CCA end, a strandedness

of the last 9 bases, and a conserved stem and loop secondary structre.
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1. - Gemeralidades.

INTRODUCC16N.

Los virus con un genoma compuesto por acido ribonucleico de doble hebra son capaces

de infectar un amplio espectro de organismos desde vertebrados hasta bacterias.  Estos

virus pertenecen a tres familias diferentes dentro de la clasificaci6n taxon6mica actual,

jzeovz.rz.due,  Bi.77zcrpj7.j.dcze }/  CysJovz+jdog  aauquet,  1994).  La  finilia Reoviridae  es  ]a

mss grande e incluye algunos virus bien estudiados como el "bluetonge" @TV) @oy,

1996), el ortoreovirus Oribert y col., 1996) y el rotavirus @stes, 1996).

EI Rotavirus es el principal agente viral asociado a enfermedades dianeicas en hunanos.

Este  virus  ocasiona  pedidas  econ6micas  por  la  infecci6n  de  especies  animales  de

importancia ganadera tales  como cerdos, vacunos y aves  exapikian y Chanock,  1996).

En paises subdesalrollados la infecci6n por Rotavirus es responsable de grandes cifros

de mortalidad infantil y en paises del llamado primer mundo contrfua generando gastos

de millones de d6lares en hospitalizaciones de infantes menores   de seis meses q3em y

cols.,1992; Arden-Holmes y cols.,1999; Cook y cols.,1990).

2.- Estrucfura del virus. Particulas y subpartr'culas virales.

El genoma de Rotavirus esfa compuesto por 1 1 segmentos de RNA de doble hebra. Cada

uno  de  los  segmentos  codifica  para  un  solo polip6ptido  viral,  de  los  cirales  seis  son

estmcturales y cinco no estructurales.   El tamafio de los mismos varia entre 650 y 3300

pares de bases (figura 1) y todos ellos tienen una estructura de `cap' en el extremo 5' de

la hebra codificante.



Tamafiode     Proteina
la proteina    apdiricada

Ona)
1              3302

2            2690

3              2591

4            2362

5                1581

6              1356

7               1104

8              1059

9             1062

10               751

11               667

125                     VP1

94                 VI2

88                    VP3

8 8                   VP4

53                   NSP 1

41                    VP6

34                 NSP3

3 5                  NSP2

38                   VP7

2 8                 NSP4

26                  NSP5

Figura 1.  Principales caracteristicas de la cepa SAll-4F.

A la izquierda se muestra la resoluci6n por electroforesis  de  los  segmentos del RNA

gen6mico   viral   de   SAll.      La  columna  que   indica  peso   molecular  de   proteinas

codificadas, se refiere a peso molecular aparente calculado en SDS-PAGE.  La figura de

la derecha fue tomada de Prasad y cols. (1988).
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Los  1 1 segmentos de dsENA gen6mico de Rotavirus pueden ser purificados y separados

por  electroforesis  en  geles  de  poliacrilamida.  La  visunlizaoi6n  de  los   11  segmentos

puede realizarse mediante rna tinci6n con plata de los mismos. El patr6n de migraci6n

de  los  11  segmentos  se  denomina  e/eczro/eroJzPo,  el  cual  es  muy variable  entre  los

diversos aislados de campo e incluso entre las cepas de laboratorio

La particula infectiva esta formada por tres cubiertas proteicas conc6ntrieas de geometria

icosahedrica.  La  cubierta  extema  esfa  formada por  780  mol6culas  de la glicoproteina

VP7 y  120 unidades  de  VP4 y la misma  le  confiere capacidad infectiva al virus.  La

segunda capa proteica  esfa  compuesta  de  260 trineros  de VP6.  El nfroleo viral  (core)

constituye la tercera cubierta proteica la ounl contiene las proteinas estructurales VP1,

VP2  y  VP3.  La  proteina  Vpl  es  la  RNA  polimerasa  RNA  dependiente  @PR)  que

efectha los procesos de transcripci6n y replicaci6n del genoma. Se ha podido determinar

que  cada  segmento  de  dsRNA  esfa  unido  a  rna  molecula  de  RPR,  formando  un

estructura de tirabtz6n con ambos  extremos unidos  a la polimerasa.  La proteina VP2

coustituye  el  esqueleto  y  soporte  del   `core'  viral  y  VP3   posee  actividad  guanilil

transferasa   por lo curl se le atribuye la incorporaci6n del cap a los mRNAs virales.

(figura 2)



FiguraL± Organizaci6n de las proteinas y del genoma de dsRNA en las particulas
de Rotavirus.

(Superior  Izquierda)  Estructura  tridimensional  de  rna  particula  madura  de  rotavirus
donde se muestran las tres capas proteicas. En rojo y amarillo se observa la capa extema
fomada por las proteinas VP4   (rojo) y VP7  (amarillo).  En azul  se muestra la capa
intermedia formada por VP6. La capa mss intema en verde representa el ndcleo o core
de T=2 formado por 120 copias de la proteina VP2 (Centro Superior). El borde blanco
muestra  dos  proteinas  de  VP2  formando  un  dimero.  La  figura  del  centro  superior
muestra  como  10  mol6culas  de  VP2  forman  un  pentinero  donde  5  de  ellas  esfan
posicionadas  cerca  del  eje  (proteinas  en rojo) y  las otras  5  esfan  alejadas  del  eje  de
simetria pentamerico (en azul). A la derecha arriba se observa en un corte de la particula
de doble cubierta como Vpl  y VP3  sobresalen entre el eje formados por las  10 VP2 y
como el dsRNA se organiza alrededor de estos pentineros.  (Izquierda inferior) Vista
lateral de la organizaci6n en pentineros de las dos capas mas intemas de la particula
viral.  Los  complejos  formados  por  VP1-VP3  se  extienden  como  petalos  desde  los
pentineros de VP2. Las caracteristicas de VP2  le permiten servir de plataforma a VPI
para llevar a cabo la sintesis de RNA. En el extremo inferior derecho se muestra el canal
de  salida propuesta para los  mensajeros   sintetizados  dentro  de  la particula de  doble
cubierta.  (Prasad y Estes,  2000;  Prasad y cols.,  1988;  Prasad y cols.,  1996;  Lawton y
cols.,1997a y b).
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3. -Ciclo infectivo.

3.1-Entrada  del virus a la c6Iula.

AIn no  se ha podido  identificar  con plena  exactitud el receptor celular que  sirve  de

anclaje  para  Rotavirus  en  log  tejidos  epiteliales  del  duodeno  (Ciarlet y Estes,  1999),

sugiri6ndose un papel relevante a glicolipidos y glicoproteinas que contienen moleculas

de   acido   sialico   @ukudome   y   cols,   1989;   Smka   y   cols.,   1992).   El  proceso   de

intemalizaci6n del virus aparentemente no inrolucra la formaci6n de rna vacuola como

es caracteristico para otros virus sin membrana caaljot y cols.,  1988).   El ciclo infectivo

de Rotavirus  se desarrolla totalmente a nivel citoplasmatico, por lo que cuenta con su

propiamaquinariaenzimaticaparalatranscripci6nylareplicaci6ndesugenoma.

Una vez en el citosol, la particula pierde su cubierta extema (VP7+VP4; fig. 3) y se ha

podido  demostrar  que  es  la  particula  de  doble  cubierta  la  que realiza  el  proceso  de

transcripci6n (figura 3 ; Helmberger-Jones y Patton, 1986)

3.2- Sintesis de RNAs virales.

Este  proceso  de  perdida  de  la  capa  extema  produce  uria  activaci6n  de  la  RNA

polimerasa en la particula y la sintesis de los  11 mRNAs virales q3stes,  1996). El molde

del evento de transcripci6n lo constitnye el genoma de dsRNA contenido en el interior

de  la  subpartioula.  Cada  polimerasa  se  encarga  de  sintetizar  el  mRNA  a  partir  del

dsRNA al curl esfa unida. En el evento de transcripci6n se copia integramente rna de las

dos  hebras  de  cada  segmento,  denominandose  hebra  negativa  a  la  cadena  molde.

Durante la transcripci6n, 1os mRNAs virales son extruidos a trav6s de canales existentes



en los vertices de las particulas, que atraviesan las capas proteicas formadas por VP6 y

VP2  qawton y cols.,1997a).

La sintesis de los mRNAs virales puede continuar durante un periodo de hasta 2 horas

permitiendo que rna sola partioula de simple cubierta pueda producir un alto ninero de

copias de cada mRNA viral. Esto indica que la RPR reengancha el extremo 5'  1uego de

terminar  la  transcripci6n  en  el  extremo  3'@aneriee  y  Shatkin,   1970;  Cohen,   1977;

Spencer y Arias,  1981).  La  eficiencia  de  este proceso  de reenganche  sugiere  que  las

proteinas  del  core  sostienen  al  dsRNA  por  sus  dos  extremos  aproximindolos  de  tal

forma  que  el  mismo  funciona  como  un  molds  circular  durante  la  transcripci6n.  A

conseouencia, el dsRNA debe estar libre para moverse dentro del core, para de asi poder

deslizarse a trav6s del complejo enzimatico RPR-"capping". Estudios recientes en BTV

indican que el dsRNA esta formando un cristal liquido dentro del core, lo cunl le entrega

la fluidez necesaria para al molde para moverse durante la transcripci6n (Gouet y cols.,

1999). Aparenteniente en este proceso VP2 es imprescindible @atton y cols.,  1997) pues

forma rna plataforma sobre la curl el dsRNA es usado por la RNA polimerasa ¢rasad y

cols.,   1996).   Los  mRNAs  virales  producidos     durante  el  proceso  de  trascripci6n

presentan  la  clasica  estructura  de  "cap"  en  el  extremo  5'-  pero  carecen  de  tallo  de

poliadenilaci6n en su otro extremo.  Estos mRNAs dirigen la sintesis de seis proteinas

que forman parte de la estructura del virus maduro ®roteinas estructurales) y otras seis

involucradas en el proceso del ciclo viral ®roteinas no estructurales).   Una vez que los

niveles  de  proteinas  y  mRNAs  virales   son  sufroientes,  1as  proteinas  Vpl  y  VP3

interacthan  con  los  mRNAs  para  formar  los  intemediarios  de pre-cores  (Gallegos y



Patton,  1989). Posteriormente a la fomaci6n de los pre-cores,  VP2  interactha con ellos

formando   intermediarios   de   replicaci6n   de   tipo   "core".   Estos   intermediarios   de

raplicaci6n son sensibles al tratamiento con RNAsas  y el efecto de las mismas provoca

la reducci6n del taniafio de los intermediarios. Esta observaci6n apunta a que grandes

porciones de los mRNAs  se encuentra extendidas fuera de las estructuras proteicas de

los  cores.  Tambi6n  ha  sido  posible  demostrar  que  durante  la  sintesis  del  dsRNA

gen6mico,   1os   intermediarios   de  replicaci6n  de  tipo   core   disminuyen   su  tarnafio

(Gallegos y Patton,  1989; Patton y Gallegos,  1990; Helmberger-Jones y Patton,  1986).

Estas evidencias conjuntamente con la ausencia de  dsRNA viral 1ibre dentro de la c6lula

infectada,  sugieren un escenario donde muy probablemente el proceso de sintesis de la

doble hebra y el empaquetamiento del material gen6mico ocunen simultineamente. De

esta  forma  las  sefiales  de  empaquetamiento  para  la  formaci6n  del  intermediario  de

raplicaci6n  son  utilizadas  antes  de  comenzar  a  sintetizarse  la  hebra  negativa.  El

empaquetamiento seleotivo de los mRNAs del rotavirus produce rna cantidad equimolar

de   los   11   segmeutos   de   dsRNA   ¢atton  y   cols.,   1990).   Este  tiltimo   evento   es

independiente de que los  1 1 mRNAs no se producen de manera equimolar dentro de la

c61ula  (Stancy-Phipps y Patton,  1987),  1o  curl refuerza la necesidad de un sistema de

selecci6n a trav6s de las sefiales de empaquetamiento.

Los  mRNAs virales foman parte del dsRNA gen6mico, 1o que provoca que el genoma

viral presente una estructura "cap" en el extremo 5' de rna de sus hebras Qmai y cols.,

1983).   Las proteinas estructurales Vpl, VP2 y VP3  en conjunto con las proteinas no

estructurales NSP2 y NSP5 forman parte del complejo raplicativo. Ambas proteinas no



estructurales  aparentemente  facilitan  la  traslocaci6n  de  los  mRNAs  dentro  del  core

durante la sintesis de la cadena negativa qaraporewala y cols., 1999; Africanova y cols.,

1998).

La coinfecci6n   de c6lulas con diferentes cepas de rotavirus puede producir, en un gran

ndmero  de  casos,  una  progenie  viral  cuyo  dsRNA  gen6mico  esta  formado  por  rna

mezcla del genoma de las cepas parentales (Gombold y Raining, 1994). La formaci6n de

estos   nuevos   virus   reordenautes   indica   que  los   mRNAs   virales   pueden   segregar

independientemente durante el ciclo de raplicaci6n. Esto tambi6n apunta a que diferentes

cepas de rotavirus tendrian comunes sefiales de empaquetamiento y replicaci6n.

4. - Sistema I.z2 vz.fro de transcripci6n de Rotavirils.

El  tratamiento  de  particulas  virales  infectivas  con  agentes  quelantes  como  el EDTA

producen  la  perdida  de  la  capa  mas  extema  del  virus  produciendo  la  denoninada

particula de cubierta simple id6ntica a aquella que en celulas infectadas participa en la

sintesis  de  RNA mensajero.  Este  proceso  acompafiado  de  varias  centrifugaciones  en

gradientes  de  Cscl  permiten  purificar  particulas  de  simple  cubierta  que  pueden  ser

utilizadas con 6xito para sintetizar los 11 mRNAs virales j.72 1/!.fro.

S.- Sistema z.72 wdro de replicaci6n de Rotavirtls.

La caracterizaci6n de las sefiales en cis- que posibilitan la sintesis de la hebra negativa y

la obtenci6n del dsRNA gendmico ha sido posible gracias al sistena de replicaci6n libre

de c6lulas y dependiente de molde desarrollado por Chen y cols. en 1994.   Este sistema

fue desarrollado al observar que los cores (VP1+ VP2+ VP3+ dsRNA), purificados a y
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abiertos  (open) mediante rna incubaci6n en un buffer hipot6nico poseen rna actividad

replicasa.   Los   cores  abiertos  poseen  rna  estructura  parecida  a  "Pac-mans".  Estas

estructuras contienen el dsRNA gen6mico asociado a las proteinas VP1, VP2 y VP3.

Los "`open cores" en un medio de reacci6n adecuado utilizan su genoma para la sintesis

de nuevas moleculas de dsRNA, proceso conocido como replicaci6n end6gena. Por otra

parte la actividad raplicasa de los "open cores" es especifroa y  tambien participa en la

sintesis c7e #ovo de la cadena negativa del genoma a partir de un mRNA ex6geno. El uso

de mRNAs virales que contienen deleeiones o cambios en sitios especificos respecto a la

secuencia viral ha permitido identificar diferentes requerimientos del uso de los mRNAs

de rotavirus durante la sintesis de la cadena negativa  del dsRNA viral @atton y cols.,

1996; Wentz y cols.,  1996a, b).   El uso de proteinas reeombinantes en combinaci6n con

los "open cores" ha permitido identificar el papel de VP1, VP2 y VP3 en la sintesis del

dsRNA  G'atton y cols.,1997; Zeng y cols.,1996).

Debido a  que los  "open cores" estin formados particulas virales dahadas, el producto

generado por ellos no puede ser empacado. Esto no permite utilizar   al sistema in vitro

directamente para estudiar el proceso de empaquetamiento del dsRNA gendmico. Pero,

al  ser la  sintesis  de la hebra negativa y el empaquetamiento de los  11  segmentos un

evento  acoplado  denfro  del  ciclo  viral  hace  posible  que    usando  C`open  cores"  en  el

estudio de las sefiales en cis para la replicaci6n se obtenga tambien informaci6n indirecta

del proceso de empaquetamiento.
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6. -Antecedentes del presente trabajo.

Los mRNAs de los rotavirus pertenecientes al grupo A varian en tamafio desde rfl.7 a        `

3.1kb y con la excepci6n del mRNA del gen 11  que usunlmente contiene dos marcos de

lectura, los restantes  10 mRNAs son monocistr6nicos Goth y cols.,  1994). El tanafio de

las  regiones  no  traducidas  que  aparecen  en  ambos  extremos  de  los  mRNAs  virales

(UTRs) varia considerablemente.  If cepa SAll, prototipo del rotawhs, presenta UTRs

en el extremo 5'-que varian entre los 9 y 49 nucle6tidos de largo, nrientras en el 3'-el

tamafio   del  UTR  varia  desde  los   17  nucle6tidos  hasta   182.   La  comparaci6n  de

secuencias  entre mRNAs  hom6logos  de diferentes  cepas  de rotavirus mostr6 rna alta

similitud en la regi6n de los  UTRs y rna menor similitud en la zona codificante  @atton

y cols.,  1993; Hua y cols.,  1993).  Sin embargo, los analisis de secuencia muestran que

entre  los   11   segmentos  de  rna  misma  cepa  no  existe  rna  identidad  de  secuencia.

Solamente unas pocas bases estin conservadas en ambos extremos de los mRNAs. En

los mRNAs virales  de pricticamente todas  las  cepas  del  grupo A de rotavirus  el  5'-

presenta   la   siguiente   secuencia   5'-GGC(A/U)n-3',   mientras   que   la   denominada

"secuencia consenso del 3'-'' es 5'-UGUGACC-3'.  Se ha descrito cierta variabilidad en

el  extremo 3'-de los mRNAs virales.  La cepa  SAll  presenta en el extremo 3' de los

genes  2,  5 y 7 las siguientes  secuencias respectivamente:  UAUGACC, UGUGAACC,

UGUCREC Outohel y Both,1990; Patton y cols., 2001; Both y cols.,1984). Apoyando

estas observaciones, se ha podido identificar en el extremo 3'-del gen 5 de rna variante

de la cepa RRV la curl presenta la  secuencia UGUUUCC  en lugar de la conservada

UGUGACC (Chen y Patton, comunicaci6n personal).  De esta manera al comparar estos
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extremos   3'-   atipicos   en   mRNAs   que   son   raplicados,   empacados   y   traducidos

efioientemente se ha podido concluir que los nucledtidos de las posiciones 4 y rfe no

oumplen rna funci6n esencial en el ciclo de vida del virus. Estos analisis de secuenoia

ham sido complementado durante los ultimos afros con ensayos de raplicaci6n utilizando

"open  cores"  y  mRNAs  quim6ricos  con  deleciones  o  sustituciones  de  bases  en  los

extremos 3'. Estos ensayos se realizan en condiciones muy diferentes a las naturales, el

mRNA-quimera es afiadido en exceso a la reacci6n, los restantes  10 segmentos no son

tornados  en  cuenta  y  los  cambios  que  producen  en  la  estructura  secundaria  por  las

sustituciones de bases o deleciones realizadas son muy dificiles de valorar. A pesar de

estos  inconvenientes,  se ha podido  afiadir claridad al papel  de estas  secuencia UTRs

durante la replicaci6n del vinis.

Los estudios   con "open cores" y mRNAs quim6ricos ham permitido identificar en los

mRNAs de rotavirus, tres regiones que contiene informaci6n importante para la sintesis

de la cadena negativa durante la replicaci6n del genoma viral:  (i) el extremo 5'-UTR,

(ii) las secuencia del 3'-UTR que se encuentran rio arriba a la secuencia consenso del

extremo  3'-,  (iii)  la  propia  secuencia  consenso  del  extremo  3'-Q'atton y cols.,  1996;

Wentz  y  cols.,   1996a).  Los  ensayos  con  mRNAs  mutados  han  demostrado  que  la

secuencia consenso del extremo 3'-es esencial para que oourra el evento de sintesis de

hebra negativa (Chen,  1994). Ira eliminaci6n del 5'- UTR y de la regi6n rio arriba del

consenso del extremo 3 '- reduce marcadamente la eficiencia del proceso de sintesis de la

hebra negativa, pero no evita que ocurra la sintesis. La adici6n de la seouencia consenso

del  extremo  3'-  de  los  mRNAs  virales  (UGUGACC)  a un RNA no relacionado  con
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rotavirus  hace  posible  que  este  sea  utilizado  por  los  "open  cores"  para  sintetizar  su

cadena  complementaria.  Sin  embargo  los  niveles  de  replicaci6n  obtenidos  con  estas

secuencias hibridas fueron mucho menores a los observados al usaf la secuencia nativa

de un mRNA de rotavirus como molde @atton y cols., 1996). Es importante sefialar que

la transferencia de menos de siete nucle6tidos del extremo 3'-®or ejemplo, GUGACC)

no es suficiente para que un RNA adquiera  la capacidad de ser raplicado por los "open

cores". Por esto la regi6n conservada del 3 '- UTIR del mRNA viral es cousiderada como

el promotor minimo para la sintesis de la hebra negativa.

Mediante el uso de mRNAs virales con sustituciones de bases en la region consenso de

3' UTR, se ha podido obtener rna mayor informaci6n acerca de la conthbuci6n de cada

uno de los nucle6tidos de dicha regi6n   en el proceso de sintesis de la hebra negativa

(Chen y cols., 2001).  Los resultados indican que durante la replicaci6n (i) C(-1) y el C(-

2)  son de gran importancia,  (ii) A(-3), A(-5) y A(-7)   intemedia y (iii) G(4) y G(L6)

muy poca. Los analisis  de comparaci6n de secuencias entre las diferentes variantes de

rotavirus muestran   C(-1) y C(-2) aparecen presente en el extremo de todos los mRNA

viral   secuenciados.   Esta  conservaci6n  corrobora  el  papel  otorgado  a  CC  por  los

experimentos  con mutantes.  La eliminaci6n de estas dos bases produce un efecto letal

sobre la capacidad del mRNA viral para ser usado como molde duraute la sintesis de la

hebra negativa (Chen y cols., 2001). El sistema de replicaci6n tambi6n requiere que la

dupla CC del extremo 3'-se enouentre precisamente en el extremo del mRNA pues la

adici6n de nucle6tidos rio abajo de estas dos bases interfiere significativamente con la

sintesis de la hebra negativa "!.;€ v!.Z7io " (Chen y cols., 1994).
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El  papel  de  las   estructuras   seoundarias   de  diferentes  RNAs   en  la  replicaci6n  y

empaquetamiento  de otros  virus  como  el de la inmunodeficiencia hrmano  ¢HV) y la

hepatitis a env) ha sido desorito recientemente Oappalardo y cols., 1998). La carencia

de  similitud  de  seouencia  entre los  11  segmentos  del rotavirus  han provocado  que se

comience a dar rna mayor impor[ancia al papel  de las estrueturas seoundarias presentes

en los mRNAs virales. No obstante, los intentos de modelaje no ha permitido defiin urra

estructura secundaria condn para los  11 mRNAs virales. Se postula para el segmento 9

de la  cepa  SA114F, la formaci6n de una estructura secundaria de tipo mango-sarten

®anhadles)  con  ambos  extremos  interactunndo  entre  si  (Chen y  Patton,  1998).  Esta

estriictura supone el reconocimiento de ambos extremos por la maquinaria de replicaci6n

en el evento de sintesis de la hebra negativa. Aunque en algunos ensayos se demuestra la

participaci6n del extremo 5', no existen evidencias de la necesidad de formaci6n de esta

estructura  de mango y  sarten para los  otros  10  segmentos  (Chen y Patton,  1998).  Sin

embargo, mediante geles de retardo se ha descrito una interacoi6n directa del extremo 3 '

se  ha   descrito      con   la  RNA  polimerasa-  RNA  dependiente  lo   que  indica  uria

independencia en la interacci6n de ambos extremos con los "open cores" @atton y cols.,

1996).

La capacidad de los "open cores" de realizar rna replicaci6n end6gena implica el uso de

dsRNA   viral   como  molde,   probablemente  mediante  un  mecanismo   silnilar  a  la

transcripci6n.  El uso por  los  "open  cores"  de un molde  de  dsRNA no  ha  sido bien

caracterizado.  Se  desconoce  si  este  evento  esta  asociado  al reconociriento  de  algurra

sefial propia del dsRNA viral o a que luego del empaquetamiento del genoma viral este
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quede anclado a la RNA polimerasa RNA dependiente, 1o curl permite a la misma usaf

al molde gen6rico.

El  "open  core"  es  capaz  de  reconocer  como  molde  tanto  un mRNA  viral  como  un

dsRNA   gen6mico   de   rotavirus.    Ambos   eventos    de   reconocimientos   no   esfan

completamente caracterizados, quedando varias intenogantes arfui por contestar. Tres de

ellas estin detalladas a continuaci6n.

-     Las sefiales de reconocimiento de ambos eventos.

-     Existe preferenoia por uno de los dos moldes.

-     Existen sefiales de inhibiei6n especifica para el uso de cada molde.

Una mejor aproximaci6n en la caracterizaci6n de ambos eventos de replicaci6n, podria

ser el uso de los  1 1  segmeutos virales en lugar de mRNAs quim6ricos. Esta altemativa

permitina  evitar los  inconvenientes  anteriomente  sefialados  cunndo  se utilizan "open

cores" en conjunto con un mRNA-quinera.

Por otra parte,  el estudio de las  secuencias pertenecientes a los UTRs de los mRNAs

virales constitnye un inportante objetivo dentro de la oaracterizaci6n de las sefiales de

replicaci6n y empaquetamientos de rotavirus. Los trabajos realizados utilizando RNAs

quim5ricos con sustituciones de bases, deleciones o adiciones lian permitido caracterizar

el  papel  de  ambos  UTRs  virales  y  deteminar  el  promotor  minino  de  replicaci6n

@1timos  siete  nucle6tidos  del  extreno  3'-).  Una  estrategia novedosa para  abordar el

estudio  de  diferentes  regiones  involucradas  en  la  replicaci6n  del  virus  constituye  la

utilizaci6n de oligonucle6tidos antisentidos contra las regiones a estudiar.  Chen y cols
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(2001)  ham  utflizado  con  6xito  rna  estrategia  similar  para  demostrar  la  inhibici6n

espeoffica  de  la  sintesis  de  la hebra negativa  de un gen versus  otro  qigura 4).   Los

oligonucle6tidos  antisentidos  son de facil disefio y manejo,  lo curl pemite utflizarlos

contra un gen en el contexto de los  1 1  mRNAs virales. Ademas estos oligonucle6tidos

acthan  directamente  sobre  el  mRNA  nativo  lo  que  evita  el  uso  de  mRNA-quimeras

cuyas modificaciones afectan la estructura seoundaria del mRNA silvestre.  Este efecto

sobre la estructura secundaria dificulta la intexpretaci6n de resultados, sobre todo si se

tiene  en  cuenta  el  papel  tan  inportaute  que  se  adjudica  en  el  empaquetanriento  y

replicaci6n de otros virus @appalardo y cols., 1998, Frilander y Bamford, 1995).

Teniendo  en  cuenta  los  antecedentes  anteriores,  podemos  planteamos  los  siguientes

objetivos para contribuir en el conocimiento de la replicaci6n del Rotavirus.

•    Caracterizar el uso del dsRNA como molde por el sistema de replicaci6n j7"!.fro.

•    Determinar  oual  de  las  regiones  del  extremo  3'  no  traducible  de  los  RNA

mensajeros   del  Rotavirus   son  importantes  durante  la  sintesis   de  la  hebra

negativa.

•    Estudiar la acci6n de las secuencias en cj.S   del extremo 5' no tradueible de los

mRNAs.
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Ei_aira 4_,_ Uso de oHgonucle6tidos antisentidos para determinar el papel del 3' del
mRNA  en el  I'econocimiento  espeoffico y en la sintesis  de la hebra negativa  del
dsRNA gen6mico de Rotavirus.

Se disefiaron dos oligonucle6tidos complementarios a lag tiltimas  14 bases del extremo
3'  de  los  genes  6  (oligo  G6-3'-C14)  y  8  (oligo  G8-3'-C14)  de  la  cepa  SAl1-4F.  La
figura muestra  rna  autorradiografia  de  un  experimento  de  sintesis  de  hebra negativa
donde   "open cores" tratados con nucleasa micrococal fueron incubados   saparadamente
con y sin mRNA del gen 6  ®anel A carriles 1 y 2) y del mRNA gen 8 ®anel 8 carriles
1  y 2)  de la cepa  SAll-4F.   En los  carriles  3  al  5  de ambos paneles concentraciones
crecientes  del  oligo    G6-3'-C14  fueron  incluidas  en  la  reacci6n  de  sintesis  de  hebra
negativa.   En los restantes tres carriles fueron ocupados  concentraciones crecientes del
oligo dirigido contra el extremo 3 ' del mRNA del gen 8.
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MATERIALES Y METODOS.

1. - Reactivos.

RNA levadura

Proteinasa K

Tripsina

SIGRA @9001)

SIGRA ¢6556)

SIGRA q4799)

[Ch-32p] UTP (3ooo ci/inMol)           NENLife @1ue507ID

Tricloro-trifloroetano Greon)              SIGMA

2. -Soluciones.

Buffer TBS

Buffer LSB

Buffer TE

Buffer TBE

Proteinasa K

Buffer Tris Glicina

25 mM Tris-Hcl pH 7.4,  137 inM Nacl, 7 mM Kcl,

0.7 mM Na2IH04,  5.5 mM Dextrosa,  1  mM Mgc12,

1 nM Cac12,

2 mM Tris-Hcl pH 7.6, 0.5 inM EDTA, 0.5 inM DTT

10 mM Tris-Hcl pH 8.0, 1 mM EDTA

89 mM Tris-Hcl pH 8.3,  89 inM acido b6rico, 2mM

EDTA

Soluci6n acuosa 20 mg/hi

25 IriM Tris pH 8.3, 250 IriM Glicina

Buffer carga de mRNA 3X      95% Formamida,   0.05% azul de bromofenol,  0.05%

xileno-cianol ff, EDTA 20 mM.
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Buffercargaproteina2X          100 mM Tris pH 6.8, 2% P-mercaptoetanol, 4% SDS,

0.2% azul de bromofenol, 20% glicerol.

3. - REterial Biol6gico.

€epas virales.

Las capas SAll-4F y Ihd2RV de Rotavirus fueron gentilmente donadas por el Dr. John

Patton del histituto Nacional de Salud Publica de los Estados Uridos de Norieam6rica. -

J36lulas.

La linea celular MA-104, derivada de fibroblastos de rifi6n de mono verde fue utilizada

en todos los ensayos de cultivo del Rotavirus.

-Acidos RIbonucleicos aINA).

El dsRNA del Virus de la Necrosis Pancreatica infecciosa fue gentihaente donado por el

grupo de investigaciones  que dirige la na.  Ana Maria  Sandino del daparinento de

BioquinicadelaFacultaddeQurfucayBiologiadelaUriversidaddeSantiago.

EI RNA de la Mal]riceville fue donado generosamente por la Dra. Alejandra Moene del

departamento de Bioquinica de la Facultad de Qulmica y Biolog{a de la Uriversidad de

Santiago.

4. - Cultivo de C6Iulas MA-104.

Para el crecimiento de la linea celular MA-104, fueron sembndas aproximadamente 30

x  103  c6lulas  por cm2  de  superficie y  se mantuvieron en medio nrfuo de EAGLE
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OAlro en presencia de 5% de suero fetal bovino (SFB) por 18 horas.  Cunndo indicado,

el medio fue substituido por RIM sin suero.

5. - hfecci6n y propagaci6n de cepas virales de  rotavir]is.

Previo  a  su  infecci6n,  las  cepas  de  rotavirus  fueron  activadas  por  tratamiento  con

Tripsina   a   rna   concentraci6n   final   de   10   ngAnl   durante   30   ninutos   a   37°C.

Posteriomente,  el  in6culo  fue  diluido  en  RIM  hasta  alcanzar  la  multiplicidad  de

infecci6n  Or.O.I.)  deseada,  medida  en  u.f.p./c61.  (inidades  formadoras  de  placa  por

c61ula).    Este  in6culo  fue  sembrado  en  monocapas  confluentes  de  c6lulas  MA-104,

previamente lavadas con PBS.   Desputs  de una hora de adsorci6n con agitaci6n leve

cada diez minutos, el in6culo fue removido y las monocapas mantenidas en RIM sin

Suero.

Cuando indicado, el proceso de infecci6n fue detenido, per congelanriento o lisis.   Para

propagaci6n,  utilizando  M.O.I.  de  5  u.f.p./c61.,  se  esper6  hasta  observer  un  efecto

citopatico en mas de 80% de las c61ulas (24 horas).

6. - a) Purificaci6n de partl'culas de simple cubierta (single shelled).

Se infectaron 50 botellas de oultivos de 175 cm2 de monocapas de c6lulas confluentes de

MA-104 como se detalla en el punto anterior. Las infecciones  se realizaron utilizando 5

u.f.p./c61. y se esper6 hasta la caida del  100% de la monocapa celular (24 a 30 horas).
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Las c6lulas y restos celulares atn adheridos a la botella fueron raspados utilizando un

rastrillo de tefl6n para asegurar la total recuperaci6n de la progenie viral. A continunci6n

los lisados celulares fueron trasvasados a tubos c6nicos de 50ml y conservados a -70°C.

Luego  de  congelar  y  descongelar  dos  veces  el  contenido  de  los  tubos  c6nicos,  se

recolect6 el volumen total en botellas de vidrio de 500ml.  Cada botella fue incubada a

37°C  durante  1  hora en rna concentraci6n fmal de 50mM de EDTA para extraerle al

virus  la capa ercterna compuesta por VP7 y VP4.  A partir de este momento se coloca

todo el material en hielo para asegurar rna temperatura inferior a 4°C. En rna juguera

convencional  se  mezclaron  250ml  de tricloro-trifloroetano  (fre6n)  ffio  con  250ul  del

lisado. La mezcla se agit6 vigorosamente en la juguera durante 20 segundos tres veces

con intervalos  de  3  minutes  en hielo.  Luego  de tratar todo  el volunen con fre6n,  se

separaron las fases mediante centrifugaci6n a 5000 Ipm durarite  10 inutos a 4°C y se

reouper6 la fase acuosa. Posteriormente se procedi6 a concentrar las particulas virales de

simple  cubierta mediante rna  centrifugaci6n a 25000 Ipm duraute 2 horas  a 4°C.  Es

conveniente concentrar el virus  en pocos tubos  de centrrfuga para facilitar el pr6ximo

paso de resuspeusi6n. Resuspender el precipitado en 4 ml de buffer TBS ffio y afiadir

CICs a rna concentraci6n fmal de 1.37g/inl (= 2.16g totales de CsC1). Centrrfugar hasta

obtener el gradiente de densidad (50000 Iprn,  18 horas,  10°C,  sin frono).  Luego de la

ultra centrifugaci6n se observa rna banda horizontal de color blanco cerca del centro del

tubo  de  centrifuga.  Esta  banda contiene  las  particulas  de  simple  cubierta  a purificar.

Perforar el fondo del tubo y extraer muy lentamente por goteo alfcuotas de 500 Ltl. Medir

el  indice  de  refracci6n  de  cada  alicuota  y  separar  aquellas  que  corresponden  a  rna
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densidad entre 1.393 y 1.382 g/inl. Para realizar el calculo de densidad a partir del indice

de refracci6n se utiliz6 la siguiente formula.

p = (1o.86ol*n) -13.4974

Siendo T` el indice de refracci6n medido y p la densidad de la mezcla.

Se reuni6 1as fracciones escogidas y completar a volumen fmal de 4 ml con buffer TBS.

Se realiz6 un segundo gradiente,  similar al anterior.  Es  importante tener en cuenta al

completar el Cscl hasta una deusidad final de 1.37g/inl que las fracciones contienen rna

densidad de Cscl  proveniente del anterior gradiente. Se obtuvo la fracci6n de la banda

blanca  que ha  su vez  correspondia  con la  densidad de la  cepa  de rotavirus  utilizada

(Chen y Ramig 1992)

Se complet6 el volumen de la fracci6n seleccionada con buffer TBS hasta un volumen

final de 1 ml. El virus fue dializado contra 200 ml de buffer TBS a 4°C durante 12 horas

con cambios de buffer de dialisis cada 3 horas aproximadamente. Una vez colectada la

muestra  dializada  se  tiene  partioula  de  simple  cubierta  lista  para  los  ensayos  de

transcripci6n     "i.73    vj.fro".    Estas    subparticulas    fueron    analizadas    en    geles    de

poliacrilamida- Tris Glicina- SDS para estinar su concentraci6n e integridad qaemmli,

1970).  La  concentraci6n final se obfuvo por el m6todo de Bradford a3radford,  1976).

Las particulas de sinple cubierta se conservaron etiquetadas a 4°C para su posterior uso.

6. - b) Obtenci6n de "open cores''.
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La muestra  de particulas  de simple cubierta  se le complet6  el volumen a  1.5 Inl con

buffer TBS para entonces afiadirle igual volumen de Cac12 2M ¢ibre de nucleasas). La

mezcla fue incubada a 37°C durante  1  hora, agitindola cada  10 minutos. Durante este

paso VP6 es liberada de la subparticula por lo que la soluci6n se muestra espumosa. Los

cores virales son centrifugados durante 10 minutos a 4°C y 14000 rpm. El sobrenadante

es   desechado  y  el  precipitado  lavado  con   lml  de  Cac12   1M.   El  precipitado   se

resuspendi6 en i ml de buffer LSB con mucha difioultad. Esta soluci6n tiene un aspecto

turbio pero va ganando en transparencia con la resuspensi6n y apertura de los cores. Para

lograr esto ultinio se dializaron erfuaustivamente contra 200ml de LSB a 4°C hasta por

dos dias. Una vez colectada la muestra dializada se tienen "open cores" listos para los

ensayos  de transcripci6n  "z.# w.fro ".  Estas  subparticulas fueron analizadas  en geles  de

poliachlamida- Tris Glicina- SDS para estinar su concentraci6n e integridad a,aemmli,

1970).  La  concentraci6n final  se obtuvo por el m5todo  de Bradford @radford,  1976).

Los "open cores" se conservaron etiquetadas a 4°C para su posterior uso.

7. - Sintesis I.72 v7.fro y purificaci6n de mRNAs totales de rotavirms.

Subparticulas de simple cubierta (40 L[g) fueron incubadas en rna mezcla de reacci6n de

500 ul volumen final y 120 mM Tris-HC1 ®H 8.5), 1 mM Mgc12, 40 mM Nacl, 0.1 mM

S-adenosilmetionina y 0.2 mM ATP, CTP, GIP y UTP. La mezcla se incub6 por 2 horas

a 45°C.  Para separar las  subparticulas  de los mRNAs  sintetizados, 1a mezola se ultra

centrifug6 a 40.000 rpm por 2 horas y a 4°C. AI sobrenadante colectado se le realiz6 un
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procedimiento de extracci6n fen6lica, seguido de una doble extracci6n con clorofomo.

La fase acuosa fue colectada y el mRNA precipitado con 1/10 volunen de NacooH 3M

pH 5.2 y 2.5 volinenes de etanol fiio durante 12 horas a -70°C. El precipitado se lav6

en  etanol  75%  para  luego  resuspenderlo  en  900  ul  de  H20  libre  de nucleasas.  Para

elininar el dsRNA gen6mico se procedi6 a precipitar con 2M Licl durante  18 horas a

4°C. La mezcla de precipitaci6n se cendrfug6 a  14.000 rpm durante 45 minutos a 0°C.

El precipitado se resuspendi6 en 100 ul de H201ibre de nucleasas para ser re-precipitado

en 200 mM Nacl y 10 volinenes de etanol. Los mRNAs virales precipitados se lavaron

con etanol al 750/o y se resuspendieron en 100 prl de H20 libre de nucleasas. Los mRNAs

virales  fueron  conservados  a  -70°C  y  se  analiz6  su  integridrd y pureza  en geles  de

poliacrilamida  7% y urea  7.5M.  La cunntificaci6n  se realiz6 mediante la medici6n de

absorbancia a 260 y 280 nm en un GeneQunt ¢harmacia).

8. - Ensayo de replicaci6n I.# ".fro.

El ensayo es similar al descrito por Chen y cols (1994) con algunas modificaciones. La

mezcla  de reacci6n (10  ul)  contiene 55 mM de Tris-Hcl pH 8.2,  12 InM Mgc12, 2%

polietilenglicol 6000,  10 U de RNAaseout (GibcoBRL), 60 uM de ATP, CTP y GIP,

2.0  L[Ci  [or-32 UTP]  (3000  Ci/mmol) y 0.5  ng  de  "open core"  virales.  A la mezcla de

reacci6n  se  le  afiadi6  mRNAs  virales  6  dsRNA  gen6mico  segth  el  objetivo  del

experinento.  La reacci6n se incub6 durante 2 horas a 32°C y se detuvo con  10  ul de

buffer carga para proteinas 2X.
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9. - Ptlriflcaci6n de dsRNA gendmico de rotavirtls.

Se infectaron 10 botellas de cultives de 175 cm2 de monocapas de c6lulas confluentes de

MA-104  como  se  detalla  anteriomente.  Las  infecciones    se  realizaron  utilizando  5

u.f.p./c61. y se esper6 hasta la caida del  100°/o de la monocapa celular (24 a 30 horas).

Las c61ulas y restos celulares atn adheridos a la botella fueron raspados utilizando un

rastrillo de tefl6n para asegurar la total recuperaci6n de la progenie viral. A continunci6n

los lisados celulares fueron trasvasados a tubos c6nicos de 50ml y conservados a -70°C,

Luego  de  congelar  y  descongelar  dos  veces  el  contenido  de  los  tubos  c6nicos,  se

recolect6 el volumen total en botellas de vidrio de 500 ml. En rna juguera convencional

se  mezclaron  250  ml  de  tricloro-trifloroetano  (fre6n)  ffio  con  250  ml  del  lisado.  La

mezcla  se  agit6  vigorosamente  en  la  juguera  durante  20  segundos  tres  veces  con

intervalos  de  3  minutes  en  hielo.  Luego  de  tratar  todo  el  volurnen  con  fre6n,  se

sapararon las fases mediante centrifugaci6n a 5 000 xpm durante  10 minutos a 4°C y se

recuper6 la fase acuosa. Posteriormente se procedi6 a concentrar las partioulas virales de

simple cubieria mediante rna centrifugaci6n a 25 000 rpm durante 2 horas a 4°C. EI

precipitado fue resuspendido en 300 ul de buffer TE y fue digerido en rna concentraci6n

final deloo LLg/inl de Proteinasa K y SDS 0.5% a 55°C durante 30 minutes. Luego de

esto,  Ia  mezcla  fue  extraida  sucesivamente  con  fenol,  fenol-cloroformo,  cloroformo y

precipitada con 1/10 volunen de NacooH 3M pH 5.2 y 2.5 volinenes de etanol ffio

durante  12 horas  a  -70°C.  Luego de un lavado con 75% etanol,  el dsRNA gen6nrico

precipitado fue resuspendido en 100 ul de H201ibre de nucleasas. Los RNAs gen6micos
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fueron   conservados   a   -20°C   y   se   analiz6   su   integridad  y   pureza   en   geles   de

poliacrilamida  12%. La cuantificaci6n se realiz6 mediante la medici6n de absorbancia a

260 y 280 nm en un GeneQuant @harmacia).

10. - Electroforesis y tinci6n de RNAs.

Para el estudio de los productos de replicaci6n se utilizaron geles de poliacrilamida-Tris

Cflicina-SDS  al  12%  similares  a los utilizados para el estudio de proteinas  qaendi,

1970). Los mRNAs virales fueron analizados en geles de 7% poliacrilarida-Urea-TBE.

Luego de la electroforesis, 1os   RNAs se visualizaron a trav6s de rna tinci6n con plata

especifica para acidos nucleicos ¢Ierring y cols., 1982).

11. -Analisis cuantitativo de emisiones.

Todo el material marcado con radiois6topos fue analizado por electroforesis.  Previo a la

autoITadiografia, los geles fueron secados sobre papel filtro y sometidos al ahalisis en un

radio-escaner   Phosphohiager   BIORAD   GS-525.      Como   resultado   se   obtuvieron

patrones de radioactividad del gel que fueron posteriormente amalizados con el programa

Molecular   Analyst   a3IORAD).       Esto   permifro   la   cunntificaci6n   preoisa   de   la

radiactividad en cada banda del gel.  Las medidas se obtienen en urlidades arbitrarias del

equipo, proporcionales a la emisi6n.
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Para el analisis, cada banda cuantificada fue conegida contra el fondo.  La comparaci6n

entre carriles se hizo previo a la normalizaci6n respecto a rna banda constante en el gel.
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RESULTADOS.

1- Estudio  de la capacidad  de los  "open cores"  de utilizar un molde  de  dsRNA

gendmico.

Ia  capacidad  de  los  "open  cores"  de  utilizar  el  dsRNA  gen6mico  contenido  en  su

interior  como  molde  ha  sido  comprobada  experimentalmente.  Este  evento  se  conoce

como replicaci6n end6gena. Para rna mejor caracterizaci6n de la capacidad de los "open

cores" de utilizar dsRNA como molde se realiz6 el siguiente experimento, "open cores"

provenientes   de  la  cepa  de  rotavirus   SA114F     fueron  incubados  en  condiciones

controladas  de  replicaci6n   "z.7!  vj.fro" y  en  presencia  de  [er32-P]UIP    con  cantidades

crecientes de dsRNA gen6mico obteliido a partir de la cepa DXREV. Los productos de la

reacci6n   se   aplicaron   en   geles   de   po]iacrilamida   y   luego   se   someti6   a   rna

autorradiografia. En la figura 5 se observa que al afiadir cantidades crecientes de dsRNA

de DXRRV comienza aparecer el electroferotipo caracterfstico de esta cepa. En el piner

caril (de izquierda a derecha) se muestran las bandas conespondientes a los prodrctos

de replicaci6n  end6gena  del  open core  SA114F.  Pana  distinguir urra  cepa  de  la  otra,

fueron sefialados los genes 5, 6 y 10  pues son los que muestran mayores diferencias de

migraci6n electroforfetica. Una vez analizada la autonadiografia se procedi6 a cuntificar

las  sefiales   colrespondientes  a  los  genes  5 y  10  de ambas  capas.  Como se mencion6

anteriormente, estos dos genes muestran diferencias en los patrones de migraci6n para la

cepa  SAll-4F y DkRRV,  lo  curl  facilit6  su cuantificaci6n.  La  figura  6 muestra  dos

grificos   con  los  resultados   de  la     ouantificaci6n  de  las   bandas   conespondientes

mencionados.
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Como  se puede  observar  el  sistema  de  "open cores"  utiliz6  como molde un dsRNA

heter61ogo afiadido de manera ex6geno. Los resultados mostrados en la figura 6 indican

que no existe un desplazamiento en el uso del dsRNA end6geno. El sistema mantiene los

niveles  de  replicaci6n  end6gena y utiliza  adicionalmente  el  dsRNA  ex6geno,  con el

incremento de este en la reacci6n. Esto podria deberse a la presencia de partioulas de

Copen core'  vacias o de complejos de replicaci6n (VP1-VP2-VP3)  que ham perdido su

dsRNA gen6mico y pueden utilizar como molde el dsRNA de DXRRV.   Los resultados

indican que el sistema de replicaci6n end6gena no es desplazado al afiadirle un molde de

similares caracteristicas.

29





31



2-  Comparaci6n  del uso  del mRNA ex6geno versus  el dsRNA end6geno por los

"open cores''.

La capacidad de los "open cores" de utilizar un RNA de simple  hebra como molde de

replicaci6n para  la  sintesis  de  la  hebra  negativa  ha  sido  estudiada  utilizando  "open

cores"   vacios  y  mRNA-quimeras.   Sin  embargo,   se  desconoce  el  efecto   sobee  la

raplicaci6n end6gena de la presencia de los 1 1 segmentos de sinple hebra positiva. Con

el  objetivo de  caracterizar la  capacidad de  los  "open cores"  de utilizar mRNA como

molde y  su  efecto  sobre  la  replicaci6n  end6gena  se realiz6  el  siguiente  experimento.

"open  cores"  provenientes  de  la  capa  de  rotavirus  SA114F    fueron  incubados  en

condiciones  controladas  de  replicaci6n  "in vitro" y  en presencia  de  [or32-P]UTP    con

cantidades  erecientes  de  rna  preparaci6n  de  mRNA  total  de  la  cepa  DXRRV.  Los

productos de la reacci6n se aplicaron en geles de poliacrilamida y luego se someti6 a rna

autorradiografia. En la figura 7 se observa que al afiadir cantidades crecientes de mRNA

de DXRRV comienza aparecer el electroferotipo caracteristico de esta cepa. En el primer

carril (de izquierda a derecha) se muestran las bandas correspondientes a los productos

de replicaci6n end6gena del open core SA114F. Para distinguir urra cepa de la otra, fue

sefialado el gen 5.   ha figura 8 muestra la ouantificaci6n de las bandas conespondientes

a los genes 5 para cada cepa y en cada rna de las condiciones estudiadas.

Como se observa en la figura 7 el sistema de "open cores" de la c€pa SA114F utiliz6

mRNAs  de  la  cepa  DXRRV  como  moldes  en  la  sintesis  de  la  hebra  negativa.  Este

resultado mos indica la presencia de  rna sefial cormin entre los mRNAs de ambas cepas

durante la sintesis  de la hebra negativa.  Resultados  silnilares  se obtuvieron al utilizar
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"open cores" de DXRRV y mRNAs de  SAl 1-4F  @atos no mostrados), 1o curl indica

qpe los mRNAs portan sefiales generales para el reconocimiento y sintesis de la hebra

negativa viral. La ouantificaci6n de los productos de este experimento mostr6 resultados

sorprendentes. La grafica muestra como en el caso del gen 5 a medida que aumenta la

cantidad de mRNA de D2RRV en la reacci6n, tambi6n aumenta la sintesis del gen 5 de

esta cepa. Sin embargo, el gen 5 producto de la raplicaci6n end6gelia del dsRNA SAll-

4F  va  desapareciendo  con  el  aumento  de  las  cadenas  positivas  en  la reacci6n.  Este

mismo  resultado  se  obtiene  para  el  gen  6  y  se  puede  comprobar visunhaente  en la

autorradiografia del gel.   Por lo tanto, el mRNA total de la capa DkRRV esfa siendo

usado  de  forma  preferencial  sobre  el  dsRNA  end6geno  del propio  "open  core".  Las

condiciones estudiadas en los carriles 2, 3 y 4 de la figura 7 serfu de mucha utilidad en

nuestro trabajo pues en rna sola reacci6n se combina   la raplicaci6n end6gena con   el

uso  de  la hebra positiva como molde.  De esta manera podriamos mediante el usa de

inhibidores estudiar ambos eventos en rna sola rcacci6n. Por otra parie en los carriles 5

a   6   de   la   misma   figura   se  observa   como   desaparece   la  replicaci6n  end6gena,

comportindose como "open cores" vactos.  Este hallazgo mos permite no depender del

uso  de  "open  cores"  vacios  los  chales  hemos  visto  son  memos  eficientes  al  estar

coutaminados    con    restos    de    nucleasa    miorococal,    la    cunl    es    usada    para

"vaciarlos"(degradar el dsRNA end6geno).
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Fifura_i Cuantificaci6n de] producto  relativo del gen 5 de las cepas SAll-4F y
DXRRV,  mostrando  el  uso  preferencia]  del  mRI`IA  del  DXRRV  sobre  el  dsRNA
end6geno.

La   bandas   correspondientes   al   gen   5   de   las   cepas   SAll-4F   y   DXRRV   fueron
cuantificadas y graficados los resultados.  El eje de  las abscisas contiene el conteo de
area en unidades propias del phosphoimager, mientras que cada valor del eje horizontal
corresponde con los carriles sefialados en la figura 7.
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3- Esfudio  de la replicaci6n de la hebra negativa  del gen 5 en el contexto  de la

sintesis de los 11 dsRNA.

Una aproximaci6n experinental para determinar la importancia del extremo 3 ' mRNA

en  el  reconocimiento  especifico  y  en  la  sintesis  de  la  hebra  negativa  del  dsRNA

gen6mico    del    Rotavirus    puede    ser    el    uso    de    oligonucle6tidos    antisentidos

complementarios   a   diferentes   regiones   de   este   extremo.   El   uso   de   estos   oligos

antisentidos mos permitirin estudiar su efecto en la sintesis de la hebra negativa de un

solo gen   en un sistema donde se encontrarin los  10 restantes segmentos. Esto ultimo

permitife evalunr la especificidad de la inhibici6n y el impacto de la misma en la sintesis

de los otros genes.

Se disefi6 un oligo antisentido de 21 bases contra el extremo 3' del mRNA del gen 5 de

la  cepa  SAll-4F  (oligo  G5  3'-C21)  (Vcr  Tabla  1).  Se  seleccion6  el  extremo  como

primer blanco pues los antecedentes apuntaban a que las ultimas bases tenian un papel

importante en el inicio de la sintesis de la hebra negativa.   Este oligo fue utilizado en

concentraciones crecientes en dos eusayos diferentes de raplicaci6n aigura 9). En cada

carril  del  panel  A,  0.5ng  de  C`open  core"  de  la  cepa  D2d3RV  fueron  utilizados  para

sintetizar la hebra negativa  de 200ng de mRNA total de SAll-4F.  En el panel 8 los

``open cores" utilizados pertenecen a la cepa SAll-4F y el InRNA afiadido a la reacci6n

proviene del DXRRV.

El  resultado  de  este  ensayo  muestra  como  el  oligo  G5  3'-C21  es  capaz  de  inhibir

especfficamente la sintesis de hebra negativa del gen contra el cunl esfa dirigido ¢igun

9  panel A).  No  se  observa  ningdn  efecto inhibitorio  sobre la  sintesis  de los  otros  10
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genes incluso a concentraciones de 600nM. El panel 8 de la figura 9 muestra como la

sintesis de la hebra negativa del mRNA del gen 5 de la cepa DXRRV no es afectada por

el oligo. Las diferencias de secuencias entre los extremos 3 ' de los genes 5 de las cepas

DXRRV respecto a la SA114F son: (contando a la primera C del extremo 3 ' de la cepa

SAll  como  la base  1)  en la posici6n 3  la cepa SA114F presenta una A mientras la

DXRRV rna  G, en posici6n 5  hay un cambio de rna G en SAll por rna A en DXRRV,

en la 19 una G por rna A, posici6n 20 SA114F tiene una U que en DXRRV es rna C,

los otros cambios son, 40 (G por A) y 41 (U por C). Ademds de estas diferencias la U de

la posici6n  11  de SAl I-4F esth delecionada en DXRRV. Por lo tanto entre el gen 5 de

ambas  cepas  existen  4  diferencias  en  los  dltimos  21   nucle6tidos  (Ver  recundro  a

continuaci6n).

G5   mRNA            3 ' -CCAAGUGUCAUAAAACGGUCGAUCCGCGAUGAGAUCAGACCU-5 '  ( extremo   3 '    SAll-4F)
G5   mRNA           3' -CcgAauGUCA~AAAACGaccGAUCCGCGAUGAGAUCAGgucu-5'  (extremo   3 '    DXRRV)

Estas diferencias en los extremos 3 '- pemiti6 a traves de un oligo antisentido  producir

rna   inhibici6n  total   del   gen  blanco   del   oligo   sin    afectar  el uso de los otros  10

mRNAs como molde.

El  experimento anterior muestra que el sistema de replicaci6n requiere el extremo de

cada mRNA en forma de simple hebra para poder sintetizar la hebra negativa. La sefial

presente en el extremo del gen 5 es especifica y se debe a la interacci6n del oligo a rna

region     complementaria,     presente     solo     en     este     gen     y     en     esta     cepa.
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Fiqura 9.  Efecto  de un oHgonucle6tido antisentido  dirigido contra las tltimas 21
bases del extremo 3'- del gen 5 de la cepa SA1114F sobre la sintesis de la hebra
negativa de las cepas SAll-4F y DXRRV.

Panel A:  Autorradiografia de un gel de poliacrilamida-Tris Glicina  12% donde fueron
analizados  lo productos  de  las reacciones  en las  que "open cores" provenientes  de la
cepa de rotavirus DXRRV  fueron incubados en condiciones indicadas de raplicaci6n  "j.#
vz.fro ", en presencia de [a32-P]UTP , de 200ng de los 1 1 mRNAs obtenido a partir de la
cepa SAll-4F y de cantidades crecientes del oligonucle6tido G5-3-C21. El primer carril
de  izquierda  a  derecha  muestra  un control  de  sintesis  de la hebra negativa  de  los  11
segmentos provenientes de la cepa SAll-4F. El producto del gen 5 aparece sefialado a la
izquierda de la figura.
Panel 8:   Autorradiografia de un gel de poliacrilamida-Tris Glicina  12% donde fueron
analizados  lo  productos  de  las  reacciones  en las  que  ``open cores"  provenientes  de la
cepa de rotavirus    SAl I-4F  fueron incubados en condiciones indicadas de replicaci6n
"z.7z vz.fro ", en presencia de [or32-P]UTP ,   de 200ng de los  1 1 mRNAs obtenido a partir

de la capa IhRRV y de cantidades crecientes del oligonucle6tido G5-3-C21. El primer
caril de izquierda a derecha muestra un control de sintesis de la hebra negativa de los 1 1
segmentos provenientes de la cepa DXRRV. El producto del gen 5 aparece sefialado a la
derecha de la figura.
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4-  Efecto  del uso  de  oligonucle6tidos  G5  3'-C21  mutados  sobre la  sintesis  de la

hebra negativa del gen 5 de la cepa SA114F.

Una vez observado que el oligonucle6tido G5 3'-C21 utilizado en el ensayo anterior era

capaz  de  inhibir  completamente  la  sintesis  de  la  hebra  negativa  del  gen  5,  fueron

disehados  oligos  similares  al  anterior pero en este caso se introdujeron cambios  de 2

bases  qabla  1).  Como indica  la tabla  1  los  cambios  en los  oligos  fueron hechos  de

manera que se dej6 intacto el CCA del extremo 3'.  En el experimento se utiliz6 CCopen

cores" de la capa D}RRV y mRNAs de la cepa SA114F. En la figura 10 se muestra (de

izquierda a derecha) rna replicaoi6n end6gena, un control sintesis de hebra negativa de

la cepa SA114F y sintesis de la hebra negativa de los  11 mRNAs en presencia de los

diferentes oligos disefiados.

Al comparar el electroferotipo de la replicaci6n end6gena con el de la sintesis de hebra

negativa (control), se observa la aparici6n de un nuevo patr6n correspondiente a la  capa

SA114F. En el caso del gen 5 de la capa I}d2RV atn se puede observar una replicaci6n

end6gena residual (sefialado en la figura  10).  Cuando se utiliz6 el oligo C5  3'-C21, se

confirm6 un 100% de inhibici6n de la sintesis de la hebra negativa del gen 5 de la capa

SAll-4F.  Con  los  oligos  con  sustituciones  de  bases  se  observa  mas  de  un  97%  de

inhibici6n.  Los  oligonucle6tidos  con  sustituciones  de  bases  solamente  afectaron  la

sintesis   de  la  hebra  negativa  del  gen  5   de  la  capa  SA114F,  couservindose  la

especificidad de la inhibici6n.
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Finira 10.  Efecto de oligonucle6tidus antisentidus diriatdus central Ias tltjmas 21
bases  del extnemo 3'- del gen 5 sobre la sintesis de la hebra negativa de la cepa
SA114F.

Autorradiografia de un gel de poliacrilamida-Tris Glicina  12% donde fueron analizados
lo  produetos  de  lag  reacciones  en  las  que  "open  cores"  provenientes  de  la  capa  de
rotavirus DXREV fueron incubadus en condiciones indicadas de raplicaci6n  "fro vz.fro ",
en presencia de [or32-P]UTP ,   de 200 ng de los  I I mRNAs obtenido a partir de la capa
SA114F  y  de  diferentes  oligonucle6tidos.  El  primer  carril  de  izqrierda  a  derecha
muestra la replicaci6n de los  1 1 segmentos provenientes de la capa DXRRV. En el pie de
la  figura aparece el porcentaje  de  sintesis  de la hebra nngativa  del gen 5  de la capa
SA114F.  El  100°/o de raplicaci6n corresponds con la sintesis de la hebra negativa del
gen  5  de  la  capa  SA114F  en  ausencia  de  oligonucle6tidus.  Los  demfs  valores  de
porcentaje de raplicaci6n se calculan en proporoi6n con el control.
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Tabla 1. Secuencias de los oligonucledtidos antisentidos dirigidos contra las tiltimas
21  bases de] extremo 3'-de] gen 5 que presentan cambios de dos bases respecto a
G5 3'-C21.

Cada   oligonucle6tido   de   la   serie  ES,   presenta  dos   bases   cambiadas   respecto   al
oligonucle6tido G5  3'-C21.  Las base que confieren diferencia a los oligos de tipo ES
respecto al G5 3 '-C21 estin dibujadas en rojo y escritas en mindsculas.

Nohore Secuencia

G5   3'-C21

ES-1

ES-2

ES-3

ES-4

ES-5

ES-6

ES-7

ES-8

5 ' -GGTTCACAGTATTTTGCCAGC-3 '

5 ' -GGTaaACAGTATTTTGCCAGC-3 '

5 ' -GGTTat CAGTATTTTGCCAGC-3 '

5 ' -GGTTct aAGTATTTTGCCAGC-3 '

5 ' -GGTTCAatGTATTTTGCCAGC-3 '

5 ' -GGTTCActaTATTTTGCCAGC-3 '

5 ' -GGTTCACAaaATTTTGCCAGC-3 '

5 ' -GGTTCACAGat TTTTGCCAGC-3 '

5 ' -GGTTCACAGT t aTTTGCCAGC-3 '
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5-Analisis de la region formada per las tltimas 21 bases del extremo 3' del gen 5

de la cepa SA114F en la sintesis de la hebra negativa de este gen.

A partir del resultado anterior donde se estableci6 el efecto inhibitorio del oligo G5 3'-

C21, se determin6 cuales de las 21 bases eran responsables de la inhibici6n. Para ello, se

disefiaron nuevos oligos los cirales erecian en 3 bases en direcci6n 5' o 3' del oligo G5

3'-C21 qabla 2).

La  figura  11  muestra  el  segmento  del  gel  correspondiente  a  la  sintesis  de  la  hebra

negativa  de  los  genes  5  y  6  de  la  capa  SA114F  utilizando  C`open core"    de la  cepa

DXRRV.  La  ouantificaci6n del porcentaje de replicaci6n se normaliz6  con respecto al

gen 6, tomando como 100% de replicaci6n la sefial del control sin oligonuole6tido.

El  oligo  de  12  bases  (G5  3'-C12)  que  deja  libre  9 bases  del  extremo  3'  del mRNA

blanco inhibe la replicaci6n en un 20%, sin embargo el oligo de  12 bases (G5 5'-C12)

inhibe   en  un   97%   (ver  tabla   2).   Esto  mos   sugiere   que  la  zona   inportante  de

reconocimiento estaria hacia el extremo 3' de esta region. Por otra parte, si al oligo de

12  bases  del  extremo  5'  se  le  adiciona  3  bases  hacia  el  extremo  3'  (G5  3'C15),  1a

inhibici6n aumenta de 20 a 94%.  El oligo de 9 bases hacia el extremo 3'  (G5 5'-C9)

inhibe en un 50%, lo cual confirma los resultados obtenidos con el oligo de 12 bases del

extremo 3' (G5 5'C12).
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Figtira 11. Efecto de oligonucledtidus antisentidus antisentido de diferente ndmero
de bases dirigidus contra las ultimas 21 bases del extremo 3'- del gen 5 sobre la
sintesis de la hebra negativa de la cepa SA114F.

Fragmelito de rna autorradiografia de un gel de poliacrilamida-Tris Glicina  12% donde
aparecen los  genes  5 y 6   de los produetos de las reacciones  en las  que "apen cores"
provenientes  de  la  capa  de  rotavirus  D2d3RV  qpe  fueron  incubados  en  condiciones
indicadas de raplicaci6n  "fro w.fro", en presencia de [er32-P]UTP ,   de 200ng de los  11
mRNAs obtenido a partir de la capa SA114F y de diferentes oligonucle6tidos. En el pie
de la figuna aparece el porcentaje de sintesis de la hebra negativa del gen 5 de la cepa
SA114F. El 0% inhibici6n corresponde con la sintesis de la hebra negativa del gen 5 de
la capa  SA114F en ausencia de oligonuele6tidos. Los dends valores de porcentaje de
inhibici6n se calculan en proporci6n con el control.
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Tabla  2.  Secuencia  de  los  oligonucle6tidos  antisentidos  de  diferente  ndmero  de

bases  dirigidos  contra  las  riltimas  21  bases  de]  extremo  3'-  del gen  5  de la  cepa

SAll-4F.

En el extremo inferior de la tabla aparece en color rojo la secuencia del extremo 3 '- del
gen 5 de la cepa SA114F. Los oligos estin distribuidos dentro de la tabla permitiendo
determinar la zona del gen 5 que esta siendo analizada. El porcentaje de replicaci6n del
gen 5 en presencia del oligonucle6tido antisentido aparece en el extremo derecho de la
tabla.

OI,Ice Secuencia %  de  Inhibici6n

G5   5,-C3 5 , -GGT-3 , 9.5

G5   5'-C6 5 ' -GGTTCA-3 ' 17.9

G5   5,-C9 5 ' -GGTTCACAG-3 ' 55.5

G5   5'-C12 5 ' -GGTTCACAGTAT-3 ' 96.2

G5   5'-C15 5 ' -GGTTCACAGTATTTT-3 ' 99.2

G5   5'-C18 5 ' -GGTTCACAGTATTTTGCC-3 ' 98.9

G5   5'-C21 5 ' -GGTTCACAGTATTTTGCCAGC-3 ' 98.8

G5   3,-C3 5 , -AGC-3 , 7.8

G5   3,-C6 5 ' -GCCAGC-3 ' 6.4

G5   3'-C9 5 ' -TTTGCCAGC-3 ' 8.9

G5   3'-C12 5 ' -TATTTTGCCAGC-3 ' 18.9

G5   3'-C15 5 ' -CAGTATTTTGCCAGC-3 ' 93.3

G5   3'-C18 5 ' -TCACAGTATTTTGCCAGC-3 ' 96.9

G5   3'-C21 5 ' -GGTTCACAGTATTTTGCCAGC-3 ' 98.8

G5   mRNA                   3 ' -CCAAGUGUCAUAAAACGGUCGAUCCGCGAUGAGAUCAGACCU-5 '

(extremo   3')
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6-Bdsqueda en el extremo 3' del mRNA del gen 5 de otras zonas importantes para

la sintesis de la hebra negativa.

Con el objetivo de estudiar la presencia de sefiales en la secuencia del 3'-UTR que se

encuentran rio ariba a la secuencia consenso del extremo, se utilizaron oligonucle6tidos

antisentidos  de  21  bases  donde  cada  uno  estaba  desplazado  en  3  bases  respecto  al

anterior,   alejandose  del  extremo   3'ITabla  3).   En  estos   ensayos   se  utilizaron  dos

combinaciones de `open core' y mRNA, 1os  "open cores"' de la cepa DXRRV con los

mRNAs de la cepa SA114F y viceversa.

Durante la sintesis de la hebra negativa de la cepa SAl 14F, el oligo 21-2 produce un

efecto inhibitorio sobre la sintesis del gen 5 similar al producido por el oligo G5 3'-C21.

Por el contrario, el oligo 21-2 deja libre el CCA del extremo 3',1o cual indiea que la

presencia del CCA en forma de hebra simple es una sehal necesaria pero no suficiente

para la sintesis de la hebra negativa.  Si el oligo deja libre las primeras 9 bases (21-4 y

21-5) se recupera la sintesis de hetra negativa. Esto mos confirma el resultado anterior

donde las primeras 9 bases del extremo 3' son inprescindibles durante este evento. Las

bases  entre  las  posiciones  9  y  33  (214  y  21-5)  aparentemente  no  tienen  un papel

importante en este proceso.    Sin embargo las bases entre las posiciones 33 y 41  (21-4,

21-5 y 21-6) si parecen participar en la sintesis de la hebra negativa del gen 5 pues los

oligos  que hibridan sobre esta regi6n iiniben hasta en un 70% (21-8) la sintesis de la

hebra negativa aigura 12).

Durante la sintesis de la hebra negativa de la cepa DXREV, 1os oligos que comprenden

las bases 1 a la 33 (G5 5'-C21) no inhiben la sintesis de la hebra negativa. En esta regi6n
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el mRNA DXRRV tiene 4 sustituciones de bases y rna deleci6n en comparaci6n con la

cepa SA114F. Sin embargo, en el ensayo 4 ¢igura 10) los oligos con 2 sustituciones de

bases eran inhibitorios, indicando   que cambios superiores a 2 bases impiden el efecto

inhibitorio de los  oligos.  Estos resultados indican que el sistema de replicaci6n puede

dischminar entre extremos  3'  con diferencias  en nrds de 2 bases.  Los oligos 21-6 al 8

mostraron un efecto  sinilar  sobre  la  sintesis  de hebra negativa  del  gen 5  de la  cepa

DXRRV, confimando el papel de esta regi6n durante la replicaci6n.
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Finira  12.  Efecto  de  oligonuele6tidos  antisentidus  desplazadus  unos  respecto  a
otros en tres bases en direcci6n al 5' del gen 5 sobre la sintesis de la hebra negativa
de las cepas  SA114F y DXRRV.

Autolradiografia de un gel de poliacrilamida-Tris Glicina  12% donde fueron analizados
lo produetos de las reacciones en las que 0.5i+g de "open cores" provenientes de la capa
de   rotavirus   DXRRV   o   SA114F   fueron   incubados   en   condiciones   indicadas   de
raplicaci6n   "j7z  vz.fro",  en  presencia  de  [or32-P]UTP  ,  de  200ng  de  los   11  mRNAs
obtenido a partir de la capa SA114F o DXRRV y de diferentes chgonuele6tidos. Ainbos
controles  muestran la replicaci6n de log  11  segmentos provenientes de las capas SAll-
4F ®rimer confrol de izqrierda a derecha) y Drmv respectivamente. En el pie de fa
figura aparece el porcentaje inhibici6n de la sintesis de la hebra nngativa del gen 5 de la
cepa  SA114F  y  DIRRV  respectivamente.  El  0°/o  de  inhibici6n  corresponds  con  la
sintesis de la hebra negative del gen 5  de la cepa  SA114F y DXREV en ausencia de
oligonucle6tidos.   Los   demas   valores   de  porcentaje   de   inhibici6n   se   calculan   en
proporoi6n con el control qpe le ouresponde.
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Tabla 3. Secuencia de los oligonucle6tidos antisentidos desplazados unos respecto a
otros en tres bases en direcci6n al 5' del gen 5 de la cepa SAll-4F.

Cada  oligonucle6tido   de   la  serie   21-n,   esta  desplazado  en  3n  bases  respecto  al
oligonucle6tido G5  3'-C21  en direcci6n al  5'-del gen 5.  En el extremo inferior de la
tabla aparece en color rojo la secuencia del extremo 3'-del gen 5 de la cepa SAll-4F.
ha secuencia en color verde corresponde al extremo 3'-del gen 5  de la cepa DXRRV.
Los oligos estin distribuidos dentro de la tabla permitiendo determinar la zona del gen 5
que  esta  siendo  analizada.  El  porcentaje  de  replicaci6n  del  gen  5  de  cada  cepa  en
presencia del oligonucle6tido antisentido aparece en el extremo derecho de la tabla.

OI,Ice Secuencia %  de  Inhibici6nSAll-4FDXRRV

21-8 5 ' -TAGGCGCTACTCTAGTCTGGA-3 ' 6870

21-7 5 ' -AGCTAGGCGCTACTCTAGTCT-3 ' 6050

21-6 5 ' -GCCAGCTAGGCGCTACTCTAG-3 ' 5047

21-5 5 ' -T T TGCCAGC TAGGCGCTACTC -3 ' 260

21-4 5 ' -TAT T T TGCCAGCTAGGCGCTA-3 ' 330

21-3 5 ' -CAGTAT T T TGCCAGC TAGGCG-3 ' 920

21-2 5'-TCACAGTATTTTGCCAGCTAG-3' 990

G5   5'-C21 5 ' -GGTTCACAGTATTTTGCCAGC-3 ' 98.5                  0

G5   mRNA            3' -CCAAGUGUCAUAAAACGGUCGAUCCGCGAUGAGAUCAGACCU-5'     (extremo   3 '    SAll-4F)

G5   mRNA           3' -CcgAauGUCA-AAAACGaccGAUCCGCGAUGAGAUCAGgucu-5'     (extremo   3 '    DXRRV)
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7-  Brisqueda  de  fragrentos  abortivos  de  replfcaci6n  durante  la  inhibici6n  de

sintesis de hebra negativa medinda por oligonucle6tidos dirigidos contra el extremo

3' del gen 5.

El  efecto  inhibitorio  de  los  oligos  sobre  la  regi6n  33  a  41,  podria  deberse  a  que  la

polimerasa al encontrar el oligo aborta la exteusi6n, evento anteriormente descrito para

otros tipos de polimerasas.  Otra posibilidad es  que esta regi6n este involucrada en el

proceso  de  reconocimiento  y  uni6n  de  la polimerasa,  algo  similar  esta  descrito  para

hapadnavirus y retrovirus  @appalardo y  cols.,  1998).  Por  ello,  se propuso  detectar la

preseneia de fi-agmentos abortivos durante este evento.  Con este fin se utilizaron "open

cores" de la cepa SA114F, mRNA DrdiRV y el oligo 21-8 qabla 3). En el carril 3 del

panel A de la figura  13  se muestra la inhibici6n de la sintesis del gen 5  debido a la

presencia  del  oligo  21-8.  En  el  panel  8  se  observa  la  autorradiografia  de  un  gel

denaturante  de  poliacrilamida  al  12%  donde  la  ausencia  de  serial  cercana  a  los  20

nucle6tidos   indica la no-formaci6n de  fragmentos  abortivos.  Asi,  esta regi6n tendria

algiin papel en el evento de reconocimiento o inicio de la sintesis. Esta hip6tesis tambien

es apoyada por la evidencia de que la hibridaci6n de oligonucle6tidos en regiones mas

alejadss  del   extremo 3', no producen ningiin efecto inhibitorio  (datos no mostrados).

Por  lo tanto,  1a elongaci6n no parece estar afectada por el apareamiento de un oligo

sobre la hebra del mRNA.
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Figura  13 Ausencia de productos abortivos de sintesis  de hebra  negativa  ante la
inhibici6n provocada por oligus dirigidos contra el extremo 3 ' de] mRNA.

Panel A: Autorradiografia de un gel de poliacrilamida-Tris Glicina  12% donde fueron
analizados  lo productos  de  las reacciones en las que "open cores" provenientes de la
cepa de rotavirus SA114F fueron incubados en condiciones indicadas de replicaci6n "z.#
vj.two",  en  presencia  de  [G32-P]UTP  y  en  presencia  y  ausencia  de  200ng  de  los  11
mRNAs obtenido a partir de la cepa DXRRV y de 11.7uM de del oligonuele6tido 21-8.
La cuadricula roja sefiala la inhibici6n de la sintesis del gen 5 de la cepa DXRRV debido
a la presencia del oligonucle6tido 21-8.

Panel  8:    Autorradiografia  de  un gel  de poliacrilamida-Urea-TBE  12%  donde  fueron
analizados lo productos  de  las  reacciones en las que "open cores" provehientes  de  la
cepa de rotavinis SA114F fueron incubadus en condiciones indicadas de replicaci6n ";.#
vj.two '', en presencia de [cl32-P]UTP ,  de 200ng de los 11 mRNAs obtehido a partir de la
cepa DXRRV y en presencia y ausencia de  I I.7uM de del  oligonucle6tido 21-8.  Las
sefiales observadas en la autorradiografia corresponden con los 1 1 dsRNAs productos de
la sintesis de la hebra negativa. Mediante rna flecha aparece sefialado la posici6n que
corresponderia en el gel a un RNA de simple hebra de aproximndamente 20 bases de
longrfud.   Para   aseguramos   de   la  ausencia   de   fragmentus   abortivus   en   el   carril
conespondiente  a  la  reacci6n  en  presencia  del  oligonucle6tido  21-8  se  aplicaron  5
volinenes de reacci6n. La exposici6n del gel se extendi6 en 10 veces el tiempo, sin que
apareciese ninguna sefial sobre las 20 bases (Dato no mostrado).
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8- Analisis  de las  secuencias .y estrucfuras  de los extremos 3'  de los mRNAs  de

Rotavims.

La capacidad del sistema de replicaci6n de reconocer 1 1 segmentos diferentes ha llevado

a pensar en la existencia de alguna secuencia consenso en el extremo 3 ' de las cadenas

positivas del genoma de Rotavirus. La capacidad de los "open cores" de utilizar como

molde para  la  sintesis  de la hebra negativa a los  11  mRNAs mensajeros tanto de su

propia  cepa  como  de  rna  cepa  diferente,  hace  mas  diflcil  encontrar  una  secuencia

conservada  entre  los  22  segmentos.  En  el reouadro  superior  de  la figura  14  aparecen

alineados  segiin  CLUSTAL  W  (1.8)  1os  ultimos  75  nucle6tidos  del  extremo  3'  de  6

genes  diferentes  de  la  cepa  SA114F  y  se  puede  observar  que  el  ACC  esfa  100%

conservado (Figura 14 panel A). En los restantes 73 nucle6tidos solo aparecen dos bases

couservadas.   ESLos   resulLados   mos   hicieron   pensar   en   que   quizas   el   sistelna   de

replicaci6n  en  lugar  de  reconocer  rna  secuencia  espeoffica  estaria  reconociendo  una

estructura como ocune con otras polimerasas virales y reverso transcriptasas (Yu y cols.,

2000;  Pappalardo  y  cols.,   1998,  ELrich  y  cols,  2000).  Para  la  bdsqucda  de  una

estructura  conservada  se  utiliz6  el  programa  de  predicci6n  de  estructura  secundaria

NIold desarrollado por Zuker y cols.  (Zuker,  1989; Zuker,  1994). En el analisis los  11

scgmentos complctos dc la ccpa SAll-4F no sc cncontr6 rna cstructura conscrvada cn cl

extremo  3'.  Esto podria  deberse  a  limitaciones  del programa pues  el mismo  ha  sido

desalrollado a partir de modelos de 75 a 100 nucle6tidos y nuestros mRNAs tienen tallas

superiores a 600 nuele6tidos. Ademds Mfold calcula la estruetura de menor energia libre

de Gibbs y esta aproximaci6n termodininica esfa comenzando a ser sustituida por un

modelaje dininico en el oral prevalecen estructuras de energias intelmedias Crinoco Jr
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y  Bustamante,   1999).  El  modelaje  dhimico  se  fundamenta  en  que  los  RNAs  se

estructuran a medida que se sintetizan (Wriju y Jianjin,  1998; Tinoco Jr y Bustamante,

1999).  Estructuras como los sitios intemos de uni6n de ribosomas ORES) presentes en

flavivirus y picomavirus  ham demostrado no perder su funci6n al  ser utilizadas  en el

contexto de otro RNA ¢almenberg y Sgro,  1997). Una caractedstica de estos dominios

es  su  localizaci6n  en  los  extremos  de  los  RNAs  y  un  tamafio  entre  los  75  y  100

nucle6tidos.    Basindonos  en estos precaptos  las  estructuras  de los  extremos  3'  de los

mRNAs  fueron  analizadas  nuevamente.  En  lugar  de  modelar  la  estructura  de  los

segmentos  completos  fueron analizadas  las  ultimas  75 y  100  bases  del extremo 3'  de

cada  uno  de  los   11  mRNAs  de  la  cepa  SA114F.    Los  modelos  obtenidos  fueron

comparados buscando alguna estructura cormin. El analisis muestra tres conclusiones :

1-  Los  ultimos  6  nucle6tidos  del  extremo  3'  quedan  libres  y  no  participan  de

ninguna estrucfura seeundaria.

2-   Cercano al extremo 3' (12 a  19 bases) todos los genes mostraban la presencia de

rna estructura de tallo y horquilla.

3-   Tanto las estructuras de tallo y horquilla como el extremo libre eran propiedades

couservadas para los analisis realizados utilizando 75 y 100 bases del extremo.

El modelo de la estructura de tallo y horquilla obtenida para el extremo 3' del gen 5 de

la cepa SA114F se muestra en la figura 14 panel 8 a continuaci6n. Este modelo resulta

comparativamente similar al descrito para el tallo y horquilla del extremo 5' del RNA

gen6mico  del  virus  de  la  diarrea  bovina  (Yu y  cols.,  2000),  resultando  similares  las

energias de Gibbs calculadas.
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Esta aproximaci6n estructural nos parece mucho mss  16gica pues  es  comth encontrar

proteinas  que  reconocen  algiin tipo  de  estructura  durante  su interacci6n con  el RNA

(Singer,  1995).  Por otra parte rna proteina secuencia espeoffica era dificil de inaginar

sobre todo al confirmar que un "open core" podia usar con igual eficiencia los mRNAs

de otra cepa. Una pregunta atn por resolver era si acaso las diferencias encontradas entre

los extremos de los genes 5 de las cepas SA114F y D}diRV afectaban nuestro modelo

de estructura.  Los dos cambios en las bases  19 y 20  las cuales se encuentran en la base

de la estructura del tallo podrian modificar la misma.  Sin embargo, estos dos cambios

estin compensados por los que aparecen en las bases 40 y 41. De esta manera, estas 4

sustituciones de bases se compensan y mantienen la estructura.  En la figura 15 panel A

que aparece a continuacien se hen sefialado a las 4 bases  que participan en el evento

compensatorio.

Basado en este modelo para la estructura del extrenro 3' del .nENA dsl gen 5 .la figura

15  panel 8  (alba)  muestra  las  diferentes..zonas .cubi.ertas pdr .los-olisos  de  21  bases

utilizados en cl cnsayo de inhibici6n dcl rcsulfado 6. Estas zonas ham sido scfialadas cn

rojo y los porceutajes que aparecen corresponden a porcentaje iuliibici6n. El recundro I

del panel 8 figura 15 muestra que cunndo el oligo comienza a hibridar sobre el 1azo y la

zona 5' dcl tallo la inhibici6n aumcnta dc mancra marcada. Estc rcsultado apunta quc

quiz5s esta area del tallo es importante para el reeonocimiento del mRNA por el sistema

de replicaci6n.
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C.LUSTAL  W   I:.1".8]   multiple  sequenc=e   alignment

---.ATcc TATAR-TTAGAAA-I TAGmTTG`A.Ac ,ELc-TGAT-TATGc: AjH.GC A--GGTT6  5 0
TTAATGCTGTTGi c-TTITGA--TAB:TATLGC Gc fiTC ATGA---Ac: GRACTGTA--AACGc   5-i~
-c AATG€AjiTTG-flTTGAAGATTTGrmJETC TGAc cTGG8--AAC ACACTAGG--GAGCT : 5€
--;AAAaTTAT€,G-`mGAAc-ATGTGGAAcdTC AC GTCATTdc GTTc r# CGTAC AC TAA€ Gc  ,5 7:
C,TAATTATACAGTATTTAGCC Arc AC AA-GACC GTC -------- C AGAC TAGAGTAGCGC   5.1.
-----TGTGTAA--GTAAGGATGGGTAT-`AC GCATT-CGC--TACAGAGAGTA-ATCACTC   q9`

J*

TG.AGTA±TTTC T-AGAGGdT-GTGiACC+  ` 75.
C AAC.CC,CfiTTGT-GGAG-.fir-'ATG-Ace  .7'5.
C--icc€AGTCC-.aGTT-.±T-6TG.-'acc  .rz5.
G-AACTTCTHC A~dG-ttfrrcr~`-.-|CC'.  `?5`
C___.TA+GCTGGC_.Aha.AIA€TGTGAAC=t=   rF5.
TGATG.GTATAGTG-AGAGGATi GTC -AC C`  .-i5`

i                    tl iE#

flEuB    B

A:a:-:
Gzr

Figrira 14. Alineamiento de las secuencias de las "timas 75 bases de 6 difermtes
mRNAs de la cepa SA114F. Mbdelo de la estruetura secundar=a del extremo 3' del
gen 5.

Panel  A:  Alineamiento  de  las  secuencias  correspondiente  a  lus  75  nuele6tidos  de
extremo 3'-   de los genes 4, 2,11,1,  5 y 6 de la cepa SA114F. Los asteriscos sefialan
las bases couservadas.

Panel 8: Estructura de tallo y horquilla propuesta para el extremo 3'-del gen 5  de ]a
capa SA114F.
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F     ra  15. Anflisis de las secuencias y estructuras secundarias de ]us extremes 3'
de los mRNAs de Rotavirus.
Panel A: Estructura de tallo y horquilla propuesta para el extremo 3'-del gen 5  de la
cepa SA114F. La cuadricula roja sefiala las cuntro bases que pertenecen al tallo y que
estin cambiadas en la cepa DXRRV. I,as sustituciones de bases de DXREV conservan la
estructun del tallo.

Panel 8: Esquematizaci6n de la estructura de tallo y horquilla del extremo 3 '- del gen 5
de  la  cepa  SA114F.  Se  colored  en  rojo  las bases  cubiertas  por los  oligonucle6tidos
utilizados  en el  ensayo  de  la figura  12.  En este  caso  el porcentaje de  inhibici6n que
produce  cada  oligo  esta  colocado  en  cada  recuadro.  El  porcentaje  de  inhibici6n  se
ccalcul6  como   100°/o  memos   el  porcentaje  de  replicaci6n  sefialado  en  la  tal]la  3.
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9-  Esfudio  del  efecto  sobre  la  sintesis  de  la hebra  negativa  de  oligonucle6tidos

antisentidos dirigidos contra la region de posible estructura de tallo y horquilla del

gen 5 de la cepa SAll-4F.

Con  el precedente  del  an51isis  anterior fue  disefiado un grupo de  ouatro  oligos  de  12

bases  dirigidos  contra  diferentes  regiones  de  la  zona  5'  de  la  estructura  de  tallo  y

horquilla presente en el extremo 3' de la cadena positiva del gen 5.   Los oligos fueron

nombrados 5'-C12 (N) y N corresponde al nucle6tido del extremo 3' donde comieREa a

hibridar el extremo 5' del oligo.   Los oligos 5'-C12(0) y 5'-C12(9) son id6nticos al G5

5'-C12 y al G5 3'-C12 respectivamente (vcr Tabla 2). En este ensayo fueron empleados

"open core" de lkRRV y mRNA de SAll-4r'. En la figura 16 el control corresponde a

la  reacci6n  de  sintesis  de hebra  negativa  en  ausencia  de  oligos.  El  gen 5  de  la cepa

SAll-4F aparece sefialado.  Como control de inhibici6n se usd el oligo C5 3'-C21. Los

oligos 5'-C12 (28) y 5'-C12 (35), que hibridan sobre el lado 5' de la estructura tallo y

horquilla,  inhibieron  de manera  espectfica  la  sintesis  de la hebra negativa  del  gen  5

@iguras  16 y  17).  Sin embar`go,  el  oligo  5'-C12  (31) no  ilihibe efieielitemente lo curl

indica que la base del tallo y la horquilla son imporiantes para la sintesis de la hebra

negativa.   Como   se   observa   en  la   figura   16,   el   oligo   5'-  C12   (44)   no  irfubi6

considerablemente  el  evento  de  sintesis.  Esta  observaci6n  en  conjunto  con  ensayos

donde  oligos  mds  alejados  de  la  estructura  no  irfuibieron,  demuestra  el  papel  de  la

estructura tallo-horquilla en ]a `sintesis de hebra negativa.
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Finira  16.  OIigonucle6tidus  antisentidos  dirigidus  contra  fas  regiones  entre  las
bases 28-40 y 35-47 afectan la sintesis de la hebra negativa del gen 5  de la cepa
SA114F.
AutoITadiografia de un gel de polincrilamida-Tis Glicina  12% donde fueron ana]i7ados
lo prodrctos de las reacciones en las que 0.5[[g de "Open cores" provenien{es de la capa
de  rotavirus  Drd3RV  fueron  incubados  en  condiofones  indicadas  de  replicaci6n   "j7g
vz.fro ", en presencia de [Ch32-P]UTIP ,   de 200ng de los  1 1 mRNAs obfenido a partir de la
capa   SA114F   y   11.7uM   de   diferentes   oligonuele6tidos.   El   control   muestra   la
raplicaci6n de los  11  segmentos provenientes de las cepas SAl 14F y ademas se puede
observar rna raplicaci6n end6gena residual. En el pie de la figura aparece el porcentaje
de ichibici6n de la hebra negative del gen 5 de la capa SA114F. E1 0% de ichibici6n
correaponde  con  la  sintesis  de  la  hebra  negativa  del  gen  5  de  la  capa  SA114F  eel
ausencia de o]igonuc]e6tidos antisentidos. Toi demds valores de porcentaje de inhibiof6n
se calculan en proporoi6n con el control.
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Figura  17.  0ligonucle6tidus  antisentidos  dirigidos  contra  las  regiones  entre  las
bases 28-40 y 35-47 afectan  la sintesis de la hebra negativa del gen 5 de la cepa
SA114F.

Esquematizaci6n de la estructura de tallo y horquilla del extremo 3 '- del gen 5 de la cepa
SA114F. Se colored en rojo las bases ctoiertas por los oligonuele6tidos utilizados en el
ensayo de la figura 16. En este caso el porcentaje de inhibici6n que produce cada oligo
eesta  colocado  en  cada  recuadro.  El  porcentaje  de  inhibici6n  se  calcul6  como  100%
memos el porcentaje de replicaci6n sefialado en la figura 16.
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10-  Efecto  del tRNA  sobre la replicaci6n end6gena y sobre la sintesis  de hebra

negativa utilizando a los 11 mRNAs virales como molde.

Teniendo en cuenta los resultados y an51isis anteriores acerca del papel de las estructuras

de  tallo  y  horquilla  en  la  sintesis  de  la  hebra  negativa  del  genoma  del  rotavirus,

evaluarnos   el  efecto  de  RNAs   con  estructuras   secundarias  de  este  tipo   sobre  la

replicaci6n end6germ  o  la  sintesis  de hebra  negativa.  Los tRNAs  son moleoulas  bien

caracteri7,adas   que  comparten  una  estruetura  comrin   (Quig]ey  y  cols.,   1978).   F,sta

estructura conocida como hoja de trfebol contiene tres tallos y horquillas, y ima secuencia

CCA  en  su  extremo  3'.   Para  estudiar  este  fen6meno  fueron  ahadidos  cantidades

crecientes de tRNA total de levadura a iina rap]icaci6n end6gena de la cqra SA I 1 -4F y a

rna sintesis de hebra negativa con mRNA total de la misma cepa.

En  la  figura  18  se  observa  la  desaparici6n  de  la  replicaci6n  end6gena  de  manera

dapendiente a la cantidad de tRNA afiadida, lo curl aparece cunntificado en la figura 19.

El uso de dsRNA end6geno carente de estructura secundaria, es bloqueado por el tRNA.

El efecto inhibitorio del tRNA sobre la sintesis de la hebra negativa es mucho menor

¢igura  18). Concentraciones de tRNA  100 veces superior a la de mRNA no producen

un efecto inhibitorio en la sintesis de la hebra negativa aigura 19).

Resultados  similares  se  obtuvieron  utilizando  mRNA  de  la  cepa  DkRRV,  lo  curl

demuestra que el menor efecto inhibitorio del mRNA sobre la sintesis de hebra negativa

no se debe a rna recuperaci6n de la replicaci6n end6gena.
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Cuantiricaci6n del gen 5. Ensayo de inhibici6n
usando tRNA de levadura.

1248

microgramos de tENA

- Replicaci6n end6gem

- Sintesis de hebra
negativa

Figura  19.  Cuantificaci6n  del  producto  relativo  del  gen  5  del  producto  de  la
replicaci6n end6gena de ]us "open cores" de las cepas SA114F y de fa sintesis la
hebra negativa del mRNA del gen 5 de la misma cepa en presencia de diferentes
cantidades de tRNA.

La banda  correspondiente  al  gen  5  de  cada  ensayo  fue  cuantificada y  graficados  los
resultados.  El eje de las al)scisas contiene el porcentaje de replicaci6n donde el  100%
corresponde al ensayo en ausencia de tRNA de levadura., Cada valor del eje horizontal
conesponde con las cantidades de tRNA afiadidas a cada ensayo.
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11- Efecto de la adici6n de tRNA de levadura sobre el uso de dsRNA ex6geno por

los  "open cores" virales.

El efecto inhibitorio del tRNA ouando el dsRNA es usado ccmo molde en la raplicaci6n

puede  verificarse  utilizando  "`open  cores"  de  la  cepa  SA114F  a  los  cunles  se  le

afiadieron cantidades crecientes de dsRNA de la cepa DXRRV de manera ex6gena.

En la figura 20 se muestra el control de replicaci6n end6gena en ausencia y presencia de

dsRNA  ex6geno  y  un  control  de   ]00%  de  inhibici6n  de  rep]icaci6n  end6gena  en

presencia de 2 [ng de tRNA. Ccmo se observa. al afiadir cantidades crecientes de dsRNA

ex6geno, se mantiene el efecto irfuibitorio del tRNA sobre la replicaci6n. Esto confima

que a pesar de la capacidad de] `sistema de utili7ar dsRNA como molde en la replicacidn,

la presencia de rna estructura de tano-horquilla inhibe este evento. En comparaci6n con

el  experimento  anterior  se hen usado  concentraciones  10  veces  superiores  de  dsRNA

respecfro a] mRNA.
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12- Esfudio del efecto de la estrucfura secundaria del tRNA sobre el uso del dsRNA

como molde para la replicaci6n.

Los resultados obtenidos hasta el momento sugieren que la estructura del tENA es la

responsable de la ichibici6n observada sobre la replicaci6n end6gena. Por lo tanto, se

decidi6  afectar la  estruetura  del tRNA mediante un proceso de calentamiento a  95°C

seguido  de  un  enffiamiento  lento  hasta  32°C.  Este  enfriamiento  lento  promueve  la

interacof6n   intermolecular   sobre   ]a   intramolecular  dificultando   asi   e]   plegamiento

correcto del tRNA.

Se evalu6 el efcoto del tRNA denaturado-renaturado sobre la xplicaci6n end6gena y la

sintesis  de  hebra  negativa.   F,n  la  figura  2]   .son  se  observan  diferencias  entre  las

reacciones  control  y  en  presencia  de  tRNA,  indicindonos  que  el  RNA  luego  del

tratamiento pierde su efecto inhibitorio sobre la replicaci6n end6gena.
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13- Efecto del Rthuriceville RNA 0INID sobre el uso del dsRNA como molde para

la replicaci6n.

Los  resultados  descritos  en  los  ensayos  anteriores  sugieren  el  reconocimiento  por  la

RNA polimerasa-RNA dependiente de Rotavirus de sefiales estructurales similares a las

descritas para otras polimerasa RNA dependientes (Weiner y Maizels,  1987; IEanich y

cols,  2000;  Yu  y  cols.  2000).  La  reverso  transcriptasa  codificada  por  el  plasmidio

mitocondrial Manriceville de Ive#roxporcz crasscr, coustituye un ejemplo de polinierasa

con  estas  caracteristicas.  Esta  reverso  transcriptasa  reconoce  en  su  RNA  molde  rna

estructura  de  tallo  y  horquilla  en  su  extremo  3'-,  siemdo    el reconocimiento  de  esta

estructura imprescindible para su uso como molde (Wing y cols.,  1992).  Teniendo en

cuenta  estos  antecedentes  se  estudi6  si  el  sistema  de "open core" podia afectarse en

presencia del  RNA Mauriceville al igual qus ocuHi6 con el lRNA de levadurfl. Con este

fin se sintetizaron z.7z w.#.a los ultimos  183 nucle6tidos del RNA Mauriceville, los ouales

participan en la formaci6n de la estructura de reconocimiento de la reverso transcriptasa

@igura 22 panel A).

Como se observa el RNA Mauriceville irfuibe la replicaci6n end6gena de manera similar

al tRNA, pero al igual que el tRNA, este no inhibe la sintesis de hebra negativa ¢igura

22  panel  8).  Sin  crnbargo,  sc  obtuvo  igual  grado  dc  inhibici6n  sobre  la  rcplicaci6n

end6gena con cantidades  10 veces menores de RNA Mauriceville en comparaci6n con

tRNA aigura 22 panel 8). Por otro lado, el RNA Ma.uriceville no coustituye un molde

del    sistema    de   replicaci6n   pues    no    se    detect6    sintesis    de   hebra   negativa.
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FisEira 22.  EI Rfauricevill¢ RNA  fron€ un cfecto  inhibitorio  simHar al  tRNA
sobre el use del dsRNA come molde pars Ea repHcaci6n.
Panel A: Estruetura secundaria propuesta para el extremo 3 '-del Mauriceville RNA
plasmidial (184 bases).
Panel  8:  Autorradiografia  dc  un  gel  de  poliacrilamida-Tris  Glicina  12%  dondc
fueron analizadus lo produetos de las reacciones en las que 0.5i+g de "open cores"
provenientes  de  la  cepa  de  rotavirus  SA114F  fueron  incubados  en  condiciones
indicadas  de replicaci6n  "jri vz.givo",  en presencia  de  [c»32-P]UTP  ,    en preseneia y
ausencia  de  100ng  de log  11  mRNAs  obtenido  a partir de la  capa  SA114F y de
cuntidades  erecientes  de  Mauriceville  RNAQ4NID.  Los  dos  primeros  carfues  de
izqirierda a derccha son controlcs dc raplicaci6n cnd6gena en prcscncia y ausencia de
1 I+g de tRNA de total de levadun.
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14- Estudio de la adici6n de un dsRNA heter6logo sobre la repHcaci6n end6gena de

los "open cores''.

De  los  ensayos  anteriores  se  ha  observado  como  la  replicaci6n  end6gena  puede  ser

inhibida por la presencia de RNAs con estructura secundaria de tallo y horquilla. Si este

evento inhibitorio es dependiente de la presencia de la estructura de tallo y horquilla, un

posible control negativo constituiria un RNA de doble hebra carente de dicha estructura.

Con  este  fin se  emple6  un dsRNA proveniente del Virus  de la Necrosis Pancreatica

(IPNV).  Este  virus  pertenece  a  la  familia  Bimaviridae  y  su  genoma  es  un  dsRNA

segmentado.

La figura  23  muestra  que  el  dsRNA del IPNV no inhibe la replicaci6n end6gena en

ninguna de las concentraciones ensayadas. No se obtuvo evidencias del uso del dsRNA

de  lfNV  como molds,  1o  cual  demuestra la especificidad del sislemd por dsRNA de

Rotavirus.
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15- Efecto  de  oligonucle6tidos  dirigidos  contra el extremo 3'  del  gen 5  sobre la

repHcaci6n end6gena.

IIasta  chora  se ha  comprobado  que las  sefiales reconocidas por el  sistema replicativo

durante  la sintesis de la hebra negativa difieren de las sefiales utilizadas para realizar la

replicaci6n end6gena. El uso de un RNA con estructura de tallo y horquilla inhibe solo

la replicaci6n end6gena. Por lo tanto, si se inhiben especlfroamente las sefiales de uno de

los dos eventos, el otro no deberia afectarse. Basado en este planteamiento se utiliz6 en

un ensayo de replicaci6n end6gena los oligos G5  3'-C21 y 21-8 (rabla 3). El primero

ichibe en un  100% la sintesis  de la hebra negativa del gen 5  de la capa SA114F al

inpedir la formaci6n de simple hebra en las ultimas 6 bases del extreno 3'. El segundo

aparentemenle inpide el reconocimiento de la estruclun de ullo y horquillzL.

El  resultado  obtenido  muestra  como  ninguno  de  los  dos  oligos  ocasion6  un  efecto

inhibitorio sobre la replicaci6n end6gena del Copen core' de SA114F Q]igura 24). Cabe

dcsfacar  quc  cn  cs[c  ensayo  sc  utilizaron  conccntracioncs  mucho mayorcs  a  la  de los

experimeutos  anteriores  de  iiinibici6n  de  la  sintesis  de  la hebra  iiegativa.  Si  bien se

observa rna disminuci6n de la raplicaci6n end6gena a altas concentraciones de ambos

oligos,  6sta cs incspcclfroa pucs rcsultados  similarcs fucron obtonidos con un oligo no

especifico pare Rotavirus (dado no mostrado).
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16-Esfudio del papel del extremo 5' del gen 5 de la cepa SA114F sobre la sintesis

de su hebra negativa.

La inhibioi6n parcial de la sintesis de hebra negativa al mutar algunas bases del extremo

5' del mRNA,   ha permitido postular la presencia de sefiales inportantes en el extremo

5'- Q'atton y cols.,  1996).   Basado en el analisis estructural del gen 8 de la cepa SA11-

4F, se postul61a interacci6n de los extremos 3' y 5' de este gen con la formaci6n de rna

estructura  de  mango  y  sarfen  (Chen y  Patton,  1998).  Aunque,  nuestros  modelos  de

estructura  de  RNA  de  los  restantes  10  segmentos  obtenidos  utilizando  el  programa

Mfold  @atos  no  mostrados)  no  producen  una  estructura  de  mango  y  sarten,  no

desechamos el papel del extreno 5' en el evento de sintesis de la hebra negativa.

Con el prop6sito  de  estudiar el papel  del  extremo  5'  durante la  sintesis  de  la hebra

negativa,  fueron utilizados  €open core'  de D}d2RV y mRNA de la cepa  SAll-4F  en

presencia  de  5  oligos  dirigidos  contra  diferentes  regiones  del  extremo  5'  de  la  capa

SA114Fcrabla 4).

Simultineamente  fueron  realizados  ensayos  donde  la  mezcla  de  oligo  y  mRNA  se

someti6  a  un  proceso  de  calentamiento y enffiamiento  similar  al realizado  sobre  los

tRNAs. Este proceso de denaturalizaci6n y renaturalizaci6n se realiz6 para descartar la

fomaci6n de alguna estructura secundaria estable que interfiriese en la hibridaci6n de

los oligos.

Como  se  observa  en la  figura  25  1os  oligos  dirigidos  contra  el  extreno  5'  del  gen 5

inhibieron especfficamente hasta en un 80% la sintesis de su hebra negativa, indicando

la presencia en este extremo de sefiales importantes para el evento de sintesis.  En este

caso,  a  diferencia  del  extremo  3'  del  mRNA,  no  se  observa  rna  ilinibici6n  total  y
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aparentemente los oligos dirigidos contra el extremo del gen no son los mfs efectivos.

01igonucle6tidos    que  hibridan  desde  la  posici6n     15  al  35  del  mRNA  del  gen  5

producen  un  efecto  mf s  agudo  sobre  la  sintesis  de  la  hebra  negativa.  Si  bien  un

procedimiento de denaturalizaci6n y renaturalizaci6n en presencia de los oligos afectaria

la formaci6n de la estructura mango-sarten, no observamos un cambio en el patr6n de

inhibici6n.  Esto  mos  sugiere  la  ausencia  de una  estructura  secundaria  que  impida  el

acceso de los oligos al extremo 5' del mRNA del gen 5
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Figura 25. La regivn entre lus nucle6tidos 15i5 del extremo 5' del gen 5 de la cepa
SA114F   contiene   sefiales   inportantes   en   la   sintesis   de   la  hebra  negativa
complementaria al mRNA de este gem
Fragmento de la autorradiografia de un gel de poliacrilamida-Tris Glicina  12% donde
aparecen los  genes  5 y 6   de lus produetus  de las reacoiones en las  que "open cores"
pprovenientes  de  la  cepa  de  rotavirus  D}RRV  que  fueron  incubados  en  condiciones
indicadas  de raplicaci6n  "fro v!.rfuo",  en presencia de  [er32-P]UTP ,   de 200ng de los  11
mRNAs obtenido a partir de la capa SA114F y de diferentes oligonuele6tidos dirigidos
contra el extremo 5'-del gen 5 qabla 4). En el pie de la figura aparece el porcentaje de
inhibici6n  de  la hebra negativa del gen 5  de la capa  SA114F.  E10% de inhibicien
ouresponde  con  la  sintesis  de  la  hebra  negativa  del  gen  5  de  la  capa  SA114F  en
ausencia de oligonuele6tidos. Los demas wilores de porcentaje de inhibici6n se calculan
en proporci6n con el control.  Como control de ilihibici6n se utitiz6 el oligo G5 3 'C21
ITabla 3)
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Tabla 4.  Secuencia de los oligonucledtidos antisentidos dirigidos contra diferentes
regiones del extremo 5' de la cepa SAIL-4.

Cada  oligonucle6tido   de   la  serie   15-n,   esta  desplazado  en  5n  bases  respecto   al
oligonucle6tido 15-0, el curl hibrida sobre las primeras 15 bases del extremo 5 '-del gen
5  de  la  cepa  SAll-4F.  En  el  extremo  inferior  de  la  tabla  aparece  en  color  rojo  la
secuencia del extremo 5'-del gen 5  de la cepa SA114F. Los oligos estin distribuidos
dentro de la tabla permitiendo deteminar la zona del gen 5 que esta siendo analizada. EI
porcentaje de replicaci6n del gen 5 en presencia del oligonucle6tido antisentido aparece
en el extremo derecho de la tabla.

Oligonucle6tid Seeuencia % Replic.

15-0 3'-CG                       CTTT-5` 55

15-5 3 ' -                 CTTTTCAGA-5 ' 45

15-10 3 ' -AACTTTTCAGAACACA-5 ` 50

15-15 3 ` -TTCAGAACACAATCGG-5 ' 20

15-20 3 ' -AACACAATCGGTACCG-5 ' 23

5 ` -GCUUUUUUUUGAAAAGUCUUGUGUUAGCCAUGGC-3 '
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DISCUS16N.

Uno de los objetivos de la presente tesis ha sido determinar algunas de las propiedades

del  proceso  de  sintesis  de  la  hebra  negativa  durante  la  replicaci6n  del  genoma  del

rotavirus. Con este propdsito se utiliz6 un ensayo de replicaci6n z.7z 1;I.fro conocido como

"open cores", descrito por Chen y cols (1994). Los "open cores" realizan la sintesis del

dsRNA a partir de un molds de RNA de simple hebra que contenga las secuencias no

traducibles  (UTRs)  en  sus  extremos  3' y 5'  similares  a  las  presentes  en los lnRNAs

virales (Wchtz y cols., 1996a). El sistema tambi6n puede iisar como molde en la sintesis

de dsRNA, al RNA gen6mico preseute en  los "open cores" (Chen y cols.,1994).  El uso

de este molds indica que el  sistema puede acoplar la transGripci6n a la sintesis de la

hcbra ncgativa, originandosc como producto un dsRNA idchtico al molds usado. Por lo

tanto, en presencia de un dsRNA end6geno ambos eventos de sintesis tienen lugar con la

participaci6n iinica de los polip6ptidos del core viral VP 1 , VP2 y VP3 .

La  sintesis  del  genoma  viral  involucra  dos  etapas.  Una  de  ellas  es  la  sintesis  de  la

cadena positiva en la cual el dsRNA gen6mico actha como molde pal.a la sintesis de

mRNAs.  Los  mRNAs  tienen dos  destinos:  ser usados  durante la  sintesis de proteinas

virales  o  servir  de  molde  en  la  segunda  etapa  de  replicaci6n  (sintesis  de  la  hebra

negativa).  Ambas  ehapas  ocunen  en  lugares  diferentes  del  citoplasma  de  la  c6lula

infectada. La transcripci6n es-ch principalmente asociada a la parti'cula iriral infecciosa y

en la misma s6lo participan proteinas estructurales. Per otra parte, la sintesis de la hebra
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negativa ocurre en el viroplasma donde tanto proteinas estructurales y no€structurales

estin presentes @atton y Spencer, 2000).

Sin embargo, como se muestra en la figura 5, el sistema de "open core" puede usaf como

molde dsRNA ex6geno. Este hallazgo resulta de gran importancia pues los antecedentes

descritos en la literatura indicaban que el sistema de replicaci6n solo podia usar como

molde  de  doble hebra  al RNA end6geno  el  cual  habia  sido  colocado  alli  durante el

eusamblaje del virus y copurificado en el interior de los "open cores". Asi , el complejo

formado por VP1-VP2-VP3  es capaz de transcribir usando el dsRNA gen6mico como

molde.  Este hallazgo oonfirma  la hip6tesis  acerca  de la no-participaci6n de VP6 en_ el

evento de trascripci6n per lo cual VP6  solo estan'a jnvolucrada en e] evento de erfusidn

de los mRNAs de la particula de simple cubierta. Por otra parte, el uso de un dsRNA

ex6geno de una cepa diferente a la del "open core" demuestra que la afinidad del open

core hacia el dsRNA de rotavirus es   rna caracteristica propia y no depende de VP6 ni

de  otras  proteinas  del  viroplasma.  La  capacidad  de  los  "open core"  de  SAll-4F  de

utilizar como molde a segmentos del genoma de las cepas  DXRRV y SAll-4F,  1o curl

demuestra la existencia de rna condici6n general presente en cada uno de los segmentos

usados.  Esto  ultino  permite  postular  el  reconocimiento  de  sefiales  generates  en  los

dsRNAs gen6micos por el complejo VP1-VP2-VP3.

La cuantificaci6n de la cantidad de producto obtenido usando ambos tipos de moldes,

indica  la  ausemcia  de  competencia  del  molde  ex6geno  por  la  misma  molecula  de

polimerasa comprometida en la sintesis de RNA usando el molde endegeno (Figura 6).

Estos resultados sugieren que la actividad transcripcional presents en el "open core" es
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capaz de reconocer sefiales en el dsRNA molde para la iniciaci6n de la transcripci6n. Por

otra  parte,  mos  indica  que  la  iniciaci6n  de  la  transcripci6n  no  solo  se  basa  en  la

organizaci6n de las proteinas de la chpside y del molde definida durante el proceso de

ensamblaje  viral.  Algunas  sehales  parecen  estar presente  solo  en  los  segmentos  del

dsRNA de rotavirus, pues un dsRNA de rna fuente no-reoviral como  el Vims de la

Necrosis Pancredtica no fue usado como molde ni actu6 como inhibidor de la replicaci6n

end6gena  ¢igura  23).  Esto  mos  indica  como  la  presencia  del  "cap"  o de  seouencias

espeoificas   en   los   extremos   de   cada   segmento,   podrian   ser   responsables   del

reconocimiento necesario para la inciaci6n.

F,1  "open  core"  uti]i7:6  mRNA  ex6geno  en  ]ugar del  molds  end6geno,  sugiriendo una

interacci6n no  muy  fuerte  entre  la polimerasa  (VP1) y el molde  end6geno.  Como  se

observa  en  la  figura  7  1a  adici6n  de  los   11  mRNAs  virales  promovi6  de  manera

preferencial 1a sintesis de sus hebras negativas sobre el uso del dsRNA gen6mico. Este

desplazamiento del dsRNA gen6mico indica rna mayor afinidad por la sefial presente en

el mRNA. Este resultado coITobora los experinentos previos en los cuales se demostr6

rna alta afinidad de Vpl por el extremo 3' de los mRNAs de rotavirus (Gouet y cols.,

1999).  La afinidad preferencial podria evitar el uso de un nuevo dsRNA como molde

durante la replicaci6n debido a la presencia de un RNA de sinple hebra. La sefial es

comtin  entre  los  mRNAs  de  diferentes  cepas,  pues  todos  los  mRNAs  producen  un

desplazamiento similar en el uso del dsRNA end6geno.

Esta propiedad de los "open core" ha permitido estudiar los requerimientos especificos

durantes la sintesis de la hebra negativa de cada uno de los segmentos de RNA ¢atton y
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cols.,  1999).  Es  importante  sefialar la presencia  en la partrfula madura  de rna thica

copia  de  cada segmento de RNA, por lo cual cada segmento contiene la iliformaci6n

necesaria  para   el   ordenamiento   de   los   genes   (Joklik  y  cols.,   1998).   El  analisis

comparativo de la secuencia de los extremos de estos genes indica la posible existencia

de rna secuencia consenso @atton y cols., 1996).

Con el objetivo de determinar la presencia de sefiales de replicaci6n comunes entre los

genes,  1os   CCopen  core"  fueron  incubados   con  oligonucle6tidos  complementarios  al

extremo 3' del gen 5 y mRNA total de la capa SA114F. Coma se muestra en la figura 9

1a  sintesis  de  la  hebra  negativa  del  gen  5  fue  inhibida  de  manera  concentraci6n-

dapendiente.  Ademas  la adici6n  de]  o]igo  a una concentraci6n  capaz de jnhibir en un

100%  la  raplicaci6n  del  gen  5,  no  afecta  la  replicaci6n  de  los  otros  genes.  Estos

hallazgos  mos  llevaron  a  estudiar el  grado  de especificidad de  la  sefial presente  en el

molde.  Con este  fin,  se  utiliz6  mRNA total de la  cepa D}d2RV de rotavirus  la  oual

difiere de la cepa SA114F en la incorporaci6n de un residuo de adenina cerca del CCA.

Como se demuestra en la figura 9 ®anel 8) no hubo inhibici6n en la sintesis de la hebra

negativa del gen 5 de la capa D2RRV, indicando la presencia de rna alta especificidsd

de la sefial de reconocimiento.

A  pesar  de  la  especificidad  en  la  sefial  del  extremo  3'-  del  mRNA,  el  sistema  de

replicaci6n_  permite  cambios  de  dos  bases  en  las  T'[1timas  21  bases  del  extremo  3'-

(exclnyendo  e]  CCA).  F,sto  se  comprob6  mediante  el  uso  de  o]igos  cxm  dos  bases

mutadas,  1os  ouales mantuvieron su especificidad en la inhibici6n ¢igura  10).  Por lo
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tanto,1as sefiales presentes en los unimos 21 nucle6tidos del extremo 3'-que diferencian

a cada gen deben ser de mds de 2 bases.

Dentro de esta regi6n de 21 bases aparentemente no todas  juegan un papel primordial en

la   sefial   de   reconocimiento.   Como   se   observa   en   la   figura   11   solamente   los

oligonucle6tidos con la secuencia complementaria a algunas de las ultimas 9 bases del

extremo 3'-fueron capaces de inhibir especfficamente (al memos en un 50°/o) la sintesis

del segmento de doble hebra del gen 5. De esta observaci6n se conclnye que duraute el

evento de sintesis se requiere al memos 9 bases libres en el extremo 3'- del IIiRNA y las

pr6ximas  12 bases parecen no estar involucradas en este evento.      Las unimas 6 bases

del  extremo  3'  de  los mRNAs  deben estar en forma  de  simple hebra para poder ser

utilizadas  por  los  "open cores"  como  moldes  en  la  sintesis  de  la  hebra negativa.  El

analisis  de estnictura  secundaria de los  11  mRNAs virales y experimentos utilizando

oligonucle6tidos antisentidos apoyan esta conclusion.

Otra de las aproximaciones experimeutales utilizadas para definir las propiedades de esta

sefial cousisti6 en la sintesis   de una serie de oligonucledtides de 21  mers donde cada

uno  est-aba  desplazado  en  3  bases  a  partir del  extremo  3'-  (tabla  3).  La  inhibici6ii

observada en la figura 12 se obtuvo al utilizar un oligo que hibrida sobre los primeros 6

nuclc6tidos dcl moldc SA114F. Rcsultados similares dc inhibici6n dc la sintcsis dc la

hebra negativa se ham obtenido c`rando se elimina el extremo del molds 6  cundo el

CCA no  se  encuentra  libre  @atton y  cols.,  1996).  Log  oligos  complementarios  a  los

nuc;1e6tidos  del  15  al 42  resultaron inhibitorios para ambas  capas,  indicando  que esta

regi6n comparte caracteristicas comunes necesarias para el evento de raplieaci6n. Como

el grado de inhibici6n observado en esta regi6n es similar para. dos mRNAs del nrismo
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gen pero de cepas diferentes, es posible postular la presencia de rna sefial general para

este gen.

La  inhibiei6n de  la  sintesis  de  la hebra negativa  originada por la hibridaci6n de  los

oligos en esta regi6n podria explicarse por dos vias. El oligo podria afectar la elongaci6n

de la hebra negativa 6 la estructura del mRNA reconocida por la Vpl. De ser cierta la

primera altemativa,  el uso  de un oligo  complementario  a  las  bases  de la 21  a  la  42

origirmria  la  formaci6n  de  productos  de  RNA  de  talla  pequefia  no  mayores  de  21

nucle6tidos  de  longitud.   Sin  embargo,  en  el  ahalisis  de  los  productos  de  reac.ci6n

mediante electroforesis en condiciones denaturantes no se observaron productos de esta

tal]a  (figura  13,  panel  8).  Tcos  resultados  obtenidos  sugieren  que  en  ]a  interacci6n  de

Vpl  con el dsRNA podria estar involucrada rna sefial de reconocimiento diferente a la

del  extremo  3'-  del  molde  de  simple  hebra.  En  la  particula  viral  1a  polimerasa  es

ensamblada con el dsRNA pero en la sintesis de la hebra negativa se requiere rna uni6n

inicial al molde para asi definir la region en la curl se posicionari la mol6cula proteica

¢atton y cols.,  1996).  Por lo tanto, 1a presencia de los  oligos podria interferir con la

uni6n de la polimerasa (VP1) al molde. En esta uni6n inicial de la polimerasa parecen

estar involucradas dos regiones, rna en los primeros 6 nucle6tidos y la otra desde los

nuele6tidos  15  al  42.  De  esta manera  debe  existir en el  extremo  3'- rna  sefial muy

especifica  para  cada  gen  y  rna  regi6n  intema  para  el  sitio  inicial  de  union  de  la

polimerasa. No obstante, ambas regiones deben ser reconocidas simultineamente pues la

interferencia  en ei reconociniento  de  estas  provoca  la inhibici6n de  la  sintesis  de  la

hebra negativa. Estas regiones no necesariamente tienen la misma secuencia pero si rna
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estructura  secundaria similar para ser reconocida por la polimerasa viral.  Por ejemplo

proteinas  involueradas en la sintesis de proteinas reconocen diferentes tipos de tRNA-

aminoacetilados (Chichikov y Patton, 2000; Piron y cols., 1998; Poncet y cols., 1994).

Esta  especificidad podria  estar relacionada con el proceso de ordenamiento de los  1 I

segmentos   virales   durante   la   formaci6n  de   la   particula   viral,   evitindose   asi   la

incorporaci6n rapetida de un segmento dentro del viri6n.

El alineamiento de las secuencias de los extremos 3' de la hebra positiva de seis genes

de la cepa  SA114F segin el programa CLUSTAL W (1.8), mostr6 un bajo grado de

similitud entre los extremos, resultando com+'un un CCA en_tre ellos (figura  14 panel A).

Como la   polimerasa viral reconoce un nhmero ]imitado de caracten'.sticas en un molde,

es  dificil  pensar  que  cada  gen  de  cada  cepa  contenga  una  sefial  diferente  para  el

reconocimiento. Cousiderando el bajo grado de similitud de secuencia entre los genes, la

presencia de rna estructura secundaria cormin podria ser rna de las sefiales requeridas

para el reconocimiento.  Una manera de determinar estructuras seoundarias comunes es

modelar la estructura seoundaria del cada uno de los extremos 3' de los mRNAs virales

y comparar los modelos. Existen varios progralnas de modelaje de estructura secundaria

de RNAs, basicamente todos ellos optimizan la estructura de un RNA de secuencia dada,

hasta  obtener rna  estructura de minima  energia.  En nuestro  caso utilizamos  Mfold y

modelamos los thtimos las secuencias de las ultimas 75 y 100 bases de los extremos 3'

de todos los genes de la capa SA114F. Todos los modelos tenian en comth la presencia

de rna estructura de tallo y horquilla relativamente cerca del extremo 3 '.  Un ejemplo de

la estructura seoundaria del extremo 3'-propuesta para el gen 5 de la cepa SA114F se
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muestra en la figura  14 panel a.  Es  de resaltar que dentro de la estructun de tallo y

horquilla  se  encuentra  la  regi6n  entre  las  bases  3'341  descrita  en  el  ensayo  anterior

¢igura 15 panel 8). I.a secuencia del gen 5 de la cepa D}RRV muestra cuatro cambios

en la regi6n de la horquilla con respecto al gen 5 de la cepa SAl 14F, sin embargo todos

ellos  conservan la estructura de la horquilla ¢igura  15 panel A).  ha conservaci6n de

regiones  de apareamiento de bases  en rna mol6cula de RNA se asocia a rna funci6n

importante ITinoco Jr. y Bustamante, 1999). El requerimiento de estructuras similares en

la mol6cula de RNA se ha demostrado en otros sistemas virales para la sintesis de acidos

nucleicos  o para  el  empaquetariento  (W6inner y Maizels,  1987;  Pappalardo y cols.,

1 998; ELrich y cols., 2ooo; ¥u y cols., 2ooo).

El uso de oligonucle6tidos antisentido ha demostrado ser un poderoso instrumento para

determinar la  especificidad de las  sefiales  cz.s  en los  genes  de rotavirus.  El gen  5  fue

seleccionado  como  modelo  para  estudiar  los  requerimientos  del  extremo  3'  y  de  la

estructura de tallo y horquilla. En el extremo 3'-de este gen los primeros  16 nucle6tidos

a continunci6n del CCA forman una regi6n de simple hebra, 1os nucle6tidos del 17 al 44

forman rna estructura de tallo y horquilla quedando el lazo entre los nucle6tidos 27 al

31.  El  uso  de  oligonucle6tidos  antisentidos  de   12  mers  en  presencia  de  mRNAs

ex6genos  de  la  capa  SA114F  confirm61os  resultados  mostrados  anteriormente  con

relaci6n al papel de la estructura secundaria y de la region CCA en forma de simple

hebra como sefiales cz.s importantes para la replicaci6n viral (figuras  16 y  17). Por otro

lado, estos experimentos sugieren que la region del lazo en conjunto con el extremo del

tallo orientado hacia el 5'- del gen parecen ser las regiones criticas del reconocimiento.
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Seglin  los  resultados  aliteriores  el  sistema  de  replicaci6n  estaria  reconociendo  alguna

sefial en los mRNAs por la cual tendria rna mayor afinidad con relaci6n a las sefiales

presentes  en  el  dsRNA  gen6mico  qigura  8).     Entre  ambos  tipos  de  moleculas

aparentemente existen dos diferencias   estructurales inportantes. En los mRNAs virales

las  seis  tiltimas  bases  que  contienen  rna  secuenoia  CCA  en  el  extremo  3'-  estin

desapareadas.  La  otra  diferencia  es  la posible preseneia  de rna  estructura  de  tallo y

horquilla   en   el   extremo   3'-   de   todos   los   mRNAs   virales.   Estas   caracteristicas

estructurales de los mRNAs de rotavirus tambien estan presentes en otras mol6oulas de

RNA  como  son  los  tRNAs  de  levadura  (Quigley  y  cols.,   1978),  por  lo  tanto  las

moleculas  de tRNA podrian producir un efecto similar sobre la raplicaci6n end6gena.

Los  resultados  mostrados  en  las  figuras   18  y  20  muestran  como  el  tRNA  inhibe

eficientemente el uso de dsRNA end6geno y ex6geno como molde.  Por el contrario a

concentraciones sinilares es incapaz de inhibir la sintesis de hebra negativa en presencia

de mRNA de rotavirus ex6geno como molde, atn a concentraciones de dsRNA 10 veces

mayor que de mRNA. Asi la sefial presenle en el lRNA podria eficienlenente competir

por la molecula de polimerasa con el dsRNA molde peso no con aquella sefial presents

en cada uno de los  11 mRNAs virales. Esta conclusi6n es fuertemente apeyada por los

cnsayos donde la estructura dcl tRNA fuc altcrada por un proceso dc calentamicnto y

enfriamiento    (figura   21).    Paralelamente   estos   ensayos   demostraron   rna   mayor

importancia  de  la  estructura  secundaria  en  el  tRNA  de  levadura  con  relaci6n  al

requeriniiento dad extremo CCA, puss el procedimiento de calentamiento y enfriamiento

solo  afecta  el  plegamiento  de  la  molecula  de  tRNA  y  no  el  extremo  CCA.  Estos

resultados  podrian  explicar  el  papel  irfuibiforio  del mRNA viral  sobre  la  rapficaci6n
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cuando el dsRNA end6geno es usado como molde, indicindonos  que la estructura del

extremo 3'-presente en el molde es rna sefial de reconocimiento importante involucrada

en la sintesis de la hebra negativa.

Esta conclusi6n es tambi6n sustentada por los experinentos mostrados en la figura 22

donde una molecula de RNA de simple hebra con rna estructura de tallo y horquilla y

una  adenina  adicional  en  el  CCA  del  extremo  3'-  tiene  un  efecto  similar  sobre  la

raplicaci6n  end6gena.  No  obstante,  el  RNA  Mauriceville  ilihibi6  con  rna  mayor

eficiencia en comparaci6n con el tRNA, @igura 22 panel 8). Estas diferencias podrian

atribuirse a rna rna,yor afinidad del  sistema de raplicaci6n por la estructura del RNA

Mauriceville,  el  cual  a  diferencia  del tRNA  es  reconocido por rna polimerasa RNA

dapendiente mfs  cercana evolutivamente a la RNA polinerasa de rotavirus  (Wang y

cols.,   1992;   Singer,   1995.,  Mans  y  cols.,   1991).   A  pesar  de  la  presencia  de  esta

estructura, el RNA Mal]riceville no es usado como molds por el sistena de replicaci6n,

por lo cual otras sefiales como el CCA en el extremo 3', rna distancia adecuada entre el

exLremo y el  Lallo o secuencias especificas en la horquilla de los mRNAs de roLavinis

tambien serian importantes en este evento. La estructura de tallo y horquilla es necesaria

pero no  suficiente para que un mRNA sea utilizado como molds en la sintesis de su

hcbra ncgativa.

El ensayo mostrado en la figura 23 demuestra el papel de la estructura en el sistema de

replicaci6n ya que el dsRNA de HNV carente de la estructura de tallo y horquilla no

inhibe la replicaci6n end6gena.
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El  sistema  de  "open  core"  puede  catalizar  la  reacci6n  de polimerizaci6n usando  dos

moldes diferentes: mRNAs y dsRNA gen6mico de rotavirus. En ambos casos log "open

cores"  parecen reconocer  sefiales  diferentes  pues  los  oligos  inhiben la  sintesis  de  la

hebra  negativa  ouando  se  usa  mRNA viral  como  molde  pero  no  cunndo  se  emplea

dsRNA end6geno  ffigura  24).  ha  ausencia  de  inhibici6n  especifica  sobre  el  dsRNA

end6geno podria atribuirse a dos aspectos. En primer lugar, 1a polinerasa en presencia

de un dsRNA como molds,  inicialmente realizaha  la  sintesis  de la hebra positiva en

cuyo  evento no participa la zona complementaria al oligo.  En segundo lugar rna vez

concluida la sintesis de la hebra positiva la polimerasa quedaria ubicada sobre el 3 '- del

mRNA evitando de esta manera el acceso del oligonucle6tido. Resultados similares se

obfuvieron  ann  con  dos  oligonucledtidos  diferentes,  un  oligo  complementario  a  los

ultimos 21 nucle6tidos del extremo 3' (G5-3-C21) y el otro a la regi6n involucrada en la

estructura  de  tallo y  horquilla  (21-8).  Por  lo  tanto,  en  el  "open core"  1a polinerasa

reconoce un grupo de sehales en el dsRNA molde y otras en el molde de simple hebra.

ha secuencia sefial de reconocimiento para el sistema en el caso de mRNA molds esta

relacionada con la es`iructura secundaria de la molecula de RNA la cual no se forma en

el dsRNA molds.  Asi el uso de ambos moldes (dsRNA y mRNA) por el sistema de

C`opcn  core"  pedria  inhibirsc mcdiantc  estratcgias  diferentcs,  pcrmitichdonos  cstudiar

ambos eventos par separado.

Existen  antecedentes  @atton  y  cols.,  1996)  donde  se  demuestra  la  participaci6n  del

extremo  5'  de  los  mRNAs  virales  en la  sintesis  de la hebra negativa del genoma de

Rotavirus.  En el ensayo descrito en esta tesis (figura 25) se utilizaron oligonucle6tidos

antisentidos  para  estudiar la  inportancia de este   extremo  del mRNA viral  en dicho
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evento. La inhibioi6n observada demuestra la participaci6n del extremo 5'-en la sintesis

de la hebra negativa.   El extremo 5' debe estar libre para lograr rna sintesis eficiente de

la hebra negativa. Ademas, la region intema entre las bases  15-35 del extremo mostr6

ser mas  sensible  al  efecto  inhibitorio  de  los  oligonucle6tidos,  1o  curl no  deshecha  la

presencia  en  esa  regi6n  de  sefiales  de  reconocimiento  inportante  para  rna  sintesis

6ptina  de  la  hebra  complernentaria  al  mensajero  viral.  Los  experimentos  donde  se

realiz6 un calentamiento y enffiamiento lento de la mezcla mRNA-oligo para promover

la interacci6n entre ambos, prodrjeron resultados similares a los realizados sin usaf este

proceso.  Este resultado indica la ausencia de rna estructura seoundaria que impida la

acci6n  del  oligonucle6tido,  debilitando  asi  la  hip6tesis  de rna  estructura  secundaria

donde  ambos  extremos  forman un "mango-sarten".  Modelos  de estructura  secundaria

coustruidos para cada mRNA gen6mico de Rotavirus mostraron que la interacci6n entre

los  extremos  de  los  mRNAs  era  un evento poco probable.  Se ha  observado  que    el

plegamiento del RNA ocurre de manera acoplada a su sintesis, por lo que es probable

que se formen esLrucluras secundalas a medida que va orcoiendo la molecula de RNA.

Esto dificuha  la iuteracci6ii directa eirfue los extremos, sobre todo en mol6oulas de RNA

de mayor tanafio qinoco Jr. y Bustamente, 1999).

Los  hallazgos  presentados   en  esta  tesis   acerca  de  las   sefiales   de  reconocimiento

involucradas en los procesos de sintesis del RNA de rotavirus mos permitirian estudiar

nuevas  estrategias  con  el  fin  de  desarrollar  gerfetica  reversa  y  asi  poder  definir  la

patogenesis de los rotavirus.
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CONCLUSI0NES.

©  Los  "open  cores"  virales  utilizan  como  molde  de replicaci6n tanto  el  dsRNA

propio incluido en su estructura, como un dsRNA viral afiadido de manera ex6gena.

Este dsRNA viral puede ser heter6logo.

@  Los  "open  cores"  prefieren  el  uso  de mRNA  como  molde  en relaci6n  con el

dsRNA.  El mRNA contiene rna  sefial de mayor afinidad,  1o cual permite  qpe  el

mRNA viral de rna cepa pueda ser usado por "open_ cores" de otra cepa desplazando

al dsRNA original de ]a cepa nativa.

®  La inhibici6n de la sintesis de hebra negativa es especifica para el gen sobre el

curl hibridan los oligonucle6tidos antisentidos.

® Las sefiales comunes entre los mRNAs de rotavirus para la sintesis de la hebra

negativa  son  una  seouencia  CCA  en  el  extremo  3'  y  rna  probable  estructura

secundaria de tipo tallo y horquilla en la region rio arriba a la secuencia consenso del

3 ' UTR.

a   Las regiones importantes en la estructura de reconocimiento de los mRNAs lo

constituyen la horquilla y las bases que forman el extremo 5' del tallo.

®   El  5'- UTR   participa en la  sintesis  de la hebra negativa de los mRNAs.  La

formaci6n de simple hebra en este extremo contribnye a la eficiencia del evento de

sintesis.
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