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RESUMEN

Rotavirus es un importante agente etiolégico de
gastroenteritis aguda, especialmente en nifios menores de dos
afios. Este virus pertenece a la familia Reoviridae, estda formado
por una doble cubierta protéica que rodea un core central, donde
se encuentra el genomio viral. Su genoma consiste de 11 segmentos
de RNA de doble hebra, cada uno de los cuales codifica para al
menos un polipéptido. La cubierta externa esta compuesta de los
polipéptidos denominados Vp7 y Vp4, los que constituyen los
antigenos de neutralizacién, definen los serotipos virales ¥y
tienen un rol fundamental durante la entrada del virus a la
célula. La cubierta interna estd formada por un sélo polipéptido
denominado Vp6, que corresponde a la proteina mas abundante del
virus, representa acerca del 60% del contenido polipeptidico del
virién. También posee caracteristicas antigénicas, define los
subgrupos virales. El core viral esta formado por las proteinas
Vpl, que aparentemente corresponde a la polimerasa del virus;
Vp2, la cual se cree que une RNA de doble hebra y Vp3, que
corresponde a la guanililtransferasa ¥y posiblemente a la ATPasa
viral. El1 core aparentemente contiene todas las enzimas
necesarias para la sintesis del RNA viral, sin embargo, durante
la replicacién del RNA requiere la presencia de las proteinas no
estructurales y para gque ocurra la sintesis de RNA mensajero es
indispensable la presencia de la proteina Vp6.
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En esta tesis se estudia la funcidén que cumple la proteina
Vp6 de rotavirus en la transcripcién, especificamente que tipo de
interaccién existe entre esta proteina y el core viral, que hace
posible la sintesis de RNA mensajero. El virus con una cubierta
protéica, formado por el core y la proteina Vp6, es el
responsable de la transcripcién tanto "in vivo" como "in vitro".
Sin embargo, la capacidad de transcribir se pierde cuando se
remueve la cubierta interna formada por Vp6, mediante un
tratamiento con altas concentraciones de CaClsy, con lo que se
obtiene el core viral, el cual carece de esta actividad. La
actividad de RNA polimerasa asociada a la particula viral de
cubierta simple se puede recuperar al incubar nuevamente el core
con la proteina Vp6 libre de calcio, bajo estas condiciones sSe
sintetizan los mismos transcritos virales y se reconstituye el
virus de cubierta simple. La proteina Vp6 no presenta actividades
enzimdticas asociadas a la transcripcién, aparentemente su
funcién es de tipo estructural, es decir, su interaccién con el
RNA gendémico viral o con algin polipéptido del core le da a éste
una estructura que hace posible la transcripcién. Los resultados
de esta tesis permitieron descartar la posibilidad que la
proteina Vp6 interactuara en forma estable con el RNA viral,
puesto que mediante técnicas de filtraciédn del complejo
proteina-RNA en filtros de nitrocelulosa, unién del RNA gendmico
marcado a las proteinas virales transferidas a papel de
nitrocelulosa, retardo en la movilidad electroforética de un
segmento de RNA genémico marcado e inmunoprecipitacién del
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complejo proteina-RNA, no se detectdé unién entre estas fracciones
virales.

La utilizacién de anticuerpos monoclonales dirigidos hacia
distintos epitopes de la proteina Vp6 sugiere que la regidén
involucrada en la unién de esta proteina al core es su regioén
amino terminal. Finalmente, mediante el uso de reactivos de
entrecruzamiento se encontré que Vp6 se une a un polipéptido del
core, el cual corresponde a la proteina Vp3. Se discute la
posibilidad que a través de esta interaccidén ocurra la

activacién del aparato transcripcional.




SUMMARY

Rotavirus is a member of the Reoviridae family and it is the
mayor cause of acute gastroenteritis in infants under two years
of age., The virus particle is made of a double protein shell
surrounding a central core which contains the viral genome, that
consist of 11 double stranded RNA segments each coding for one
polypeptide. The outer capsid is made of two polypeptides, the
neutralization antigens, named Vp4 and Vp7 which are directly
involved in viral penetration, and define the viral serotypes.
The inner viral shell is made of a single polypeptide which
correspond to the mayor viral component and account up to 60% of
the total polypeptide content of the virion. The antigenic
properties of Vpé6 define two antigenic subgroups. The viral core
is formed by Vpl, that may correspond to the viral polymerase;
Vp2 a polypeptide with a double stranded RNA binding protein
activity and Vp3, the viral guanylyltransferase and also
probably an ATPase. The viral core seems to have all the
enzymatic activities required for RNA synthesis, but during RNA
replication it requires of the presence of non-structural
polypeptides and on mRNA synthesis of the presence of Vp6 . The
role of Vp6 in human rotavirus transcription is studied, in
special, the specific interaction between this polypeptide and
the viral core that makes possible the mRNA synthesis. The single
shell virus which contains the viral core and Vp6, is responsible
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for both the "in vitro" and "in vivo" transcription. When the
inner protein shell, made of Vp6, is removed by treatment with
high CaClg concentration the viral core thus obtained 1is unable
to transcribe. The RNA polymerase activity associated to the
single shell particle may be recovered when the viral core and
Ca+2 free Vpb are incubated together. Under this condition the
single shelled particle is reconstituted and the ability to
transcribed identical mRNA to the original particle is recovered.
Polypeptide VP6 does not have enzymatic activities associated to
transcription, the involvement in transcription seems to be
structural rather than enzymatic, provably through the
interaction with the genomic RNA or other core structural
polypeptide involving a particle structure that makes
transcription possible. The results shown in the present thesis
do not suggest a possible interaction between Vp6 and the viral
RNA. The results were obtained by several techniques including:
Filtration through nitrocellulose filter of the protein-RNA
complexes; protein blotting and further incubation of the filters
with labeled RNA; assays of retardation of the electrophoretic
mobility of the RNA segments due to polypeptide binding and by
immunoprecipitation of RNA-protein complex. Using monoclonal
antibodies against different Vp6 epitopes, the interaction of the
amino-terminal portion of Vp6 with the viral core was shown.
Experiments using cross-1linking reagents indicate that Vp6
interacts with the core polypeptide Vp3. The involvement of this

interaction on transcription is discussed
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INTRODUCCION.

El rotavirus es un importante agente etiolégico de 1la
diarrea aguda en muchas especies animales, incluyendo la humana,
infectando principalmente a individuos de corta edad (Holmes
1983, Cukor y Blacklow 1984, Kapikian ¥y Chanock 1985, Estes Yy
Cohen 1989). Este virus se transmite por via fecal-oral, aunque
no se puede descartar la via aérea como posible forma de
infeccién (Cukor y Blacklow 1984). Una vez que el virus ha
ingresado al organismo, especificamente al sistema
gastrointestinal, se requiere de un periodo corto de incubaciédn,
de uno a dos dias, para la aparicién de los principales sintomas
(Cukor y Blacklow 1984). El cuadro clinico asociado a rotavirus
se caracteriza por vémitos, diarrea ¥y fiebre alta, los cuales
persisten por tres a siete dias, dando como resultado un estado
de desnutricidén y de deshidratacién isotdénica, con acidosis
metabdlica, que algunas veces conduce a la muerte (Rodriguez ¥y
col., 1977). E1 virus, infecta las células epiteliales maduras de
las vellosidades del intestino delgado, en su extremo proximal,
provocando en el citoplasma la distensién de las cisternas del
reticulo endopldsmico, el hinchamiento de las mitocondrias y la
vacuolizacién de las células, lo que lleva a la muerte prematura
de las células, las cuales son reemplazadas por células inmaduras
incapaces de realizar las funciones normales de absorcién
(Kapikian y Chanock 1985). Durante la fase aguda de la diarrea

se excretan en las deposiciones grandes cantidades de virus




(lollparticulas/g de material fecal), caracteristica que ha
permitido un facil diagnéstico del agente, ya sea por microscopia
electrénica o por deteccién del genomio viral por electroforesis
(Herring y col. 1982).

Debido a sus caracteristicas morfolégicas y bioquimicas los
rotavirus han sido clasificados dentro de la familia Reoviridae
(Kapikian y Chanock 1985). El1 anélisis estructural indica gque
estos virus miden 70 a 75 nm de didmetro, carecen de envoltura,
tienen una capside icosahédrica ¥y estan formados por una doble
cubierta de proteinas que rodea a un nicleo central o core
(Kapikian y Chanock 1985, Estes y Cohen 1989). Los viriones
sometidos a una sedimentacién en equilibrio en CsCl muestran una
densidad boyante de 1,36 g/cm3 y un coeficiente de sedimentacidn
entre 520-530 S cuando se ultracentrifugan en gradientes de
sacarosa (Kapikian y Chanock 1985, Estes y Cohen 1989). El viriédn
visto al microscopio electrénico tiene una apariencia de rueda de
carreta, de donde deriva su nombre "rota" (Figura 1A) (Flewett y
col. 1974)., En las deposiciones obtenidas durante un episodio de
diarrea y en el citoplasma de las células infectadas, ademds del
virus completo se encuentran otros dos tipos de particulas
virales. Una de estas corresponde con un virus gque contiene una
sola cubierta proteica, llamado virus de cubierta simple, el cual
mide aproximadamente 60-65 nm de didmetro, con una densidad
boyante en CsCl de 1,38 g/cm3 y un coeficiente de sedimentacién
de 450-478 S (Chasey 1977, Petrie y col. 1981, Estes ¥ Cohen
1989). EL otro tipo estéd compuesto por particulas que carecen de

ambas cubiertas protéicas Yy sélo contienen el nicleo central,
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llamadas "eore viral", el cual tiene un didmetro de 40-45 nm,
una densidad boyante en CsCl de 1,44 g/cm3 y un coeficiente de
sedimentacién de 280 S (Bican ¥y col. 1984, Estes y Cohen 1989) .

El genoma viral estd formado por 11 segmentos distintos de
RNA de doble hebra, con un peso molecular que varia desde 2,2 x
106 Daltons para el segmento mayor ¥ de 0,2 x 106 Daltons para
el menor (Kapikian y Chanock 1985). Cada uno de estos segmentos
codifica a lo menos para un polipéptido, como se muestra en la
Tabla I (Smith y col. 1980, Arias y col., 1982, Mc Crae ¥y Mc
Corgquodale 1982, Estes ¥y Cohen 1989).

El virién estd compuesto aparentemente por un minimo de 6
polipéptidos. La cubierta o capside externa esta formada por dos
de ellos, denominados Vp7 y Vp4, los cuales se han identificado
como los antigenos de neutralizacién (Kapikian V¥ col. 1981,
Hoshino y col. 1985, Offit ¥y Blavat 1986). Existen numerosas
variantes de estos antigenos que han permitido clasificar los
rotavirus en diferentes serotipos. En la actualidad, se han
descrito 11 serotipos definidos por la glicoproteina Vp7 ¥ 9 por
la proteina Vp4 (Estes ¥y Cohen 1989), La cubierta interna esté
formada solamente por la proteina Vp6, que representa cerca del
60% del contenido polipeptidico total del virién (Novo y Esparza
1981). Esta proteina también tiene caracteristicas antigénicas,
que define los 1lamados subgrupos antigénicos, actualmente se han
descrito solo dos, conocidos como subgrupo I y II (Kalika ¥y col.
1981, Greenberg y col. 1983 a y b). El core viral esta formado
por el genomio viral y los polipéptidos vpl, Vp2 y Vp3, que
aparentemente conforman el sistema enzimatico asociado a la

transcripcidén y replicacién del genomio viral (Bican y col. 1984,




TABLA I

Segmentos de RNA genémico de Rotavirus y sus productos
polipeptidicos

Segmento Producto PM Caracteristicas
Polipeptidico (xlOaD)
1 Vpl 124 polipéptido del core, pro-
bable polimerasa viral.

2 Vp2 102 polipéptido del core, une
RNA de doble hebra.

3 Vp3 98 polipéptido del core, es
la guanililtransferasa.

4 Vp4 86 polipéptido de superficie,
antigeno de neutralizacién
hemaglutinina, sufre corte
proteolitico (Vpd ¥ vp8),
define serotipos.

5 NS53 58 polipéptido no estructural
implicado en replicacidn.

6 Vp6 44 polipéptido de la capside
interna, es el polipéptido
mas abundante del virus,
antigeno de subgrupo, re-
querido en transcripcidn.

7 NS34 34 polipéptido no estructural
implicado en replicacién,
une RNA de simple hebra.

8 NS35 36 pelipéptido no estructural
implicado en replicacién.

9 vp7 34 glicoproteina de superfi-
cie, antigeno de neutrali-
zacién, reconoce receptor
celular, define serotipos.

10 NS28 20 polipéptido no estructural
importante en morfogénesis

11 NS29 21 polipéptido no estructural
probablemente fosforilado




Sandino y col. 1986, Patton y Gallegos 1988).

El desarrollo de métodos de propagacidén de rotavirus en
células en cultivo, ha permitido recientemente un importante
avance en el estudio ¥y caracterizacién del ciclo de replicacidn
del virus. Se ha observado que la cubierta externa durante la
iniciacién del ciclo tiene una funcién importante, ya que es
requerida durante las etapas de adsorcidén y penetracién del virus
a la célula (Fukuhara y col. 1988). La infeccién se inicia cuando
el virus de doble cubierta se une a la célula hiesped a través de
la glicoproteina de superficie Vp7, la cual reconoce un receptor
celular, que ain no ha sido definido (Fukuhara vy col. 1988).
Luego la proteina Vp4 de la cubierta externa es activada mediante
un corte proteolitico, catalizado especificamente por la
tripsina, lo que le confiere a la particula viral su capacidad
infectiva (Espejo y col. 1981). El1 tratamiento del rotavirus con
tripsina produce el rompimiento de Vp4 en dos polipéptidos,
denominados Vp5s y Vp8 de 60 ¥y 28 KDaltons, respectivamente. E1l
fragmento mayor Vpb contiene, al parecer, regiones hidrofébicas,
seme jantes a las encontradas en los virus Sindbis y Semliki, que
le confieren capacidad de fusién a la célula (Mackow ¥ col.
1988). Por esta propiedad se piensa que la proteina Vp5 tendria
una actividad relacionada con la fusién, que jugaria un papel
importante en la penetracién directa del virus a la célula, ya
que se ha observado que el virus tratado con tripsina entra a la
célula directamente a través de la membrana celular y no por
endocitosis (Suzuki y col. 1985 y 1986, Kaljot ¥y col. 1988).
Durante la entrada del virus a la célula, se pierde la cubierta

protéica externa, liberandose al citoplasma el virus de cubierta




simple (Clark vy col. 1980, Suzuki y col. 1986). Estas particulas
virales son capaces de transcribir tanto "in vivo" como "in
vitro" los 11 genes virales (Cohen y col. 1977, Spencer Yy Arias
1981, Stacy-Phipps y Patton 1987, Sandino y col. 1988). Los
productos de transcripcién obtenidos en ambas condiciones son
idénticos y codifican para los mismos polipéptidos, lo que indica
que esta particula es la responsable de la transcripcién en la
célula infectada (Mason ¥ col. 1983, Mc Crae y Mc Corquodale
1982, Sandino ¥ col. 1988). Estos resultados sugieren que el
virus sintetiza los RNA mensajeros ¥ proteinas virales tan
pronto como entra a la célula. La acumulacién de proteinas
virales en el citoplasma resulta en la formacién de grandes
inclusiones denominadas viroplasmas, donde se ha propuesto que
ocurre tanto la replicacién del genoma, como el ensamblaje de las
particulas virales (Mc Crae y Faulkner-Valle 1981).

La expresién génica de rotavirus no puede ser dividida en el
esquema clésico de una fase temprana y otra tardia, como ocurre
en la mayoria de los otros virus (Johnson y Mc Crae 1989). Sin
embargo, se ha observado en células infectadas que existe una
regulacién tanto a nivel de la transcripcién como de la
traduccién, puesto que el mRNA viral no se sintetiza en
concentraciones equimolares en la célula y a su vez las proteinas
virales son sintetizadas en concentraciones relativas,
significativamente diferentes respecto al mRNA viral existente
(stacy-Phipps y Patton 1987, Sandino y col. 1988, Johnson y Mc
Crae 1989).

E]l virus replica su genoma asimétricamente, generando el RNA




de doble hebra, usando como templado la hebra positiva de RNA,
que es indistinguible del mRNA viral, ya gue incluso posee la
estructura "cap” en su extremo 6°(Imai y col.1983, Mc Crae ¥y Mc
Corquodale 1983, Patton 1986). Por lo tanto, cabe suponer que el
mRNA viral cumple dos funciones en la célula: dirigir la sintesis
de proteinas virales ¥ servir como templado de la sintesis del
RNA de hebra negativa. El mecanismo que regula la cantidad de RNA
mensajero que participa en la replicacidén o en la traduccidén no
se conoce. EL RNA de doble hebra sintetizado no se encuentra
i1ibre en las células jnfectadas por rotavirus, ni tampoco es
liberado de las subparticulas virales cuando se realiza la
sintesis "in vitro", lo que jndica que cada particula capaz de
replicar es responsable de sélo un ciclo de replicacidn, donde
1a hebra de RNA negativo sintetizada gueda inmediatamente
asociada a la hebra pogsitiva complementaria (Stacy-Phipps ¥
Patton 1987, Patton y Gallegos 1988}.

Se han realizado numerosos estudios para identificar, tanto
a las particulas subvirales como a las proteinas involucradas en
la replicacién del RNA genémico viral. El andlisis de la
composicién polipeptidica de estas subparticulas virales indica
que, las particulas capaces de replicar difieren de las capaces
de transcribir, tanto en su coeficiente de gsedimentacidén como en
la composicién polipeptidica. Las particulas con capacidad
replicativa son extremadamente heterogéneas respecto a su
composicidén ¥y propiedades de sedimentacidén, lo que sugiere gque
varian estructuralmente durante el ciclo infective (Helmberger-—
Jones y Patton 1986, Patton v Gallegos 1988, Gallegos y Patton

1989). Se han identificado al mencos 3 intermediarios de
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esté involucrada en la replicacién (Comunicacién personal del Dr.
John Patton).

Basandose en estas evidencias, se ha sugerido que el
intermediario inicial formado durante el ensamblaje del virus de
cubierta simple en las inclusiones viroplédsmicas, seria el "pre
core". Este contiene las proteinas estructurales Vpl y Vp3, que
presentan secuencias similares con aquellas de las RNA
polimerasas de otros virus (Liu y col. 1988, Cohen y col. 1989).
Luego a este intermediario se asociaria la proteina Vp2, para
completar la sintesis del RNA de hebra negativa, perdiendose
parcialmente las proteinas no estructurales (Gallegos ¥ Patton
1989). Finalmente, se asociaria la proteina Vp6 al core para
formar el virus de cubierta simple, eliminandose la totalidad de
las proteinas no estructurales., Una vez formado el virus de
cubierta simple, este puede cumplir dos funciones: a) ser un
intermediario para la sintesis del virus de doble cubierta o b)
ser una particula con actividad de transcriptasa, capaz de
sintetizar mRNA viral, con el fin de amplificar el ciclo
replicativo del virus.

El dltimo estado de la morfogénesis del rotavirus ocurre en
el reticulo endoplasmético (RER), donde la proteina Vp4 y la
glicoproteina Vp7 se sitdan alrededor del virus de cubierta
simple para formar la cubierta externa (Estes ¥y col. 1983). Se ha
propuesto que durante l1a maduracién del virién, la particula
viral de cubierta simple migra de las inclusiones viroplasmicas a
regiones del RER, que contienen las glicoproteinas virales de
transmembrana Vp7 y NS28 (Chan y col. 1988, Petrie y col. 1982 ¥y

1984). El1 virus de cubierta simple es capaZz de unirse al RER
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debido a que la proteina Vvp6 tiene afinidad por la proteina NS28,
1a cual serviria como receptor de la particula viral en el RER
(Meyer y col. 1989). Después, el virus de cubierta simple yema
hacia el limen del RER, resultando en forma transiente una
particula viral que estd rodeada de una membrana que
probablemente tiene las proteinas NS28 vy Vvp7 (Kabcenell ¥y col.
1988). Sin embargo, no estd claro cémo la proteina Vp4 se asocia
al wvirus de cubierta simple durante 1la morfogénesis,
aparentemente la asociacién de esta proteina ocurre antes de la
entrada de la particula viral al RER (Kabcenell y col. 1988,
Mackow y col. 1988). Asi, la particula viral, que pasa al
interior del RER por yemacidn, contiene la proteina Vp4
necesaria para ensamblar la cubierta protéica externa.
Finalmente, por un mecanismo inexplicado ain, en el RER la
membrana que rodea a las particulas se libera junto con la
proteina NS28, permitiendo que la Vp7 se asocie con la Vp4,
condensandose alrededor de la particula viral para formar la
cubierta externa. Los virus de doble cubierta, ya maduros se
acumulan en el luimen del RER hasta que se produce la lisis
celular (Chasey 1977).

Dentro del ciclo infectivo anteriormente descrito, el
fendémeno que se ha estudiado en nuestro laboratorio es el de la
transcripcién viral y especificamente, la funcién que cumplen las
proteinas estructurales del virus en la transcripcién "in vitro".
La transcripcién de rotavirus es un proceso conservativo que usa
como templado el RNA gendémico de doble hebra. Esto implica que el

virus tiene asociada una RNA polimerasa RNA dependiente capaz de
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realizar esta funcién, ya que las células no disponen de este
tipo de enzimas (Cohen y col. 1979, Spencer y Arias 1981). E1
virus completo manifiesta esta actividad transcripcional "in
vitro", una vez que es activado. Su activacién se puede lograr
por dos métodos, mediante un shock de calor, el que aparentemente
modifica la estructura de la capside externa o removiendo la
cubierta proteica externa mediante un tratamiento con agentes
quelantes de calcio tal como EDTA (Cohen y col. 1979, Spencer Yy
Arias 1981). Los 11 mRNA sintetizados "in vitro" por el virus
contienen la estructura cap en su extremo 5’ y carecen de la
secuencia poli A en su extremo 3’, siendo idénticos a la hebra
positiva del RNA genémico viral (Imai y col. 1983, Mc Crae y Mc
Corquodale 1983). Esto indica ademés que las enzimas involucradas
en la formacién de la estructura cap en el extremo 5' son
proteinas estructurales del virus (Spencer y Garcia 1984). En
nuestro laboratorio se ha demostrade que la guanililtransferasa
corresponde a la proteina Vp3 ubicada en el core viral (Spencer y
col. 1990).

Con el fin de estudiar cuales son las proteinas
estructurales involucradas en la transcripcién se han utilizado
procedimientos que permiten separar las proteinas virales por
etapas. Estos consisten en tratar con EDTA el virus completo para
remover la cubierta externa, la que no es requerida durante la
transcripcién, con lo que se obtiene el virus de cubierta simple
(figura 1B), que luego se trata con agentes caotrépicos, tales
como altas concentraciones de calcio o de tiocianato (Almeida ¥y

col. 1979, Bican y col. 1982). Con este tratamiento se remueve

especificamente la proteina Vp6 que compone la cubierta interna

1.1




del virus (figura 2), obteniendose el core viral (figura 1C), que
carece de actividad transcripcional (Bican y col. 1982, Sandino ¥y
col. 1986). Esto permite concluir que la pérdida de actividad
RNA polimerasica asociada al tratamiento con calcio se debe a la
pérdida de la proteina Vp6 (Sandino 1984 y 1986). La demostracidén
se obtuvo cuando se eliminé el calcio del sobrenadante que
contiene la proteina, con agentes quelantes como EDTA, EGTA o
didlisis, incubando nuevamente el core con la proteina Vp6 libre
de calcio, recuperandose la actividad transcripcional que poseia
el virus de cubierta simple entre un 60% a un 75% (Sandino 1984,
Sandino y col. 1986). La pérdida de la actividad transcripcional,
debido a la remocién de la capside interna, podria deberse a que
Vp6 correspondiera a la RNA polimerasa viral. Sin embargo, las
polimerasas generalmente se encuentran en pocas copias por virién
y en este caso Vpb corresponde a la proteina mas abundante del
virus. Ademds, existen evidencias basadas en la secuencia de la
proteina Vpl, que ésta podria corresponder a la polimerasa viral
(Cohen y col. 1989). No obstante 1lo anterior, no se puede
descartar que Vp6 sea un cofactor de la RNA polimerasa viral.
Esta posibilidad se basa en resultados que muestran que Vp6 por
si sola es incapaz de transcribir diversos templados, bajo
diferentes condiciones (Sandino 1984). Conforme a estos
resultados se ha estudiado si esta proteina tiene alguna funcién
enzimdtica asociada a la transcripcién, tal como una actividad de
ATPasa, la cual ha sido detectada en otros virus asociada tanto
al proceso de extrusién del RNA mensajero viral, como a la

sintesis del mRNA durante la etapa de iniciacién o elongaciédn
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MICROSCOPIA ELECTRONICA DE LAS PARTICULAS DE ROTAVIRUS HUMANO.

1A) Virus completos purificados a partir de deposiciones, tenniidos
con molibdato de amonio al 3% pH 7,0.

1B) Virus de cubierta simple obtenidos mediante un tratamiento de
los virus completos con 10mM EDTA por 30 min. a 37°C, tefiidos con
molibdato de amonio al 3% pH 7,0,




FIGURA 1A y 1B




MICROSCOPIA ELECTRONICA DE LAS PARTICULAS DE ROTAVIRUS HUMANO

1C) Cores virales obtenidos mediante un tratamiento del virus de
cubierta simple con 0,5M CaCly por 10 min. a 37°C, tefiidos con
4cido fosfotingstico al 2% pH 7,0.




FIGURA 1C
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ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA DE LOS POLIPEPTIDOS DE
ROTAVIRUS HUMANO

Los polipéptidos virales de: el virus completo (linea 1), el
virus de cubierta simple (linea 2) y el sobrenadante obtenido
luego del tratamiento del virus de cubierta simple con 0,5 M
caClg por 10 min. a 37°C (linea 3), fueron separados por
electroforesis en geles de poliacrilamida 12% ¥ posteriormente
tefiidos con nitrato de plata. Los polipéptidos virales se indican
por su nomenclatura corriente. Las flechas indican las posiciones
de los marcadores de peso molecular: seroalbimina de bovino
66,000 KD (BSA), gliceraldehido trifosfato deshidrogenasa 36,000
KD (G3PDH) y hemoglobina 16,000 KD (Hb).




FIGURA 2
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(Shuman y col. 1980). Pese a que se ha demostrado gque la
transcripcién de rotavirus es dependiente de la hidrélisis de
ATP, la proteina Vp6 carece de esta actividad, bajo todas las
condiciones ensayadas (Pizérro y col. 1990, Sandino 1984).
Resultados similares se obtuvieron en los estudios de actividad
de nucleasa, en los cuales, no se observé capacidad alguna de Vpb6
para degradar distintos sustratos (Sandino 1984).

Al observar al microscopio electrénico la particula viral
formada luego de incubar el core viral con la proteina Vp6, ésta
tiene la misma apariencia del virus de cubierta simple, en la que
Vvp6 se dispone nuevamente alrededor del core (figura 3). Por lo
tanto, no solo se recupera la actividad transcripcional sino que
se reconstituye la particula viral de cubierta simple debido a la

reasociacién de Vp6 al core viral (Sandino 1984, Sandino y col.

1986). Estos resultados parecen indicar que Vp6 tiene una
funcién de tipo estructural mAs que enzimatico, en la
transcripcidn.

Lo antes descrito demuestra que la presencia de la proteina
Vp6 es indispensable para que ocurra la transcripcién, sin
embargo su funcién e interaccién con los componentes del core
viral ain no se conoce. El objetivo de esta tesis es conocer la
funcién que cumple la proteina Vp6 en la transcripcidn,
especificamente entender como Vp6 al interactuar con el core
viral introduce cambios en éste que significan adquirir la
capacidad de sintetizar RNA mensajero a partir del genomio viral.
Se estudia fundamentalmente si esta proteina interacttia con el

RNA genémico viral o con los polipéptidos del core.
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RECONSTITUCION DE LA PARTICULA VIRAL DE CUBIERTA SIMPLE A PARTIR
DE CORES Y PROTEINA VP6 PURIFICADA

Microscopia electrénica de cores de rotavirus humano incubados
con proteina Vp6 purificada durante 30 min. a 37°C. Luego de la
incubacién las muestras fueron puestas en una grilla cubierta con
Formvar y tefiidas con molibdato de amonio al 3% pH 7,0,




FIGURA 3
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MATERIALES Y METODOS "

PURIFICACION DE VIRUS: los rotavirus humanos se purificaron a
partir de 150g a 200g de deposiciones, obtenidas de nifios
menores de 2 afios con diarrea aguda, mediante un método descrito
previamente (Spencer ¥y col. 1984). Este consiste bAsicamente en
la extraccién de las deposiciones con freén y la obtencién del
virus luego de varias ultracentrifugaciones, que incluyen
colchones y gradientes de sacarosa. El virus se resuspende en
tampén Tris HC1l 50 mM pH 8,0 y se guarda a -20°C. Esta suspensién
viral es estable por al menos 6 meses. Cada aislado viral se
caracterizé por el analisis de la migracién de su RNA gendémico
en geles de poliacrilamida al 7%, con lo que se define su
electroferotipo (Spencer ¥y co0l.1983)., También se identificaron

mediante ELISA, como se describe mas adelante.

OBTENCION DE LAS PARTICULAS VIRALES DE CUBIERTA SIMPLE: estas
particulas se obtienen mediante un tratamiento del virus de doble
cubierta con EDTA 10 mM por 30 min. a 37°€. Luego, esta mezcla
se centrifuga a 17,000 rpm en tubos Eppendorf por 30 min. El
virus de cubierta simple queda en el precipitado, que se
resuspende en tampén Tris HCl 50 mM pH 8,0 (Sandino ¥y col.1986).
Esta suspensién viral es estable a 0°C por solo 24 horas. Como se
ha descrito previamente con este método se remueve
especificamente la cubierta externa del virus (Spencer Yy Garcia

1984). La pureza de las particulas virales se comprobdé tanto por
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microscopia electrénica como por el analisis del contenido
polipeptidico en geles de poliacrilamida al 12% y por ensayo de

la actividad de RNA polimerasa del virus de cubierta simple.

OBTENCION DE LOS CORES VIRALES Y LA PROTEINA VP6: estas
fracciones virales se obtienen mediante el tratamiento del virus
de cubierta simple con CaClg 0,5 M durante 15 min. a 37°C, con lo
que se remueve especificamente la cubierta interna formada por la
proteina Vp6, como se ha descrito previamente (Sandino 1984,
Sandino y col. 1986). Luego esta mezcla se centrifuga a 17,000
rpm en tubos Eppendorf por 30 min. con lo que se obtiene el core
viral en el precipitado y en el sobrenadante la proteina Vp6. Los
cores se resuspenden en tampén Tris HC1l 50 mM pH 8,0, suspensién
viral que es estable a 0°C por solo 24 horas. La pureza de los
cores virales se comprobé por microscopia electrénica, por el
andlisis del contenido polipeptidico en geles de poliacrilamida
al 12% y tanto por ensayo de RNA polimerasa como Ppor ensayo de
recuperacién de la actividad transcripcional. El1 ensayo de
recuperacién de la actividad transcripcional consiste en incubar
el core viral con la proteina Vp6 libre de calcio durante 30
min. a 37°C vy luego ensayar la actividad RNA polimerasa de la
particula viral formada por ambas fracciones virales (Sandino
1984, Sandino y col. 1986). Con el fin de obtener la proteina Vpb6
libre de calcio, el sobrenadante se gsomete a diadlisis contra una
solucién tampén Tris HC1 50 mM pH 7,0 en presencia ¥y ausencia de
EDTA, a 4°C durante al menos 4 horas. La pureza de la proteina

Vp6 se determiné por el andlisis de la composicidn polipeptidica




del sobrenadante que contiene esta proteina, en geles de
poliacrilamida al 12% y principalmente por la capacidad de Vp6 de
unirse al core y recuperar la actividad transcripcional. La

proteina Vp6 libre de calcio es estable a 0°C durante 48 horas.

ENSAYO DE LA ACTIVIDAD RNA POLIMERASA: ésta se determina por la
incorporacién de UMP 3H o UMP 32p a material &cido insoluble,
como se ha descrito previamente (Spencer y Arias 1981). E1 ensayo
consiste en incubar directamente la particula o fraccién viral
que corresponda segin se indique. Con una mezcla de reaccién que
contiene: tampén Tris HCI1 160 mM pH 8,5, MgCl, 10 mM, NaCl 80 mM,
ATP, CTP, GTP 2mM cada uno, UTP °H 240 pM (a.e. 60 cpm/pmol) o
uTP 32p 240 pM (a.e. 400 cpm/pmol) ¥y S-adenosilmetionina 0.1 mM,
durante 30 min. a 45°C. Al término de la incubacién se mide la
radioactividad asociada a material &dcido insoluble en un

contador de centelleo liquido.

ANALISTS DE LOS RNA MENSAJEROS VIRALES EN GELES DE POLIACRILAMIDA
UREA: Se disefié6 un sistema de geles que pernmite identificar el
RNA de simple hebra del de doble hebra, puesto que el RNA de
doble hebra tiene la particularidad de migrar mas rapido que los
RNA mensajeros en estos geles. Los transcritos virales se
obtuvieron a partir de un ensayo de actividad RNA polimerasa como
se describe en el punto anterior, con la diferencia que al
término de la incubacién se detiene la reaccién por
centrifugacién de la mezcla a 17,000 rpm en tubos eppendorf por
30 min., con el fin de precipitar el virus. El sobrenadante se

resuspende en formamida desionizada al 99%, que contiene 250 uM
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EDTA pH 8,0 y 1/20 volumen de una solucién de xilencianol al
0,1%. Luego se somete a electroforesis en geles de
poliacrilamida al 5%-8M urea, durante 21 horas a 150 Volts en
tampén TBE. El1 gel se tifie con plata, siguiendo el protocolo
descrito anteriormente por Herring y col. 1982 o se somete a

radioautografia.

PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES: estos se obtuvieron en
cone jos, por inyecciones subcutédneas en el lomo de
aproximadamente 100 pg. de virus de cubierta simple con adyuvante
de Freund completo, segin lo descrito anteriormente (de Ioannes
1985). Luego de 3 semanas Se inyectan con otra dosis igual y a la
semana siguiente se sangran por la oreja. La presencia de los
anticuerpos obtenidos en el suero se mide inicialmente por
inmunoprecipitacién del virus de cubierta simple en capilares. El
titulo de anticuerpos se realiza por diluciones del suero en
reacciones de ELISA, utilizando como antigenos virus de cubierta
simple, core ¥ proteina Vp6, gsiguiendo el protocolo que se

describe mas adelante.

PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES: estos se obtuvieron en
ratones de la cepa Balb/C, por inyecciones intraperitoneales, de
50-100 pg de proteina Vp6 con adyuvante de Freund completo, por 3
veces cada 2 semanas. Después de 2 semanas mas, se inyectan
durante 2 dias seguidos, con la mitad de la dosis de proteina
viral y sin adyuvante de Freund. A continuacién se realiza la

fusién entre las células del bazo del ratén y las células de la
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linea mieloide SP2/0, en presencia de PEG. La determinacién de
anticuerpos en los sobrenadantes de los hibridomas se hace por
ELISA como se describe mds adelante. Finalmente se produce
liquido ascitico con los hibridomas que presentan anticuerpos
anti proteina Vp6, con el fin de obtener grandes cantidades del
anticuerpo monoclonal, siguiendo el protocolo antes descrito (de
Toannes 1985).

Los anticuerpos monoclonales anti Vp6 subgrupo especificos,
fueron donados por el Dr. Albert Kapikian del laboratorio de
enfermedades infecciosas del National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, E.E.U.U..

Los anticuerpos monoclonales anti Vp6 denominados 50, 443 y
1026, fueron donados por el Dr. Pierre Pothier del laboratorio de
Virologia del Servicio de Microbiologia Médica del Centre

Hospitalier Regional et Universitaire de Dijon, Francia.

ELISA DE LAS FRACCIONES VIRALES: se desarrollé un método de ELISA
directo que consiste en pegar a la placa el antigeno viral, el
cual al reaccionar con su anticuerpo se detecta por un segundo
anticuerpo conjugado con peroxidasa o fosfatasa alcalina.

Como antigenos se utilizaron diluciones desde 15 pg hasta 20 ng
de la particula viral de cubierta simple, el core viral y 1la
proteina Vp6 en una solucién tampén que contiene NayCOg4 1,5 mM,
NaHCO3 3,5 mM, NaNg 0,3 mM pH 9,6. Se agregan 100 pl de antigeno
a cada pocillo y luego se incuba a temperatura ambiente toda la
noche. A continuacién se lavan los pocillos tres veces con un
tampén PBS-Tween pH 7,0 y se dejan durante 1 hora a temperatura

ambiente con este tampdén, con el fin de bloquear los sitios
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inespecificos. Al término de la incubacién los pocillos se lavan
tres veces mas, igual que la primera vez y se agregan 100 pul por
pocillo del primer anticuerpo incubande nuevamente por 3 horas a
37°Cc., Este anticuerpo corresponde a los sueros obtenidos de
conejos, a los anticuerpos monoclonales, o al liquido ascitico
obtenido de ratones, los cuales fueron diluidos sucesivamente en
tampén PBS-Tween pH 7,0, con el fin de determinar la dilucién de
trabajo adecuada. Luego de esta incubacién se lava 3 veces como
antes y se agregan 100 pl por pocille de una dilucién 1:1000 en
tampén PBS-Tween pH 7,0 del segundo anticuerpo, incubande 1 hora
a 37°C. Este corresponde a un anticuerpo anti conejo o anti
ratén segdn sea el caso, conjugado con peroxidasa o fosfatasa
alcalina. Finalmente se lava tres veces més, se revela 1la
reaccién enzimdtica agregando el sustrato que corresponda ¥y se
lee en el espectrofotémetro a una longitud de onda adecuada para

el producte a determinar.

ENSAYO DE INTERFERENCIA EN LA REACCION DE RECUPERACION DE LA
ACTIVIDAD RNA POLIMERASA MEDIANTE ANTICUERPOS: se incuba la
fraccién viral, yva sea core o proteina Vp6, con un determinado
anticuerpo, durante 30 min. a 37°C. Luego el complejo
antigeno—anticuerpe se incuba por otros 30 min. a 37°C con la
otra fraccién viral, proteina Vp6 o core segin corresponda.
Finalmente se reaisla la particula viral que se obtiene, por
centrifugacién a 17,000 rpm en tubos eppendorf durante 30 min. ¥
se ensaye la actividad RNA polimerasa.

Las concentraciones de anticuerpos se han elegido
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previamente por medio de ELISA, de modo de asegurarse de tener la
mixima reaccién entre el anticuerpo ¥ la fraccién viral. Esto se
realizé de la siguiente manera: Se utiliza como antigeno la
concentracién con la cual se va a llevar a cabo el ensayo, Qque
corresponde a 0,3 pg de core 0 0,4 ng de proteina Vp6 y como
anticuerpo se utilizan diluciones sucesivas de éste, de modo de
elegir una concentracién de anticuerpo con la cual se ha logrado

el plateau en la curva de reaccidn,

MARCACION DEL RNA GENOMICO VIRAL CON URIDINA 34: con el fin de
marcar radioactivamente el RNA genémico viral se utilizé una cepa
de rotavirus de mono denominada SA-11, que crece eficientemente
en células en cultivo. E1 RNA marcado de SA-11 se obtuvo por
infeccién de la linea celular derivada de rinén fetal de mono
rhesus, denominada MA-104. Monocapas de células MA-104 en
botellas de cultivo de 220 cmz, fueron infectadas a m.o.i. de 3 a
8, con virus previamente tratados con 1 pg/ml de tripsina.
Después de una hora de infeccién se lava el inéculo con tampdén
PBS pH 7,2 y se reemplaza por medio MEM en ausencia de suero
fetal que contiene 100 pg/ml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina, 100 pg/ml de kanamicina, 5 pg/ml de actinomicina
Dy 1,5 pC/ml de 5-6 34 uridina, incubando a 37°C hasta
desprendimiento celular total (Sandino y col. 1988). A
continuacién se congela el cultivo y después de sucesivos
congelamientos ¥y descongelamientos el virus se extrae con fredn.
La fase acuosa se centrifuga a 1,500 x g para eliminar los restos
celulares. Luego el sobrenadante de esta centrifugacién, se

ultracentrifuga a 105,000 x g, con el fin de precipitar el virus.
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A partir de éste se obtiene el RNA gendémico, por extraccién con
fenol cloroformo. E1 RNA se precipita con etanol y se resuspende
en Tris HC1 50 mM pH 7,0. Finalmente el grado de marcacién se
detecta por electroforesis del RNA genémico en geles de
poliacrilamida al 7% y posterior radioautografia. Ademas se mide
la radiocactividad asociada a material 4cido insoluble de la

suspensién de RNA obtenida.

ENSAYOS DE FILTRACION DEL COMPLEJO PROTEINA-RNA EN FILTROS DE
NITROCELULOSA: cantidades crecientes de RNA genémico viral
radicactivo se filtraron a través de filtros de nitrocelulosa
(Millipore mr)' con el fin de definir el background. Luego se
incubé una cantidad fija de RNA genémico tritiado con cantidades
crecientes de proteina Vp6, durante 30 min. a 37°C, en tampdn
Tris-HC1 160 mM pH 8,5, 10 Mm NaCl y se filtré el complejo. Los
filtros fueron lavados una vez, con tampén Tris HC1 50 mM pH
7,0, 10 mM NaCl, secados y contados en un contador de centelleo
liquido. Durante la incubacién del RNA con la proteina se
agregaron algunos agentes utilizados en otros sistemas como
estabilizadores del complejo, tales como EGTA, BSA, DTT Yy
gliceraldehido. Se regulé el flujo de filtracién 7y el nimero de
lavados, con el fin de no dafiar el complejo formado (Riggs y col.

1970, Smolarskky y Tal 1970, Johnson y col. 1979).

MARCACION DEL RNA GENOMICO VIRAL CON pCp 32p: con el fin de
marcar el extremo 3’0OH del RNA genémico viral de rotavirus humano

se utilizé un sistema con pCp p32 y RNA ligasa de fago Ty (Bruce
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y Uhlembersg 1978). La mezcla de reaccién que contiene: tampdn
Hepes NaOH 50 mM pH 7,5, MgClg 20 mM, DTT 3.3 mM, ATP 6 pM, BSA
0.001%, 50 unidades de RNA ligasa, pCp 32p 4.2 x 107 cpm y 1,5 uM
de RNA genémico viral, se incubé a 15°C por 5 horas. Luego se
extrajo el RNA con fenol cloroformo y se precipité en etanol,
resuspendiendose en tampén Tris HC1 50 mM pH 7,0. A cada una hora
de reaccién se extrajo una alicuota de la mezcla, a la cual se le
midié la radioactividad asociada a material Aacido insoluble y se
sometié a electroforesis en geles de poliacrilamida al 7%, con
el fin de observar los productos marcados mediante

radioautografia.

TRANSFERENCIA DE PROTEINAS Y UNION DEL RNA GENOMICO RADIOACTIVO:
La transferencia de los polipéptidos virales se realizé conforme
a un método previamente descrito (Towbin y col. 1979), el cual
consiste brevemente en: las proteinas virales se someten a
electroferesis en geles de poliacrilamida al 12%, luego se
transfieren a papel de nitrocelulosa. Al terminar la
transferencia, el papel de nitrocelulosa se trata durante 30 min.
a temperatura ambiente, con una solucién de unién que contiene:
tampén Tris HC1 10 mM pH 7,0, NaCl 50 mM, EDTA 1mM, a la cual se
le agrega 5% de leche descremada con el fin de bloguear los
sitios de unién no especifica. A continuacién se incuba el papel
de nitrocelulosa, durante 3 horas a temperatura ambiente, con 10
ml de solucién de unién que contiene 5x10° cpm/ml de RNA
radioactivo, dentro de una bolsa nylon sellada, agitando
ocasionalmente. Finalmente se lava el papel por 1 hora en

solucién de unién cambiando 4 veces la solucién, se seca al aire
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y se somete a radioautografia (Silva ¥y col. 1987).

ENSAYOS DE UNION POR RETARDO EN LA MOVILIDAD ELECTROFORETICA DE
UN SEGMENTO DE RNA GENOMICO VIRAL AISLADO : los segmentos de RNA
genémico viral radioactivo se separaron mediante una
electroforesis preparativa en geles de poliacrilamida al T%.
Luego se aislé cada uno de los segmentos, cortando del gel la
zona que lo contenia, usando como referencia una radioautografia
de é1. Estos trozos de gel fueron posteriormente sometidos a
electroelucién en un aparato de electroelucién BRL (Bethesda
Research Lab.E.E.U.U.), de acuerdo al manual de instrucciones.
Los segmentos obtenidos fueron posteriormente precipitados con
etanol, resuspendidos en tampén Tris HCl 50 mM pH 7,0 y guardados
a -70°C.

Los ensayos de retardo en la movilidad electroforética se
hicieron como se indica a continuacién: 1,3x104cpm de segmento 11
de RNA con 0,2 a 0,8 ng de proteina Vp6 purificada se incuban
durante 30 min. a 37°C, bajo las condiciones que se indican en el
texto y luego se someten a electroforesis en geles al 4% de
acrilamida en tampén TBE O0,5x. Se corre a 35 Ampere constante
durante 6 horas, haciendo circular el tampén de corrida que
corresponde a TBE 0,5x. Finalmente se seca el gel y se expone a

radicautografia.

INMUNOPRECIPITACION DEL COMPLEJO PROTEINA-RNA: se incuba el
segmento 10 u 11 de RNA genémico radioactivo con la proteina Vp6

durante 30 min. a 37°C, en las condiciones que se indican en el
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texto. Este complejo se incuba con un anticuerpo anti Vp6 durante
60 min. a 4°C. Luego, se agrega la proteina A Sepharosa saturada
con BSA y se incuba durante 60 min. a 4°C. Se colectan las
esferas por centrifugacién a 5,000 rpm en tubos Eppendorf por 3
min., se lavan 6 veces con tampén Tris HCl 10 mM pH 7,5 ¥
finalmente se agrega el tampén de muestra que contiene glicerol
al 10%, azul de bromofenol en 1/25 volumen en tampén TBE, se
hierve por 3 min. y se somete a electroforesis en geles al 4% de

acrilamida como se describié en el punto anterior.

MARCACION DE LOS POLIPEPTIDOS VIRALES CON METIONINA 355: para
marcar los polipéptidos virales se utilizé la misma cepa de
rotavirus de mono SA-11 utilizada para marcar el RNA gendémico
viral y se siguié el mismo procedimiento descriteo para esto, con
la diferencia que la uridina tritiada fue reemplazada por
metionina radiocactiva. En este caso a una hora postinfeccién, el
indculo viral fue reemplazado por medio MEM libre de metionina,

358, continuando 1la

gque contiene 20 pC/ml de metionina
incubacién a 37°C hasta que se produzca el desprendimiento
celular total. A continuacién se congela el cultive y después de
sucesivos congelamientos ¥ descongelamientos el virus se purifica
por extraccién en freén y varias centrifugaciones, que incluyen

colchones de sacarosa ¥y gradientes de cloruro de cesio (Sandino ¥y

col., 1988).

MARCACION DE LOS POLIPEPTIDOS VIRALES CON 1257. con el fin de
obtener polipéptidos de rotavirus humano radioactivos se utilizé

el sistema de radioiodinacién de New England Nuclear ... Este




consiste en marcar suavemente con Na1125, mediante
lactoperoxidasa y glucosa oxidasa asociada a esferas inértes,
bajo las condiciones descritas por el manual del fabricante. El
sistema emplea la accién de la glucosa oxidasa co-inmobilizada a
la lactoperoxidasa para generar peréxido de hidrégeno a partir de
B-D-glucosa. Finalmente para purificar las particulas virales
yodadas, del Na1125 libre v de las particulas dafiadas, se
realiza una filtracién en una columna de Sephadex G-25 (15 cm x
0,5 cm) equilibrada con tampén Tris HCl 50 mM pH 8,0,
recolectando la radioactividad presente en el wveolumen de
exclusidén. Con el fin de determinar el contenido de polipéptidos
virales en cada fraccidn, se sometieron a electroforesis en geles
de poliacrilamida al 12% y posterior radioautografia. En la
figura 4 se muestra la radioautografia del gel, que contiene las
proteinas presentes en las particulas virales obtenidas de las 8
fracciones colectadas, luego de filtrar el virus marcado por una
columna Sephadex G-25. Como se deduce de la figura el virus

aparece principalmente en las fracciones 3 y 4.
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ELECTROFORESIS DE LOS gOLIPEPTIDOS DE LAS PARTICULAS DE ROTAVIRUS
HUMANO MARCADAS CON 12971

Radiocautografia de las 8 fracciones colectadas en el volumen de
exclusién, luego de filtrar a través de una columna Sephadex G-25
las particulas virales de cubierta simple marcadas con I, las
cuales se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida
al 12%. A la izquierda se indica la posicidén de los marcadores de
peso molecular y a 1a derecha la posicién de los polipéptidos
virales.
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ENTRECRUZAMIENTO DE LAS PROTEINAS VIRALES MEDIANTE REACTIVOS
BIFUNCIONALES: El ensayo consiste en incubar 10 pg de
las particulas virales de cubierta simple, de rotavirus SA-11
marcadas con metionina 355 o de rotavirus humano marcado con
i251, resuspendidas en tampén PBS pH 7,2 MgClo 1 mM, con
distintas diluciones gque van de 5 a 500 pg/ml de DSP, durante 30
min. a temperatura ambiente por dos veces. E1 ditiobis
(succimidilpropionato) o DSP, se prepara disolviendo 10 mg en 1
ml de DMSO en el momento de realizar el experimento. La reaccioén
se detiene agregando tampén Tris 1 M pH 8,0 y se incuba por otros
30 min. a temperatura ambiente, para luego someterlo a PAGE SDS
al 12%, en ausencia de agentes reductores. Una vez finalizada la
electroforesis en primera dimensién, se corta cada linea del gel
y se incuba con 2% de 2-mercaptoetanol en tampén Tris HC1 0,5 M
pH 6,8, durante 10 min. a 37°C. Finalmente, se realiza la PAGE-
SDS al 12% que corresponde a la segunda dimensién y una vez que
el gel ha sido secado se somete a radioautografia (Brenner y col.

1985, Hantula y Bamford 1988).




e ————— ¥

RESULTADOS .

RECUPERACION DE LA ACTIVIDAD RNA POLIMERASA DE CORES HUMANOS DE
DISTINTO ELECTROFEROTIPO CON LA ADICION DE PROTEINA VP6
PURIFICADA HOMOLOGA. .
La recuperacién de la actividad de RNA polimerasa asociada
al virus se estudid utilizando una cantidad definida de core
viral con cantidades crecientes de proteina Vp6 homéloga purifi-
cada, libre de calcio. En este experimento, como se€ muestra en
la figura 5, se utilizaron dos aislados virales gque presentan
distinto electroferotipo, los cuales pertenecen a los subgrupos 1
v L1, definidos por las propiedades antigénicas de la proteina
vp6. E1 aislado "L," corresponde a un electroferotipo de corrida
larga que pertenece al subgrupo antigénico IT y el aislado C
corresponde a un electroferotipo de corrida corta que pertenece
al subgrupo antigénico I. El experimento consiste en incubar
fracciones de 0.3 ng de cores virales con cantidades crecientes
de proteina Vp6 homéloga, que van desde 0,1 a 0,8 npg, durante 30
min. a 37°C, bajo las condiciones previamente descritas para la
recuperacién de la actividad transcripcional (Sandino 1984,
Sandino y col. 1986). Luego se ensaya la actividad de RNA
polimerasa de la particula viral obtenida. En la figura 5 se
muestra el porcentaje de recuperacidén de la actividad de RNA
polimerasa, expresada como un porcentaje de la actividad
obtenida por el virus de cubierta simple, del cual provienen cada

uno de los cores y proteina Vp6, al que se le asigné el 100%.
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RECUPERACION DE LA ACTIVIDAD DE RNA POLIMERASA A PARTIR DE CORES
VIRALES Y VP6 HOMOLOGA

Una cantidad fija (0.3 ng) de cores de rotavirus humano fue
incubada con cantidades crecientes ( entre 0,1 y 0,8 ug) de
proteina Vp6 purificada homéloga, durante 30 min. a 37°C, con el
fin de que ocurra la reasociacién de ambas fracciones virales,
luego se ensaya la actividad RNA polimerasa como Se describe en
"materiales y métodos". La actividad RNA polimerasa se expresa
como porcentaje respecto a la actividad que presenta el virus de
cubierta simple, del cual se obtuvieron los cores y Vp6. Los
experimentos se realizaron con dos aislados diferentes, uno de
electroferotipo largo ("L"), que pertenece al subgrupo II y el
otro de electroferotipo corto ("C"), que pertenece al subgrupo I.
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En la figura 5 se observa que al incubar el core viral con
la proteina Vp6 libre de calcio se recupera la actividad
transcripcional tan pronto como se empieza a adicionar Vp6 al
core, es decir, la presencia de esta proteina esta directamente
relacionada con la capacidad de transcripcién del virus. En
este experimento se observa que a medida que se agrega la
proteina Vp6 sobre su core homélogo, aumenta la actividad
transcripcional hasta llegar a una recuperacién éptima. Los
resultados indican que existe una relacién éptima entre el core
y la proteina Vp6, que es igual para ambos aislados y coincide
exactamente con la relacién molar que existe entre estas
fracciones en la particula viral de cubierta simple. Es
interesante destacar que no se observaron mayores diferencias en
el comportamiento de los dos aislados virales, a pesar que
presentan electroferotipos distintos ¥ pertenecen a subgrupos
antigénicos diferentes, lo cual permite generalizar los
resultados. La adicién de cantidades mayores que el éptimo de la
proteina, disminuye la recuperacidén de la actividad
transcripcional. Esto aparentemente se debe a que al tener mayor
cantidad de proteina Vp6 en el medio, se esta favoreciendo la
interaccién Vp6-Vp6, sobre la interaccién Vpé6-core. La
observacién al microscopio electrénico del sobrenadante que
contiene la proteina Vp6, muestra que esta proteina es capaz de
unirse entre si formando redes, lo que apoyaria la idea de que a
altas concentraciones de Vpb6 se favoreceria la interaccién Vpb6-
Vp6 por sobre la interaccién Vp6-core (datos no mostrados).

El porcentaje de recuperacién éptima alcanzado es muy

seme jante para ambos aislados virales ¥y corresponde
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aproximadamente al 60% de la actividad que presenta el virus de
cubierta simple. Por otra parte, es importante destacar que el
porcentaje de actividad transcripcional recuperada coincide con
el porcentaje de particulas reconstituidas que se observan al

microscopio electrénico (figura 3).

ANALISIS DE LOS PRODUCTOS DE TRANSCRIPCION DE LA PARTICULA VIRAL
RECONSTITUIDA.

Los productos de transcripcién sintetizados por la particula
viral reconstituida se analizaron mediante geles de
poliacrilamida al 5%-8 M urea. Estos geles permiten separar RNA
de simple hebra del de doble hebra, ya que el RNA de doble hebra
migra mas rapido que el de simple hebra en estas condiciones. La
figura 6 muestra los resultados de este experimento, donde se
analizan los productos de transcripcidn sintetizados por las
distintas particulas virales. Se utilizaron como marcadores los
cuatro segmentos de RNA genémico viral de mayor tamafio, los
cuales se observan en la linea D. En la linea A se encuentran
los productos sintetizados por el virus de cubierta simple, que
corresponden a los once mensajeros virales, los cuales tienen un
patrén de corrida muy seme jante al patrén de RNA gendémico viral.
En la linea B se muestran los productos sintetizados por el core
viral. Como la figura lo indica no se detectan productos donde
migran los RNA mensajeros virales, con lo que se demuestra que el
core viral no es capaz de transcribir. Finalmente, en la linea C
se muestran los productos sintetizados por la particula viral

obtenida luego de incubar el core con la proteina Vp6, en las
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TRANSCRIPCION "IN VITRO" DE DIFERENTES PARTICULAS DE ROTAVIRUS
HUMANO

Los transcritos obtenidos de las distintas particulas virales
fueron sometidos a electroforesis en geles de poliacrilamida al
5%-8M Urea. Linea A: productos sintetizados por el virus de
cubierta simple; linea B: productos obtenidos de los cores
virales; linea C: productos sintetizados por la particula viral
reconstituida. Cada muestra contiene 2 npg del RNA gendémico del
mismo aislado viral como marcador interno (linea D). Las flechas
indican la posicién de los cuatro segmentos de mayor peso
molecular del RNA genédémico viral., El1 gel se desarrollé por
tincién con nitrato de plata.




FIGURA 6
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condiciones éptimas encontradas en el experimento anterior, donde
se puede apreciar que los productos obtenidos son idénticos a

los transcritos sintetizados por el virus de cubierta simple.

UTILIZACION DE ANTICUERPOS PARA ESTUDIAR LA NATURALEZA DE LA
INTERACCION ENTRE EL CORE Y LA PROTEINA VP6.

Una manera de estudiar la interaccién de la proteina Vp6 con
el core es a través de la utilizacién de anticuerpos, ya sea
interfiriendo con estos anticuerpos en la reasociacién del core y
la proteina Vp6 o reemplazando a Vp6 por otra proteina que tenga
la capacidad de unirse especificamente al core, tal como un
anticuerpo anti core. Con este fin se prepararon anticuerpos
policlonales anti core ¥ anti Vp6 en conejos como se describe en
"materiales y métodos". Estos anticuerpos se preincubaron con la
fraccién viral que se indica en la Tabla II. Luego el complejo
antigeno-anticuerpo formado se incuba con la otra fraccién viral.
Finalmente se reaisla por centrifugacién la particula viral
obtenida en estas condiciones y se somete a un ensayo de
actividad RNA polimerasa. De este modo la interaccién del
anticuerpo con la fraccién viral se estudia a través del ensayo
de transcripcidén, determinando la incorporacién de UMP SH a
material &cido insoluble. En la Tabla II se muestran los
resultados de estos experimentos, expresados como porcentaje de
la actividad de transcripcioén asociada al virus de cubierta
simple. Los resultados indican que tanto el core como la proteina
Vp6 por si solos no poseen capacidad de transcripcién. Sin
embargo, al incubar juntos el core con la proteina Vp6 se

obtiene un nivel de sintesis de un 65% respecto al virus de

44




cubierta simple (linea 4). Ahora, cuando se incuba el core con el
suero que contiene anticuerpos anti core se observa que no hay
transcripcién, lo que permite concluir que la proteina Vp6 no
puede ser reemplazada por estos anticuerpos en su funcidén en la
transcripcién, pese a que éstos reaccionan con el core como Se
observa al ensayo de ELISA (linea B).

Por otro lado, se utilizaron los anticuerpos anti core ¥y
anti Vp6 para estudiar si la unién de éstos a alguna de las dos
fracciones virales era capaZz de interferir en la recuperacidén de
la actividad transcripcional. Los resultados muestran que cuando
al virus reconstituido se le agrega el antisuero se observan los
mismos niveles de recuperacién de la actividad transcripcional,
lo que sugiere gque los determinantes antigénicos de la proteina
Vp6 que no interaccionan con el core no estarian involucrados en
la transcripcién (linea 7). La incubacién del core con el
antisuero y posterior adicién de Vp6, no produjo inhibicién de la
unién de la proteina y se obtuvo un 63% de la actividad
transcripcional (linea 6). Mas ain, por microscopia electrdénica
se observaron virus reconstituidos, lo que indica que Vpb6 y los
anticuerpos anti core no compiten por el mismo sitio de unidén en
el core. Sin embargo, la preincubacién de Vp6 con el antisuero
inhibe la reaccién al menos en un 50%, lo gue indica que en el
antisuero existen anticuerpos anti los sitios de la proteina Vp6
que deben interaccionar directamente con el core viral (linea 8).
Como control se realizaron los mismos experimentos con sSueros
preinmunes, con los gque no se observé ningin efecto. Esto

demuestra que los resultados se deben a la presencia en el suero
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Recuperacién de 1la actividad RNA polimerasa de rotavirus humano
en la presencia de anticuerpos policlonales anti core y anti Vp6

Fraccidn Preincubacidn Adicidn % de la recuperacidn

viral con anticuerpos posterior de la actividad RNA
(a) polimerasa.

virus cubierta - - 100 {(b)

simple 0,8 ng

core 0,3 ug - - 12
vps 0,4 pg - - 0,1
core + Vp6 - - 65
core suero anti core - i5
v anti Vpb
core " Vpb 63
core + Vpb " - 58
Vp6 " core 29

(a) Los anticuerpos fueron incubados bajo condiciones que asegu-—
ran un 100% de unién a la fraceién viral respectiva.

{b) El 100% corresponde a 2,500 pmoles de UMP {3H) incorporado a
material &acido insoluble por 30 min. a 45°C,
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hiperinmune de anticuerpos diriguidos contra alguno de los
determinates antigénicos en cuestién, es decir, se deben a la
presencia de anticuerpos especificos. El hecho de no tener
anticuerpos anti core aque interfieran en la reaccidén de
recuperacién de la actividad transcripcional y por el contrario
tener anti la proteina Vp6, se podria deber a que Vp6
interacciona con el Acido nucleico mids que una proteina del core,
ya que anticuerpos anti &cido nucléico son muy dificiles de

obtener.

ENSAYOS DE FILTRACION DEL COMPLEJO PROTEINA-RNA EN FILTROS DE
NITROCELULOSA.

Los resultados obtenidos de los experimentos realizgados
con anticuerpos parecen indicar que la proteina Vp6 probablemente
interacciona con el RNA genémico viral. Por este motivo se
ensayd la capacidad de unién de VpBS purificada al Acido nucleico,
mediante ensayos clésicos de unién de un dcido nucleico a una
proteina, como es la filtracidn en filtros de nitrocelulosa. Este
ensayo se basa en retener en el filtro de nitrocelulosa el &cido
nucleico marcado siempre que estéd unido a la proteina, mientras
que el acido nucleico libre no es retenido. Con este fin se
obtuvo RNA gendémico viral radicactivo a partir de cultivos de
células MA-104 infectadas con rotavirus SA-11 en presencia de
uridina 3g. E1 RNA genémico viral se obtuvo de la progenie viral
purificada, por extraccién con fenol-cloroforme ¥ posterior
precipitacién con etanol. Con el fin de descartar que el RNA
gendémico viral se uniera por si soloc al filtro, se filtraron

distintas cantidades de radicactividad de éste a través de los
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£iltros de nitrocelulosa. En las condicilones utilizadas no se
detectd ningin tipo de unién del &acido nucleico libre, por lo
gue no hubo problemas de retencién inespecifica, comc se observa
en algunos casos cuando se usa DNA. A continuacidén se incubd,
una cantidad fija de RNA gendmico tritiado con distintas
concentraciones de proteina Vp6, con el propésito de que ocurra
la unién entre ambas fracciones virales ¥ posteriormente las
mezclas de reaccién se filtraron en las condiciones descritas en
"materiales y métodos". Los ensayos de unién, no mostraron
retencién al filtro del acido nucleico en presencia de la
proteina Vpé, por lo tanto no se detectdé unién de la proteina al
4cido nucleico por este método.

Estos experimentos se realizaron en presencia de distintas
concentraciones de agentes, tales como BSA, DIT ¥y gliceraldehido,
los cuales estabilizan el complejo proteina-dcido nucleico en
otros sistemas. También se utilizé EGTA y NaCl, puesto que se ha
observado que éstos facilitan l1a unién de la proteina Vp6 al core
viral, en nuestro sistema.

Ademds se controlé exaustivamente el flujo de filtracién ¥y
los lavados, con el fin de evitar una separacién de las
fracciones virales unidas, en caso que exista una unién débil

entre ellas.

TRANSFERENCIA DE PROTEINAS v UNION DEL RNA GENOMICO MARCADO.
Debido a que los resultados obtenidos mediante filtracién en
filtros de nitrocelulosa fueron negativos, se pensé en hacer otro

experimento tipico de unién, como es la unidn del &cido nucleico
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marcado a las proteinas transferidas a papel de nitrocelulosa.

Para realizar estos experimentos se utilizé RNA genémico de
rotavirus humano marcado. Sin embargo, la marcacién del RNA de
rotavirus humano no resulta féacil de hacer, puesto que la
totalidad de las cepas silvestres no son cultivables, lo que
dificulta el marcaje del RNA genémico viral durante la infeccidn.
Por este motivo, se buscé otro mecanismo para obtener el RNA
genémico viral radioactivo, que se basa en marcar el extremo 3'0OH
libre del RNA de doble hebra, utilizando pCp 32p y RNA ligasa del
fago Tyu. Esta reaccién de marcacién resulté ser altamente
eficiente, como se muestra en la figura 7. En los canales 1 a b
se muestra el producto obtenido después de tomar alicuotas a
intervalos de una hora de reaccién. Como se observa desde la
primera hora de reaccién se marcan los 11 segmentos de RNA
genémico eficientemente, sin detectarse diferencias de marcacidn
entre ellos. A partir de la quinta hora de reaccién se llega a un
miéximo de incorporacidn segin se determiné por radicactividad
asociada a material Acido insoluble.

Por su parte, la proteina Vp6 fue sometida a electroforesis
en geles de poliacrilamida al 12%, luego fue transferida a papel
de nitrocelulosa conforme al protocolo descrito por Towbin y col.
1979. Este papel fue entonces incubado por 3 horas a
temperatura ambiente con el RNA marcado ( 1x 10° cpm/ml) disuelto
en 5 ml de tampén de unién. Finalmente, el papel se lava, se seca
y se somete a radiocoautografia.

La transferencia de cantidades crecientes de la proteina Vp6
al papel de nitrocelulosa se siguié, tifiendo el papel de

nitrocelulosa con amido black, determinadose que en estas
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OBTENCION DE RNA GENOMICO DE ROTAVIRUS HUMANO RADIOACTIVO
MEDIANTE LA REACCION CATALIZADA POR LA RNA LIGASA DE FAGO T4 Y

PCPSP

E1l RNA gendémico de rotavirus humano se marcé mediante la reaccidén
esquematizada en la parte superior de la figura, con lo que se
obtiene el extremo 3’0H de cada segmento de RNA radioactivo. La
radioautografia muestra los productos obtenidos cada una hora de
reaccién, desde 1 hora hasta las 5 horas (lineas 1-5
respectivamente). Cada una hora de reaccién se tomé una alicuota
de 2pl de la mezcla de reaccién, se sometid a electroforesis en
geles de poliacrilamida al 7% ¥ posterior radicautografia. Las
flechas indican la posicién de los 11 segmentos de RNA gendmico.
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FIGURA 7
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condiciones méas del 90 % de la proteina existente en el gel es
transferida al papel (Dato no mostrado). Sin embargo, los
resultados de estos experimentos fueron negativos, ya que no Sse
pudo determinar la formacién de banda alguna de radioactividad
que corresponda a un posible complejo proteina-RNA, pese a que Se€

buscaron las mas variadas condiciones de formacidn del complejo.

ENSAYOS DE UNION POR RETARDO EN LA MOVILIDAD ELECTROFORETICA DE
UN SEGMENTO DE RNA GENOMICO AISLADO.

Basandose en que resulta méas facil estudiar la unién de una
proteina a un acido nucléico de menor tamaho y que ademas es mas
facil reconocer el cambio en la movilidad electroforética de un
s6lo segmento de RNA marcado, los segmentos de RNA gendémico
viral marcados con pCp 32p y RNA ligasa fueron separados uno de
otro para realizar los experimentos que se describen a
continuacién, con el fin de tener mayor eficiencia tanto en la
unién como en la deteccidén de ésta. Por este motivo previo al
experimento, el RNA genémico marcado se sometié a PAGE-SDS, luego
se corté cada banda del gel correspondiente a un segmento de RNA
y posteriormente se electroeluydé el segmento.

Para realizar el ensayo se eligié el segmento 11 de RNA
genémico, debido a que es el de menor peso molecular y por lo
tanto, es mas féacil detectar cambios en la movilidad producto de
la unién de algunas moléculas de Vp6. El1 ensayo consistidé en
incubar cantidades crecientes de la proteina Vp6 (0,2 a 0,8 ng)
con el segmento 11 de RNA marcadeo (1,5 x 10 4 cpm) durante 30 min
a 37°C y posteriormente someterlo a electroforesis en geles al 4%

de acrilamida en las condiciones descritas en "materiales ¥
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métodos".

En este tipo de experimentos se utiliza écido nucleico de
gran cantidad de radiocactividad, debido a que el porcentaje de
unién de éste a la proteina generalmente es bajo ¥y de este modo,
se puede detectar con mayor facilidad la aparicién de una banda
de menor intensidad en el gel, como consecuencia de la unién de
ambas fracciones.

Estos ensayos se hicieron en presencia de agentes que en
otros sistemas facilitan la uniédn del 4cido nucleico a la
proteina, tales como polietilenglicol, ditiotreitol y EGTA. En
todos los experimentos de este tipo se utilizé tRNA de levadura,
con el fin de bloquear la unién inespecifica.

En la figura 8 se muestran los resultados de estos
experimentos, donde se observa que la migracidén del segmento 11
de RNA genémico en presencia de 0,2, 0,4 y 0,8 ng de proteina
Vp6, lineas 3,4 y 5 respectivamente, es la misma que en ausencia
de la proteina (lineas 1 ¥y 2). Por otro lado, se puede observar
en las lineas 6 a 14 que la adicién de agentes que podrian
facilitar la unién como PEG, DTT y EGTA respectivamente, tampoco
varia la migracién. Como se puede observar en la figura 8, no se
obtuvo un retardo en la movilidad que fuera dependiente de la
presencia de Vp6, las bandas de menor migracién se obtuvieron
también en los controles, lo que permite descartar que en estas
condiciones se pueda determinar la formacién de un complejo de
este tipo.

Como control positivo de este experimento se realizé el

mismo ensayo en otro sistema, donde se pudo determinar la unién
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del A4cido nucleico a una proteina por este método. Este sistema
corresponde al factor de 65-72 kDaltons de adenovirus, denominado
EivF, el cual se une a la regién promotora EIV del DNA de
adenovirus (Cortés y col. 1988)

Con el fin de optimizar las condiciones del ensayo y poder
detectar con mayor facilidad una banda de menor movilidad que
migrara muy cerca del segmento 11 de RNA genémico viral, se
utilizaron geles de mayor longitud.

En estos geles también se estudié la temperatura oéptima de
unién y la presencia de MgCly. Se utilizaron distintas
concentraciones de NaCl, ya que el NaCl a bajas concentraciones
facilita la unién y a altas concentraciones la inhibe. Ademas se
estudié el efecto de la competencia con RNA genémico viral no
marcado, para mostrar si la unién es especifica. Al igual que en
el experimento anterior se usé tRNA como bloqueador de la unién
inespecifica y se estudié también el efecto de distintas
combinaciones de agentes, tales como PEG, DTT y EGTA.

Los resultados de estos experimentos se pueden ver en la
figura 9. La radicautografia muestra que la temperatura no es un
factor determinante en la formacién del complejo (lineas 1 a 4).
Se puede observar que las distintas concentraciones de NaCl no
tienen efecto alguno (lineas 5 a 8). Las bandas de migracién mas
lentas que el segmento parecen corresponder a agregados de éste,
ya que su retardo no es afectado por la presencia de RNA no
radioactivo como competidor (lineas 9 a 11). En este experimento
ademds se estudio el efecto de distintas combinaciones de PEG,
EGTA y DTT, pudiendose determinar que tampoco tienen efecto en la

posible formacién de un complejo (lineas 12 a 15)., Por dltimo, se
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ENSAYO DE UNION POR RETARDO EN LA MOVILIDAD ELECTROFORETICA DEL
SEGMENTO 11 DE RNA GENOMICO VIRAL DE ROTAVIRUS HUMANO INCUBADO
CON VP6 PURIFICADA DE LA MISMA CEPA

El segmento 11 de RNA genémico de rotavirus marcado con pCp 32P
(1,5 x 10% cpm) se incubé con cantidades crecientes de proteina
Vp6, en tampén Tris HCI1 160 mM pH 8,5, que contenia 10 mM NaCl y
80 png de tRNA de levadura como bloqueador inespecifico, durante
30 min. a 37°C. Luego se realizé electroforesis en geles de
poliacrilamida al 4%, como se indica en "materiales y métodos”.
Se secé el gel y finalmente se sometié a radioautografia. Se
utilizaron como agentes que facilitan la unién de ambas
fracciones virales PEG al 2%, 10mM DTT y 0,5 M EGTA. Todas las
l1ineas contienen el segmento 11 de RNA. La linea 1 contiene solo
RNA, la linea 2 contiene tRNA también, las lineas 3-5 ademds de
lo anterior tienen 0,2, 0,4 ¥ 0,8 pg de proteina Vp6
respectivamente, las lineas 6-8 son igual que 3-5 pero en
presencia de PEG, las 1ineas 9-11 son igual que 3-5 pero en
presencia de DTT y las l1ineas 12-14 son igual que 3-5 pero en
presencia de EGTA.
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ENSAYO DE UNION POR RETARDO EN LA MOVILIDAD ELECTROFORETICA DEL
SEGMENTO 11 DE RNA GENOMICO DE ROTAVIRUS HUMANO INCUBADO BAJO
DISTINTAS CONDICIONES CON VP6 PURIFICADA

Estos ensayos se realizaron bisicamente en las mismas condiciones
que se describen en la figura 8, con las diferencias que se
indican a continuacién. Se buscé la temperatura éptima de
reaccién, incubando en vez de a 37°C a 45°C (linea 4). Se estudid
el efecto de sales monovalentes ¥ divalentes en la unién,
utilizando 0,05, 0,1, 0,2 ¥ 0,3 M de NaCl (lineas 5-8
respectivamente); 5 ¥ 10 mM de MgCl, (lineas 16 y 17). Se
realizaron ensayos de competencia preincubando durante 10 min. a
37°C con 1,3; 2,6 y 5,2 ug de RNA genémico viral no marcado
(l1ineas 9,10 y 11 respectivamente. Se hicieron distintas
combinaciones de los agentes utilizados en la reaccién: PEG, DTT
y EGTA juntos (linea 12), PEG con DTT (linea 13), DTT con EGTA
(1inea 14) y PEG con EGTA (linea 15). Los controles corresponden
al segmento 11 de RNA: solo (linea 1), con tRNA (linea 2) vy
ademés con proteina Vp6 (linea 3). En estos experimentos se
utilizé 0,2 pg de proteina Vp6.
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estudié el efecto de magnesio como cofactor (lineas 16 y 17)
determinandose en este caso que tampoco hay formacién de
complejo, a las diferentes concentraciones de MgCl,y utilizadas.
El segmento 11 de RNA gendémico se comporté en todos los casos de
la misma forma gque e€n ausencia de la proteina Vp6. Estos
resultados indican que no hay unién de la proteina Vp6 al acido

nucleico bajo estas condiciones de estudio.

INMUNOPRECIPITACION DEL COMPLEJO PROTEINA-RNA.

Debido a que los ensayos anteriores, que tenian por
objetivo determinar la posible presencia de un complejo de unidn
entre Vp6 y el RNA gendmico, sugieren que no habria formacidén de
tal complejo, se buscé otra aproximacién al problema. Esta
consiste en la deteccién de la formacidén de un complejo entre
Vp6 y el RNA gendmico mediante la inmunoprecipitacién del
complejo con anticuerpos anti Vp6 previo a la electroforesis.
Esto tiene la ventaja de permitir detectar una pequeiia cantidad
de proteina unida, ademas de independizarse de la estabilidad
del complejo, el cual puede separarse durante la electroforesis.
Este tipo de experimento resulta muy interesante, ya que
aparentemente la unién de la proteina Vp6 al genomio viral
podria corresponder a una unién muy débil.

Se utilizé un ensayo donde se incubé la proteina Vp6 con el
RNA radiactivo con el fin de permitir la unién de ambos y luego
se inmunoprecipité la proteina Vp6, utilizando anticuerpos
monoclonales anti Vp6. Finalmente, este complejo se somete a
electroforesis en geles de poliacrilamida al 4% TBE 0,5x, con el

fin de observar la aparicién de una banda correspondiente al
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segmento de RNA radiactivo, en caso de que existiera unién entre
ambas fracciones virales.

La inmunoprecipitacién se realizé utilizando anticuerpos
monoclonales subgrupo especificos, los cuales estan definidos por
la proteina Vpé comoc se dijo anteriormente. La concentracidén de
anticuerpo utilizada corresponde a una dilucidén con la cual se
logra un plateu en la reaccién de ELISA. Con esta dilucién de
anticuerpo se observa la totalidad de la proteina en geles de
poliacrilamida al 12% luego de inmunoprecipitar.

En estos ensayos se utilizé como RNA marcado los segmentos
de RNA genémico 10 y 11. Los ensayos tambhién se realizaron con el
segmento 10 de RNA, con el propésito de determinar gi existe
algin efecto en la unién, que sea debido al segmento de RNA
gendémico usado.

Los resultados de estos experimentos correspondientes a los
segmentos 10 ¥y 11 se muestran en la figura 10 ¥ 11
respectivamente. En la figura 10, las lineas 1 a 10 corresponden
a la mezcla de reaccidn cargada directamente al gel sin
inmunoprecipitar. En las lineas 11, 12, 13 y 14 se observan los
resultados de los controles de la inmunoprecipitacién del RNA ¥y
RNA m&s tRNA respectivamente, donde aparecen bandas débiles que
corresponden a precipitacién inespecifica. En las lineas 15 a 20
se muestra la inmunoprecipitacién del complejo proteina-RNA,
donde se puede apreciar que no hay unién de ambas fracciones
virales, ya que en presencia o en ausencia de la proteina Vpb se
observan las mismas bandas débiles. Aunque en algunos casos

pareceria existir algin grado de inmunoprecipitacién que depende
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TNMUNOPRECIPITACION DEL COMPLEJO FORMADO ENTRE LA PROTEINA VP6 Y
EL SEGMENTO 10 DE RNA GENOMICO DE ROTAVIRUS HUMANO

El ensayo consiste en incubar 1x103 ¥y 2x103 cpm de segmento de 10
de RNA genémico viral con 0,2, 0,4 y 0,8 ng de proteina Vp6 en
tampén Tris HC1l 160 mM pH 8,5 que contiene 10 mM NaCl y 80 ng de
tRNA de levadura, durante 30 min. a 37°C. Luego inmunoprecipitar
el complejo proteina-RNA formado utilizando una dilucién 1:100
de anticuerpo monoclonal anti Vp6 v a continuacidén realizar
electroforesis en geles de poliacrilamida al 4% como se indica en
"nateriales y métodos”. BSe seca el gel y se somete a
radioautografia (lineas 15-20). Las lineas 5-10 corresponden al
mismo ensayo pero sin inmunoprecipitacién., Las lineas 1,2 y 11,12
corresponden al control de RNA solo, sin y con inmunoprecipita-—
cién respectivamente. Las l1ineas 3,4 y 13,14 corresponden al
control de RNA gendmico y tRNA, sin ¥y con inmunoprecipitacién
respectivamente.
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de la cantidad de Vp6 agregado, sin embargo no hay una buena
correspondencia con la cantidad de RNA agregado ni tampoco con la
cantidad de Vp6 utilizado. En la figura 11, donde se muestra el
mismo experimento realizado con el segmento 11 de RNA marcado,
se puede observar claramente que no hay unién del RNA genémico
viral a la proteina Vp6, ya que adn utilizando cantidades
crecientes de Vp6 se observa la misma intensidad de la banda. La
aparicién de esta banda parece corresponder a una precipitacién
no especifica.

Basandose en que la proteina Vp6 podria estar funcionando
como un canal de salida del RNA mensajero durante la
transcripcién de la particula viral de cubierta simple, se pensé
que podria existir algin tipo de interaccién entre Vp6 y los
transcritos virales. Por este motivo se realizaron experimentos
de inmunoprecipitacién utilizando como RNA marcado, el RNA
mensajero viral. Con el fin de obtener el RNA mensajero viral
marcado se hizo un ensayo de transcripcién en presencia de UTP
32p, Al término de la incubacidén se precipité el virus por
centrifugacién, el RNA mensajero contenido en el sobrenadante se
extrajo con fenol-cloroformo, se precipitdé con etanol y se
resuspendidé en tampén Tris HC1 50 mM pH 7,0. Luego se incubdé en
presencia de la proteina Vp6 y se llevé a cabo 1la
inmunoprecipitacién siguiendo el mismo protocolo anterior. En
este caso tampoco se pudo determinar la presencia de algin tipo

de complejo (Dato no mostrado) .




INMUNOPRECIPITACION DEL COMPLEJO FORMADO ENTRE LA PROTEINA VP6 Y
EI. SEGMENTO 11 DE RNA GENOMICO DE ROTAVIRUS HUMANO

Este ensayo corresponde a lo mismo descrito en la figura anterior
con la diferencia que se utilizé 1,3 x 10%cpm de segmento 11 de
RNA genémico viral en vez del segmento 10.




FIGURA 11
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ENTRECRUZAMIENTO DE LOS POLIPEPTIDOS VIRALES MEDIANTE REACTIVOS

BIFUNCIONALES.

Tomando en cuenta los resultados de los experimentos
anteriormente descritos, con los que se puede descartar la
posibilidad de que la proteina Vp6 forme un complejo de unién con
el RNA viral, se estudié la posible interaccién de Vp6 con alguno
de los polipéptidos que forman el core viral. Estos experimentos
se realizaron utilizando reactivos que pueden entrecruzar
proteinas que se encuentran cerca una de otra. Estos reactivos,
en general, reaccionan con aminas primarias formando enlaces
covalentes, ya sea con los grupos amino epsilon de las lisinas o
con grupos amino terminales (Hantula y Bamford 1988). La reaccidn
produce la aparicién de complejos de proteinas de mayor peso
molecular, que son detectados cuando el conjunto de polipéptidos
involucrados son sometidos a electroforesis en condiciones no
reductoras, observandose la aparicidén de bandas de menor
movilidad que corresponden al complejo de mayor peso melecular.
Actualmente existen reactivos que ademas, tienen la
particularidad de tener puentes disulfuro en el centro de la
molécula, los cuales pueden ser reducidos, con lo gue se separan
las proteinas que estan formando el complejo y con esto pueden
ser facilmente detectadas por electroforesis en geles en una
segunda dimensién. El reactivo que se utilizé en estos
experimentos se denomina ditiobis (succinimidilpropionato) o DSP,
que es el méas ampliamente usado. Este puede entrecruzar
polipéptidos que se encuentren en la organizacién macromolecular

a una distancia de 12 A",
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Para realizar este experimento se requiere tener las

proteinas marcadas y con este fin se obtuvieron rotavirus

radioactivos de la cepa SA-11 marcados con metionina 35g y
rotavirus humanos marcados con 1251 como se describe en
"materiales y métodos". Ambos virus radiactivos fueron ensayados

respecto a su actividad transcripcional luego de la marcacién.
Los transcritos sintetizados por cada uno de los virus fueron
analizados por electroforesis en geles al 5% de poliacrilamida 8M
urea, como se muestra en la figura 12, Se puede observar que los
transcritos sintetizados por las particulas virales marcadas con
1257 (lineas 6 y T7) son idénticos a los obtenidos con los virus
sin marcar (lineas 4 y 5), lo que permite descartar que la
jodinacién introduce cambios que puedan conducir a la
inactivacién de las particulas. Resultados idénticos se
obtuvieron para los virus marcados con metionina 355 de la cepa
sA-11 (lineas 1, 2 y 3).

El experimento de entrecruzamiento de proteinas consiste en
incubar las particulas virales radioactivas, en este caso virus
de cubierta simple, con distintas concentraciones de el reactivo
de entrecruzamiento, luego se hace electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS al 12% en condiciones no reductoras, como se
describe en "materiales ¥ métodos". Una vez terminada la
electroforesis se embebe el gel en una solucidn reductora, que
contiene tampén Tris HC1 0,5 M pH 6,8 con 2-mercaptoetanol al 2%,
durante 10 min. a 37°C, para romper los puentes disulfuro. A
continuacién se somete la l1inea del gel que contiene las

proteinas a electroforesis en segunda dimensién, en otro gel de
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ANALISIS DE LOS PRODUCTOS DE TRANSCRIPCION SINTETIZADOS FPOR
DISTINTAS PARTICULAS DE ROTAVIRUS RADIOACTIVAS MEDIANTE
ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-UREA:

Los transcritos sintetizados por las distintas particulas virales
fueron sometidos a electroforesis en geles de poliacrilamida al
5%-8M urea. Lineas: 1) rotavirus 8A-11 completo activado con
shock de calor, 2) rotavirus SA-11 de cubierta simple, 3)
rotavirus SA-11 de cubierts simple marcado con metionina S, 4)
rotavirus humano completo activado con shock de calor, 5)
rotavirus humano de cubiertg simple, 6) rotavirus humano de
cubierta simple marcado con 1251 gbtenido de la fraccién 3 de la
columna de Sefhadex G-25, 7) rotavirus humano de cubierta simple
marcado con 297 obtenido de la fraccidén 4 de la columna de
Sephadex G-25.

Los RNA mensajeros estidn marcados con UMP 32P, por lo tanto el
gel se secd y se gsometié a radiocautografia.

&8




FIGURA 12
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poliacrilamida-SDS al 12%. Finalmente el gel se seca y S€ somete
a radioautografia. Las proteinas no entrecruzadas migran en el
gel seglin su peso molecular, formando una diagonal en la segunda
dimensién. Sin embargo, las proteinas entrecruzadas que en la
primera dimensidén migran mas lento, al ser reducidas y romper el
complejo de mayor peso molecular formado, en la segunda dimensién
caen fuera de la diagonal, por lo tanto pueden ser fédcilmente
detectadas. Se buscaron las concentraciones éptimas del reactivo
de entrecruzamiento, se probaron concentraciones desde 5 pg/ml
hasta 500 pg/ml. La concentracién éptima de DSP encontrada fue de
62,5 pg/ml.

En las figuras 13 y 14 se muestran los resultados de los
experimentos realizados en las condiciones é6ptimas, con las
particulas de cubierta simple de la cepa SA-11 marcada con
metionina 358, los resultados obtenidos con los wvirus humanos

1251 son idénticos (datos no mostrados). Se

marcados con
utilizaron como marcadores de peso molecular las proteinas
virales de la misma cepa. La figura 13 corresponde a la
electroforesis en dos dimensiones de las proteinas virales
provenientes de las particulas de cubierta simple de virus SA-11
marcadas, sin el tratamiento con el reactivo de entrecruzamiento.
En ésta se puede observar la diagonal que forman las proteinas
virales migrando segin peso molecular, justo frente a los
marcadores virales. La figura 14 corresponde a la electroforesis
en dos dimensiones de las proteinas virales de las particulas
tratadas con la concentracién 6ptima de DSP (62,5 ug/ml), donde

se puede observar que aparecen polipéptidos que migran hacia la

izquierda de la diagonal, lo que indica que estos fueron
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ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL DE LOS POLIPEPTIDOS DE LAS
PARTICULAS VIRALES DE CUBIERTA SIMPLE EN AUSENCIA DE DSP

Los polipéptidos de_rotavirus SA-11 de cubierta simple marcados

con metionina S fueron sometidos a electroforesis
bidimensional. Luego se 8Secé el gel ¥y se expuso a
radicautografia. Ambas dimensiones se realizaron en geles de

poliacrilamida al 12%, sin embargo la primera dimensién se llevé
a cabo en condiciones no reductoras. La primera dimensién se
corrié de izquierda a derecha y la segunda de arriba hacia abajo.
A la izquierda del gel se indican los polipéptidos virales que se
usaron como marcadores.
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ELECTROFORESTS BIDIMENSIONAL DE LOS POLIPETIDOS DE LAS PARTICULAS
VIRALES DE CUBIERTA SIMPLE TRATADAS CON 62,5 pg/ml DE DSP

Los polip&ytidos virales de rotavirus SA-11 marcados con
metionina S se sometieron al mismo procedimiento descrito en la
figura anterior, con la diferencia que previo a la electroforesis
fueron incubados con 62,5 pg/ml de reactivo de entrecruzamiento
(DSP) como se describe en "materiales y métodos".




FIGURA 14
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entrecruzados por el reactivo. Los polipéptidos entrecruzados
migran en la posicién correpondiente a la migracién de Vp3 y Vp6.
Ademds se observa entrecruzamiento de la proteina Vp6 entre si,
formando tres complejos distintos, lo que es légico de
esperar,puesto que esta proteina se encuentra formando trimeros

en el virus.

UTILIZACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES PARA DETERMINAR LA REGION
DE LA PROTEINA VP6 INVOLUCRADA EN LA TRANSCRIPCION.
Una manera de determinar cdal es la regién de la proteina
Vp6 involucrada en la transcripcién, es utilizando anticuerpos
monoclonales dirigidos hacia distintos epitopes de este
polipéptido, de modo de estudiar si la unién de alguno de ellos a
Vp6 previo a la reconstitucién de la particula logra interferir
con la unién de Vp6 al core, y con esto inhibir la transcripcién.
La proteina Vp6 se incuba con distintos anticuerpos
monoclonales, bajo condiciones de mdxima unién entre ambas
fracciones, de modo de asegurar que la totalidad de Vp6 agregado
reacciona con el anticuerpo. Las condiciones para cada anticuerpo
fueron determinadas mediante un ensayo de ELISA, como se indica
en "materiales y métodos". El ensayo utilizado consiste
inicialmente en formar el complejo anticuerpo-Vp6 en las
condiciones ya descritas y luego incubar este complejo con el
core, de modo de permitir que ocurra la reconstitucién de la
particula viral de cubierta simple. Finalmente se reaisla la
particula viral reconstituida por centrifugacidén, se resupende
de modo tal que su concentracién sea equivalente al virus de

cubierta simple usado en forma inicial y se ensaya para
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determinar la actividad RNA polimerasa, con el fin de observar el
grado de recuperacién de la transcripcidn.

Se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales
dirigidos contras distintos epitopes de la proteina Vp6: a)
dirigidos hacia un epitope de subgrupo comin a ambos subgrupos,
b) especificos para el subgrupo II, debido a que el aislado usado
en estos ensayos es de tipo II, c¢) dirigidos hacia el extremo
amino terminal de Vp6 denominado 50, d) dirigidos hacia un
epitope ubicado en la zona central de la proteina denominado 443
y e) dirigidos hacia el extremo carboxilo terminal de Vp6
denominado 1026. Los resultados de estos experimentos se muestran
en la Tabla III. En este experimento a modo de referencia, al
virus de cubierta simple se le asigné el 100% de la actividad
transcripcional. A partir de este se obtuvo un core con un 9% de
actividad, que corresponde a las condiciones en las cuales el
core sufre el menor grado de deterioro durante el tratamiento con
altas concentraciones de calcio y a su vez la proteina Vp6
purificada en estas condiciones tiene un maximo de capacidad de
reconstitucién, sin tener actividad de polimerasa. Al incubar
ambas fracciones virales se observa que se puede recuperar hasta
un 56% de la actividad que presenta el virus de cubierta simple,
que es un valor muy cercano al maximo logrado en estas
condiciones. Como control del experimento se incubé el core
viral con los anticuerpos monoclonales anti la proteina Vp6,
observandose que ninguno de ellos logra modificar la actividad
transcripcional residual. Esto indica que los anticuerpos no

tienen interaccién alguna de importancia en la reaccidn de
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transcripcién con el core.

La preincubacién de la proteina Vp6 con los monoclonales
anti subgrupo, ya sea con el anticuerpo comin a ambos subgrupos o
con el anticuerpo especifico de subgrupo II ¥ posterior
incubacién con el core viral, permite recuperar la actividad
transcripcional en un valor similar al obtenido en la ausencia de
los anticuerpos. Estos resultados indican que la regién de Vp6
que define los subgrupos antigénicos de rotavirus, no estaria
involucrada en la interaccién con el core que determina la
actividad de transcripcién, puesto que los anticuerpos
monoclonales subgrupo especificos no son capaces de inhibir la
reaccién. Lo mismo se observa que ocurre con los anticuerpos
monoclonales denominados 1026 y 443, mostrando que la regién
central y carboxilo terminal de la proteina Vp6 tampoco estéa
involucrada en la transcripcién asociada a la interaccidén del
core con VpB. Sin embargo, existe un anticuerpo monoclonal capaz
de inhibir la recuperacién de la transcripcién, a un valor
cercano al control realizado en ausencia de Vp6, que corresponde
al monoclonal 50. Este resultado sugiere que el anticuerpo
monoclonal 50 seria capaz de unirse al sitio de la proteina Vp6
involucrado en la transcripcién, impidiendo o alterando
seriamente la capacidad de unién de Vp6 al core y en consecuencia
inhibiendo la actividad RNA polimerasa. De estos resultados se
desprende que, aparentemente la regién amino terminal de la
proteina Vp6 estaria involucrada en la interaccién con el core

viral que hace posible la transcripcién.
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TABLA III

Recuperacién de la actividad de RNA polimerasa de rotavirus
humano en presencia de anticuerpos monoclonales anti Vp6.

__...__._._——__.—--.-._—...——___—.-._—.-——__--——...._—____._——-———__—.._._—-._—_——_.—.__.__—_

Fraccidn Preincubacién Adicién % de recuperacién de

viral con anticuerpos posterior la actividad de RNA
polimerasa

virus cubierta - - 100 (b)

simple 0,8 ng

core 0,3 pg - = 9
Vpé 0,4 pg - - 0,1
core + Vp6 - - 56
core monoclonal anti - 10

subgrupos
Vp6 " core 53
core monoclonal anti

subgrupo II - 11
Vp6 " core 60
core monoclonal anti

vp6 50 - 13
Vp6 " core 12
core monoclonal anti

Vp6 1026 - 7
Vp6 " core 54
core monoclonal anti

Vpb6 443 - 8
Vp6 " core 58

— i ——— - S . —————— — T ——— S T e S S S G- S S S e e e e S e e

(a) Los anticuerpos fueron incubados bajo condiciones que asegu-
ran un 100% de unién a la proteina Vpé6.

(b) E1 100% corresponde a 379 pmoles de UMP (3H) incorporado a
material adcido insoluble por 30 min. a 45°C.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran que existe
una relacién estequiométrica éptima entre el core y la proteina
Vp6 para recuperar la actividad transcripcional del virus de
cubierta simple. Los datos indican que tan pronto como se empieza
a adicionar proteina Vp6 al core, se comienza a recuperar la
actividad transcripcional (figura 5) y los productos de
transcripcién sintetizados durante la incubacién de estas dos
fracciones virales son idénticos a los sintetizados por el virus
de cubierta simple (figura 6). Sin embargo, la funcidén que cumple
esta proteina en el proceso de transcripcién alin no se conoce.
De acuerdo a nuestras condiciones de estudio, la Vp6 purificada
no presenta actividades enzimdticas asociadas a la transcripcién,
tales como: RNA polimerasa, ATPasa y nucleasa (Sandino 1984,
Sandino y col. 1986). Siendo Vp6 1la proteina mAs abundante del
virus, es poco probable gque actie en forma catalitica como lo
haria una enzima. Posiblemente actie en forma estequiométrica,
como seria en el caso de cumplir una funcién estructural.

La observacién al microscopio electrénico de la particula
viral obtenida después de incubar ambas fracciones virales,
muestra que ésta tiene la misma apariencia que el virus de
cubierta simple, es decir, la proteina Vp6 se vuelve a ubicar
alrededor del core, ordenandose del mismo modo, como se encuentra
en el virus de cubierta simple. De esta manera, se demuestra que

se reconstituye la particula viral de simple cubierta, junto con
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recuperar la actividad transcripcional. Esta conclusién se
refuerza por el hecho que coincide exactamente el porcentaje de
particulas reconstituidas, observadas al microscopio electrénico,
con el porcentaje de recuperacién de la actividad
transcripcional.

La reconstitucién de la particula viral de cubierta simple
"in vitro" constituye algo excepcional, ya que no ha sido
descrita para otros virus, atin de la misma familia. Esto podria
significar que no basta sdélo con la presencia de la proteina
Vp6 para recuperar la actividad transcripcional, sino que cuando
interaciona con el core forma la estructura que es fundamental
para cumplir su funciédn.

El hecho de que al incubar el core con la proteina Vp6 ocurra
reconstitucién de la particula viral de cubierta simple, sugiere
que esta proteina tiene una funcién estructural, es decir, al
unirse al core le da a éste una estructura tal que permite que
ocurra la transcripcidén. Probablemente la interaccidén entre ambas
fracciones virales permite que la RNA polimerasa tenga acceso al
templado o que el templado se acerque a la polimerasa.

Con el propésito de probar si la proteina Vp6 cumple un
papel estructural en el proceso de transcripcién, se utilizaron
anticuerpos policlonales contra el core viral, de modo de
permitir que estos anticuerpos se unieran al sitio de unién de
Vp6 al core, para reemplazar a Vp6 y conferirle a éste la
estructura necesaria para transcribir. Sin embargo, los
resultados de la Tabla II muestran que al incubar el core con el

suero que contiene los anticuerpos policlonales anti core, no hay
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recuperacién de la transcripcién, por lo tanto la proteina Vp6 no
es reemplazada por estos anticuerpos. Ademas, al agregar
proteina Vp6 al core previamente incubado con los anticuerpos se
recupera la actividad transcripcional, lo que indica que el
suero no contiene anticuerpos que se unan al mismo sitio de unién
de Vp6 en el core. Aunque, si se incuba la proteina con los
anticuerpos y luego se agrega el core viral se obtiene inhibicién
de la actividad transcripcional, por lo tanto el suero policlonal
contiene anticuerpos dirigidos contra el sitio de unién de Vp6
al core.

Basandose en las siguientes evidencias: a) las posibilidades
de 1interaccién de la proteina Vp6 con el core son de dos tipos,
una con el genomio viral y la otra con algin polipéptido del
core. b) Los resultados obtenidos con los anticuerpos
policlonales nos sugirieron que el sitio de interaccién de Vp6 al
core podria ser el RNA genémico viral mds que un polipéptido del
core, debido a que no se encontraron anticuerpos contra el core
que interfieran en la reaccién de transcripcién, lo que
probablemente se deba a que resulta muy dificil obtener
anticuerpos anti &cidos nucleicos. A pesar que no se puede
descartar que el sitio de unién podria ser un polipéptido que no
se encuentra expuesto en la superficie del core. c) Tomando en
cuenta que por hibridacién se ha demostrado que el RNA gendémico
viral se transcribe de principio a fin, lo que indica la ausencia
de promotores tipo RNA polimerasa II (Spencer y Garcia 1984). Se
prenséd que la proteina Vp6 interactuaria preferentemente con el
genomio viral, funcionando como una especie de partidor de la

sintesis de RNA, como se ha observado gue ocurre en otros
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sistemas virales. Con el fin de demostrar esta idea, se
realizaron una serie de experimentos clédsicos utilizados para
estudiar la unién de una proteina a un acido nucleico, como son
los de filtracién del complejo proteina-RNA a través de filtros
de nitrocelulosa, unién del RNA genémico viral marcado a las
proteinas virales transferidas a nitrocelulosa, retardo en la
movilidad electroforética de alguno de los segmentos de RNA
genémico viral y finalmente inmunoprecipitacién del complejo
proteina-RNA, Sin embargo, se constaté que mediante ninguno de
estos procedimientos se pudo detectar la unién de la proteina
Vp6 al core viral.

Resultados obtenidos por crio-microscopia electrdénica, que
muestran que la proteina Vp6 forma canales que van desde el core
hasta la cubierta externa del virus (Prassad y col. 1988),
sugieren que la proteina Vp6 podria interactuar con los
mensajeros virales recién sintetizados, en el proceso conocido
como extrusidén del mRNA. Sin embargo, tampoco se detectdé una
unién estable de la proteina Vp6 al RNA de simple hebra mediante
experimentos de inmunoprecipitacién, que se realizaron
utilizando como &dcido nucleico marcado, los once RNA mensajeros
radioactivos (datos no mostrados). En los experimentos que
estudian la transcripcién de rotavirus nunca se ha observado que
el RNA mensajero permanezca asociado a la particula viral de
cubierta simple, sino que aparentemente éste es rapidamente
extruido de la particula viral ( Spencer y Arias 1981).

Por otra parte, existen datos recientes que apoyan los

resultados antes descritos. Estos consistieron en el estudio del
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potencial de entrecruzamiento por irradiaciédn con la 1lusz
ultravioleta del 4cido nucleico radiocactivo con proteinas,
utilizando extractos de células infectadas. Los resultados
obtenidos indican que mediante este procedimiento tampoco es
posible unir Vp6 con mRNA o RNA gendmico y que sélo se obtiene la
unién de otros polipéptidos virales a mRNA (comunicacién personal
del Dr. John Patton).

Los resultados obtenidos del conjunto de experimentos
realizados para detectar la unién de la proteina Vp6 el Acido
nucleico viral indican que esta proteina no interacciona en
forma estable con el RNA viral.

Si el requerimiento de Vp6 como céapside interna en la
particula de cubierta simple no se debe a su interaccién con el
RNA genémico viral, deberia estar relacionada con algiun
polipéptido del core. Para comprobar esta idea, se realizaron una
serie de experimentos con el fin de conocer cuales son los
polipéptidos del core que interactdan con Vp6. Con este propésito
se usaron reactivos capaces de entrecruzar proteinas
covalentemente, los cuales se han utilizado ampliamente en
biologia molecular, con el fin de conocer la relacién que existe
entre proteinas cercanas o para estudiar la estructura de algunos
virus. En estos experimentos se utilizé el DSP, uno de los
reactivos homobifuncionales mas usados, el cual es capaz de
entrecruzar proteinas que se encuentren hasta 12 A° de distancia
(Hantula y Bamford 1988). Las particulas virales radiocactivas
obtenidas con el fin de realizar estos experimentos, no perdieron
su actividad transcripcional luego de ser marcadas con metionina

355 o con 125I, como se muestra en la figura 12. Lo que no sélo
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asegura que la interaccién de Vp6 con el core permanece intacta,
sino que ademids se mantiene la integridad funcional de la
particula,

Los resultados de las figuras 13 y 14 muestran que a la
concentracién éptima de DSP de 62,5 pg/ml, se detecta claramente
que las moléculas de Vp6 interaccionan entre si formando varios
complejos multiméricos y que ésta a su vez interacciona con el
polipéptido Vp3 del core. El hecho gque la proteina Vp6
interaccione entre si, no es sorprendente. MAas ailn era algo
esperado, ya que se ha demostrado que esta proteina existe como
un homotrimero, tanto en células infectadas como en el virién
purificado. Se ha propuesto que los trimeros de Vp6 o multimeros
de estos trimeros son los que se unen al core viral para formar
el virus de cubierta simple (Gorziglia y col. 1985, Sabara y col.
1987). En experimentos anteriores, hemos observado al microscopio
electrénico que en el sobrenadante que contiene Vp6, esta
proteina es capaz de formar redes uniendose entre si (Sandino
1984). Por lo tanto este resultado estaria comprobando una vez
mas la capacidad de Vp6 para interactuar entre si, propiedad que
al parecer es clave para su posterior interaccién con el core
viral. Sin embargo, lo mas relevante de estos resultados es haber
encontrado que VpB6 estd interactuando con la proteina Vp3 del
core. Esto es sorprendente, porque se esperaba que Vpb
interactuara preferentemente con los polipéptidos Vpl o Vp2 del
core, por los siguientes motivos. 1) Se esperaba que Vp6 activara
el aparato transcripcional probablemente a través de una

interaccién directa con la polimerasa viral, la cual
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aparentemente corresponde a la proteina Vpl del core.
Considerando que el andlisis de la secuencia aminoacidica de la
proteina Vpl, indica que ésta tiene similitudes con otras
polimerasas virales, ademés de compartir otras caracteristicas
similares con éstas tales como: su tamafio molecular y su bajo
nimero de copias por virién (Cohen y col. 1989). 2) La otra
posibilidad mas factible era que Vp6 interactuara con Vp2, puesto
que mediante experimentos de iodinacién, catalizada por la
lactoperoxidasa, sugieren que Vp2 es la proteina que se
encontrarfia mds expuesta en el core, incluso por microscopia
electrénica se ha observado que la proteina Vp2 se encontraria
parcialmente expuesta en el virus de simple cubierta (Novo ¥y
Esparza 1981, Prassad y col. 1988), lo que implica que debe
atravesar la cubierta interna formada por Vpb6. Ademas, la
morfogénesis viral al parecer se inicia con la formacidén de una
subparticula viral denominada "pre core", que contiene las
proteinas estructurales Vpl y Vp3, a la cual mas tarde se
asociaria Vp2, lo que podria apoyar la idea que la proteina Vp2,
se encontraria mids afuera en el core. Lo interesante de destacar
es que aparentemente Vp2 no tiene actividad enzimatica, la dnica
propiedad que se le ha descrito hasta el momento a esta proteina
es la capacidad de unirse a RNA de doble hebra (Boyle y Holmes
1985). En cambio, a Vp3 se la han asignado dos actividades
enzimaticas asociadas a la transcripciédn, que son
guanililtransferasa y ATPasa, que podrian explicar el mecanismo
por el cual se activa la transcripcién cuando la proteina Vp6
interactida con Vp3 en el core (Spencer y col. 1990, Pizarro y

col, 1990).
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Se ha demostrado que la proteina Vp3 tiene actividad de
guanililtransferasa debido a que es capaz de unir especifica y
covalentemente GTP, esta enzima es requerida para la formacidén de
la estructura cap del RNA mensajero viral durante la
transcripcién (Spencer y col. 1990). Sin embargo, la formacidén de
la estructura cap durante la transcripcién de rotavirus no
determina la sintesis de mRNA, sino que estimula transcripcién
alrededor de 5 veces, por lo tanto no bastaria para explicar Ila
activacién del aparato transcripcional.

Mediante el uso de andlogos de ATP no hidrolizables, se ha
observado que durante transcripcién de rotavirus se requiere de
la hidrélisis continua de ATP, tanto en la iniciacién como en la
elongacién de la cadena de RNA naciente, posiblemente con el
propésito de separar las hebras del templado de RNA de doble
hebra o para desplazar los de transcritos del RNA de hebra
negativa (Pizarro y col. 1990). Esta actividad también ha sido
asociada a Vp3 (datos no publicados). La interaccién de Vp6 con
Vp3, posiblemente esté relacionada con la activacidén de la
ATPasa, con lo cual se podria iniciar la sintesis de mRNA.
Estudios de transcripcién "in vitro" y de replicacién en células
infectadas, han demostrado que la hidrélisis de ATP es un evento
que sélo se requiere durante la transcripcién y que durante la
replicacién no se requiere de la hidrélisis ATP ni de la
presencia de Vp6, lo que apoyaria la idea que la interaccién de
Vp6 con Vp3 podria permitir la transcripcién a través de la
activacién de la propiedad de ATPasa que posee Vp3.

Por otro lado, basandose en que a pesar que el core viral
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no presenta actividad de polimerasa RNA dependiente,
aparentemente contiene todas las enzimas necesarias para
realizar la polimerizacién de nucléotidos. (Sandino 1984, Sandino
y col. 1986, Patton y Gallegos 1989), se podria pensar que la
funcién de la proteina Vp6 en la transcripcién es mantener unido
el complejo multienzimatico ubicado en el core, encargado de
realizar la sintesis de RNA mensajero, como sucede en otros
sistemas virales.,

En consecuencia, la posible funcién de Vp6 en la
transcripcién podria deberse al hecho que esta interactuando con
Vp3, que tiene actividades enzimdticas directamente relacionadas
con la transcripcién viral o a que esta interactuando con la
polimerasa viral en forma indirecta a través de otra proteina
del core que seria la proteina Vp3.

La utilizacién de anticuerpos monoclonales con el fin de
determinar la regién de la proteina Vp6 involucrada en la
transcripcién, muestran que los epitopes que definen los
subgrupos antigénicos de rotavirus, no estdn involucrados en la
funcién asociada a la transcripcién de Vp6 (Tabla III). Esto es
un resultado esperado por dos motivos, primero porque previamente
se habian realizado experimentos de recuperacién de la actividad
transcripcional utilizando cores y proteina Vp6 purificados de
aislados virales que pertenecian a subgrupos distintos y al
incubar estos cores con Vp6 heterdélogos se obtenia recuperacidn
de la transcripcién (Sandino 1984, Sandino y col. 1986). Lo que
sugiere que el epitope que define los subgrupos no es el de unién
de la proteina Vp6 al core y que probablemente éste udltimo

corresponde a un sitio relativamente conservado. Segundo, los
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epitopes que definen los subgrupos antigénicos deben estar
ubicados en la superficie del virus de cubierta simple, en
cambio, se espera que el sitio de unién de Vp6 al core esté hacia
el interior de esta particula, pero accesible para interaccionar
con Vp6 soluble. Los resultados de la Tabla III indican que la
regién amino terminal de esta proteina estéa involucrada en el
proceso de transcripcién, ya que el anticuerpo monoclonal 50,
dirigido hacia la regién amino terminal de Vp6, fue el unico
capaz de unirse a la proteina e inhibir con esto la
transcripeidn.

Experimentos realizados con mutantes termosensibles en la
proteina Vp6 tanto "in vivo" como "in vitro" nos podrian dar un
indicio del mecanismo por el cual, el anticuerpo monoclonal 50
inhibiria la transcripcién. Se ha observado que la infeccién de
células en cultivo de la linea MA-104, con la mutante
termosensible en la proteina Vp6, denominada TsG, a la
temperatura restrictiva 39 °‘C, da como resultado una progenie
viral formada por core virales y proteina Vp6 diseminada en el
citoplasma celular, la cual no es capaz de unirse al core viral
para formar virus de cubierta simple. Sin embargo, la progenie
obtenida luego de infectar células con este mutante a la
temperatura permisiva 31 °C, consiste en particulas virales de
cubierta simple y virus completos (comunicacién personal Dr. John
Patton). Tanto los virus completos activados como los virus de
cubierta simple, obtenidos a la temperatura permisiva son
capaces de transcribir "in vitro" igual que la cepa silvestre. Es

mds, se obtiene reconstitucién "in vitro" de estas particulas
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virales de cubierta simple, luego de incubar el core y la
proteina Vp6 mutada, a cualquier temperatura (datos no
mostrados).
La secuenciacién del gen 6 que codifica para la proteina

Vp6 mutada mostré que la mutacién radica en el sector amino
terminal de esta proteina (comunicacién personal del Dr. John
Patton). Aparentemente lo que ocurre con esta mutacién es que a
la temperatura restrictiva se impide la trimerizacién de la
proteina Vp6 y por lo tanto no se puede unir al core viral,
encontrandose diseminada en el citoplasma celular. Sin embargo, a
la temperatura permisiva ocurriria la trimerizacidén de Vp6 y con
esto la proteina es capaz de unirse al core para formar virus de
cubierta simple. Una vez ocurrida la trimerizacién de la proteina
Vp6, aparentemente cambia el fenotipo y la mutante TsG se
comporta como normal "in vitro".

Estos resultados nos permiten sugerir que el anticuerpo
monoclonal 50, el cual esta dirigido hacia la regién amino
terminal de la proteina Vp6, al parecer impide la trimerizacidn
de la proteina y como consecuencia de esto podria impedir la
unién de Vp6 al core viral, inhibiendo de este modo la
transcripcién.

La importancia de la capacidad de trimerizacidén de la
proteina Vp6, estd relacionada con la capacidad de esta proteina
de formar la céapside interna. La Vp6 purificada no sélo tiene
la propiedad de formar oligdémeros sino que también es capaz de
ensamblarse espontdneamente en tibulos semejantes a los
observados en la capside interna (Ready y Sabara 1987, Sabara y

col, 1987, Estes y col. 1987). Estudios realizados mediante
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crio-microscopia electrénica muestran que la proteina Vp6 forma
canales que van desde el core a la cubierta externa del virus
(Prassad y col. 1988), estos probablemente se requieran para la
salida del mRNA del core. En otros sistemas virales se ha
observado que la extrusién del mRNA es un proceso activo que
requiere de la hidrélisis de ATP (Bartlett y col. 1974), lo que
podria relacionarse de algin modo con la interaccién de la
proteina Vp6 con la proteina Vp3 que posee actividad de ATPasa.
Esto también estaria de acuerdo con que durante la replicacién no
se requiera la presencia de Vp6, puesto que el RNA de hebra
negativa sintetizado permanece asociado a su hebra positiva
complementaria y no es liberado de la subparticula viral que
realiza la replicacién (Stacy-Phipps y Patton 1987, Patton ¥y
Gallegos 1988).

En resumen, los resultados de esta tesis indican que la
proteina Vp6 interactda con la proteina Vp3 del core viral y que
la trimerizacidn de Vp6 es critica para que ocurra la
transcripcién. Sin embargo, no se puede determinar exactamente
cidal es el mecanismo mediante el cual ocurre la activacién del
aparato transcripcional, aparentemente se requiere tanto de la
estructura que forma Vp6 para la extrusién del mRNA como de la
actividad de ATPasa que posee la proteina Vp3.

Finalmente tomando en cuenta algunos resultados obtenidos en
esta tesis y evidencias que se disponen actualmente, se puede
sugerir que la morfogenesis de la particula viral de cubierta
simple ocurre de la siguiente manera. En primer lugar ocurriria

la unién de las proteinas Vpl, Vp3 y los once mRNA gue serviran
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como templado del genomio viral, en presencia de las proteinas no
estructurales NS34, NS35 y NS53. Probablemente las proteinas no
estructurales sean las encargadas de elegir los once mRNA que van
a corresponder a cada uno de los segmentos de RNA de doble hebra,
va que se le ha asignado la propiedad de unir RNA de simple hebra
a alguna de estas proteinas. Ademas, de tener posiblemente una
participacién activa en la sintesis de RNA de hebra negativa.
Aparentemente, la particula viral formada por las proteinas
estructurales Vpl y Vp3, las proteinas no estructurales NS34,
NS35 y NS54, junto con los once segmentos de mRNA, denominada
"pre core", es la que iniciaria la replicacién viral. Luego se
uniria al "pre core", la proteina Vp2, con lo cual se produciria
el término de la replicacién viral. En esta etapa, aparentemente
ocurriria una reestructuracidén de la particula viral en
formacién. Este cambio puede ser detectado porque la particula
viral se hace insensible a nucleasas y se observa un cambio en
el coeficiente de sedimentacién de ella. Probablemente este
cambio estructural esté provocado por la pérdida de las proteinas
no estructurales y podria corresponder al momento en que se
obtiene el core viral "in vivo". A continuacién se uniria al
core viral la proteina Vp6, la cual se encontraria en forma de
trimeros en los viroplasmas, obteniendose asi la particula viral
de cubierta simple. Esto estaria de acuerdo con lo que se ha
observado "in vitro", respecto a que la proteina Vp6 es capaz de
reconstituir la particula viral de cubierta simple uniendose al
core viral, por la simple incubacién de ambas fracciones virales,
en ausencia de las proteinas no estructurales, Contrariamente a

lo que se proponia anteriormente, el hecho tan particular de este
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' de la particula

virus, de obtener reconstitucién "in vitro'
viral de cubierta simple, sugiere que la proteina Vp6 no requiere
de las proteinas no estructurales como andamiaje para unirse al
core, durante la formacién de la particula de cubierta simple "in
vivo".

Aparentemente tanto el proceso de replicacién como el de
transcripcidédn en rotavirus estan gobernados por cambios
conformacionales o en la estructura de las particulas encargadas
de realizar estos procesos. Durante la replicacién por ejemplo, a
medida que va ocurriendo la sintesis de RNA de doble hebra se va
detectando una reestructuracién de los intermediarios de
replicacién, hasta llegar al momento en que concluye la
replicacién viral, donde se forma una particula viral mas
compacta denominada core. Este core viral pierde la capacidad de
replicar y tampoco tiene actividad transcripcional, aungque
aparentemente contiene todas las enzimas necesarias para realizar
estas funciones. Sin embargo, la posterior formacién de la
capside interna por la adicién de la proteina Vp6 al core,
produciria un cambio estructural en la particula que permitiria
la activacién de la transcripcién, ya que el virus de cubierta
simple formado es el Unico que tiene capacidad de transcribir.
Probablemente debido a la formacidén de canales de Vp6, que
permiten la salida del mRNA del core. La particula viral de
cubierta simple también sufre un cambio en su estructura con la
formacién de la cubierta externa, el cual se detecta por la

inhibicién de la transcripcién, ya que la particula viral de

cubierta doble no tiene capacidad de transcribir, aparentemente
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debido a que la cubierta externa impide el paso de los reactivos
necesarios para que ocurra la sintesis de mRNA. Esto explica
porqué el virién debe ser activado "in vitro", ya sea mediante un
shock de calor o por remocién de la cubierta externa, para
obtener una activa sintesis de RNA. Lo mismo que ocurriria

durante la infeccién celular cuando entra el virus a la célula.




CONCLUSIONES

-Existe una relacién éptima entre el core y la proteina Vp6 para
recuperar la actividad transcripcional, que coincide con la
relacién molar en que se encuentran ambas fracciones virales en
el virus de cubierta simple.

-Los productos sintetizados por la particula viral obtenida luego
de incubar el core con la proteina Vp6 en las condiciones de
recuperacién de la actividad transcripcional, son idénticos a
los obtenidos con el virus de cubierta simple.

-La utilizacién de anticuerpos monoclonales contra distintos
epitopes de 1la proteina Vp6 para interferir la reaccién de
recuperacién de la actividad transcripcional, muestra que los
epitopes que definen los subgrupos antigénicos no estan
involucrados en la transcripcién, en cambio la regidén amino
terminal de esta proteina aparentemente esta involucrada en la
unién de Vp6 al core viral.

-No se encontrdé una interaccidén estable entre la proteina Vp6 y
el RNA viral mediante experimentos de filtracién del complejo
proteina-RNA en filtros de nitrocelulosa, unién del RNA genédmico

marcado a las proteinas virales transferidas a papel de
nitrocelulosa, retardo en la movilidad electroforética de un
segmento de RNA genémico viral e inmunoprecipitacién del

complejo proteina-RNA,

-Se determiné mediante el uso de reactivos de entrecruzamiento
que la proteina Vpb6 interacciona con el polipéptido Vp3 del
core.

-La activacién del aparato transcripcional podria ocurrir por la

interaccién de la proteina Vp6 con Vp3 y por la estructura que
forma Vp6 cuando se une al core viral.
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