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RESUMEN

Rotavirus, miembro de la familia Reoviridae , es el principal agente viral causante
de gastroenteritis aguda en nifios y pacientes inmunodeprimidos.

El genoma viral, constituido por once segmentos de RNA de doble hebra, se
encuentra en el interior del "core" viral, el que estd rodeado por una doble capside
proteica, de estructura icosaédrica.

La sintesis d¢ mRNA y del RNA de doble hebra viral son procesos que se
diferencian por la naturaleza del RNA utilizado como molde, por el tipo de producto y
por el tipo de subparticulas virales que los efectuan. Estas subparticulas, sin embargo,
comparten algunos polipéptidos estructurales.

El objetivo de esta tesis fué estudiar los eventos de la morfogénesis de rotavirus
que conducen a la sintesis de los diferentes tipos de RNA viral, mediante el uso de
diversos compuestos antivirales que afectan la sintesis de acidos nucleicos.

Se estudio el efecto de andlogos de nucleétidos, de andlogos de oligonucledtidos
y del andlogo de pirofosfato, foscarnet, sobre la sintesis de los dos tipos de RNA viral
utilizando sistemas libres de células que permiten separar ambas actividades, Ademds, in
vivo, se estudié el efecto de interferdn, foscarnet y compuestos derivados de
deoxitimidina sobre Ia sintesis de RNA viral y de subparticulas virales en células MA104
infectadas 00;1 la cepa de rotavirus de simio SA11.

El ensayo de sintesis del RNA(-) in vitro fue desarrollado en esta tesis y utiliza
subparticulas virales aisladas a tiempos tempranos post-infeccion, las que producen los 11

segmentos de RNA de doble hebra virales utilizando como molde los mRNAs derivados
. 1 .




2
de cepas homoélogas o heterdlogas. El RNA de doble hebra sintetizado se encontrd
asociado a una poblacién de estas subparticulas,

Los estudios de la sintesis de mRNA-y de la sintesis de RNA(-) realizadas in vifro
con los antivirales muestran que foscarnet y los andlogos de nucledtidos inhiben con
similar eficiencia ambos procesos'de sintesis de RNA. Estos compuestos aparentemente
afectan directamente a Ia RNA polimerasa (VP1). Los andlogos de oligoadenilatos, sin
embargo, inhiben Ia sintesis de mRNA in vifre, pero no afectan la sintesis de RNA(-) in
vitro y podrian interferir por ejemplo con una funcién topoisomerasa y/o metilasa
requerida sélo en la sintesis de! mRNA viral. Las etapas de la morfogénesis de rotavirus,
sintesis de mRNA, sintesis de RNA gen6mico y sintesis de subparticulas virales, fieron
inhibidas sdlo por los antivirales interferdn y foscarnet in vivo. La caracterizacién de
estos efectos demostrd que la accidn del interferon se debe, al menos en parte, a la
inhibicién directa de la sintesis de mRNA por 2',5'-oligoadenilatos, mientras que el efecto
de foscarnet se explica por una inhibicion directa tanto de la sintesis de mRNA como de

la sintesis del RNA gendmico viral por este andlogo de pirofosfato.



SUMMARY

Rotavirus, a member of Reoviridae family, is the major viral agent that causes
acute gastroenteritis in young children and immunocompromised patients.

The viral genome, that consists of eleven double-stranded RNA segments, is
found within the viral core surrounded by an icosahedric double-layered protein capsid.

Transcription and replication of viral RNA (mRNA and double-stranded RNA
synthesis, respectively) are processes that differ in the nature of RNA template and
product. In addition, during viral morphogenesis both processes are carried out by
different viral particles that, however, share some structural polypeptides.

The purpose of this thesis was to study the events of rotavirus morphogenesis that
lead to viral RNA synthesis using different antiviral compounds that affect nucleic acids
synthesis.

The effect of nucleotide and oligonucleotide analogues and the pyrophosphate
derivative foscarnet on both RNA synthesis processes was studied using cell-free systems
that allow separation of both activities. In addition, the in vivo effect of interferdn ,
foscarnet and deoxythymidine derivatives on de novo viral RNA synthesis and the
assembly of subviral particles was studied using MA104 cells infected with simian
rotavirus SA11.

A system that supporis de novo RNA(-) synthesis was developed during this
research. Subviral particles used in the assay catalyze in vitro initiation and elongation of

negative-strand RNA using both, homologous or heterolégous mRNA segments as

template. The double-stranded RNA produced was associated to a part of the
3
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subparticles population,

The in vitre studies of the mRNA and RNA(-) synthesis carried out with the
antivirals showed that foscarnet and the nucleotide analogues evaluated inhibit both RNA
synthesis processes with similar efficiency. However, oligoadenylate analogues that
inhibited in vitro mRNA but not RNA(-) synthesis might affect for example a
topoisomerase and/or methylése activity necessary only in viral mRNA synthesis.

In vivo, the viral morphogenesis events of mRNA, genomic RNA and subviral
particles synthesis were inhibited by the antivirals interferon and foscarnet but not by
deoxythymidine derivatives, Characterization of the effects of interferon suggests that its
antirotaviral action is a consequence of direct inhibition of mRNA synthesis by 2',5'-

oligoadenylates, whereas the foscarnet effect is a consequence of both mRNA and viral

genomic RNA synthesis inhibition by the pyrophosphate.




INTRODUCCION

Rotavirus, clasificado como un género en la familia Reoviridae, es el principal
agente etiolégico responsable de la gastroenteritis viral aguda en distintas especies
animales, incluyendo al hombre (Cukor y Blacklow 1984, Christensen 1989, Kapikian y
Chanock 1990, Blacklow y Greenberg 1991). Las infecciones por rotavirus producen
alta mortalidad en la poblacion infantil en los paises en desarrollo, mientras que en paises
desarrollados, aunque la mortalidad es mucho mas baja, la morbilidad es alta (Cukor y
Blacklow 1984, Ho y col. 1988, Kapikian y Chanock 1990). En nifios inmunodeprimidos,
rotavirus puede causar gastroenteritis cronica y hepatitis (Saulsburry y col. 1980,
Hundley y col. 1987, Gilger y col. 1992),

Este virus ingresa al organismo por via oral, infecta las células epiteliales maduras
de las vellosidades del intestino delgado y provoca su lisis. Las células muertas son
reemplazadas por células inmaduras incapaces de realizar las funciones de absorcién
{Kapikian y Chanock, 1990). Ademés de la via de transmision fecal-oral, es posible que
los rotavirus se transmitan por via respiratoria (Ushijima y col. 1994).

El virion esta formado por una doble cubierta proteica, de estructura icosaédrica,
que rodea a un core central compuesto por las proteinas VP1, VP2 y VP3 y el genoma
viral. La capside mds externa estd formada por las proteinas VP4 y VP7 y la capside
interna por la proteina VP6 (Estes y Cohen 1989, Estes 1990),

El genoma de rotavirus esta constituido por 11 segmentos de RNA de doble

hebra de diferente tamafio, con pesos moleculares de 2 x 10° a 2,2x 10° daltons, Los
- } \ N B
diferentes segmentos gendmicos se numeran en relacion a la migracion electroforética en
5 :




6
geles de poliacrilamida, correspondiendo el segmento 1 al de mayor tamafio (Kapikian y
Chanock 1990). El analisis de la secuencia nucleotidica de los genes de rotavirus ha
revelado que cada segmento posee al menos un marco de lectura abierto, limitado en sus
extremos por secuencias terminales muy conservadas en los 11 segmentos, que
comienzan con una guanina en el extremo 5' y finalizan con una citidina en el extremo 3'
(Estes y Cohen 1989, Estes 1990)., Los segmentos gendmicos no tienen secuencias
poliadeniladas en el extremo 3' y poseen una estructura cap m7GpppG(m)GPy en el
extremo 5' de la hebra positiva (Imai y col. 1983, McCrae y McCorquodale 1983). El
hecho de que existan secuencias terminales fuertemente conservadas en los segmentos
gendmicos sugiere que éstos contienen sefiales importantes para la transcripcion, la
sintesis del RNA genémico o la encapsidacion ordenada de éstos en la particula viral.
De las once proteinas codificadas po;' el genénma de rotavirus (Smith y col.1980,
Arias y col. 1982, McCrae y McCorquodale 1982, Estes 1990), se han mencionado las
seis que forman parte de la estructura viral (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 y VP7); las
restantes cinco son no estructurales (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4 y NSP5). Todas estas
proteinas son requeridas durante el ciclo replicativo (Estes 1990, Patton 1993). En el
Cuadro 1 se relacionan los distintos segmentos genémicos de la cepa de rotavirus de
simio SA11 con los polipéptidos codificados y con la funcién y caracteristicas principales
de ellos.
" Los poﬁpéptidos que forman la éépsi&e externa, VP4 y VP7, se han identificado
COmo ,a.ntigenos de neﬁﬁaﬁzaéién indepencﬁentes, qula definen los serotipos P y serotipos
G respectivamente (Fielding y col. 1994, Isegawa y col. 1994). Se han descrito siete

diferentes serogr{q;os (A - G), de los cuales sélo los grupos A, B y C infectan a humanos
(Bridger y col. 1986, Blacklow y Greenberg 1991), VP4 es una proteina que tiene

actividad hemoaglutinina en muchas cepas de rotavirus (Kalika y col 1983, Fiore y col.

¥y




7
1991). En-el proceso de-infeccion VP4 experimenta un corte proteolitico por una enzima
tipo tripsina, lo cual produce un aumento importante en la infectividad (Clark y col. 1981,
Espejo y col. 1981). Se ha observado éue rotavirus tratado con tripsina entra a la célula
directamente a través de la membrana celular y no por endocitosis, proceso este ltimo
bastante menos eficiente (Fukuhara y col. 1988, Kaljot y col. 1988). La accion de tripsina
sobre VP4 da origen a dos polipéptidos de menor tamafio, VP5* y VP8*, Debido a que el
fragmento mayor, VP5*, posee regiones hidrofobicas semejantes a las de los virus Sindbis
y Semliki, se piensa que esta proteina seria responsable de la fusién a la membrana
celular, permitiendo la penetracion directa al interior de la célula (Mackow y col. 1988).
Hay evidencias que apoyan la participacién tanto de VP4 como de Ia glicoproteina VP7
en la unién del virus a la célula infectada, en sitios receptores cuya naturaleza no ha sido
definida (Sabara y col. 1985, Fukuhara y col. 1988, Ruggeri y col 1991, Xu y Woode
1994), )
B P proteina VP6 es la més abundante en el virién y el tinico componén;e de la
cubierta interna del virus. Esta proteina también tiene caracteristicas aﬂtigén}ca‘s,
definiendo los subgrupos antigénicos I y II (Greenberg y col. 1983 a y b, Kapikian y
Chanock 1990). VP6 particii:a en la transcripcion del RNA viral, pro;eso que requiere la
integridad de la particula de cubierta simple in vitro ¢ in vivo (Cohen y col. 1979,
Helmberger-Jones y Patton 1986, Sandino y col. 1986). En este proceso, la capacidad de
formar trimeros de VP6 se ha relacionado 1'con Ta formacion de estructuras de tipo
canales,‘ que pennitiri'an Ia salida de los mensajeros a medida que se transcriben (Clapp y

Patton 1991, Sandino y col. 1994).

E ¢ v
L 3 P
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CUADRO 1: CARACTERISTICAS DE LOS POLIPEPTIDOS CODIFICADOS
POR LOS SEGMENTOS GENOMICOS DE ROTAVIRUS.

SEGMENTO PRODUCTO PM CARACTERISTICAS
GENOMICO POLIPEPTIDICO (KDa)
1 VPl 125 Ubicado en el "core". RNA
polimerasa viral.
2 VP2 94 Ubicado en el "core". Une
‘ RNA de simple y doble
hebra.
3 VP3 88 Ubicado en el "core'".
Guanililtransferasa.

Responsable de formacién
de estructura cap en el
extremo 5' del mRNA.
Posible ATPasa.
4. VP4 86,7 Componente de la cubierta
] externa del virus. Sufre
corte  proteolitico con

tripsina, relacionado
con infectividad.
Hemaglutinina viral,

antigeno de neutralizacion,
define serotipos.

5 NSS53 58,6 Polipéptido no estructural,
capaz de unir RNA.
Participa en  replicacién
viral.
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6 YPo6 44,8 Constituye Ia  cubierta
interna del virus. Participa
en la transcripcién viral y
define serogrupos.

7 NS34 34 Polipéptido no estructural,
capaz de unir RNA,
Participa en la replicacién
viral.

8 NS35 36,7 Polipéptido no estructural,
capaz de wunir RNA.
Participa en Ia replicacién

viral.
9 VP7 33,9 Componente de Ia cubierta
externa del virus.

Relacionado con la unién
del virus a la célula blanco,

es -antigeno de
neutralizacion y define
serotipos..

10 NS28 20,3 Polipéptido no estructural.
Glicoproteina de

transmembrana del RER,
participa en el paso del

virus.a través del RER.
11 NS26 21,7 Polipéptido no estructural.
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VP1 y VP3 son componentes menores del core central (Liu y col. 1988,
Estes 1990, Patton 1993). Se ha postulado que estas proteinas podrian constituir el
complejo RNA polimerasa viral, ya que ambas poseen importante homologia con otras
RNA polimerasas RNA dependientes (Cohen y col. 1989, Fukubara y col. 1989, Liu y
Estes 1989, Mitchell y Both 1990). Sin embargo, mediante utilizacion del andlogo de
mucledtido 8-AzidoATP se identificd a VP1, el polipéptido de mas alto peso molecular,
como la polimerasa viral (Valenzuela y col. 1991). Por otro lado, evidencias sugieren que
VP3 es la guanilil transferasa, responsable de la formacion del cap presente en el extremo
5' de los mRNA sintetizados durante la transcripcién de rotavirus (Pizarro y col. 1991 a,
Pizarro y col. 1991 b, Liu y col. 1992). Ademés, VP3 también parece tener una actividad
de ATPasa que es requerida en la sintesis del mRNA viral (Spencer y Arias 1981,
Spencer y Garcfa 1984, Pizarro y col. 1991 b).

VP2, la proteina mas abundante del core, se organmiza en la superficie
constit&yendo el escfﬁele’io de esta estructura (I:fabbé y col. 19§1). Andlisis de la
secuencia nucleotidica de VP2 de distintas cepas virales indica la presencia de dominios
homélogos a los encontrados en otras protefnas que unen cidos nucleicos. VP2 une al
RNA viral y podria ser necesaria en replicacién y encapsidacion de los segmentos de
RNA de doble hebra dentro del core (Boyle y Holmes 1986, Kumar y col. 1989, Chen y
col. 1990, Mansell y Patton 1990, Labbé y col 1991).

" Los polipéptidos no estructurales NSP1 (NS53), NSP2 (NS35), NSP3 (NS34) y
NSP5 (NS26) se han encontrado asociados a intermediarios morfogénicos durante el
ensambfaje viral (Helmberger-Jones y Patton 1986, Patton y Gallegos 1988, Sandino y
col. 1988, Gallegos y Patton 1989). Por a capacidad de unir 4cidos nucleicos que

presentan algunas de estas proteinas, y por ¢l fenotipo RNA de doble hebra negativo de

mutantes termosensibles que mapean en los segmentos gendmicos que las codifican, su
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posible funci6n en la replicacién se ha relacionado principalmente con el ordenamiento de
los mensajeros que son utilizados como templados en la sintesis del RNA de doble hebra
o "genome assortment” (Boyle y Holmes 1986, Ramig y Petrie 1984, Chen y col. 1990,
Kattoura y col. 1992). Este proceso es vital para asegurar el éxito de la infeccidn,
permitiendo que la particula viral se ensamble con la dotacion genética correcta (Gallegos
y Patton, 1989). No se han identificado jas sefiales de reconocimiento en el RNA viral
que median el “assortment”. Estudios recientes indican que ademas de unir el RNA viral,
NSP2 interacciona con VP1, la RNA polimerasa viral (Kattoura y col. 1994).

La proteina NSP5 también se ha encontrado asociada a subparticulas virales que
replican el RNA de rotavirus, pero su funcién en el ciclo atn se desconoce. Por su parte,
NSP4 (NS28) es una glicoproteina de transmembrana que cumple un papel fundamental
durante la morfogénesis de rotavirus. Se encuentra en las membranas del reticulo
endoplésmico rugoso (RER) y actia como recept(;r de Ia particula de cubierta simple que
en su paso a través de estas estructuras complet; el ensamblaje viral (Shahrabadi y col.
1987, Au y col. 1989, Meyer y col. 1989 Poruchynsky y Atkinson 1991, Taylor y col.
1993). ’ '

En el ciclo infecti;o,! durante la penétraci(m viral, Totavirus pierde su cépside
externa lo que activa a la transcriptasa viral asociada a la particula de cubierta simple
(Cohen y col. 1979, Patton 1993). La actividlad RNA polimerasa RNA dependiente
presente en esta particula sintetiza los 11 RNA mensajeros, RNA(¥), utilizando como
molde cada uno de los segmentos de RNA de doble hebra (Patton 1986). Los mensajeros
sintetizados son fiberados dé la pai'ticula al citoplasﬁi;, donde cumplen una doble funcién
en el ciclo rephcatwo viral: por una parte particif)ar en la sintesis de proteinas, proceso

que utlhza la maqumana celular y por otra parte servir de molde en la sintesis del

RNA(—) Los segmentos de RNA(-) sintetizados permanecen asociados al RNA(+)
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utilizado como molde, dando origen 2 los 11 segmentos de RNA genoémico de doble
hebra, proceso conocido como “replicacion del RNA viral" (Patton 1986, Estes 1990,
Patton 1993).

La sintesis del RNA gendmico requiere de la sintesis previa de proteinas virales,
las que se acumulan junto a las proteinas virales en estructuras citoplasmicas llamadas
viroplasmas (Petrie ¥ col.1982, Estes 1990). En estas estructuras se ha propuesto que
ocurren en forma simultdnea la sintesis del RNA gendmico y las primeras etapas del
ensamblaje de las particulas virales, que conducen a la formacién de virus de cubierta
simple. Este virus de cubierta simple puede también sintetizar moléculas adicionales de
mRNA, permitiendo la amplificacion de la infeccion viral y/o completar la morfogénesis
viral, adquiriendo las protefnas de la chpside externa, luego de yemar desde el RER. En
esta etapa se obtiene un intermediario viral rodeado por membrana, caracteristica
distintiva del ciclo infectivo de rotavirus si se lo compara con reovirus, cuyo ciclo
infectivo presenta en general muchas simifitudes con el de rotavirus. En la etapa final de
la morfogénesis se pierde la membrana que rodea a la particula, completandose la
formacién del virus de cubieria doble que es liberado p;or lisis celular (Estes 1990, Patton
1993). ‘

Tanto la sintesis del RNA(+) como Ja del RNA(-) ocurre asociada a particulas
vi;aleé. Sin embargo, la aétividad RNA polimerasa preéente en las particulas de cubierta
simple sélo permite la sintesis del RNA(+) y no del RNA(-). Asimismo, las particulas de
doble cubierta y los core obtenidos a partir de rotaviriones purificados tampoco realizan
la sintesis del RNA(-) in vifro. Por esto es que 5¢ ha postulado que la sintesis del RNA(+)
y del RNA(-) de rotaviru; no [serl’a realizada por el mismo tipo de particulas virales y que

en la sintesis del RNA(-) se requeriria de la participacion de proteinas no estructurales.

La actividad de sintesis de RNA(-) se ha asociado a varios intermediarios

i
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morfogénicos aislados a partir de células infectadas, denominados “precore-R1" (precore
replicative intermediate), “"core-RI" ¥ "single shelled-RI". Estos intermediarios
corresjponden a subparticulas virales de composicion variada, encontradas en la fraccion
de viroplasma, que contienen polipéptidos no estructurales asociados a proteinas
estructurales ademss de RNA de doble hebra naciente. Los tres tipos de intermediarios
difieren en densidad y composicion polipeptidica de las particulas capaces de sintetizar los
segmentos de mRNA viral. El intermediario mayor "ss-RI" (75 nm, 320-390 S), que
contiene las protefnas del virus de cubierta simple, VP1, VP2, VP3 y VP6 junto con
NSP2, NSP3 y NSP5, se organizaria de una manera muy similar a la particula viral de
cubierta simple. El intermediario ncore RI" no tiene VP6 pero si las proteinas del core
viral, VP1, VP2 y VP3, ademss de NSP2, NSP3 y NSP5, presentando un tamafio mayor

que el del core viral (60 nm y 45 nm respectivamente), debido seguramente a la presencia
de estas proteinas no estructurales (Helmberger-Jones y Patton 1986, Mansell y Patton
1990, Patton 1993). Por Giltimo, el intermediario “precore-R1", de 45 nm, estaria
compuesto solo por las proteinas estructurales VP1 y VP3 junto con las no estructurales
NSP1, NSP2, NSI;3 y NSP5. Tanto los intermediarios "precore-RI" como "core-RI" se
han encontrado asociados a RNA de doble hebra recién sintetizado, por lo que se dedujo
que las proteinas estructurales VP6 y VP2 no son requeridas obligadamente para la
act1v1dad de sintesis del RNA( ) (Mansell y Patton 1990). "

Las etapas de la morfogene51s de rotavirus que conducen a la sintesis de RNA
viral, sintesis del mRNA y del RNA(-), han sido dificiles de estudiar debido a que en
ambos procesos 1a activiciad RNA polimerasa se encuentra asociada a subparticulas
virales y no a proteinas solubles, considerdndose estas subparticulas como verdaderos
complejos ribonuclébprz)teicos. La composicion polipeptidica de las subparticulas que

realizan la sintesis del RNA(Y) s diferente de aquellas que realizan la sintesis del
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RNA(-), aunque comparten algunas proteinas estructurales. Otra diferencia importante
radica en el RNA molde que utilizan para la sintesis del RNA(+) y del RNA(-)
respectivamente. En la sintesis de los mRNA, la particula de cubierta simple utiliza como
molde cada uno de los segmentos gendmicos presentes en la particula de rotavirus (RNA
de doble hebra), mientras que en Ia sintesis del RNA(-) solo los mRNA virales sirven de
molde (RNA de simple hebra). Estas diferencias sugieren que dependiendo de su
organizacién, los mismos polipéptidos podrian catalizar la sintesis de diferentes productos
RNA y que la interaccién de un mismo polipéptido con otra protefna diferente y/o con el
RNA utilizado como molde en una particula viral podria resultar en cambios en las
propiedades enzimaéticas que presenta.

El estudio del efecto de compuestos andlogos de nucledtidos, los cuales pueden
inhibir en forma especifica distintas actividades involucradas en la sintesis de acidos
nucleicos afectando su funcidn, ha sido de mucha utilidad para conocer la funcién de
algunas proteinas virales durante la transcripcion de rotavirus (Spencer y Arias 1981,
Pizarro y col. 1991 b). De esta forma se logrd identificar la RNA polimerasa de rotavirus
utilizando el andlogo 8-AzidoATP, que al unirse a la proteina VP1 inhibia la transcripcion
(Valenzuela y col. 1991). El uso de otro andlogo de ATP, ATP dialdehido, permitié
asociar una actividad ATPasa, previamente informada en rotavirus, con la proteina VP3
(Pizarro y col. 1991). Estos estudios se han complementado con la caracterizacion de
miltantes termosensibles en los genes que codifican para los polipéptidos VP1 y VP3,
determinando que ambas son requeridas en la replicacion del RNA viral (Vasquez y col
1993, Mufioz y col. 1995).

Debido a que la formaci6n del cap en el extremo 5' del mRNA y la presencia de
ATP son dos eventos indispensables en la transcripcion de rotavirﬁs, anteriormente se

estudi6 el efecto de distintos andlogos de nucledtidos sobre la transcripcién de rotavirus
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in vitro. lLos compuestos estudiados posefan modificaciones en el enlace B-y
pirofosforico, en la base pirica, en el aziicar o tanto en la base como en la porcion
aziicar. De éstos, CordTP, AraATP, AraCTP y ATP-104, todos con modificacion en el
aziicar, mostraron tener un fuerte efecto inhibitorio sobre el proceso de transcripcion in
vitro. La inhibicién por ATP-IO4 presentaba la caracteristica de ser irreversible a
diferencia de la inhibicion ejercida por AraATP, AraCTP y CordTP que presentaban
inhibiciones reversibles con mecanismos de inhibicién competitiva, no competitiva y
mixta respectivamente (Pizarro y col. 1991 b).

El objetivo de esta tesis es estudiar los eventos de la morfogénesis de rotavirus
que conducen a la sintesis de los diferentes tipos de RNA viral, caracterizando
funcionalmente las subparticulas virales que realizan la sintesis del RNA(-) y del RNA(+)
mediante el uso de diversos compuestos que afectan la sintesis de acidos nucleicos.
Considerando que se han descrito diferencias estructurales relacionadas con la
composicioén polipeptidica y cc;n el RNA utilizado como molde por las subparticulas que
realizan Ia sintesis del RNA(-) y del RNA(+), es posible suponer que estas actividades
enziméticas podrian ser afectadas diferencialmente por compuestos inhibidores de
reacciones enzimaticas involucradas en Ia sfntesis de 4cidos nucleicos.

En este estudio, los compuestos antivirales seleccionados para ser analizados in
vivo (cultivos de células MA104 infectadas con rotavirus de simio SA11) corresponden a
anélogos“ de l;ucleésido;, el andlogo de pirofosfato acido fosfonoformico (foscarnet,
PFA), e’inge;ferén Delﬁnﬁs&r;lo mo&o, in vitro, el andlisis de Ia sintesis de RNA(+) y
RNA(-) se reallzo con anilogos de nucleotldos, con compuestos de la serie 2'5-
ohgoademlatos 3' '-oligoadenilatos y foscarnet. ;

Los 2,5 oligoadenilatos actGian como intermediarios en una de las vias de

respuesta a la accién antiviral del interferon (De Benedetti y col. 1987, Joklik 1990,
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Schroder v col. 1992, Dorr 1993). Interferén induce la sintesis de la enzima
oligoadenilato sintetasa que en presencia de RNA de doble hebra sintetiza los 2'5'-
oligoadenilatos (Hovanessian y Kerr 1979, Minks y col. 1979, Slattery y col. 1979, Yang
y col. 1981, De Benedetti y col. 1987, Joklik 1990). La actividad antiviral de estos
compuestos se manifiesta, en algunos sistemas virales, al activar una endoribonucleasa
celular latente que en fitimo término actia degradando los mRNA virales (Slattery y col.
1979, Nielsen y col. 1981, Nielsen y col. 1982, Baglioni y col. 1984, Kumar y col. 1988,
Joklik 1990, Schréder y col. 1992). En otros sistemas, los 2',5'-A interfieren directamente
con actividades enzimaticas virales requeridas en la sintesis de los dcidos nucleicos virales
(Goswami y col. 1982, Henderson y col. 1982, Liu y Owens 1987, Montefiori y col.
1989, Subramanian y col. 1990, Schréder y col. 1992). Considerando que la
administracién de interferén a terneros y cerdos recién nacidos permite evitar y controlar
la diarrea producida experimentalmente por inoculacion con rotavirus (Schwers y col.
1985, Derbyshire 1989), el estudio con los 2',5"-oligoadenilatos nos permitiria entender a
que nivel del ciclo replicativo se manifiesta el efecto antirotavirus de interferon.

Foscarnet es un andlogo de pirofosfato cuyo amplio espectro antiviral inciuye
virus RNA, DNA y retrovirus (Helgstrand y col. 1978, Nicholson 1984, Sandstrom y col.
1985, Strid y col. 1989, Hirsch y Kaplan 1990, Crumpacker 1992). Es un inhibidor no
competitivo que afecta directamente a las polimerasas virales al interactuar con el sitio de
unién de pirofosfato (Sundquist y Oberg 1979, Cheng y col. 1981, Datta 1981, Derse y
col. 1982, Lin y col. 1983, Crumpacker 1992) . Hasta ahora, no se ha informado si este
compuesto tiene o no algun efecto sobre infecciones producidas por rotavirus pero,
considerando la informacion que se dispone acerca de sus efectos sobre otros sistemas

virales, es esperable que este compuesto afecte también la actividad de Ia RNA

polimerasa de rotavirus,
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En esta tesis, el estudio de las etapas de la morfogénesis de rotavirus que
conducen a la sintesis de RNA se abordd en primer lugar determinando el efecto de
antivirales, como interferon c-2a, foscarnet, 3'-amino-3'-deoxitimidina (3'-AdT) y
derivados de 3'-AdT, sobre la replicacion de rotavirus en cultivos celulares, analizando la
sintesis de novo de RNA viral. Se utilizé para esto la linea celular MA104, la cual se
infectd con la cepa de rotavirus de simio SA11. En estas células, también se analizd el
efecto de los compuestos antivirales sobre la sintesis de subparticulas virales.
In vitro, se analizd el efecto de 2',5'-oligoadenilatos, 3',5'-oligoadenilatos y de

foscarnet sobre las actividades de sintesis de los dos tipos de RNA viral, utilizando

sistemas libres de células que permiten separar las actividades asociadas a la sintesis de
RNA(-) y RNA(+). El sistema que permite la sintesis de novo del RNA(-) in vitro fue
desarrollado en esta tesis. Utilizando este sistema se analizd ademés el efecto de analogos
de nucledtidos como Ara-ATP, Ara-CTP, Cord-TP y ATP-10, sobre la actividad de la
RNA polimerasa RNA dependiente de rotavirus en la sintesis de RNA(-), compuestos
cuyo efecto inhibidor solo se habia determinado anteriormente en la transcripcion viral
(sintesis de RNA(+)). Se analizd, ademas, el efecto de andlogos de nucledtidos sobre la
sintesis de RNA por mutantes termosensibles en los genes que codifican para las

proteinas VP1 y VP3, la RNA polimerasa y guanililtransferasa/ATPasa respectivamente.




MATERIALES

Los 2',5"-oligoadenilatos y 3',5"-oligoadenilatos utilizados en este estudio fueron
sintetizados por el Dr. Paul Torrence, Section of Biomedical Chemistry, Laboratory of
Medicinal Chemistry, National Institutes of Health, Maryland USA.

El interferén alfa-2a (Roferon-A) fue una donacién del Dr. Claudio Blanch,
Laboratorio Roche. El Roferon-A es una proteina recombinante producida en una cepa
de E.coli que contiene el gen para interferdn alfa humano.

Los stocks virales de SAll fueron un regalo del Dr. Romilio Espejo. Las
mutantes termosensibles tsB y tsC se obtuvieron por mutagénesis quimica de la cepa
SAll y fueron un regalo del Dr. Frank Ramig. La cepa CC86 de rotavirus de cerdo es
una cepa reordenante que posee una duplicacion parcial del segmento genémico 11 y fue

proporcionada por el Dr. José Latorre.
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METODOS

1.- CULTIVO CELULAR E INFECCION VIRAL

Monocapas de células MA104 se cultivaron con Medio Minimo Esencial (MME)
suplementado con 5% de Suero Fetal de Bovino (SFB), incubando a 37 °C. Las células
se subcultivaron utilizando Verseno para desprender la monocapa, luego se
resuspendieron en MME y se homogenizaron suavemente antes de realizar el pasaje.

Las infecciones se realizaron con la cepa de rotavirus de simio SAll, con cepas
termosensibles de SA11 tsB y tsC y con la cepa de rotavirus de cerdo CC86, siguiendo
los procedimientos descritos (Sandino y col. 1988, Sandino y col. 1994). El virus se
activd previamente con 10 pg/ml de tripsina incubando a 37 °C durante 30 min y se
agregé a monocapas frescas de células MA104 con 90-100% de confluencia para una
etapa de adsorcién de 1 hora a 37 °C. Posteriormente se retird el indculo viral y se
agregé MME sin SBF, suplementado con 2 pg/ml de tripsina. A continuacion se incub6 a
37 °C las células infectadas con las cepas SAlIl y CC86 6 a 31 °C las cepas
termosensibles de SA11.

Con el fin de marcar el dcido nucleico viral sintetizado durante una infeccién de
células MA104 con SAll, luego de la adsorcién el inéculo se reemplazd por MME
deficiente en fosfatos sin SFB y suplementadd con 20 pCi/ml de **P-H,PO, y 2 ng/ml de
tripsina, Se permiti6 el avance de la infeccién incubando las células a 37 °C, la cual se
detuvo a diferentes tiempos postinfeccion segiin el experimento. En el caso de realizar el
andlisis a tiempos tempranos post—infeccién, ésta se detuvo reemplazando el medio de

incubacién por un pequefio volumen de tampdn hipotdnico (Tris-HCl 3. mM pH 8,1,
19
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Mg(Cl, 0,5 mM, NaCl 3 mM). Las células se dejaron en hielo 10 min., se cosecharon con
ayuda de un raspador de goma e inmediatamente se realizé la extraccion de los dcidos
nucleicos virales con fenol-cloroformo, los que se precipitaron con etanol durante la
noche. Posteriormente, el RNA se analizé mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
al 7% y autorradiografia. El control sin infectar se obtuvo sometiendo las células a las
mismas condiciones descritas, pero en ausencia de virus. El RNA presente en particulas
liberadas al medio de cultivo se extrajo directamente con fenol cloroformo y luego se

tratd como se describidé mas arriba.

2.- ESTUDIO DEL EFECTO DE ANTIVIRALES in vivo.
2.1.- ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD

El efecto citotoxico de los antivirales sobre las células MA104 se determind
visualizando la aparicion de efecto citopatico al incubar las células sin infectar en ausencia
o0 en presencia de concentraciones crecientes de los compuestos a evaluar. Los ensayos se
realizaron en duplicado y en cada experimento individual.

Ademads, se determind el efecto de ios antivirales sobre la viabilidad celular por el
método de exclusion del colorante azul de tripan. Se cuantificé en un hemocitémetro el
mimero de células viables provenientes de cuitivos no incubados o incubados en presencia

de diferentes concentraciones del compuesto a analizar.

2.2,- EFECTO DE INTERFERON SOBRE LA SINTESIS DE RNA Y
. SUBPARTICULAS VIRALES EN CELULAS MA104 INFECTADAS CON

ROTAVIRUS SAll.

El efecto de interferén sobre la sintesis de RNA viral se determind preincubando

células MA104 con 0, 1000, 2000, 5000 y 10000 U.L/ml de IFN o-2a, por 24 horas.
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Transcurrida la preincubacion, los cultivos se lavaron y se infectaron con SAl11 10
u.fp./célula. Al término de la adsorcidn se retird el indeulo y Ias células se incubaron en
MME sin SFB, deficiente en H;PO, , suplementado con 20 pCi/ml [**P]- H,PO, y 2 pg/ml
de tripsina, nuevamente en presencia de las mismas concentraciones de interferdn que en
la etapa de preincubacion.. Las células infectadas se incubaron a 37 °C durante 9 horas.
Al término de la incubaci6n se extrajo el RNA viral presente en las células y se analizd
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 7 % y autorradiografia.

Para determinar el efecto de interferdn sobre la sintesis de subparticulas virales,
las células se preincubaron con 0 y 10000 U.L/mi de IFN-2a por 24 horas. Luego, la
infeccidn se realizd con 10 u.fip./célula de SAl1 y después de la adsorcion, el indculo
viral se reemplazd por MME deficiente en metionina suplementado con 20 uCi de
Tran*S-Label 1136 Ci/mmol, en ausencia o presencia de 10000 U.L/ml de IFN «o-2a. La
incubacién se realizd por 6 horas a 37 °C, desplies de lo cual las subpartiéulas se
cosecharon, se resuspendieron en tampon HGD (Hepes-HCI pH 7,6, Glicerol 10%, DTE
2 mM) y se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa utilizando como tampén
de corrida Tris-Glici;la (gel de TGA) con posterior autorradiografia, como se ha descrito

anteriormente (Gallegos y Patton 1989, Vésquez y col. 1993).

2.3.- EFECTO DE FOSCARNET SOBRE LA SINTESIS DE RNA Y
SUBPARTICULAS VIRALES EN CELULAS MA104 INFECTADAS CON
ROTAVIRUS SA11. )

Para analizar el efecto de foscarnet sobre la replicacién de SAll en células
MA104 se estudiaron diferentes condiciones de incubacién, las que incluyeron
determinacién del efecto de la concentracion de PFA, efecto de preincubacion con PFA,

efecto de la multiplicidad de infeccién (m.o.1.)de SA11 y efecto de DEAE-dextran.
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El efecto de foscarnet sobre la sintesis de RNA viral se determind preincubando

las células MA104 con foscarnet en concentraciones 0-3 mM durante 2,5 horas a 37 °C,
en presencia de 20 pg/ml DEAE-dextran, Posteriormente, las células se infectaron con
SA11 activado con tripsina utilizando m.o.i de 1 y 10, incubandolas nuevamente esta vez
en MME deficiente en fosfato suplementado con 20 pCi/ml de [*P]-H,PO,, 2 ug/ml
tripsina y las mismas concentraciones de foscarnet que las utilizadas en la preincubacién.
A las 8 horas post-infeccion se analizd el efecto de foscarnet sobre la sintesis de RNA
viral, verificando la presencia de los 11 segmentos de RNA de doble hebra luego de
PAGE y autorradiografia del gel. El probable efecto citotéxico de foscarnet se determind
tratando células no infectadas en las mismas condiciones de incubacién que las células
infectadas y, ademads, extendiendo el periodo de incubacién por 24 horas. Para determinar
el efecto de foscarnet sobre la sintesis de subparticulas virales se preincubaron la células
con 0 y 3 mM de PFA por 2,5 horas. Luego, la infeccidén se realizé con SAll 10
u.fp/célula y después de la adsorcion el indeulo viral se reemplazé por MME deficiente
en metionina suplementado con 20 pCi de Tran™S-Label 1136 Ci/mmol, en ausencia o
en presencia de 3 mM de fosgamet. La incilbaci()n se realizé por 6 horas a 37 °C, despiles
de Io cual las subparticulas se cosecharon, se resuspendieron en tampén HGD y se

analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa (gel de TGA) y autorradiografia.

2.4.- EFECTO DE ANALOGOS DE NUCLEOSIDOS DERIVADOS DE 3'-AdT
SOBRE LA SINTESIS DE RNA VIRAL EN CELULAS MA104 INFECTADAS
POR ROTAVIRUS SA11. "
Se estudio el efecto de los siguientes anilogos: 3'-AdT, 3-MMAJT, 3-DMAJT,
'“MEAdT, 3-DEAJT, 3-MPrAdT y 3'-DPrAdT, determinando en primer lugar el rango

1
de concentraciones en las cuales estos compuestos no presentaban citotoxicidad.

!
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Posteriormente, se determino el efecto de estos compuestos sobre la sintesis de

RNA de doble hebra en células MA104 infectadas con SAl1l en distintas condiciones,
siempre dentro del rango en que los compuestos no presentaron efecto citotdxico. Las
células MA104 se infectaron con SAl1l (5 u.fip./célula) y, luego de la adsorcidn, el
inéculo se reemplazd por MME que contenia los analogos de nucledsidos en
concentraciones que variaron entre 0 y 2 mM, Al término del perfodo de incubacion, de
20 horas, se analiz6 el RNA viral sintetizado en las células infectadas siguiendo el método
descrito anteriormente (Sandino y col. 1988), tifiendo con nitrato de plata los segmentos
de RNA de doble hebra de SA11. Estos estudios se realizaron en presencia y ausencia de

actinomicina D y también se analizé el efecto de DEAE-dextran.

3.- PURIFICACION DE ROTAVIRUS

3.1.- OBTENCION DE PARTICULAS VIRALES PARA ENSAYOS DE
ACTIVIDAD RNA POLIMERASA: SINTESIS DE LA HEBRA POSITIVA DEL
RNA DE ROTAVIRUS,

La purificacion de las particulas virales se realizd segiin procedimiento descrito
anteriorment; (Sax;dino y col. 1988), con las sig'uie;ntes modificaciones: una vez
desprendida la monocapa celular infectada con SAIl y de realizar el procedimiento de
descongelamiento-'éongelanﬁento, el medio de cultivo se ultracentrifugd a 75.000 x g por
2.5 horas, El precipitz;do obtenido se resuspendio en t;n3p6n Tris-HCI 50 mM, pH 8.0y
se éi(traj"o "dos veces con Freon para eliminar desechos ce]ulares, centrifugando a 3000
rpm por 15 min en centrifuga Sorvall modelo RC2-B, rotor SA-600, con el fin de separar
las fases. La fase acuosa obtenida se ultracentrifugé a 108,000 x g por 2,5 horas,

obteniendo un precipitado que se resuspendi¢ en tampon Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 y se

sometid a una nueva ultracentrifugacién esta vez a través de un colchén de sacarosa al
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25 % durante 2 horas a 150.000 x g. Las ultracentrifugaciones se realizaron en
ultracentrifiiga Beckman, modelo L.2-65B. El precipitado obtenido se resuspendid en un
pequefio volumen de tampdn Tris-HC1 50 mM, pH 8,0, manteniéndose a 4 °C hasta
realizar el analisis de la migracion de su RNA gendmico en geles de poliacrilamida al 7%
y determinar la actividad transcripcional del virus purificado. Posteriormente, la

suspension viral se alicuotd y las alicuotas se congelaron a -20 °C,

3.2.- OBTENCION DE SUBPARTICULAS VIRALES PARA ENSAYOS DE
ACTIVIDAD RNA POLIMERASA: SINTESIS DE LA HEBRA NEGATIVA DEL
RNA DE ROTAVIRUS,

Para la obtencién de las subparticulas virales se procedio siéuiendoiel método
descrito anteriormente (Gallegos y Patton 1989), cosechando las subparticulas a las seis
horas p.i.. La fraccién de subparticulas virales purificadas se resuspendié en un pequeiio
volumen de tampon HGD y se dejd en hielo durante la noche, para luego resuspender y
almacenar a 20 °C.

‘ Para la obtencién de Ias subparticulas v1rales marcadas con ¥S-metionina, la
infeccién viral se realizd en MME deficiente en metionina agregando 20 pCi/ml de
Tran®S-Label (1136 Ci/fmmol) al finalizar el periodo de adsorcién y se procedio de igual

forma que en el caso anterior.

4.- ENSAYO DE ACTIVIDAD RNA POLIMERASA DE ROTAVIRUS in vitro.
4.1.- ENSAYO DE SINTESIS DE RNA(H. 3 | T

La actividad RNA po]imerasa de rotaviriones activados por calor se cuantifico

1, ¢ - « i W PN 4
determinando la incorporacién de *H-UMP a material insoluble en 4cido, segin método

|3
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descrito anteriormente (Pizarro y col. 1991 b). Estas condiciones de transcripcion in vitre
fueron ATP, CTP, GTP 4 mM de cada uno; 0,24 mM de [°H]-UTP (A.E.: 100
cpm/pmol); MgCl, 14 mM; SAM 0,2 mM y 20 pg de bentonita. En los estudios
destinados a analizar el efecto de oligonucledtidos y de AraATP, la concentracién de
nucleétidos ATP, CTP, GTP fué 0,2 mM de cada uno; 0,24 mM de [*H]-UTP (A.E.: 100
cpm/pmol); MgCl, 1 mM; SAM 0,1 mM; y 20 ug de bentonita. Los anilogos se
agregaron en concentraciones crecientes a mezclas de transcripcion y se procedid de la
forma descrita mds arriba. Los resultados se expresaron como el porcentaje de la
actividad RNA polimerasa comparada con una reaccion control efectuada sin la adicion
de andlogo (Pizarro y col. 1991 b).

La sintesis de los mRNA virales también se analiz6 en algunos casos visualizando
la migracion de los productos de transcripcion in vitro luego de electroforesis en geles de
poliacrilamida-urea. Para esto, la reaccioén se realizé utilizando o-*P-UTP 0,04 mM
(A.E.: 300cpm/pmol) en lugar de -*H-UTP.

Para estudiar el mecanismo de inhibicién de Ia transcripcion por 2',5%
oﬁgoadéhﬂatos, se utiliz6 el compuesto p(A2'p5")3A en concentracion 144 M. La
reaccion utilizd rotaviriones activados por calor incubados en una mezcla que contenia
0,24 mM de *H-UTP (A.E.: 100cpm/pmol) y concentraciones de ATP, CTP y GTP que
variaron entre 0 y 200 uM de cada uno. La reaccién se incubd por 15 min a 45C. Los

resultados se analizaron lpor gréafica de Lineweaver-Burk.

4.2.- ENSAYO DE SINTESIS DE RNAC(-).

Se desarrollé un ensayo in vifro que pe;'mite determinar la actividad RNA
polimerasa de rotavirus en la sintesis de Ia hebra negativa del RNA tomando como base

un ensayo descrito anterioi‘mente, que utiliza subparticulas virales aisladas durante la
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infeccién (Patton 1986). En el ensayo descrito por Patton, las subparticulas se
suspendieron en una mezcla de reaccidn que contenfa Hepes-HCl 10 mM pH 7,6;
ATP 1 mM, CTP y GTP 0,6 mM de cada uno; UTP 0,01 mM, Acetato de potasio 14
mM; Cloruro de amonio 66 mM; Acetato de magnesio 2 mM; 25 nCi/mmol, ICN y DTE
2 mM. Esta mezcla era incubada por 60 minutos a 30 °C y luego se analizaba la sintesis
de RNA por electroforesis de los productos en geles de poliacrilamida y posterior
autorradiografia. Las condiciones de la reaccion del ensayo desarrollado en esta
investigacion se analizan en Resultados. El procedimiento para aislar estas subparticulas
va se describié mas arriba.

Para determinar el efecto de analogos de nucledtidos, de oligoadenilatos y de
foscarnet sobre la actividad del complejo RNA polimerasa de rotavirus que sintetiza los
segmentos de RNA(-) in vitro, se agregaron distintas concentraciones de los compuestos
a mezclas de reaccion y se compararon con reacciones efectuadas en ausencia de éstos. El
analisis de los productos de la reaccion se realizd por autorradiograﬁa‘ después de
electroforesis en geles de poliacrilamida al 7 %, comparando la intensidad de la marca
radioactiva asociada a cada una de las bandas de RNA de doble hebra viral en las
reacciones efectuadas en presencia de andlogo respecto a la reaccién control efectuada

sin la adicion de andlogo.

4.2.1.- ENSAYO DE SINTESIS DE RNA(-) UTILIZANDO COMO RNA MOLDE
mRNA VIRAL EXOGENO.

Con el fin de determinar si las subparticulas de SA1l, aisladas 6 horas post-
infeccion, pueden sintetizar "RNA(-) utilizando un RNA molde exdgeno se procedid de la
siguiente forma: Se realizaron ensayos de transcripcion im vitre utilizando particulas

vifélgs de distintas cepas de rotavirus (SA1-1,1tsC y CC86) en las condiciones de reaccion

.

.
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estandar descritas pero utilizando o-*P-UTP 40 M, (A.E. 5.000 cpm/pmol) e incubando
a 45 °C durante 30-45 min, Al final de la incubacién la mezcla se centrifugd a 14.900x g
por 30 min a 4 °C, para precipitar el virus. Luego, el mRNA viral sintetizado se purificd
por extraccion con Fenol-Cloroformo y precipitacion con Etanol.

Los mensajeros sintetizados en los ensayos de transcripcidn in vitro se
recuperaron por centrifugacion de la muestra precipitada con etanol a 14,900 x g durante
30 min a 4 °C, verificando la sintesis de los segmentos correspondientes a cada cepa por
autorradiografia luego de electroforesis de los productos de la reaccién en gel de
poliacrilamida-urea. Ademés se cuantificd la radioactividad precipitable con TCA de los
transcritos purificados.

El *P-mRNA obtenido se resuspendio6 junto con subparticulas de SA11 aisladas 6
horas p.i. en una mezcla de sintesis de RNA(-) no radioactiva que contenia UTP 0,24 mM
en lugar de ¥P-UTP 0,04 mM (A.E.:3000 cpm/pmol). La reaccién se incubd por 90
minutos a 45 °C, se traté con 10 pg/ml de RNasa A por 5 min a 37 °C y se procedi6 a
purificar los productos sintetizados por extraccién con Fenol-Cloroformo y precipitacion
con etanol. En forma paralela se realizé un ensayo de sintesis del RNA (-) in vifro en las
condiciones estandar, utilizando subparticulas de SAI1 y *P-UTP como sustrato para
marcar la hebra de RNA(-) de cada uno de los segmentos de RNA de doble hebra de

SA11 producidos en la reaccion.

k b ..-?\ . +

Los productos de la reaccion de sintesis de RNA(-j que utiliza como RNA molde
seémentos de mRNA virales exogenos y del ensayo estdndar de sintesis de RNA(-) in
vifro se obtuvieron por centrifugacion a 14.900 x g durante 30 minutos a 4 °C y se

analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamiﬂda: al 7 %. Posteribrmente, el gel se

secd y fue autorradiografiado,
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4.2.2.- ANALISIS DE SUBPARTICULAS ASOCIADAS A PRODUCTOS DE LA
REACCION DE SINTESIS DE RNA(-) in vitro MEDIANTE GRADIENTES
CONTINUAS DE SACAROSA 20%-45%.

Se centrifugaron subparticulas de SA11 marcadas con **S-metionina, aisladas 6
horas p.i. y purificadas segiin el procedimiento descrito para las SVP utilizadas en los
ensayos de sintesis de RNA(-), en gradientes continuas de sacarosa del 20% al 45%. Las
subparticulas se resuspendieron en tampdn HGD y se diluyeron con tampdn TMN (Tris-
HC] 3mM pH 8,1, NH,Cl 66 mM, acetato de magnesio 14 mM, DTE 1 mM) antes de ser
depositados sobre Ia gradiente que contenia un volumen de 3,8 ml. La gradiente se
ultracentrifugé por 2 horas a 150.000 x g (35.000 rpm) y posteriormente se colectaron
fracciones de 220 1 cada una, desde la parte superior, a las cuales se les cuantificé la
radioactividad asociada a material insoluble en TCA.

El mismo procedimiento descrito mds arriba se aplicé al producto de una reaccién
estandar de sintesis de RNA(-) in vitro realizada con subparticulas de SA11 y *P-UTP y
al producto de una reaccion de sintesis del RNA(-) in vitro realizada con subparticulas de
SA11 y utilizando como RNA molde exdgeno **P-mRNA viral sintetizado in vitro por
viriones de la cepa tsC de rotavirus. En estas condiciones se obtuvo la sintesis de
segmentos de i%NA de doble hebra cuya migracion electroforética era idéntica a la de los

segmentos de la cepa tsC.

3
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RESULTADOS

1.- DESARROLLO DEL ENSAYO in vitro DE LA SINTESIS DEL RNA(-).
Para desarrollar un ensayo in vifro, que permitiera determinar la actividlad RNA
polimerasa en la sintesis de la hebra negativa del RNA, se tom6 como base un ensayo

disefiado anteriormente (Patton, 1986), que utiliza subparticulas virales aisladas durante

Ia infeccion.

1.1.- ESTUDIO DE LAS CONDICIONES DE LA REACCION.

Durante la sintesis de la hebra RNA(-) de rotavirus, ésta permanece asociada a su
templado RNA(+) dando como producto final de Ia reaccion el RNA de doble hebra v1ra1
La sintesis de RNA(-) se determind por incorporacion de *P-UMP a los 11 segmentos de
RNA de doble hebra gendmico, luego de tratar la mezcla de reaccidon con RNasa A.a la
mezcla de reaccion, como se describié en Métodos. El RNA viral sintetizado se visualizd
por autorradiografia después de electroforesis en geles de poliacrilamida La
autorradiografia del gef permitié detectar los 11 segmer;tos de RNA de doble hebra
genc')}nico sintetizados durante la reaccion, cuya migracﬁién caracteristica se compard con
el patron electroforético del genoma de rotavirus SA11 purificado.

El ensayo de sintesis de RNA(-) in vitro, utiliza una fraccion de subparticulas
virales (viroplasma), obtenida desde células infectadas a tiempos tempranos post-
infeccion. Las fracciones obtenidas a diferentes tiempos post infeccién se incubaron en
diversas condiciones, determindndose el efecto de: pH, temperatura y tiempo de

incubacién, concentracion de nucledtidos frios y marcados, concentracién de sales, y
29
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concentracion de subparticulas sobre la sintesis de RNA(-).

A5

1.1.1.- CINETICA DE SINTESIS DE RNA GENOMICO POR CELULAS MA104

INFECTADAS CON ROTAVIRUS SAll.

Para determinar el momento en que, en las condiciones experimentales utilizadas,
se puede detectar la sintesis del RNA de doble hebra viral en las células MA104
infectadas con 10 u.fp./célula de rotavirus SA11, éstas fueron incubadas en presencia de
3p_geido ortofosforico como se describié en Métodos. A diferentes tiempos post-
infeccién, el ¥P-RNA viral sintetizado se analizd mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida y posterior autorradiografia.

Los resultados se muestran en la Figura 1. El carril 1 corresponde al control sin
infectar, obtenido 6 horas post-infeccion. Los carriles 2 al 6 corresponden al RNA viral
sintetizado en las células 1, 2, 3, 4 y 6 horas post-infeccion, respectivamente. La
migracion de los 11 segmentos de RNA gendmico de rotavirus se indica en la Figura.

Se puede observar que en las condiciones de infeccion ensayadas, la sintesis de
RNA de doble hebra viral comienza a detectarse 4 horas 'p‘ost-infeccién (carril 5). Alas 6
horas pést—infeccién" se observa una mayor sintesis de RNA gendmico viral, que
corresponde al tiempo en el cual existe la mas alta ;élacién de sprarticulas que realizan

la sintesis de RNA(-), respecto a particulas"que realizan la sintesis de RNA(#).

1.1.2.- EFECTO DE LA CONCkENTIiACION DE SUBPARTICULAS.
Se establecié que la incorporacién de ?P-UMP a los productos de sintesis de
RNA(-) es directamente proporcional a la cantidad de subﬁérticulas agregadas a la mezcla

de reaccion (Figura 2, carriles 1-7). La sintesis del RNA de doble hebra viral se detectd

claramente al utilizar SVP preparadas desde aproximadamente 1,4 x 10° células

[
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infectadas (Figura 2, carriles 3 y 6) o mas (carriles 4 y 7).

1.1.3.- EFECTO DEL TIEMPO DE OBTENCION DE SUBPARTICULAS.

El efecto del tiempo de cosecha de la subparticulas virales se analiza en la Figura
2. Se obtuvo mayor actividad de sintesis de RNA(-) al utilizar subparticulas aisladas entre
6-8 horas p.i.. A tiempos menores (4 horas p.i.), la fraccién de subparticulas presentd
menor actividad de sintesis de RNA(-) (Figura 2, carriles 2, 3, 4 versus carriles 5, 6, 7), lo
cual se correlaciona con que el RNA gendmico de rotavirus obtenido desde las células
infectadas también es menor en las primeras horas después de la infeccion que a las 6
horas postinfeccion, como se muestra en la Figura 1. A tiempos mayores postinfeccion,
aumenta el RNA de doble hebra acumulado en las células infectadas, sin embargo, la
actividad RNA polimerasa presentada in vifre por la fraccion de subparticulas aisladas a
estos tiempos postinfeccién es mayor para la sintesis de RNA(+) que para la sintesis de

RNA(-) (Patton 1986, Mufioz, M. 1994),

R \ , m

i.14. EFECTO DE pH, TEMPERATURA DE INCUBACION Y
CONI(ZENTRACIONIDE SALES.

Se analizaron distintas condiciones para la reaccién de sintesis de RNA(-) in vitro,
tomando como I;ase las condiciones de un énsayo descrito anteriormente (Patton 1986) y
las con&féiones para la sir;te‘:sis de mRNA in vifre utilizadas en nuestro laboratorio, ambas

PO w1 £ )
descritas en Métodos. Se determind el efecto del pH, de la temperatura de incubacién y

t

de la presencia de algunas sales.
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FIGURA 1
CiINETICA DE SINTESIS DE RNA DE DOBLE HEBRA VIRAL EN CELULAS
MA104 INFECTADAS CON ROTAVIRUS SA11.

Se infectaron monocapas de células MA104 con 10 u.fp./célula de rotavirus
SAl1, en presencid de 20 uCi/ml de *P-H;PO,. A diferentes tiempos postinfeccién, las
células fueron cosechadas y sometidas a una extraccion de RNA, el que fue analizado por
electroforesis en gel de poliacrilamida al 7 % y autorradiografia. En la figura se indica la
migracion de los 11 segmentos de RNA gendémico de rotavirus SA11. El carril 1
representa al control sin infectar, que fue analizado 6 horas post-infeccion; los carriles 2 -
6 corresponden al RNA obtenido desde las células 1, 2, 3, 4 y 6 horas postinfeccion,
respectivamente.
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FIGURA 2
EFECTO DE LA CONCENTRACION Y TIEMPO DE OBTENCION DE
SUBPARTICULAS DE ROTAVIRUS SA11 SOBRE LA SINTESIS DE RNA(-) in
vitro.

La sintesis de RNA(-) in vitro se ensayd incubando subparticulas de SA11 en una
mezcla de reaccién que contiene a-**P-UTP. Luego de una hora de incubacidn, realizada
a 45 °C, las muestras se incubaron con RNasa A y los productos de Ia reaccién se
analizaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y autorradiografia.

En el carril 1 se cargd el producto de una reaccidén efectuvada en ausencia de
subparticulas de SA11., Los carriles 2 y 5 corresponden a reacciones efectuadas con
subparticulas purificadas desde 7 x 10° células infectadas, a las 4 y 6 horas p.i
respectivamente. Los carriles 3 y 6 corresponden a reacciones efectuadas con
subparticulas purificadas desde 1,4 x 10° células infectadas, a las 4 y 6 horas p.i
respectivamente, Los carriles 4 y 7, corresponden a reacciones efectuadas con
subparticulas purificadas desde 2,1 x 10° células infectadas, a Jas 4 y 6 horas p.,
respectivamente. Se indica en la figura la migracién de los 11 segmentos de RNA de
SAll.
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En Ia Figura 3 se observa que las reacciones realizadas a pH 7,7, incubadas a 30 °C, en
presencia de Acetato de Potasio 14 mM y NH,Cl 66 mM, Acetato de Magnesio 2 mM y
DTE 2 mM, resultaron en una menor incorporacién de *P-UMP a los productos de
sintesis de RNA(-) in vitro (Figura 3, carriles 2,4 y 7-11) respecto a reacciones
efectuadas a pH 8,5, incubadas a 45 °C y en presencia de NaCl 40 mM y MgCl, 14 mM
(carriles 1, 3, 5y 6).

1.1.5.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NUCLEOTIDOS Y
MAGNESIO.

Se determino el efecto de la concentracion de los nucledtidos ATP, CTP y GTP y
de MgCl, sobre Ia sintesis de RNA(-) in vitro utilizando subparticulas de SA11 aisladas 6
horas p.i., las que se incorporaron a una mezcla que contenia Tris-HC1 120 mM, pH 8,5;
NaCl 40 mM; “P-UTP 40 pM (A.E.: 3.000 cpm/pmol) y 20 pg de bentonita. A esta
mezcla se agregaron diferentes concentraciones de una mezcla de los nucledtidos ATP,
CTP y GTP (XTP) y de MgC(Cl,, buscando la o las proporciones éptimas para una
eficiente sintesis de RNA de doble hebra. Posteriormente, el andlisis del RNA de doble
hebra sintetizado se realiz6 en las condiciones ya descritas.

En la Figura 4 se indican las condiciones de cada reaccion. Se observa que la
condicién dptima se encuentra utilizando concentraciones 4 mM de cada uno de los
nucledtidos y 14 mM de MgCl, (Figura 4, carril 15). Al utilizar 1 mM de cada uno de los

nucledtidos la concentracion optima de MgCl, resulté ser de 3 mM (carril 9), mientras

que con 0,2 mM de XTP se requiere 1 mM de MgCl, para una maxima sintesis de RNA
de doble hebra (carril 2).




- — 35

RNA
Genomico 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 14

(X 274

FIGURA 3
EFECTO DE LA TEMPERATURA, pH Y CONCENTRACION DE SALES
SOBRE LA SINTESIS DE RNA(-) DE ROTAVIRUS in vitro.

La sintesis de RNA(-) in vitro se ensayd incubando subparticulas de SAll,
aisladas seis horas postinfeccién desde 1,4 x 10° células infectadas, en una mezcla de
reaccion que contenia o-*P-UTP y 4mM de XTP. Luego de la incubacién, realizada en
diferentes condiciones, las muestras se trataron con RNasa A. Los productos de la
reaccion se analizaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y autorradiografia.

En la figura se indica la migracion de los productos de la reaccion. Las diferentes
reacciones de sintesis de RNA(-), se efectuaron incubando las subparticulas de SA11 a
30 °C (carriles 2, 4 y 10) y a 45 °C (carriles 1, 3, 5, 6, 7, 8, 9 y 11), por 60 minutos
(carriles 1, 2 y 5-11) o por 90 minutos (carriles 3 y 4). Los carriles 1, 2,3 4y 6
corresponden a reacciones realizadas a pH 8,5 en presencia de NaCl 40 mM, MgCl,
14 mM y bentonita. El carril 11 corresponde a una reaccion efectuada como en 1, pero a
pH 7,7 y el carril 5 a una reaccidn efectuada como en 1, pero en ausencia de bentonita.
En los carriles 7, 8, 9 y 10, el NaCl y MgCl, se reemplazé por Acetato de Potasio 14 mM
y NH4Cl] 66mM, ademas de DTE 1 mM (carriles 8, 9 y 10).
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FIGURA 4
EFECTO DE LAS CONCENTRACIONES DE NUCLEOTIDOS Y MAGNESIO
SOBRE LA SINTESIS DE RNA(-) DE ROTAVIRUS in vitro.

La figura muestra una autorradiografia del gel de poliacrilamida donde se
analizaron mediante electroforesis los productos de reacciones de sintesis de RNA(-) in
vifro, realizadas con subparticulas de SA11 en presencia de diferentes concentraciones de
XTP y MgCl,. Las subparticulas virales se incubaron durante 1 hora a 45 °C, en una
mezela compuesta por Tris-HCl 120 mM pH 8,5, NaCl 40 mM, *P-UTP 0,04 mM
(A.E.:3000 cpm/pmol) y las concentraciones indicadas de XTP (ATP, CTP, GTP) y
MgCl,.
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1.1.6.- EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION DE LA REACCION.

El efecto de la duracion del periodo de incubacién de ]a reaccion sobre la sintesis
de RNA(-) in vitro se estudid en diferentes condiciones. Los diferentes ensayos se
incubaron durante periodos que variaron entre 0 y 2 horas (Datos no mostrados y
Figura 3). Los segmentos de RNA de doble hebra producidos en la reaccion de sintesis de
RNAC(-) in vitro son detectados claramente al incubar la mezcla durante al menos 1 hora

con una fraccién de subparticulas de SA11 proveniente de 1,4 x 10° células infectadas.

1.1.7.- EFECTO DE RNasa A.

Con el fin de visualizar sélo el RNA de doble hebra viral producido en el ensayo
de sintesis de RNA(-) in vitro, después de incubar la mezcla de reaccion con la fraccion
de subparticulas de rotavirus SA11, los productos RNA de simple hebra y RNA de doble
hebra se separaron por tratamiento controlado con RNasa A, en diversas condiciones. Se
analizd el efecto de la concentracién de RNasa y del tiempo de incubacién de la mezcla
con la enzima. En la Figura 5 se muestra la mejor condicion del tratamiento con RNasa
A. Se obtuvo un resultado &ptimo al incubar la mezcla de reaccién, luego del ensayo, con
10 ‘ug/ml’de la enzima a 37 °C por 5 minutos. Al incubar por un tiempo mis prolongado
0 con una mayor concentracion de RNasa A se observé que era degradado no sélo el
RNA de simple hebra sino también el RNA de doble hebra viral.

Como resultado de este andlisis (Resultados 1.1.1. al 1.1.7.), las condiciones
escogidas para realizar la sintesis de RNA(-) in vitre fueron las siguientes: Las
subﬁ;uﬁculas de rotavirus SA11 aisladas 6 horas post-infeccion se incubaron durante 1
hora a 45 C, en una mezcla que contiene Tris-HCI 120 mM pH 8,5; NaCl 40 mM; MgClL,
14 mM; ATP, CTP y GTP 4 mM cada uno; 0,04 mM de [P}-UTP (A.E.: 3000

cpm/pmo}) y 20 pg de bentonita. Al término de la reaccmn, 'fa mezcla se incubd con

i
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10p g/ml de RNasa A a 37 °C por 5 min. El producto final de la reaccion, el RNA de
doble hebra viral, se detecté por autorradiografia después de electroforesis en geles de
poliacrilamida al 7 %. La migracion caracteristica de los 11 segmentos de RNA de doble
hebra sintetizados durante la reaccion, se comprobé al realizar la electroforesis del
genoma purificado de rotavirus en el mismo gel.

Para estudiar el efecto de andlogos de oligonucle6tidos sobre la sintesis de RNA(-) in
vifro 1a mezcla de reaccidn, ademas de las subparticulas de SA11, se componia de Tris
120 mM pH 8,5; NaCl 20 mM; MgCl, 1 mM; ATP, CTP, GTP 0,2 mM de cada uno;
0,04 mM de [**P]-UTP (A.E.: 3000 cpm/pmol) y 20 ug de bentonita.

1.2.- ESTUDIO DE LA SINTESIS DE RNA(-) in vitro UTILIZANDO COMO RNA
MOLDE mRNA VIRALES EXOGENOS.

Para demostrar si las subparticulas de SA11 pueden realizar la sintesis de RNA(-)
in vitro utilizando de RNA molde un RNA mensajero viralﬁex()geno, a una mezcla de
reaccién que no contenia nucledtidos radioactivos se agregd *P-RNA(+) viral y los
productos de la reaccidén se analizaron por electroforesis y autorradiografia, como se
describié en Métodos. Se compard la migracion electroforética de los productos de la
reaccion realizada con RNA molde exdgeno respecto a la migracion, en el mismo gel, del
producto de un ensayo de sintesis de RNA(-) in vitro realizado con subparticulas de
SA11 en condiciones estdndar, es decir, sin agregar mRNA viral exdgeno y en presencia
de *P-UTP.

Los *P-RNA(+) exdgenos agregados a la reaccion de sintesis de RNA(-) se

obtuvieron por transcripcion in vitro en presencia de **P-UTP, utilizando viriones de

diferentes cepasde rotavirus activados por tratamiento con calor y posteriormente se

T
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EFECTO DE RNasa A SOBRE LOS PRODUCTOS DE LA SINTESIS DE RNA(-)

DE ROTAVIRUS. in vitro.

La figura muestra una autorradiografia de un gel de poliacrilamida donde se
analizaron mediante electroforesis los productos de reacciones de sintesis de RNA(-) in
vitro realizadas con subparticulas de SA11. Las subparticulas virales aisladas desde 1,4 x
10° células infectadas se incubaron a 45 °C durante 1 hora, en una mezcla de reaccién que
contenfa ¥*P-UTP. Posteriormente, las muestras se incubaron a 37 C con 10 pg/ml de
RNasa A, durante 0 y 5 minutos (carriles 1 y 2, respectivamente). Se indica en la figura Ia

migracién de los 11 segmentos de RNA de doble hebra sintetizados en la reaccién.
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purificaron por extraccion con fenol-cloroformo y precipitacion con etanol. En estas
reacciones, la sintesis de los 11 mensajeros virales se comprobd por electroforesis en gel
de poliacrilamida-urea el que fue tefiido con nitrato de plata y/o autorradiografiado.

Cuando el ensayo de sintesis de RNA(-) se realizé agregando “P-RNA(+) de
SA11 (RNA molde homdlogo), los productos de la reaccién fueron los 11 segmentos de
RNA de doble hebra con migracion electroforética correspondiente a la de los segmentos
gendmicos de SA11, como se observa en la Figura 6.

Resultados similares se obtuvieron utilizando como RNA molde exégeno el *P-
RNA(+) obtenido por transcripcion in vitro con la cepa termosensible de SAll, tsC,
(RNA molde heterdlogo). La cepa tsC tiene un ligero cambio en el patron electroforético
respecto a SA11 silvestre (Figura 7 A, carriles 1y 2). La sintesis de RNA(-), realizada en
estas condiciénes, di6 como producto RNA de'cibbie hebra con migracion electroforética
cor}espbnéliénte a la cepa tsC (carril 2). Al utiﬁ}ar como RNA molde exdgeno para
Ia sintesis de RNA(-) el *P-RNA(+) sinte..tizado in vitro por la cepa de rotavirus de
cerdo CC86 (templado heterélogo), los productos de Ia reaccién con subparticulas de
SA11 fueron los 11 éegmentos de RNA de doble hebra de 1a cepa CC86 (Figura 7 B,
carriles 2 y 3). Los segmentos gendmicos de CC86 ;Jresentan una migracion
eleétrof%rética diferente a la que presentan los segmentos de RNA de doble hebra de
SAl1. La diferencia mas clara radica en la migracion del gen 11 de ambas cepas: la cepa
CéSG preéeri;ca una duplicacion enel gen 1'1, por lo cual su migracion es mucho mis lenta
y permite evidenciar una banda un poco mas ai)ajo dela pasicién en que migran los genes
7, 8 y 9 de la cepa SA1l, En estas condiciones, también s;a puedén ver diferencias en la
migf'acién de los segmentos 3 y 5 de estas dos cepas de rotavirus (carriles 1 y3). En la
Figura 7 B se puede observar que la sintesis de RNA de doble hebra fue ﬁioporcional ala

cantidad de RNA molde exdgeno agregado (carriles 2 y 3 respectivamente). Ademds, en
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SINTESIS DE RNA(-) in vitro UTILIZANDO COMO RNA MOLDE mRNA
VIRAL HOMOLOGO EXOGENO.

Las reacciones de sintesis de RNA(-) se realizaron utilizando subparticulas de
rotavirus SA11 aisladas desde 1,4 x 10° células infectadas, Ias que se incubaron a 45 °C
durante 1,5 horas en una mezcla de reaccién que en lugar de *P-UTP contenfa *P-
mRNA viral exogeno, producido por transcripcion im vifre con particulas de SAll
activadas por calor. El carril 1 corresponde a una reaccién efectuada agregando
aproximadamente 200.000 cpm de *P-mRNA-SA11 a la mezcla de reaccion. El carril 2,
corresponde a los productos de una reaccion de sintesis de RNA(-) in vifro realizada en
presencia de *P-UTP, sin agregar *P-mRNA-SA11, La migracion de los 11 segmentos
de RNA de doble hebra de la cepa de rotavirus SA11 esté indicada en la figura.
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FIGURA 7
SINTESIS DE RNAC(-) in vifro UTILIZANDO COMO RNA MOLDE mRNA
VIRAL HETEROLOGO EXOGENO.

Las reacciones de sintesis de RNA(-) se realizaron utilizando subparticulas de
rotavirus SA11 aisladas desde 1,4 x 10° células infectadas, las que se incubaron a 45 °C
durante 1,5 horas en una mezcla de reaccién que en lugar de ¥P-UTP contenfa **P-
mRNA viral exdgeno, producido por transcripcion in vifre con particulas activadas por
calor, de las cepas tsC (Panel A) y CC86 (Panel B).

PANEL A: El carril 1 corresponde a los productos de una reaccidn de sintesis de
RNA(-) in vitro realizada con subparticulas de SAll en condiciones estindar, en
presencia de *P-UTP. El carril 2 corresponde a una reaccién de sintesis de RNA(-)
realizada con subparticulas de SA11 en presencia de aproximadamente 200,000 cpm de
*P_mRNA-tsC. Se indica la migracién de los 11 segmentos de RNA de doble hebra de las
cepas SA11 y tsC sintetizados respectivamente en cada reaccion.

PANEL B: Elcarril 1 corresponde al producto de una reaccion estandar de sintesis de
RNAC(-) in vitro con subparticulas de SAI1 realizada en presencia de *P-UTP. Los
carriles 2 y 3 corresponden a reacciones efectuadas agregando respectivamente 90.000 y
180.000 cpm de *P-mRNA-CC86 a mezclas de reaccidn que no contenian *P-UTP. El
carril 4 corresponde a una reaccion realizada en ausencia de subparticulas de SA11, Se
indica en la figura la migracidn de los 11 segmentos de RNA de doble hebra de SA1l y
de CC86 sintetizados en cada reaccion.
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ausencia de P-RNA(+)-CC86 exdgeno no se obtuvo sintesis de RNA de doble hebra de
CC86 (carril 4).

1.3.- ESTUDIO DE LA ASOCIACION DE LOS PRODUCTOS DE SINTESIS DE
RNA(-) in vitro A SUBPARTICULAS VIRALES.

Con el fin de determinar si el RNA de doble hebra producto de la reaccion de
sintesis de RNA(-) in vifre se encuentra asociado a subparticulas virales, se analizé la
distribucion de los productos en una gradiente de sacarosa 20%-45% la que se
comparard con la distribucidn de subparticulas de SA11 marcadas con *S-metionina,
analizada en las mismas condiciones.

Como se muestra en la Figura 8, al ultracentrifugar **S-subparticulas de SA11 a
través de una gradiente de sacarosa 20% - 45% se detectaron dos fracciones de material
proteico marcado radiactivamente. El primeto, que sedimenta al centro de la gradiente,
segiin antecedentes anteriores corresponderia a subparticulas virales tipo "core" &
"pre-core” (Bican y col. 1982). La segunda fraccién, que se ubicd en el fondo de Ia
gradiente, corresﬁonde a virus de cubierta simple y de cubierta doble.

Al analizar la distribucién de los productos obtenidos en una reaccion de sintesis
de RNA(-) in vitro estandar y en una reaccion de sintesis de RNA(-) in vitro agregando
como RNA molde exdgeno el P-RNA(+) sintetizado por la cepa tsC se observa en

ambos casos un pico de radioactividad asociada a una poblacién de subparticulas cuya

posicion en la gradiente se corresponde con la subparticulas tipo "core" o "precore".

W ¢ H
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FIGURA 8
ANALISIS DE SUBPARTICULAS ASOCIADAS A PRODUCTOS DE SINTESIS

DE RNAC(-) in vitro.

En una gradiente continua de sacarosa del 20% al 45% se analizaron subparticulas
de SA11 marcadas con **S-metionina ( e ), los productos de una reaccién de sintesis de
RNAC(-} in vitro por subparticulas de SA11 ( x ) y los productos de una reaccién de
sintesis de RNA(-) in vitro realizada con subparticulas de SA11 y **P-mRNA-tsC como
RNA molde heterdlogo exogeno ( A ). A fracciones de 220 ul c/u colectadas desde la
parte superior de Ia gradiente se les cuantificé la radiactividad asociada a material 4cido-

insoluble.
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2.- ESTUDIO DEL EFECTO DE ANALOGOS DE NUCLEOTIDOS SOBRE LA
SINTESIS DE RNA(-) in vitro.

Se analiz? si el ensayo desarrollado anteriormente permite la evaluacion del efecto
directo de compuestos antivirales sobre la actividad de la RNA polimerasa de rotavirus.
El estudio se realizé con andlogos de nucledtidos cuyo efecto inhibidor directo de la
sintesis de RNA(+) ir vifro habia sido determinada previamente (Pizarro y col. 1991 b).

\
2.1.- EFECTO DE ARA-ATP EN LA SINTESIS DE RNA(-) in vitro.

El efecto de Ara-ATP sobre la sintesis de RNA(-) in vifre se determind
agregando concentraciones crecientes del andlogo a mezclas de reacci6n que contenian
subparticulas de SA11, XTP 0,2 mM de cada uno y *P-UTP 40 pM (A.E.: 3.000
cpny/pmol).

En la Figura 9 se observa una autorradiografia de un gel de poliacrilamida en el
cual se analizaron por electroforesis los productos de reacciones realizadas en presencia
de 0; 0,1; 0,2; 0,4 y 0,8 mM de Ara-ATP; al final de la reaccion todas las muestras se
trataron con RNasa A en las condiciones descritas (carriles 1 - 5). Se indica en la figura la
migracion de los 11 segmentos de RNA de doble hebra gendmico de rotavirus,

Se observa que la adicién de Ara-ATP inbibe la sintesis de RNA(-) de rotavirus in
vitro en forma dependiente de la concentracidn, con una concentracién inhibitoria del 50
% de la actividad aproximada del 50 % de 0,2 mM (C.I.,, = 0,2 mM). Entre un 80 % - 90
% de inhibicion se obtuvo con 0,8 mM de Ara-ATP,

2.2.- EFECTO DE ARA-CTP EN LA SINTESIS DE RNAC(-) in vitro.
El efecto de Ara-CTP sobre la sintesis de RNA de doble hebra in vitro se

hY

determin6é agregando concentraciones crecientes del andlogo a mezclas de reaccién
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estidndar que contenian subparticulas de SA11, XTP 4 mM cada uno y ¥*P-UTP 40 M
(A.E.: 3000 cpm/pmol).

En la Figura 10 se observa una autorradiografia de un gel de poliacrilamida en el
cual se analizaron mediante electroforesis los productos de reacciones realizadas en
presencia de 0, 1 ,2, 4 y 8 mM de Ara-CTP; al final de la reaccion todas las muestras se
trataron con RNasa A (carriles 1 - 5). .

Se observa que la adicidn de Ara-CTP al ensayo de sintesis de RNA(-) in vitro
inhibe Ia sintesis de los 11 segmentos de RNA de doble hebra en forma dependiente de la
concentracion, con una Cl., de aproximadamente 2 mM. Esta inhibicion es total al

utilizar concentraciones mayores que 8 mM.

2.3.- EFECTO DE CORD-TP EN LA SINTESIS DE RNA(-) in vitro.

El efecto de Cord-TP sobre la sintesis de RNA(-) in vitro se determiné agregando
concentracione; crecientes del andlogo a mezclas cié reaccion estindar que contenian
subparticulas de SA11, XTP 4 mM cada uno y *P-UTP 40 M (A.E.: 3000 cpm/pmol).

En la Figura 11 se observa una autorradiografia de un gel de poliacrilamida en el
cual se analizaron por electroforesis los productos de reacciones realizadas en presencia
de0,2,4,8y 16 mM d'e Co;-d-TP; al final de la reaccidn todas las muestras se trataron
con RNasa A (carriles 1 - 5). Ademas, en esta figura se muestra una reacciéon control
realizada en ausencia de subparticulas (carril 6).

Se observa (;llie la adicién de Cord-TP inhibe la sintesis de la hebra negativa del

RNA de rotavirus en forma dependiente de la concentraciéon. La adicion de 2 mM de

Cord-TP, reduce la incorporacién de P a los segmentos de RNA de doble hebra viral en

aproximadamente un 50 % (C.I.;,= 2 mM).
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FIGURA 9

EFECTO DE ARA-ATP SOBRE LA SINTESIS DE RNA(-) in vitro
CATALIZADA POR SUBPARTICULAS DE ROTAVIRUS SA11.

La figura muestra una autorradiografia de un gel de poliacrilamida en el cual se
analizaron mediante electroforesis los productos de reacciones de sintesis de RNA(-) in
vitro realizadas con subparticulas de SA11, en presencia de XTP 0,2 mM de cada uno,
de *P-UTP 40 uM (A.E.: 3.000 cpm/pmol) y de AraATP en concentraciones de 0; 0,1;
0,2; 0,4 y 0,8 mM (carriles 1 al 5, respectivamente). Al final de la reaccién las muestras

RNA de doble hebra gendmico de rotavirus.

, 8e trataron con RNasa A. Se indica en la figura la migracién de los 11 segmentos de
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FIGURA 10
EFECTO DE ARA-CTP SOBRE LA SINTESIS DE RNA(-) in vitro
CATALIZADA POR SUBPARTICULAS DE ROTAVIRUS SAll.

La figura muestra una autorradiografia de un gel de poliacrilamida en el cual se
analizaron mediante electroforesis los productos de reacciones de sintesis de RNA(-) in
vitro realizadas en presencia de subparticulas de SA11, XTP 4 mM cada uno, *P-UTP 40
uM (A.E.: 3000 cpm/pmol) y de AraCTP en concentraciones de 0, 1, 2, 4 y 8 mM
(carriles 1 al 5 respectivamente). Al final de la reaccion todas las muestras se trataron con
RNasa A. Se indica en la figura, la migracién de los 11 segmentos de RNA de doble

hebra sintetizados en la reaccion.
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2.4.- EFECTO DE ATP-10, EN LA SINTESIS DE RNAC(-) in vifro.

El efecto de ATP-IO, sobre la sintesis de RNA(-) in vifro se determiné agregando
concentraciones crecientes del anilogo a mezclas de reaccién estdndar que contenian
subparticulas de SA11, XTP 4 mM cada uno y *P-UTP 40 pM (A.E.: 3000 cpm/pmol).

En la Figura 12 se observa una autorradiografia de un gel de poliacrilamida, en el
cual se analizaron por electroforesis los productos de reacciones realizadas en presencia
de 0,04,1,4,8y16 mM de ATP-IQ,; al final de la reaccion todas las muestras se

trataron con RNasa A (carriles 1 - 6).

Los resultados muestran que la adicidn de ATP-IO, al ensayo de sintesis de
RNAC(-) in vitro inhibe en forma dependiente de la concentracién la produccion de los 11
segmentos de RNA de doble hebra de rotavirus. Como es posible observar en la figura
12, utilizando una concentracion de 1 mM de ATP-IO, se obtuvo una inhibicion superior
al 50% (C.ls, 1 mM) con4 mM de ATP-IO, la inhibicion de la sintesis de los 11
segmentos de RNA de doble hebra es ya completa; esta concentracion es igual a la de

cada uno de los XTP (ATP, CTP, GTP) utilizados en este ensayo.

Utilizando el ensayo desarrollado, se analiz6 también el efecto de 2',5-
oligoadenilatos, de 3',5-oligoadenilatos y de foscarnet sobre la sintesis de RNA(-) in
vitro. Estos resultados se presentan mas adelante, con el fin de orientar posteriormente Ia

discusidn, en un contexto que considera el efecto in vive de interferén y de foscarnet

sobre la morfogénesis de rotavirus,
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FIGURA 11
EFECTO DE CORD-TP SOBRE LA SINTESIS DE RNA(-) in vitro
CATALIZADA POR SUBPARTICULAS DE ROTAVIRUS SA1l.

La figura corresponde a una autorradiografia de un gel de poliacrilamida, en el
cual se sometieron a electroforesis los productos de reacciones de sintesis de RNA(-)
realizadas en presencia de subparticulas de SA11, XTP 4 mM cada uno, *P-UTP 40 uM
(A.E.: 3000 cpm/pmol) y de Cord-TP en concentraciones de 0, 2, 4, 8, y 16 mM (carriles
1 al 5, respectivamente), Al final de 1a reaccién todas las muestras se trataron con RNasa
A. Se muestra ademss en esta figura una reaccion de control realizada en ausencia de
subparticulas (carril 6). Se indica la migracién de los 11 segmentos de RNA gendmico
sintetizados en la reaccidn.
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FIGURA 12
EFECTO DE ATP-DIALDEHIDO SOBRE LA SINTESIS DE RNA(-) in vitro
CATALIZADA POR SUBPARTICULAS DE ROTAVIRUS SA11.

La figura muestra una autorradiografia de un gel de poliacrilamida en el cual se
analizaron mediante electroforesis los productos de reacciones de sintesis de RNA(-)
realizadas en presencia de subparticulas de SA11, XTP 4 mM cada uno, *P-UTP 40 uM
(A.E.: 3000 cpm/pmol) y de ATP-IO, (ATP-dialdehido) en concentraciones de 0, 0,4, 1,
4,8y 16 mM (carriles 1 al 6, respectivamente), al final de la reaccion todas las muestras
se trataron con RNasa A. En la figura se indica la migracién de los 11 segmentos
gendmicos sintetizados.
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3.- ESTUDIO DEL EFECTO DE INTERFERON EN LA MORFOGENESIS DE
ROTAVIRUS (Rios y col, 1995 a) .

3.1.- EFECTO DE INTERFERON SOBRE LA SINTESIS DE RNA Y
SUBPARTICULAS VIRALES EN CELULAS MA104 INFECTADAS CON
ROTAVIRUS SAll.

Se determind el efecto de IFN a-2a sobre la replicacion de SAl1l en células
MAI104. Las células se preincubaron por 24 horas con distintas concentraciones de
IFN o-2a (0,1000, 2000, 5000 y 10000 U.L/ml). A continuacidén, los cultivos se
infectaron con 10 u.fp./cél de SA11. Después de retirado el indculo, las células se
mantuvieron en presencia de interferén. El RNA viral sintetizado se marcé utilizando
como precursor radioactivo **P-H,PO, y se determind como se describe en Métodos, Las
células infectadas se incubaron a 37 C durante 9 horas. Las células controles
seudo-infectadas no presentaron efectos citopdticos evidentes con ninguna de las
concentraciones de interferdn utilizadas, por al menos 48 horas de incubacion.

En la Figura 13 A se muestra el efecto de la adicién de interferon sobre la sintesis
de RNA viral en células MA104 infectadas con rotavirus SA1l. Se puede observar la
sintesis de los 11 segmentos de RNA gendmico en células no tratadas con interferdn
(carril 1). Al tratar las células con IFN o-2a se observé inhibicién de la replicacion de
rotavirus SAl1, en forma dependiente de la concentracidn, lo cual se relaciona con la
disminucién de la incorporacién de radiocactividad a los segmentos gendmicos de
rotavirus al aumentar la dosis de interferdn agregada (carriles 1 - 5). Se observd

inhibicidén de la sintesis de RNA gendmico cuando las células infectadas se trataron con

una concentracién de 2000 U.L/mlde IFNo-2a y con 10000 U.I./ml de IFN«-2a hubo
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FIGURA 13
EFECTO DE INTERFERON SOBRE LA SINTESIS DE RNA Y
SUBPARTICULAS VIRALES EN CELULAS MAI104 INFECTADAS CON
ROTAVIRUS SA11.

PANEL A: Células MA104, preicubadas por 24 horas con las concentraciones indicadas
de IFN «a-2a, se infectaron con 10 u.f.p/célula de SA11 y posteriormente se incubaron en
presencia de 20 pCi/ml de 32P-H,PO, y 0, 1000, 2000, 5000 y 10000 U.L/ml de
interferdn (carriles 1 al 5 respectivamente), La figura muestra una autorradiografia de un
gel de poliacrilamida donde se analizé6 mediante electroforesis el RNA viral sintetizado a
las 9 horas post-infeccion.

PANEL B: La figura muestra una autorradiografia de un gel de agarosa en el cual se
analizaron mediante {electroforesis subparticulas virales de SAI1 marcadas con 35S-
metionina, purificadas desde células MA104 no tratadas o tratadas con 10000 U.L/ml de
IFN a-2a (carriles 1 y 2 respectivamente), Las subparticulas se cosecharon a las 6 horas
post-infeccion.




L e

55
observar que la fraccion correspondiente a los mRNAs, que migran en la parte superior
del gel, también se encuentra disminnida por el tratamiento con interferdén. Al infectar con
una menor multiplicidad de infeccidn (1 u.fp./célula) y analizar el RNA viral sintetizado a
las 24 horas postinfeccidn, también fue evidente el efecto inhibidor del interferén (Datos
no mostrados).

El efecto de interferon sobre la 'sintesis de subparticulas virales, en células
infectadas con SA1l, se determind infectando las células con una multiplicidad de
infeccién de 10 e incubando en presencia de **S-metionina con el fin de marcar
radioactivamente las proteinas virales. Las subparticulas virales sintetizadas en ausencia o
en presencia de 10000 U.I/ml de IFN a-2a se analizaron por electroforesis en gel de
TGA y autorradiografia.

En la Figura 13 B, carril 1, se observa que las células infectadas con SA11, no
tratadas con IFN, sintetizaron subparticulas de rotavirus cuya migracién corresponde a la
de particulas de cubierta simple y doble. No se observd banda en posiciones inferiores del
gel que pudieran corresponder a subparticulas tipo "core". Sin embargo, en células
incubacias con 10000 U.I/ml de IFN a-2a, e infectadas con rotavirus SAll, no se

w7 - t
detectaron bandas correspondientes a subparticulas de rotavirus (carril 2).

3.2.- EFECTO DE 2'5-OLIGOADENILATOS Y 3',5-OLIGOADENILATOS
SOBRE LA SINTESIS DE mRNA VIRALES in vitro.

Los 2, 1'—oligc;zrtdenilatos son los intermediarios de la accién antiviral de interferén
que podrian afectar en forma directa la sintesis de 4cidos nucleicos virales, como se ha
descrito para otros‘ virus (Goswami y col. 1982, Henderson y col. 1982, Liu y Owens
1987, Montefiori y col. 1989, Subramanian y col. 1990, Schroder y col. 1992). Para

determinar si la accién antiviral del interferén estd mediada por un efecto directo sobre las
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etapas de la morfogénesis de rotavirus, sintesis de RNA(+) y/o sintesis de RNA(-), se
analizd el efecto de 2',5-oligoadenilatos sobre estas etapas, utilizando los respectivos
ensayos descritos en Métodos.

El efecto de anilogos de 2',5'-oligoadenilatos sobre la transcripcidn in vitro de
rotavirus se determiné agregando concentraciones crecientes de cada anilogo a mezclas
de transcripcién que contenian viriones activados por calor, XTP 0,2 mM cada uno y
[’H]-UTP 0,24 mM (A.E.: 100 cpm/pmol). Luego de una incubacion de 30 minutos se
determind la radioactividad incorporada a material acido insoluble. Los resultados se
expresaron como ¢l porcentaje de la actividad RNA polimerasa comparada con una
reaccion control efectuada sin la adicion de analogo.

Los resultados se muestran en la Figura 14 A y 14 B. El panel A de la Figura 14,
representa el efecto de Ia adicién de 2',5'-oligoadenilatos con distinto largo de cadena y
con su extremo 5' no fosforilado. Se observa que 2',5"-oligoadenilatos no fosforilados en
su extremo 5', que contienen 4 o mas residuos de adenina, inhiben la sintesis de RNA en
forma dosis dependiente. Aquellos oligoadenilatos con menos de 4 re:;iduos de adenina
no inhibieron la transcripcion de rotavirus. El pentaoligoadenilato inhibié mas del 50% la
transcripeién de rotavirus con una concentracién de 0,2 mM (C.L 4, = 0,15 mM).

El panel B de la Figura 14 representa el efecto de la adicion de
2',5"-oligoadenilatos con distinto mimero de residuos de adenina y con su extreno 5'
monofosforilado. Se observa un incremento en el efecto inhibidor de 1a transcripcién de
rotavirus con 2', ';oﬁgoadenﬂatos fosforilados en su extremo 5, respecto al obtenido con
2',5-oligoadenilatos no fosforilados en el extremo 5. La Cl, para el
2' 5'tetraadenilato-5-monofosfato  fue  de 0,18  mM y para el
2',5"-hexaadenilato-5'-monofosfato de 0,15 mM., Al comparar el efecto del
tetraoligoadenilato fosforilf;io y no fosforilado se observa hasta un 80 % de inhibicién
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con el anilogo fosforilado, mientras que con el analogo no fosforilado la inhibicion llegd
hasta un 35 %.

Para determinar la especificidad de este efecto sobre la sintesis de RNA(+) de
rotavirus in vitre se determiné el efecto de algunos compuestos 3',5'-oligoadenilatos. En
la Figura 15 se representa el efecto de la adicién de 3',5'-oligoadenilatos, con distinto
largo de cadena y con su extremo 5' no fosforilado, sobre la sintesis de RNA(+) de
rotavirus in vitro. Se observa que 3',5-oligoadenilatos con 6 o menos residuos de adenina
no inhiben la transcripcién de rotavirus. Sdlo el 3'5- decaoligoadenilato inhibié la
actividad de la RNA polimerasa en forma dosis dependiente, con una C.1.5,de 0,18 mM.

Las caracteristicas de la inhibicion de la transcripcion in vitre por
2',5"oligoadenilatos se determinaron utilizando el andlogo (p(A2'p57;A en concentracién
144 M. Las concentraciones de la mezcla de nucledtidos (ATP, CTP, GTP) variaron
entre 0 y 200 uM de cada uno y la reaccioén se incubd por 15 minutos a 45 °C. En la
Figura 16 se muestra una grifica de Lineweaver-Burk, la cual indica que el
2',5"-oligonuclestido presentc')’un mecanismo de inhibicion de tipo competitivo con una Ki

de 256 pM.

3.3.- EFECTO DE 2',5'-OLIGOADENILATQOS SOBRE LA SINTESIS DE RNA(-)
in vitro.

El efecto de los 2',5-oligoadenilatos sobre la sintesis de RNA(-) se determind
utilizando subparti.culas de SA11 aisladas 6 horas post-infeccién. Las subparticulas se
incubaron en una mezcla de reaccion que contenfa XTP 0,2 mM de cada uno,
ot~ 32P] -UTP 40 M, (A.E.:3000 cpm/ pmol) y los diferentes anilogos de oligonucledtidos
en concentraclon 0,6 mM, La sintesis de RNA de doble hebra en la reaccion se determing

como se describe en Métodos.
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FIGURA 14
EFECTO DE 2',5'-OLIGOADENILATOS SOBRE LA TRANSCRIPCION DE

ROTAVIRUS SA11 in vitro.

La actividad RNA polimerasa de viriones de SA11 silvestre tratadas con calor se
determind a través de la incorporacion de *H-UMP a material insoluble en 4cido, en
presencia de XTP 0,2 mM cada uno, ['H]-UTP 0,24 mM (A.E.: 100 cpm/pmol) y de
concentraciones crecientes de: A.- 2',5%-oligoadenilatos 5'-no fosforilados de diferente
largo de cadena y B.- 2',5-oligoadenilatos 5'-monofosforilados de distinto largo de
cadena. Los resultados se expresaron como el porcentaje de actividad transcripcional
remanente respecto a una reaccion control efectuada en ausencia de anilogo.
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FIGURA 15
EFECTO DE 3',5-OLIGOADENILATOS SOBRE LA TRANSCRIPCION DE
ROTAVIRUS in vitro.

La actividad RNA polimerasa de particulas purificadas de SA11, tratadas con
calor se determiné a través de la incorporacién de *H-UMP a material insoluble en 4cido,
en presencia de XTP 0,2 mM cada uno, [*H]-UTP 0,24 mM (A.E.: 100 cpm/pmol) y de
concentraciones crecientes de 3',5™-oligoadenilatos no fosforilados, de distinto largo de
cadena. Los resultados se expresaron como el porcentaje de actividad transcripcional
remanente, respecto a una reaccidn control efectuada en ausencia de andlogo.
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FIGURA 16
CINETICA DE INHIBICION DE LA TRANSCRIPCION DE ROTAVIRUS in
vitro POR 5'-MONOFOSFATO 2',5'-TETRAADENILATO.

La figura muestra la grafica de Lineweaver-Burk, donde se analiza el mecanismo
de inhibicién de la transcripcion in vitre de rotavirus por 2',5'-oligoadenilatos utilizando
el andlogo (p(A2'p5");A en concentracién 144 pM, Las reacciones efectuadas, en
ausencia ( ® ) o en presencia de andlogo ( A ), utilizaron viriones de SA11 activados
por calor e incubados en una mezcla de transcripcion im vifre que contenia
concentraciones de la mezcla de nucledtidos (ATP, CTP, GTP) que variaron entre 0 y
200 pM de cada uno. Las reacciones se incubaron a 45 °C por 15 minutos.
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La Figura 17 corresponde a una autorradiografia del gel correspondiente, en el
cual se sefiala la migracion de los 11 segmentos de RNA de doble hebra de rotavirus
sintetizados en las diferentes condiciones ensayadas. El carril 1 corresponde a los
productos de una reaccidén control efectuada en ausencia de cualquier anédlogo. El carril 2
corresponde a una reaccién control efectuada en presencia de 0,2 mM de AraATP. Los
siguientes carriles corresponden a los productos de reacciones efectuadas en presencia de
los siguientes analogos de oﬁgoadenﬂatos, todos en concentracion 0,6 mM:
2',5'-diadenilato, 2',5'-diadenilato-5"-monofosfato, 2',5'-triadenilato,
2',5'-triadenilato-5"-monofosfato,  2',5'-triadenilato-5"-trifosfato,  2',5'-tetraadenilato,
2',5'-tetraadenilato-5"-monofosfato, 2',5'-tetraadenilato-5'-trifosfato, 2',5'-pentaadenilato,
2',5'-pentaadenilato-5'-monofosfato, 3',5'-triadenilato, 3' 5'-hexaadenilato y
3',5'-decaadenilato (carriles 3-15 respectivamente).

Se observa que en la reaccién control efectuada en ausencia de andlogo se
sintetizan los 11 segmentos de RNA de doble hebra (carril 1) de la cepa SAIl. A
diferencia de lo que se observé en los estudios de inhibicién de la transcripcion in vitro,
ninguno de los oligoadenilatos ensayados afectd significativamente la sintesis de RNA de
doble hebra de rotavirus in vitro, independientemente del largo de cadena, de la presencia
de grupos fosfato en el extremo 5'y del tipo de enlace fosfodiéster (carriles 3-15).

En estas reacciones se utilizaron concentraciones de los oligoadenilatos 2,5 veces
superiores a Jas méximas concentraciones utilizadas para determinar el efecto de estos

compuestos sobre la transcripcion de rotavirus in vifre. En estas mismas condiciones de

reaccidn, la adicion de AraATP en concentracion 0,2 mM provocé una fuerte inhibicién

en la sintesis de RNA(") in vitro (carril 2).
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FIGURA 17

EFECTO DE 2',5-OLIGOADENILATOS Y 3',5'-OLIGOADENILATOS SOBRE
LA SINTESIS DE RNA(-) in vitro CATALIZADA POR SUBPARTICULAS DE

ROTAVIRUS SA1ll1.

El efecto de 2',5"-oligoadenilatos y 3',5'-oligoadenilatos sobre la sintesis de RNA(-
) in vitro por subparticulas de SA11 se determind mediante la incorporacién de *P-UMP
a los segmentos de RNA de doble hebra sintetizados en la reaccidén. La figura
corresponde a una autorradiografia de un gel de poliacrilamida en el cual se analizaron
mediante electroforesis los productos de reacciones realizadas en presencia de XTP 0,2
mM de cada uno, B-[P]-UTP 40 puM (A.E.:3000 cpm/pmol) y de los diferentes
oligoadenilatos, cada uno en concentracién 0,6 mM. En la figura se sefiala la migracién
de los 11 segmentos de RNA de doble hebra de rotavirus sintetizados en las diferentes
condiciones ensayadas El carril 1, corresponde a los productos de una reaccion control
efectuada en ausencia de cualquier andlogo. El carril 2, corresponde a una reaccién
control efectuada en presencia de 0,2 mM de AraATP. Los carriles 3 al 15 corresponden
a reacciones efectuadas en presencia de: 2',5'-diadenilato;
2',5"-diadenilato-5-monofosfato;  2',5-triadenilato;  2',5'-triadenilato-5-monofosfato;
2',5'-triadenilato-5'-trifosfato;  2',5'-tetraadenilato;  2',5'-tetraadenilato-5-monofosfato;
2',5"-tetraadenilato-5"-trifosfato; 2',5-pentaadenilato; 2',5'-pentaadenilato-5-monofosfato;
3' S'-triadenilato; 3',5"-hexaadenilato y 3',5'-decaadenilato, respectivamente.
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4.- ESTUDIO DEL EFECTO DE FOSCARNET EN LA MORFOGENESIS DE
ROTAVIRUS (Rios y col. 1995 b).

4.1.- EFECTO DE FOSCARNET SOBRE LA SINTESIS DE RNA Y
SUBPARTICULAS VIRALES DE ROTAVIRUS SA11 EN CELULAS MA104,

Para determinar el efecto de foscarnet sobre la sintesis de RNA viral in vivo se
infectaron células MA104 con diferentes multiplicidades de infeccién de SA11 y luego se
incubaron a 37 °C, en ausencia o en presencia de concentraciones crecientes de
foscarnet.

Las células MA104 se preincubaron con foscarnet en concentraciones 0-3 mM y
DEAE-dextran 20 pg/ml, durante 2,5 hora‘é. Posteriormente, las células se infectaron con
rotavirus SA11 activado con tripsina utilizando multiplicidades de infeccion de 1 y 10,
incubéndolas nuevamente con las mismas concentraciones de foscarnet que las utilizadas
en Ia preincubacién y en presencia de *P-H;PO,. A las 8 horas post-infeccion se analizé
el efecto de foscarnet sobre la sintesis de RNA viral, siguiendo el procedimiento descrito
en Métodos. Al igual que en los experimentos anteriores, células no-infectadas se
incubaron con foscarnet en las mismas condiciones que Ias células infectadas, no
observando efecto citopz';tico con nmguna de las concentraciones de foscarnet utilizadas,
hasta al menos 24 horas de incubacion.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 18. Cuando las células se
infectaron con 10 u.fp./célula, después de 8 horas de infeccion, la cantidad de RNA de
doble hebra detectada en las células infectadas dismiﬂuyé en forma importante al ser
tratadas’ con concentraciones crecienites de' foscarnet, pero en ningin caso la inhibicién
fué completa (Panel A, carriles 1-4). Sin embargo, al analizar el RNA viral presente en el

medio de incubacion (Panel B, carriles 1-4), se observé una gran disminucién de la

sintesis de los segmentos de RNA de doble hebra de rotavirus al aumentar Ia
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concentracion de foscarnet.

Al analizar el efecto de PFA sobre células infectadas con 1 u.f.p/célula de SAll,
la inhibicion de la multiplicacién viral se observd en forma importante con una
concentracidén de foscarnet de 1 mM y con 2 mM fue casi total (Panel A, carriles 5-7).
En estas condiciones, no se detecté RNA de doble hebra en el medio de incubacion de las
células infectadas, control y tratadas con PFA.

Cuando se determind el efecto de PFA sobre [a sintesis de subparticulas de SA1l
en células MA104 infectadas se procedié como en el experimento descrito anteriormente,
preincubando las células en ausencia y presencia de 3 mM de foscarnet, durante 2,5
horas, Luego, se infectd con 10 u.fp./célula de SA1l y se incubd durante 6 horas en
presencia de [*S]-metionina en las mismas condiciones de la preincubacion. Las
subparticulas virales se analizaron segin el procedimiento ya descrito en Métodos. En las
células infectadas con SAll, en ausencia de foscarnet, se observd la sintesis de
subparticulas de cubierta simple y doble; sin embargo, cuando las células se trataron con
foscarnet se observé inhibicion de la sintesis de subparticulas virales, al igual que en el
caso del interferdn (Datos no mostrados).

Para determinar cual de las etapas de la morfogénesis de rotavirus que conducen a
la sintesis de RNA y subparticulas virales se encuentra afectada por la accién
antirotavirus de foscarnet, utilizando los sistemas libres de células descritos anteriormente
en esta tesfs, se analizé si este andlogo de pirofosfato presentaba un efecto directo sobre

Ia sintesis de MRNA y RNA(-) de rotavirus.
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FIGURA 18

EFECTO DE FOSCARNET SOBRE LA REPLICACION DE ROTAVIRUS SA1l,
EN CELULAS MA104 INFECTADAS.

PANEL A: Células MA104, preincubadas 2,5 horas con las concentraciones indicadas
de Foscarnet, se infectaron con 1 y 10 u.fip./célula de SAll y posteriormente se
incubaron en presencia de 20 pCi/ml de **P-H,PO, y con las siguientes concentraciones
de foscarnet: 0 mM (carriles 1 y 5), 1 mM (carriles 2 y 6), 2 mM (carriles 3 y 7) y 3 mM
(carril 4), La figura corresponde a una autorradiografia de un gel de poliacrilamida,
donde se analizé mediante electroforesis el RNA viral extraido desde las células 8 horas
postinfeccién., Se indica la migracién de los 11 segmentos de RNA gendmico de
rotavirus.

PANEL B: La figura corresponde a una autorradiografia de un gel de poliacrilamida,
donde se analiz6 mediante electroforesis el RNA viral extraido 8 horas postinfeceion,
desde el medio de incubacion de células MA104 infectadas con 10 u.fp./célula de SA11 y
tratadas con Jas concentraciones indicadas de foscarnet. Se indica Ia migracién de los 11
segmentos de RNA gendémico de rotavirus.
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4.2.- EFECTO DE FOSCARNET SOBRE LA SINTESIS DE mRNA in vitro.

El efecto de foscarnet sobre la trahscripcién de rotavirus in vitro se determind
utilizando viriones de SAll purificados y activados por calor, asi como también
subparticulas virales aisladas, que se agregaron a mezclas de transcripcion estdndar y se
incubaron en ausencia o en presencia de concentraciones crecientes de foscarnet,
utilizando 4 mM de cada uno de los XTP y 3H-UTP 0,24 mM (A.E.: 100 cpm/pmol). Al
término de la incubacion se determind la actividad de la RNA polimerasa de rotavirus
mediante la incorporacion de radioactividad asociada a material insoluble en acido. El
efecto de PFA se expreso como el porcentaje de actividad transcripcional obtenido
respecto a una reaccion realizada en ausencia del andlogo de pirofosfato.

Los resultados de la curva dosis-respuesta se muestran en la Figura 19 A. Se
observa que foscarnet inhibe la transcripcion de rotavirus en forma dosis-dependiente.
éuando se utilizaron viriones purificados, el 50 % de inhibicion se observé con
concentraciones aproximadamente de 180 pM llegando al 80 % con concentraciones de
800 pM. Una curva dosis-respuesta casi idéntica a la anterior se obtuvo con
subparticulas de rotavirus aisladas desde células MA104 infectadas con SA11; estas
preparaciones de subparticulas catalizan tanto la sintesis de RNA(+) como de RNA(-),
producto que no fue tratado con RNasa A. En estas condiciones, el 50 % de inhibicion se
obtuvo con aproximadamente 150 uM de foscarnet y el 80 % de inhibicién con 800 M
del andlogo.

En reacciones catalizadas por rotaviriones activados por calor, el efecto de
foscarnet sobre los productos de transcripcion se analizd mediante electroforesis en gel
de poliacrilamida-urea, visualizando los productosd por autorradiografia del gel. En la

Figura 19 B se observa el efecto inhibitorio dosis-dependiente de foscarnet sobre la

sintesis de los 11 segmentos de mRNA  de rotavirus, los cuales fueron afectados en igual
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FIGURA 19
EFECTO DE FOSCARNET SOBRE LA TRANSCRIPCION DE ROTAVIRUS
SA11 in vitfro.

PANEL A: Laactividad RNA polimerasa de viriones de SAIl activados por calor
( ® ) y de subparticulas de SA11 aisladas 6 horas p.i ( A } se determiné a través de la
incorporacién de *P-UMP en material insoluble en 4dcido en presencia de XTP 4 mM
cada uno, *P-UTP 40 pM (A.E.: 3000 cpm/pmol) y de concentraciones crecientes de
foscarnet. Los resultados se expresaron como el porcentaje de actividad transcripcional
remanente, respecto a una reaccidn control efectuada en ausencia del amalogo de
pirofosfato.

PANEL B: La figura corresponde a una autorradiografia de un gel de poliacrilamida-urea
donde se analizaron mediante electroforesis los productos de reacciones de transcripcion
in vitro, efectuadas en presencia de XTP 4 mM cada uno, *P-UTP 40 uM (A.E.: 3000
cpm/pmol) y de concentraciones crecientes de foscarnet. Se indica en la figura la
migracion de los 11 segmentos de mRNA sintetizados.




= \
- \ e
o v\
° (W
e A
- \\
7]
» W)
s \
ol LB
= \
\‘\
3 501+ \ \.\
2 L g
= \ ~a
s “""-. \\--.
-4 - - \“H-..
a! ~ A—- -—"'—"-"-‘.._E______:___
1 | 1 | }
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
PFA (mM)

A 2 3 4 o) 6 T
mRNA

f— e
e—— =
=W » -
— - - - -
66— -_ e -
= eess= -
10— - @y - = =
11——-—‘—""‘""‘

o g ¢ = g & 2

o‘ O (@]

[PFA] (mM)




69
proporcién. La adicién de concentraciones de foscarnet superiores a 0,8 mM inhiben

préacticamente en forma total la transcripcion de rotavirus.

4.3.- EFECTO DE FOSCARNET SOBRE LA SINTESIS DE RNA(-) in vitro.

El efecto de foscarnet sobre la sintesis de RNA de doble hebra in vitro se
determiné agregando concentraciones crecientes del analogo a mezclas de reaccién
estindar que contenian subparticulas de SA11, XTP 4 mM cada uno y *P-UTP 40 uM,
(A.E.: 3000 cpm/pmol). Al término de la incubacion y luego del tratamiento con RNasa
A, las muestras se analizaron como estd descrito anteriormente.

En la Figura 20 se observa una autorradiografia de un gel de poliacrilamida en el
cual se analizaron mediante electroforesis los produc'tos de reacciones realizadas en
presencia de 0; 0,08; 0,16; 0,32; 0,6 y 1,2 mM de foscarnet (carriles 1 - 6). Se indica la
migracién de cada uno de los 11 segmentos de RNA de doble hebra de rotavirus. Es
posible observar que el foscarnet inhibid en forma dosis-dependiente a la RNA polimerasa
viral, en el mismo rango de concentracidén en que ocurre la inhibicion de la actividad de
transcripcién del RNA de rotavirus in vifre (Figura 19). Asi, con una concentracién de
foscarnet de 320 M se observa una inhibicion superior al 80 %.

4.4.- EFECTO DE FOSCARNET SOBRE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL
DE ROTAVIRUS SAil Y DE LA MUTANTE TERMOSENSIBLE DE

1

ROTAVIRUS SAl1l, tsC. |

Considerando que foscarnet inhibe la transcripcion de rotavirus en forma dosis
dependiente, ¥ que esta descrito que actia sobre RNA polimerasas, se compard el efecto

de foscarnet sobre la actividad de sintesis de mRNA por viriones de SA11 y de la mutante
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FIGURA 20

EFECTO DE FOSCARNET SOBRE LA SINTESIS DE RNA(-) in vifro
CATALIZADA POR SUBPARTICULAS DE ROTAVIRUS SA11.

La figura muestra una autorradiografia de un gel de poliacrilamida en el cual se
analizaron mediante electroforesis los productos de reacciones de sintesis de RNA(-) in
vitro realizadas en presencia de XTP 4 mM cada uno, *P-UTP 40 uM (A.E.: 3000
cpm/pmol) y las concentraciones indicadas de foscarnet. Al final de la reaccion todas las
muestras se trataron con RNasa A. Se indica en la figura Ja migracién de los 11
segmentos genémicos sintetizados.
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termosensible de SA11, tsC. La mutante tsC posee una mutacion en el gen 1, que codifica
para la proteina VP1, la cual se postula es la RNA polimerasa viral. Tanto el virus
silvestre como el virus mutante se incubaron en iguales condiciones a 45 °C por 30
minutos, temperatura permisiva in vitro para la mutante (Mufioz y col. 1995).

En la Figura 21 se observa el comportamiento de las dos cepas virales cuando se
analizd la sintesis de RNA(4) en presencia de concentraciones crecientes del andlogo de
pirofosfato. La actividad de ambos virus fueron inhibidas por foscarnet en forma
dosis-dependiente; sin embargo, la mutante tsC presenta una mayor resistencia a la
inhibicién de la transcripcién por foscarnet (C.1sp de 0,18 mM para SA11 silvestre y de
0,37 mM para la mutante tsC).

5.- EFECTO DE ANALOGOS DE NUCLEOSIDOS DERIVADOS DE 3'-AdT
SOBRE LA REPLICACION DE ROTAVIRUS SA11 EN CELULAS MA104.

Se analiz6 el efecto de anélogés de nucledsidos sobre la sintesis de RNA de doble

hebra de SA11 en células infectadas. Se estudiaron los siguientes compuestos: 3'-AdT,
3-MMAJT, 3-DMAJT, 3'-MEAJT, 3-DEAJT, 3'-MPrAdT y 3-DPrAdT, determinando
en primer lugar el rango de concentraciones en las cuales estos compuestos no
presentaban citotoxicidad. Posteriormente, se determind el efecto de estos compuestos
sobre la sintesis de RNA de doble hebra en células MA104 infectadas con rotavirus SA11
en distintas condiciones, siempre dentro del rango en que los compuestos no presentaron
efecto citotoxico, no observando disminucion de la sintesis de RNA de doble hebra en
ninguna de las condiciones utilizadas (Datos no mostrados). Cuando se incorporé DEAE-

dextrén al sistema, el que se utiliza para aumentar la entrada de compuestos que tienen
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FIGURA 21

EFECTO DE FOSCARNET SOBRE LA TRANSCRIPCION in vitro
CATALIZADA POR PARTICULAS VIRALES DE ROTAVIRUS SA11 Y DE LA
MUTANTE TERMOSENSIBLE, tsC.

La actividad RNA polimerasa de particulas purificadas de SA11 silvestre (o ) y de
la mutante termosensible tsC (A), activadas por calor, se determind en presencia de XTP
4 mM cada uno, *P-UTP 40 pM (A.E.: 3000 cpm/pmol) y de concentraciones crecientes
de foscarnet mediante la incorporacion de *H-UMP a material acido-insoluble. Los
resultados se expresaron como el porcentaje de actividad transcripcional remanente,
respecto a una reaccion control efectuada en ausencia de andlogo.
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dificultades para atravezar la membrana celular, tampoco se observéd inhibicion de la
produccion de RNA gendémico viral por el tratamiento con 3'-AdT y sus derivados. No se
analiz6 el efecto de preincubar las células con estos compuestos antes de la infeccién

viral.

6.- EFECTO DE ANALOGOS DE NUCLEOTIDOS SOBRE LA ACTIVIDAD
TRANSCRIPCIONAL DE SA11 Y DE MUTANTES TERMOSENSIBLES.
6.1.- EFECTO DE 3'-AdTTP SOBRE LA TRANSCRIPCION in vitro DE SA11.

El efecto de 3'-AdTTP sobre la sintesis de RNA(+) de SAll in vitro, se
determind en las condiciones descritas en Métodos, usando XTP 0,1 mM cada uno y *H-
UTP 0,24 mM (A.E.:100 cpm/pmol). En la figura 22 A se observa que 3"-AdTTP inhibid
la sintesis de mRNA in vitro en forma dependiente de la concentracion, con una C.1,, de
0,4 mM. Este efecto, sin embargo, se observé a concentraciones mayores de 3-AdTTP
que las requeridas, en las mismas condiciones, para obtener un efecto inhibidor de la
transcripcion in vitro con los andlogos de ATP: AraATP, AraCTP o CordTP , cuyas
C.L,, en estas condiciones fueron de 0,03; 0,04 y 0,02 mM respectivamente (Figura 22
B). Cuando se analizd el efecto de 3'-AdTTP sobre la sintesis de RNA(-) in vitro se
observé también un efecto inhibidor en el mismo rango de concentracién en el cual se

observd el afecto sobre la transcripcion in vifro (Datos no mostrados).

6.2.- EFECTO Dﬁ ARA-ATP Y CORD;TP EN LA :I‘RANSCRIPCION in vitro DE
SA11 Y DE LAS MUTANTES TERMO%ENSIBLES tsB Y tsC (Mufioz y col 1995).

"7 Se compard el efecto de los andlogos de nucledtidos AraATP y CordTP sobre la
sintesis de mRNA efectuada por viriones de SA11 y de las mutantes termosensibles en los

genes que codifican para VP1 y VP3, tsC y tsB respectivamente. En reacciones
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efectuadas con XTP 0,1 mM cada uno, *H-UTP 0,24 mM (A.E.:100 cpm/pmol) y
concentraciones crecientes del andlogo de nucledtido, las C.Ls, observadas fueron
respectivamente de 0,02 mM, 0,06 mM y 0,07 mM para SA1l, tsC y tsB al analizar el
efecto de CordTP sobre la sintesis de mRNA viral y de 0,04 mM, 0,06 mM y 0,11 mM
para SA11, tsC y tsB al realizar las reacciones en presencia de concentraciones crecientes
de AraATP. Los resultados de reacciones efectuadas en presencia de 0,16 mM de cada
uno de los andlogos se muestran en la Figura 23. Se observa que los compuestos
analizados afectaron en forma diferente la transcripcion de la mutante tsC respecto de la
cepa silvestre, presentando tsC una mayor resistencia a la inhibicién de la sintesis de
mRNA por estos compuestos. La cepa termosensible tsB también mostré una mayor
resistencia a la accion de CordTP, mientras que en presencia de AraATP la transcripcién
in vitro de tsB es semejante a la observada con la cepa de SAI1 silvestre. Esto puede
estar de acuerdo con los mecanismos de inhibicion competitivo y mixto para AraATP y

CordTP respectivamente (Pizarro y col. 1991 b).
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FIGURA 22
EFECTO DE ANALOGOS DE NUCLEOTIDOS SOBRE LA TRANSCRIPCION
in vitro DE ROTAVIRUS SAll.

PANEL A: EFECTO DE 3'-AdTTP.

La actividad RNA polimerasa de viriones de SA11 activados por calor, se determiné en
presencia de concentraciones crecientes de 3-AdTTP, mediante la incorporacion de *H-
UMP a material acido-insoluble en reacciones efectuadas con 0,1 mM de cada uno de los
XTP. Los resultados se expresaron como el porcentaje de actividad transcripcional
remanente, respecto a una reaccion control efectuada en ausencia de analogo.

PANEL B: EFECTO DE ARA-ATP, ARA-CTP Y CORD-TP.

La actividad RNA polimerasa de viriones de SA11 activados por calor, se determind en
presencia de concentraciones crecientes de Ara-ATP (O ), Ara-CTP (0 ), y Cord-TP
( A ) mediante la incorporacién de *H-UMP a material dcido-insoluble en reacciones
efectuadas con 0,1 mM de cada uno de los XTP. Los resultados se expresaron como el
porcentaje de actividad transcripcional remanente, respecto a uma reaccién control
efectuada en ausencia de andlogo.
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' FIGURA 23
EFECTO DE ARA-ATP Y CORD-TP SOBRE LA TRANSCRIPCION in vitro
CATALIZADA POR LAS MUTANTES TERMOSENSIBLES tsC Y tsB.

|
La actividad RNA polimerasa de viriones de SA11 silvestre y de las mutantes tsB y tsC,
activados por calor, se determiné en presencia de XTP 0,1 mM cada uno, *H-UTP 0,24
mM (A.E.:100 cpm/pmol) y de 0,16 mM de AraATP 6 0,16 mM de CordTP, mediante la
incorporacién de *H-UMP a material cido-insoluble. Los resultados se expresaron como
el porcentaje de inhibicién respecto a una reaccién control efectuada en ausencia de
andlogo. Las barras representan el aumento en la resistencia a la accién del andlogo,

comparado con la cepa de SA11 silvestre.
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DISCUSION

La formacion de la progenie viral requiere de una serie interaccionada de eventos,
que ocurren a tiempos muy definidos del ciclo infectivo. Al igual que en el resto de los
virus de la familia Reoviridae, la particula de rotavirus tiene asociada una actividad RNA
polimerasa RNA dependiente que es activada tanto por la pérdida de la cubierta externa o
por accién de la temperatura (Sandino y col 1986, Cohen y col. 1979, Spencer y Arias
1981). La RNA polimerasa utiliza como templado el RNA de doble hebra genomico en la
sintesis de Ia hebra de RNA(+) (mRNA viral), que es extruida de la particula al medio.
Parte del RNA(+) sintetizado es utilizado en la sintesis de proteinas y otra como
templado en la sintesis de la hebra de RNA(-), la que permanece asociada al RNA(+)
generando el RNA de doble hebra. Esta sintesis ocurre con cada uno de los mRNA, por
lo que se generan los 11 segmentos de RNA genGmico (Estes y Cohen 1989, Estes 1990,
Patton 1993). La actividad RNA polimerasa que cataliza la sintesis del RNA(-) es parte
de una familia de subparticulas virales, que son diferentes de las que sintetizan el RNA(+)
(Patton 1986, Gallegos y Patton 1989, Mansell y Patton 1990).

El objetivo de esta tesis fue estudiar los eventos que conducen a la sintesis de los
diferentes tipos de RNA viral y su efecto en la morfogénesis viral. Basado en los
resultades que muesiran que tanto la composicién polipeptidica y el RNA molde
utilizado varfa en las subparticulas que tienen actividad de sintesis de mRNA, respecto a
las que sintetizan RNA de doble hebra, se analizo el comportamiento de estas
subparticulas frente a la accion de compuestos antivirales que afectan directamente la

actividad de enzimas involucradas en la sintesis de acidos nucleicos. Los compuestos
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antivirales analizados in vivo fueron analogos de nucledsidos, el andlogo de pirofosfato
foscarnet e interferén, mientras que in vitro, el anélisis de la sintesis de RNA(+) y
RNA(-) se realizé con AraATP, AraCTP, CordTP, 3-AdTTP y ATP-dialdehido, con
foscarnet y con compuestos de la serie 2',5'-oligoadenilatos, que son intermediarios de la
accion de interferén.

Este estudio utiliza un ensayo in vifro que permite determinar la actividlad RNA
polimerasa en la sintesis del RNA(+) (transcripcion) (Spencer y Arias 1981, Pizarro y col.
1991) y un ensayo ir vifre que permite determinar la actividad RNA polimerasa en la
sintesis del RNA(-), el que se desarrollo en esta tesis. La utilizacién de estos sistemas
libres de células, para caracterizar funcionalmente las particulas que realizan la sintesis de
RNA de rotavirus, ofrece la ventaja de determinar que el efecto de los andlogos en la
morfogénesis de rotavirus no se deba necesariamente a una interferencia con actividades
enzimaticas celulares, no asociadas a procesos directamente relacionados con la
morfogénesis viral,

Para la sintesis de RNA(-) in vitro se utilizaron subparticulas virales aisladas a
tiempos tempranos post-infeccién cuando, en nuestras condiciones experimentales, ya se
detecta la sintesis de RNA de doble hebra en células infectadas con SA1l, lo que indica
que un activo proceso de sintesis de RNA(-) se estd llevando a efecto in vivo. El ensayo
de sintesis de RNA(-) in vitro, desarrollado en esta tesis, se basé inicialmente en un
método descrito (Patton 1986), que en nuestras condiciones de trabajo presentd una baja
eficiencia en la sintesis de RNA de doble hebra. Considerando que VPI, identificada
como la RNA polimerasa que cataliza Ia sintesis de mRNA (Valenzuela y col. 1991),

también se encuentra presente en las subparticulas que catalizan la sintesis de RNA(-), la”

sintesis de RNA(-) se estudié en las condiciones en que s efectiia Ia transcripeion in

vifro en nuestro laboratorio.




80

La actividad RNA polimerasa que cataliza la sintesis de los segmentos de RNA(-)
in vitro es dependiente de la concentracion de subparticulas y del tiempo post-infeccion al
cual éstas se obtienen. Las subparticulas virales obtenidas 3-4 horas postinfeccién
sintetizan menos RNA de doble hebra in vitro que subparticulas aisladas 6-8 horas post-
infeccion desde igual cantidad de células infectadas. Esto se relaciona directamente con la
cantidad de RNA de doble hebra sintetizado en las células a estos tiempos postinfeccion.
Los resultados anteriores pueden explicarse porque el ensamblaje de las diferentes
subpartfculas virales requiere, ademids de RNA, de la sintesis previa y en cantidad
apropiada de las proteinas que las componen, cuya sintesis varia durante el ciclo infectivo
(Johnson y McCrae 1989).

La temperatura de incubacién y el pH de la reaccidon fueron también factores
analizados, encontrando que al efectuar la reaccién a 45 °C y a un pH 8,5 (condiciones
idénticas a las utilizadas para la transcripeidn in vitro), se obtenia mayor cantidad de
producto que si la incubacién se realizaba a 30 °C y pH 7,7, como se habia descrito
anteriormente (Patton 1986). La concentracién Sptimas de nucledtidos y de sales para
una eficiente sintesis de RNA(-) in vitro también correspondieron a las requeridas en la
sintesis dez los mRNA virales in vifro (Spencer y Arias 1?381, Pizarro y col. 1991 b). La
principal diferencia entre las reacciones de ﬁanscripcién y de replicacién del RNA in vitro
radica en la calidad de las particulas virales utilizadas y en que la cantidad de producto
RNA de dot;le hebra no es dependiente de la presencia de S-adenosilmetionina (Datos no
mostrados).

Los resultados obtenidos muestran que el ensayo desarrollado permite determinar
tanto la sintesis de RNA(+) como de RNA(-), lo cual indica que la fraccion de

subparticulas utilizada es heterogenea y estd compuesta por varios tipos de subparticulas

que tienen diferente funcién, corroborando resultados obtenidos anteriormente por ofros

¥
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investigadores (Helmberger-Jones y Patton 1986). Con un tratamiento controlado con
RNasa A, enzima que degrada con mayor eficiencia el RNA de simple hebra que el RNA
de doble hebra, fué posible eliminar el RNA(+) sintetizado y discriminar exclusivamente
la actividad de subparticulas que catalizan la sintesis de RNA(-), cuyo producto es el
RNA de doble hebra viral,

En el sistema desarrollado, las subparticulas de SA11 también pueden sintetizar
RNA(-) utilizando como molde RNA mensajeros virales exdgenos, obtenidos por
transcripcién in vitro con particulas virales de distintas cepas de rotavirus. Esta
caracteristica se comprob6 al incubar 3P-mRNA viral exdgeno con subparticulas de
SAl1, en una mezcla de reaccion para la sintesis de RNA(-) que contenia UTP frio. El
resultado de esta reaccion in vitro fué la sintesis de 11 segmentos de RNA de doble hebra
marcados radioactivamente con 32P, que tienen una migraci6n electroforética idéntica a la
de los segmentos gendmicos de la cepa de rotavirus utilizada para generar los 32p_mRNA.
La sintesis de RNA('-), realizada en estas condiciones, se observé tanto al incubar las
subparticulas de SA11 con mRNA homélogo (**P-mRNA-SA11), como al incorporar al
sistema de sintesis de RNA(-) in vitro, mRNAs heterdlogos (*P-mRNA-CC86 o *’P-
mRNA-tsC). El genoma de las cepas virales utilizadas para generar los mensajeros
heterdlogos, utilizados como RNA molde exdgeno en la sintesis de RNA(-), presenta una
movilidad electroforética diferente al de la cepa de rotavirus SA1l. Los resultados
anteriores tienen gran import;mcia puesto que hasta ahora, los estudios realizados por el
érupo de Patton indicaban que las subparticulas sélo eran capaces de elongar cadenas de
RNA(—) preiniciadas. En rotavirus se desconoce actualmente como ocurre el proceso de
iniciacion de la sintesis de RNA, pero aparentemente’"no se requiere de la sintesis de un
RNA partidor, asi como tampoco se han encontrado proteinas asociadas covalentemente

con el RNA, las cuales en algunos sistemas proporcionan el grupo -OH libre al cual se
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une el primer nucledtido. El hecho de que en nuestro sistema ocurriera sintesis de RNA
de doble hebra de una cepa heterdloga de rotavirus, al incorporar un mRNA molde
exdgeno, es una evidencia de que este ensayo de sintesis de RNA(-) in vifro permite
tanto la iniciacion como la elongacion de las cadenas de RNA(-).

En células infectadas con rotavirus no se ha encontrado RNA(-) y tampoco RNA
de doble hebra libre en el citoplasma, sino que siempre estdn asociados a subparticulas
virales (Patton 1986, Patton 1993, Estes 1990). Es por esto que las subparticulas que
catalizan la sintesis de RNA(-) se han considerado verdaderos intermediarios
morfogénicos de la ruta de armado de la progenie viral (Patton 1986, Patton 1993, Estes
1990). La composicién polipeptidica de estos intermediarios, que se ban denominado
“precore-RI", "core-RI" y "ss-RI", es variable y contienen tanto proteinas estructurales
como no estructurales (Gallegos y Patton 1989).

En este estudio se analizo si los productos de la reaccion de sintesis de RNA(-) in
vitro se encontraban asociados a las distintas subparticulas de rotavirus, Se encontré que
efectivamente al realizar la reaccion en las condiciones descritas, los productos RNA de
doble hebra se encontraban asociados a una fracciéon de subparticulas tipo "core" 6
"pre-"core“. La asociacién de los productos de sintesis de RNA(-) in vifro con las
subparticulas del tipo descrito se dedujo al comparar"su distribucién en gradientes de
sacarosa, respecto a subparticulas virales marcadas in vivo con *S-metionina. Estos
resultados sugieren que en el ensayo de sintesis de RNA(-) in vifro, el mRNA exogeno es
utilizado como molde en la sintesis de la hebra negativa e incorporado en una
subparticula (transencapsidacion del RNA de doble hebra sintetizado). En estas

condiciones no se obtuvo RNA viral encapsidado en subparticulas de mayor tamafio, tipo

virus de cublerta simple o cubierta doble, probablemente debido a Ia faita de cantidades

H

apropiadas de las proteinas que componen la cubierta viral interna y externa. Las

i
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subparticulas formadas en esta reaccion deben estar formadas por proteinas virales de la
fraccion viroplasma de SA11, tnica fuente de proteinas presente en la reaccion.

El hecho de que el genoma de rotavirus sea segmentado offece una dificultad
adicional al proceso de sintesis de la progenie viral correcta, cual es requerir de una etapa
que permita el adecuado ordenamiento 6 "assortment” de los 11 segmentos de RNA(+)
utilizados como molde en la sintesis del genoma viral. Se ha postulado que en este
proceso es determinante la participacién de las proteinas no estructurales de rotavirus
NSP1 (NS53), NSP2 (NS35), NSP3 (NS34) y NSP5 (NS26), ya que se han encontrado
asociadas a los intermediarios morfogénicos aislados desde las células infectadas con
rotavirus: "precore-RI", "core-RI" y "ss-RI" (Patton 1993, Gallegos y Patton 1989).

Trabajos recientes (Chen y Ramig 1993a, Chen y Ramig 1993b) han demostrado
que la conversién de particulas core en particulas de cubierta simple, y de éstas en
partiéulas de cubierta doble, puede ocurrir en ausencia de proteinas no estructurales in
vitro, resultados que sugieren que in vivo las proteinas no estructurales asociadas a los
intermediarios de replicacién no participarian necesariamente en la unién de proteinas
estructurales a intermediarios morfogénicos. Por otro lado, recientemente también se
informé que particulas core obtenidas por desensamblaje in vitro de rotaviriones
maduros, tratados posteriormente para vaciar el contenido de RNA de doble hebra ("core
abierto™), son capaces de catalizar Ia sintesis de RNA de doble hebra in vitro en ausencia
de proteinas no estructurales (Chen y col. 1994), con lo cual aparentemente se descartaria
también la participacién de proteinas no estructurales como parte del complejo con
actividad RNA polimerasa que cataliza la sintesis del RNA(-). Sin embargo, a diferencia
del siéicema de sintesis de RNA de doble hebra in vifro descrito (Chen y col. 1994), donde

los diferentes segmentos de RNA de doble hebra de rotavirus no se sintetizan en

cantidades equimolares y algunos de los cuales no se sintetizan, el ensayo desarrollado en

1
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esta tesis, que utiliza una fraccién particulada que contiene tanto proteinas virales
estructurales como no estructurales, permite obtener los 11 segmentos de RNA. de doble
hebra de la cepa heter6loga usada para generar los mRNA que sirven de RNA molde. Es
importante sefialar que en estos geles solo se observan bandas discretas y no aparecen
otros productos de RNA de doble hebra de menor tamafio. Estos resultados sugieren que
aparentemente la sintesis de RNA(-) ocurre de extremo a extremo del gen y que en
nuestras condiciones, ademas de actividad RNA polimerasa, podria estar ocutriendo
"assortment” con lo cual los 11 segmentos genémicos se ordenan y encapsidan en una
particula. Un estudio densitométrico de la radioactividad asociada a cada uno de los
segmentos gendmicos sintetizados y asociados a subparticulas seria de vital significancia
para determinar si los segmentos de RNA. de doble hebra que se producen en la reaccién
de sintesis de RNA(-) in vitro se encuentran en cantidades equimolares.

Considerando que estudios anteriores han mostrado que las secuencias en los
extremos 3' y 5' son conservadas en los 11 segmentos genémicos de rotavirus (Imai y col.
1983, McCrae y McCorquodale 1983), estudios de delecién y/o mutacion en estas
regiones podrian ent;egar la clave respecto a las sefiales que median el reconocimiento de
los segmeﬁtos gendmicos que serén incorporados a la particula viral. Por otro lado, en
estudios destinados a aclarar este proceso tna herramienta promisoria seria la utilizacién
de "RNA antisense” para inhibir no solo el "assortment” sino también Ia sintesis de
RNA. Los ensayos de transencapsidacién im vifro desarrollados por Chen y col.
permiten el rescate de progenie viral infectiva a partir de particulas core, las cuales por
adicion secuencial de VP6 y luego de VP4 y VP7 dan lugar a la formacién de particulas
de cubierta simple y de cubierta doble respectivamente (Chen y col. 1993 a, Chen y col.
1993 b). El ensayo descrito en este trabajo podria convertirse en un eslabon importante

de la ruta de morfogénesis de rotavirus in vitro, si las subparticulas tipo core o precore
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obtenidas sirven de sustrato al cual adicionar las proteinas de la cubierta interna y externa
del virus. De esta forma, la reaccién de transencapsidacién del RNA de doble hebra de
rotavirus in vitro, descrita en esta tesis, podria tener importantes proyecciones
posteriores en estudios destinados a examinar los roles de proteinas estructurales y no
estructurales en el ensamblaje de las particulas virales y en la sintesis del RNA de doble
hebra. Para ésto, la expresion de proteinas estructurales y no estructurales expresadas en
baculovirus, utilizadas individualmente o en conjunto, serd de importante utilidad. Por
otro lado, este ensayo podria ser de utilidad en investigaciones destinadas a determinar
las sefiales presentes en los segmentos de mRNA que posibilitan el adecuado
ordenamiento de los 11 segmentos que se utilizardn como molde en la sintesis del RNA
de doble hebra, asi como podria convertirse en un mecanismo para introducir genes
virales alterados por manipulacién genética en estudios destinados a la obtencion de
nuevas cepas virales posibles de utilizar como vacunas.

A diferencia de otros virus en los cuales el genoma sintetizado se incorpora a
cépsides virales preformadas, en rotavirus y en otros virus cuyo genoma es RNA de doble
hebra parece ser que la sintesis del genoma viral ocurre en forma simultdnea con el
ensamblaje de las particulas virales en el proceso de formacion de la progenie. Por lo
tanto, en la reaccién de transencapsidacién del RNA viral in vitre posiblemente los
segmeﬁtos de RNA(+) se asocian a proteinas virales y en forma concomitante dan lugar a
la formacién de subparticulas virales que presentan la actividad RNA bolimerasa RNA
dependiente requerida para la sintesis de las hebras de RNA(-). Alternativamente, los
segmentos de RNA(+) podrian ser incorporados en procdpsides con actividad RNA
poliﬁlerasa, y de esta forma dar lugar a Ia sintesis de RNA(-). Los resultados de Chen y
cols., serian evidencia de esta tltima posibilidad, ya que tanto "cores abiertos" obtenidos

de virus nativo, o particulas obtenidas por coexpresion de genes de rotavirus que
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codifican para VP1, VP2 y VP3, usaban mRNA ex6geno como molde en la sintesis de
RNA de doble hebra (Chen y col. 1994). Otros resultados obtenidos con proteinas virales
expresadas en baculovirus, las cuales son capaces de asociarse y formar estructuras
similares a particulas virales que no contienen 4cido nucleico en su interior, pueden ser
evidencia de la formacion de procépsides virales (Zeng y col. 1994, Labbé y col. 1991,
Sabara y col. 1991). En todo caso, de formarse procépsides, éstas no incorporarfan RNA
de doble hebra ni RNA(-) sino que RNA(+), como lo indican estudios realizados in vitro
e in vivo (Chen y col. 1994, Gorziglia y Collins 1992).

Utilizando el ensayo de sintesis de RNA(-) in vitro, desarrollado en esta tesis, y el
ensayo de sintesis de RNA(+) in vitro, ya disponible, se estudid el efecto de diferentes
andlogos de: nucledtidos (AraATP, AraCTP, CordTP, ATP-dialdehido, 3'-AdTTP), de
oligonucledtidos (compuestos de la serie 2',5-oligoadenilatos y algunos 3'5%-
oligoadenilatos) y de pirofosfato (foscarnet), sobre la sintesis de ambos tipos de RNA

Los andlogos de nucledtidos AraATP, AraCTP, CordTP y ATP-dialdehido,
inhibieron tanto la sintesis de mRNA como la sintesis de RNA(-) de rotavirus in vitro, y
ambos procesos con eficiencia muy similar. El andlisis del efecto de estos compuestos
sobre la transcripcidn se realizd anteriormente (Pizarro J. M. 1990, Pizarro J. M y col.
1991) y ademis en esa tesis obteniendo aproximadamente un 50 % de inhibicién del
proceso in vitro (Cl.sy) utilizando respectivamente 2,4; 2,6; 2,0; y 1,4 mM de los
analogos AraATP, AraCTP, CordTP y ATP-dialdehido, en una mezcla de reaccion que
contenia 4 mM de cada uno de los nucledtidos. Atin cuando no es posible establecer en
forma precisa las C.L s, en los estudios de inhibicion de la sintesis de RNA(-) in vitro con

los andlogos de nucleotidos, ya que no se realizaron estudios densitométricos de la

radioactividad asociada a los segmentos de RNA de doble hebra producidos en Ia
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reaccién, se observa en las Figuras 9-11 que la sintesis de RNA(-) in vitro fue inhibida
alrededor del 50 % o mas con 2mM de AraCTP, 2 mM de CordTP y con 1 mM de ATP-
dialdehido respectivamente, en reacciones que contenian 4 mM de ATP, CTP y GTP. En
el caso de AraATP, tanto en la sintesis de RNA(+) como en la sintesis de RNA(-) in vitro
y en mezclas de reaccién que contenian 0,2 mM de cada uno de los nucleétidos las C.15,
fueron de aproximadamente 0,2 mM de AraATP. Otro andlogo de nucledtido estudiado,

L.AJTTP, también mostré tener un efecto inhibidor en ambos procesos de sintesis de
RNA viral in vitro en un rango similar de concentracion, con una C.Ls, de 0,42 mM en la
sintesis de mRNA y de 0,6 mM aproximadamente en la sintesis de RNA(-). El hecho que
el ATP-dialdehido inhiba mas fuertemente la sintesis de RNA de rotavirus que los otros
andlogos de nucledtidos, puede relacionarse con su capacidad de unirse en forma
covalente a la proteina VPI, Ta RNA polimerasa viral,‘que de esta forma es inactivada.
Los otros compuestos, en cambio, inhiben en forma reversible la actividad RNA
pélhnef‘hsa.

En el proceso de elongacion, compuestos como CordTP, ATP-dialdehido y 3™
AdTTP puedeﬁ actuar como terminadores de cadena al sustituir a un ribonucleétido en la
cadena de RNA que se esta sintetizando por accién de la RNA polimerasa e impedir que
el siguiente enlace se forme, al no poseer estas moléculas el grupo 3' hidroxilo libre. Los
andlogos AraATP y AraCTP no son terminadores de cadena obligados, pero su
incor;;oracic'm a cadenas en crecimiento dificulta la elongacién (Reid y col. 1988). Los
analogos de ATP estudiados podrian interferir ademds con la iniciacion y/o con la
elongacién de las cadenas de RNA al interferir con Ia hidrolisis de ATP, lo que ha sido
descrito en otros virus (Shuman yncol. 1950, Broyles y Moss 1988, Broyfes y col. 1988,

Testa

N E!

y Banerjee 1979).

Un comportamiento similar al mostrado por los andlogos de nucledtidos se

[
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obtuvo con el andlogo de pirofosfato foscarnet, compuesto que inhibid casi totalmente la
actividad RNA polimerasa de subparticulas virales en la sintesis de RNA(+) y RNA(-) ¥
de rotaviriones activados por calor en la sitesis de RNA(+), 2 una concentracién de 2
mM. Por analogia con el efecto que presenta sobre DNA polimerasas, este compuesto
puede inhibir la sintesis de RNA viral al interactuar con la RNA polimerasa de rotavirus
en el sitio de union de pirofosfato.

Varias evidencias sefialan que la proteina VP1 es la RNA polimerasa que cataliza
la sintesis de mRNA en rotavirus (Chen y col. 1990, Muiioz y col. 1995, Cohen y col.
1989, Mitchell y Both 1990, Valenzuela y col. 1991). Con el objeto de determinar si la
actividad enzimética de esta proteina, era afectada por foscarnet, se comparé el efecto de
este compuesto sobre la actividad de sintesis de mRNA por particulas virales de SA11 y
de la mutante termosensible en VP1, tsC. La cepa tsC fue obtenida por rutagénesis
quimica de la cepa SA11 silvestre y su caracterizacién ha demostrado que posee un
fenotipo de sintesis de RNA de simple hebra y de doble hebra negativo a temperatura
restrictiva (Chen y col. 1990). La mutante tsC presenté una mayor resistencia a la
inhibicién de la transcripcién por foscarnet que la cepa de rotavirus silvestre (C.Ls, de
0,37 y 0,18 mM respectivamente, utilizando una concentracién de XTP de 4 mM),
resultado que también se observd com AraATP (Clg de 0,11 y 0,04 mM
réspecti\famente, al utilizar una concentracién de 0,1 mM de XTP) y CordTP (C.L, de
0,02 y 0,06 mM respectiva}nente al utilizar una concentracién de 0,1 mM de XTP). Estos
resultados aportan ‘nuevas evidencias que avalan que la actividad RNA polimerasa que
cataliza la sintesis de los mensajeros de rotavirus estd presente en la proteina VPI,
alterando la mutacidn termosensible los sitios de unidn de nucleétidos y de pirofosfato.

Algunos estudios, sefialan que otra proteina del core con funciones enziméticas es

VP3. Al igual que VP1, VP3 se encuentra en bajo mimero de copias por virion y se le han
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detectado actividades de guanililtransferasa y ATPasa (Pizarro y col. 1991 a, Pizarro y
col. 1991 b, Véasquez y col. 1993, Liu y Estes 1989, Mitchell y Both 1990, Liu y col.
1992). Al utilizar los anilogos de nucledtidos AraATP y CordTP para caracterizar el
comportamiento en transcripeién de la mutante termosensible en el gen que codifica para
VP3, tsB, se observo que a diferencia de tsC, tsB presentd mayor resistencia sélo a la
acci6n de CordTP (C.Ls, de 0,07 y 0,02 respectivamente, utilizande 0,1 mM de cada uno
de los XTP). Este resultado, que es evidencia de la participacion de la proteina VP3 en la
stntesis del mRNA de rotavirus, puede estar de acuerdo con los mecanismos de inhibicidn
competitivo y mixto para AraATP y CordTP respectivamente (Pizarro, 1991).

En relacion al efecto de anilogos de oligonucledtidos, Ia sintesis de RNA(+) in
vitro fue inhibida por 2',5'-A de cadena més bien larga (igual o superior a cuatro residuos
de adenina), a diferencia de lo observado para otras polimerasas virales (transcriptasa
reversa de HIV-1 y RNA polimerasa del virus de la estomatitis vesicular) donde son
compuestos de cadena corta los que provocan inhibicion de la actividad enzimatica (Liuy
Owens 1987, Montefiori y col. 1989). La inhibicién de la transcripcién in vitro por 2',5'-
oligoadenilatos no dependi6 sélo del largo de la cadena, sino que ademas de la
fosforilacion del extremo 5' y de la caracteristica del enlace fosfodiéster del
oligoadenilato.

Con ninguno de los oligoadenilatos analizados se observé inhibicién de la sintesis
de RNA(-) in vitro, resultado que es significativo puesto que en estas reacciones se
utilizaron concentraciones de oligoadenilatos 2,5 veces superiores a las maéximas
concentraciones utilizadas para determinar el efecto de estos compuestos sobre la
transcripcion in vitro. Ademas, cabe hacer notar que en estas mismas condiciones de
reaccion, la adicion de AraATP provocé una fuerte inhibicion en la sintesis de los

productos RNA de doble hebra .
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Al analizar el mecanismo de inhibicién de la transcripcion in vitro con 2',5'
tetraoligoadenilato monofosfato se obtuvo una inhibicién de tipo competitiva con una Ki
de 144 pM, en forma similar a lo descrito para el mecanismo de inhibicién de compuestos
2'5-A sobre la actividad de DNA topoisomerasas (Castora y col. 1991). Ademas del
efecto sobre topoisomerasas, se ha descrito la inhibicién de la metilacion del cap por
compuestos 2',5-oligoadenilatos (Castora y col. 1991, Goswami y col. 1982). En el caso
de rotavirus es posible que estas actividadés las catalice la protefna VP3, cuya actividad
ATPisica podria facilitar Ia abertura de las hebras del RNA utilizado como molde en la
transcripcién (Pizarro y col. 1991, Spencer y Garcia 1984). Se desconoce cual es la
proteina que tiene la funcién de metilar el cap presente en el mRNA de rotavirus, pero es
posible que también esta actividad la efectie VP3 en conjunto con su funcién de
guanililtransferasa, Si los 2',5'-oligoadenilatos estén afectando la funcién de VP3, los
resultados obtenidos in vitre pueden significar que ain cuando la proteina VP3 es muy
importante también en la sintesis del RNA(-) de rotavirus, como se ha determinado por
estudios realizados con la mutante termosensible tsB (Vasquez y col. 1993), debido a la
naturaleza del RNA utilizado como molde, que es de simple hebra, en la sintesis de
RNA(-) no serfa fundamental una actividad enzimética que permitiera la separacién de
hebras de RNA. Ademds, en este trabajo se observd que la adicidn de SAM no
estimulaba la sintesis de RNA(-) in vitro (Datos no mostrados). Por otro lado, si la
actividad enzimética inhibida por 2',5'-A es requerida sélo en Ia iniciacién de Ia sintesis de
RNA, ya sea del RNA(+) o del RNA(-), y no durante el proceso de elongacioén, y
considerando que el ensayo de sintesis de RNA(-) in vitro 'desarrollado en esta tesis,
mayoritariam;ente estaria dando cuenta de la elongacidn de hebras de RNA(-)
preiniciadas, es posible suponer que en estas condiciones no sea posible observar un

efecto inhibidor de los oligoadenilatos sobre la sintesis de RNA(-).
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En esta tesis también se estudié el efecto in vivo de antivirales cuyo mecanismo de
inhibicién de la replicacién de rotavirus puede ser explicado en base al efecto del mismo,
o de intermediarios inducidos por el antiviral en cuestién, sobre la sintesis de RNA viral
in vitro.

Los resultados obtenidos con Ios oligoadenilatos permiten proponer un
mecanismo para explicar la accion que en la morfogénesis de rotavirus tendria el
interferén, ya que los 2',5'- oligoadenilatos actiian como intermediarios en una de las vias
de respuesta a la accién antiviral del interferon y pueden interferir directamente con la
sintesis de dcidos nucleicos virales (Joklik 1990, Schréder y col. 1992, Subramanian y
col. 1990, Liu y Owens 1987, Montefiori y col. 1989). Estudios anteriores mostraron Ja
efectividad de la administracién de interferén a animales recién nacidos en el control de
diarreas producidas experimentalmente con rotavirus (Schwers y col. 1985, Derbyshire
1989). Sin embargo "no se estudié a que nivel del ciclo replicativo de rotavirus se
manifiesta esta accién antiviral de interferon.

En esta tesis, al analizar el efecto de interferdn a-2a sobre la morfogénesis de
rotavirus en células infectadas, se observd una accién temprana de interferon sobre el
ciclo rZapIicativo del virus, resultando en una inhibicién de la sintesis de mRNA, de RNA
de doble hebra y de subparticillas virales. Para determinar si la accion antirotavirus de
interferon estd mediada por un efecto directo sobre las etapas de la morfogénesis de
rotavirus, sintesis de RNA(+) y/o sintesis de RNA(-), se analiz6 el efecto de 2',5'-
oligoadenilatos sobre estos procesos in vifro. Los resultados obtenidos con los 2',5'-
oligoadenilatos indican que*lla acci6n temprana del interferén durante el ciclo replicativo

de rotavirus se manifiesta, al menos en parte, a través de un efecto inhibidor directo de la

sintesis de mRNA. Esta inhibicion de la transcripcion viral se traduce en una disminucion

3 -

de los mensajeros que son requeridos en la sintesis de proteinas y que ademds son
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utilizados como molde en la sintesis del RNA(-) de rotavirus, con las consecuencias ya
descritas en la sintesis de RNA de doble hebra genémico y de subparticulas virales.

En relacion al efecto de foscarnet sobre la morfogénesis de rotavirus en células
infectadas, al igual que con interferdn, se observd inhibicion de la sintesis de mRNA,
RNA de doble hebra y subparticulas virales. Los estudios in vivo con foscarnet muestran
que la muitiplicidad de infeccién es un factor importante para obtener una inhibicion
méaxima de la replicacién de rotavirus por este antiviral; al realizar la infeccion con 1
u.f.p./célula, se necesitd s6lo una concentracion 1 mM de PFA para obtener una
inhibicion completa de la replicacion de rotavirus, mientras que al infectar con 10
ufp/célula la sintesis de RNA viral gendmico observada en las células 8 horas
postinfeccién decrecié también en forma dependiente de la concentracidén utilizada pero
nunca totalmente. Las concentraciones utilizadas en estos estudios no causaron
citotoxicidad, lo que se comprobd por observacion del efecto citopético en ausencia de
infeccién y po;' estimacién de la viabilidad celular utilizando el método de exclusion del
colorante Azul de Tripan.

El mecanismo de la accion antirotavirus de foscarnet, observada en los cultivos
infectados tratados con este compue;.to, pueden ser explicados por el efecto que
foscarnet tiene sobre la sintesis de RNA viral en los sistemas Iibres de células utilizados
en este estudio. Debido a que este 6ompuesto inhibe tanto la sintesis de mRNA catalizada
por viriones purificados, como la de RNA(-) catalizada por subparticulas aisladas desde
células infectadas, y que la mutante termosensible en VP1 presenta una mayor resistencia
a la accién de este compuesto que la cepa silvestre, la actividad antiviral de foscarnet
sobre Ia replicacidn de rotavirus estd muy probablemente relacionada con Ia inhibicion

directa de la RNA polimerasa viral que cataliza la sintesis de ambos tipos de RNA. Este

efecto sobre la sintesis de RNA, al igual qué en el caso de interferoén, conduce a una
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inhibicién de la sintesis de proteinas y por ende de la sintesis de subparticulas virales
(Datos no mostrados).

En los estudios in vivo también se analizo el efecto del andlogo de timidina 3'-
amino-3-deoxitimidina (3-AdT) y algunos derivados de este compuesto sobre la
morfogénesis de rotavirus, no observando inhibicién de la replicacién viral con ninguno
de ellos. Esto se determind por la aparicion del efecto citopatico y por la sintesis de RNA
genémico viral en las células infectadas, en los rangos de concentracién en los cuales el
compuesto no presentaba signos de citotoxicidad. Es posible que la falta de inhibicion de

'-AdT sobre la replicacién de rotavirus en las células se deba a problemas en la entrada
del compuesto, o bien a dificultades en su conversién a la forma nucleotidica requerida
para presentar su efecto, ya que el andlogo de nucledtido 3'-AdTTP inhibid la sintesis de
RNA(+) y de RNA(-) de rotavirus in vitro. Observaciones similares con 3-AdT y 3'-
A:iTTP fueron realizadas anteriormente en retrovirus (Kedar y col. 1990) y en rotavirus
con AraC, cuyo nucledsido trifosfato AraCTP también inhibié tanto la sintesis de
RNA(+) como de RNA(-) in vitro (Pizarro y col. 1991 b).

En resumen el conjunto de los resultados obtenidos durante este estudio
permitieron el desarrollo y caracterizacién de un ensayo de sintesis in vitfro de RNA de
doble hebra. Contando con este ensayo y con un ensayo de transcripcién in vitro se
realizé una caracterizacion de la actividad funcional de las particulas virales que catalizan
la sintesis de RNA(+) y de RNA(-) mediante el uso de anilogos de nucledtidos, andlogos
de oligonucleétidog y del andlogo de pirofosfato foscarnet. Este ensayo también podria
permitir la caracterizacion de las sefiales presentes en los genes virales que median el
ordenamiento de estos dentro de la particula viral y de la sintesis de RNA misma,
utilizando mRNAs modificados o bien secuencias nucleotidicas sintéticas, puesto que fue

posiblé la sintesis de los 11 segmentos de RNA de doble hebra viral al agregar mRNAs
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virales exdgenos que fueron utilizados como RNA molde en este proceso. Seria
interesante intentar combinar este ensayo con aquellos ensayos de transencapsidacién
desarrollados por Ramig ya que de esta forma quizis seria posible obtener particulas
virales infectivas que posean caracteristicas especiales, determinadas por las
modificaciones que portan los genes introducidos. A futuro metédicas de esta naturaleza
podrian conducir por ejemplo a la obtencién de vacunas atenuadas de rotavirus. Por otro
lado, los resultados obtenidos, que explicaﬁ el mecanismo de la actividad antirotavirus de
compuestos como interferén y foscarnet, pueden tener implicancias en futuros estudios
clinicos destinados al establecimiento de terapias antivirales apropiadas para controlar las
infecciones producidas por rotavirus, especialmente en pacientes inmunodeprimidos. En
este contexto, los resultados obtenidos con las mutantes termosensibles indican que seria
muy interesante realizar estudios que conduzcan a seleccionar mutantes de rotavirus
resistentes a la accion de antivirales, como foscarnet por ejemplo, y mapear donde se
ubica la lesidn genética que confiere la resistencia, ya que permitiria establecer bases que

conduzcan al desarrollo de mejores antivirales contra rotavirus.
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CONCLUSIONES

Se ha desarrollado un ensayo in vitro de la actividad RNA polimerasa de
rotavirus que permite la sintesis del RNA(-). La reaccién es catalizada por
subparticulas virales, aisladas desde células infectadas con rotavirus, las
que pueden utilizar como molde RNA mensajeros virales exdgenos, tanto
homélogos como heterélogos. El producto de Ia reaccién de sintesis de
RNA(-) in vitro son los once segmentos de RNA de doble hebra viral, que

se encuentran asociados a intermediarios de replicacion.

Las condiciones &ptimas para la sintesis de RNA(-) in vitro son similares a
las utilizadas en la sintesis de mRNA in vifro y ambas reacciones son
inhibidas en un rango de concentracién semejante por los analogos de
nucledtidos analizados y por el andlogo de pirofosfato, foscarnet. La
mayor resistencia a la inhibicion de la transcripcidn in vifro presentada por
la mutante termosensible en VP1 respecto a SAll silvestre sugiere que
AraATP, CordTP y foscarnet inhiben directamente a la RNA polimerasa

viral.
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Andlogos de oligoadenilatos inhiben la sintesis de mRNA in vifro en
forma competitiva, pero no afectan la sintesis de RNA(-) in vitro de
rotavirus. Los resultados sugieren que los oligoadenilatos podrian afectar,
por ejemplo, una funcién topoisomerasa requerida en la sintesis de mRNA

viral.

Estudios recientes han mostrado que las protefnas no estructurales
asociadas a los intermediarios morfogénicos que sintetizan el RNA(-) son
prescindibles en este proceso. Esto ha conducido a postular que las
actividades enzimaticas que posibilitan la sintesis del RNA(-), tal como
ocurre con la sintesis del mRNA, se asociarian a las proteinas estructurales
presentes en el core viral. Los résultados obtenidos en esta tesis apoyan
esta hipdtesis y sugieren que las proteinas no estructurales presentes en la
fraccion de subparticulas que catalizan la sintesis del RNA(-) participan en
el ordenamiento ("assortment™) de los segmentos de mRNA utilizados
como RNA molde en la sintesis de los 11 segmentos de RNA genomicos

que formaran parte de la particula viral infectiva.

Las etapas de la morfogénesis de rotavirus, sintesis de mRNA, sintesis de
RNA gendmico y sintesis de subparticulas virales son inhibidas in vivo por

los antivirales interferén y foscarnet. El efecto de interferdn se debe, al

b
v

menos en parté, a la inhibicién directa de la sintesis de mRNA por 2',5%
oiigbadenilatos, mientras que el efecto de foscarnet se explica por una
inhibicion directa tanto de Ia sintesis de mRNA, como de la sintesis del

RNA gendmico viral,
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Abstract

_Based on the antiviral effect of intetferon on rotavirus replication the inhibitory effect of
2',5"-oligoadenylates ocn MRNA and double-stranded RNA synthesis was studied using an in vitro
assay. The chemically synthesized oligonucleotides were used to determine several characteristics
of the inhibitory effect, such as chain length, presence of phosphate residues at the 5'-end, and the
2',5'-phosphodiester bond itself. In vitro transcription was inhibited by oligos with 5 or more
adenine residues at a final concentration of 100 uM or greater. This result makes rotavirus
transcriptase different from other viruses in which the inhibitory effects are associated with
dinucleotides and trinucleotides. The inhibitory effect was increased when the oligo contained a
phosphate residue at the 5'-end; in this case, inhibition was also seen at lower oligo concentrations
as well as at shorter oligo chain length. The study of the kinetics of inhibition showed that the
inhibition by p(A2'p5');3A was competitive with a K; value of 256 uM. The effect of the
oligonucleotides on the in vitro viral RNA replication showed thal the 2',5"-oligoadenylates were
not able to significantly inhibit the in vitro rotavirus RNA synthesis. The lack of inhibition in the
in vitro assay was very peculiar since RNA transcription and replication involves the viral RNA
polymerase, VP1. '
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1. Introduction

In interferon-treated cells, the synthesis of several new proteins has been reported,
including the 2',5'-oligoadenylate synthetase that catalyzes the synthesis of 2',5-oligoa-
denylates of different chain lengths (Hovanessian and Kerr, 1979; Yang et al., 1981;
Joklik, 1990). The 2',5'-oligoadenylates have been associated with the activation of
ribonuclease 1, which has been shown to be directly involved in the degradation of
newly synthesized viral mRNA, by interference with the early stages of viral infection
(Slattery et al, 1979; Nilsen et al., 1981; Joklik, 1990). Also, the presence of
double-stranded RNA in the cytoplasm of viral infected cells has been suggested to be a
mechanism for the activation of the oligoadenylate synthetase (Minks et al., 1979;
Slattery et al, 1979; Yang et al, 1981). The involvement of the oligoadenylate
synthetase and ribonuclease L in the specific degradation of viral mRNA was deter-
mined primarily in picornavirus- and reovirus-infected cells (Nilsen et al., 1982; Kumar
et al., 1988). In cell free systems wherein replicative intermediates of both viruses were
incubated with a interferon-treated HeLa cell extract, viral mRINA was degraded thereby
showing the relation between the synthesis of oligoadenylates and the antiviral response
(Nilsen and Baglioni, 1979; Baglioni et al., 1984).

2',5'-Oligoadenylates have been implicated in the suppression of viral transcription
and replication by their ability to inhibit the activity of enzymes involved in viral
morphogenesis (Henderson et al., 1982; Liu and Owens, 1987; Subrarnanian et al., 1990;
Schroder et al., 1992). The VSV RNA polymerase and topoisomerases are inhibited by
different mechanisms since the dependence upon the chain length of the oligo seems to
differ for each enzyme (Subramanian et al., 1990; Castora et al,, 1991).

In. the present paper, we describe the effect of the. 2',5-oligonucleotides, taking
advantage of an in vitro transcription and replication assay for rotavirus RNA synthesis
that obviates problems derived from cell uptake and intracellular degradation of the
2',5'-oligoadenylates.

2. Materials and methods
2.1, Virus and cells

SA-11 virus stocks were a gift from Dr. John Patton. The SA-11 rotavirus strains
were grown by infection of MA-104 cells, using -m.o.i. of 1-2 as described elsewhere
(Sandino et al., 1988). The virus was purified from the cell lysate as previously
described (Sandino et al., 1988).

2.2. Preparation of viral particles

Single-shelled particles were obtained by EDTA treatment from purified double-
shelled virus particles, as previously described (Cohen et al., 1979; Sandino et al., 1986).
Intracellular viral particles with double-stranded RNA synthesis activity were obtained
from confluent monolayers of MA-104 cells infected with virus stock at 2 m.o.i. of 5, at
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6 h postinfection. From the infected cell lysates, the replicative subviral particles were
then purified as previously described (Patton, 1986). Subviral particles were resuspended
in a final volume of 10 ul of HGD buffer (10 mM N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2-
ethanesulfonic acid (HEPES)-HCI, pH 7.6/10% glycerol/2 mM DTE} per starting
tissue culture flask. Particles were used in reactions immediately or stored at —70°C
until needed.

2.3. Interferon effect on rotavirus-infected MA-104 cells

MA-104 cells were seeded on 5-cm® culture tubes and incubated for 24 h at 37°C in
MEM containing 5% fetal bovine serum. Confluent monolayers were washed twice with
MEM and pretreated with MEM without serum containing 0, 1000, 2000, 5000 or
10,000 units/ ml of IFN-e,, (recombinant human leukocyte interferon-a,,, Roferon A,
was provided by Dr. Claudio Blank, Laboratorio Roche, Chile) and incubated for 24 h at
37°C. The cultures were then washed twice with MEM and infected with 10 PFU /cell
or 1 PFU/cell of trypsin-activated SA-11 rotavirus (10 ug/ml trypsin, 30-min
incubation at 37°C). Following 1-h adsorption at 37°C, the inoculum was removed and
replaced with phosphate-free MEM containing 20 pCi/ml [ Plorthophosphoric acid
and the same IFN-g,, concentrations as the monolayers had in the preincubation period.
The tubes infected with 10 m.o.i, of trypsin-activated SA-11 rotavirus were incubated
for 9 h at 37°C, whereas for those tubes infected with 1 m.o.i., the period of incubation
was 24 h. At the end of the incubation, the medium was removed and the cells were
resuspended in hypotonic buffer (3 mM Tris-HCl, pH 8.1; 0.5 mM MgCl,; 3 mM
NaClI), extracted with phenol-chloroform and ethanol precipitated. After overnight
incubation at —20°C with ethanol, the viral RNA was obtained by centrifugation at
12,000 g for 30 min at 4°C. Rotavirus double-stranded RNA genome segments were
analyzed by 7% polyacrylamide gel electrophoresis and autoradiography. Control
mock-infected cells treated for 48 h with the same IFN- «,, doses as in the above-de-
scribed experiment, did not present any cytopathic effect.

2.4. Synthesis of 2', 5 -oligoadenylates

The 5'-monophosphorylated 2',5-oligoadenylates used in this study.were prepared by
the lead ion-catalyzed oligomerization of adenosine 5'-phosphoroimidazolidate as previ-
ously deseribed (Torrence et al.,, 1984). 5'-Triphosphates were made by reaction of the
corresponding phosphoroimidazolidate with tri-n-butylammonium pyrophosphate (Imai
and Torrence, 1985). The 2',5'-oligoadenylates (lacking a 5'-phosphate moiety) were
obtained from commercial sources (Calbiochem, Sigma) and repurified as described
previously (Torrence et al., 1984).

2.5, RNA p;obm:erase assay

mRNA synthesis
Purified single-shelled rotavirus particles were assayed for RNA polymerase activity
by incubation in a 25-p1 reaction mixture containing 120 mM Tris-HC! (pH 8.5), 1 mM
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MgCl,, 40 mM NaCl, 0.1 mM S-adenosylmethionine, 0.2 mM each ATP, CTP and
GTP and 0.24 mM of [*HJUTP (SA: 40 cpm/ pmol). The mixture was incubated for 30
min at 45°C. To analyze the transcriptional product, the acid-soluble radioactivity was
determined.

Double-stranded RNA synthesis

In the assay to determine the replicase activity, conditions identical to those described
above for mRNA synthesis were used, except that [a-2P]JUTP (SA: 3000 cpm/pmol)
was used instead of tritium-labeled UTP and the S-adenosylmethionine was eliminated
from the mixture. The reaction was then incubated at 45°C for 60 min. The replicase
activity was determined by analysis of the reaction products after phenol extraction and
ethanol precipitation by RNA gel electrophoresis in 8% polyacrylamide gels where the
presence of the 11 double-stranded RNA segments was determined as described
elsewhere (Patton and Gallegos, 1988). Viral particles assayed to measure RNA
replication activity were purified from infected cells as described above.

3. Results

The effect of interferon on rotavirus infection was determined by pretreatment of
MA-104 cells with different amounts of recombinant human IFN-e,,, before infection
of cell monolayers. The interferon effect on rotavirus multiplication was assayed by
determining radioactivity associated with the double-stranded viral RNA by gel elec-
trophoresis after labeling the virus RNA with [** Plorthophosphoric acid. As seen in Fig.
1, MA-104 cells were effectively protected, in a concentration-dependent manner,
against SA-11 rotavirus infection by IFN, based on the decrease of the viral double-
stranded RNA synthesis detected by PAGE. When the cells were infected at an m.o.i. of
10, the effect of interferon was observed at a concentration of 2000 IU/ml and total
inhibition at 10,000 IU/ ml of IFN. Using this high virus-to-cell m.o.i. the IEN effect
was observed as early as 9 h postinfection. At lower m.o.i. (1 PFU/ cell) with multiple
rounds. of infection (24 h.p.i.), the effect of IFN was also evident. This shows that the
IFN probably inhibits early steps of rotavirus morphogenesis.

Based on the effect that IFN has on the synthesis of 2',5"-oligoadenylates, the effect
of several 2',5"-oligoadenylates on in vitro rotavirus transcription was determined using
purified single-shelled SA-11 rotavirus particles. The assay involved the addition of
different, amounts of 2',5-oligoadenylates to the reaction mixture, and after 30 min of
incubation at 45°C, the amount of RNA synthesized was determined as acid-insoluble
radioactivity. The effect on the reaction of the different 2',5-oligoadenylates was
expressed as the percentage of the RNA polymerase activity compared with a control
with no additions. In Fig. 2, the effect of chain length is shown. Non-5'-phosphorylated
oligomer containing 4 residues was able to inhibit MRNA synthesis of rotavirus by
about 30%, but one with 5 adenosines was more than 50% inhibitory at a2 concentrations
lower-than 0.2 mM. Oligos with less than 4 adenosine residues did not inhibit, even at
higher concentrations (Fig. 2A). When 2',5-oligoadenylates with the 5'-terminal
monophosphates were used,.an increase of the inhibitory effect was obtained. As seen in
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Fig. 1. Inhibition of SA-11 multiplication by interferon. The effect of intesferon on rotavires infection was
determined by pretreatment of MA-104 cells for 24 h with 0-10,000 units per ml of recombinant human
interferon-ar,, Control and {EN-treated cclls were infected with rotavirus SA-11 at a m.o.i. of 10, at 9 hours
postinfection, the cells were harvested, and the RNA purified and analyzed by PAGE and autoradiography as
described in Materials and methods. In the figure, the IFN doses used, as weil as the 11 dsRNA segments of

the rotavirus genome, are indicated.

Fig. 2B, an 80% inhibition was obtained with the 2',5-tetraadenylate 5'-monophosphate
as compared with the non-phosphorylated oligo, which at a similar concentration yielded
only 35% inhibition. In order to determine the specificity of the inhibitory effect exerted
by the 2',5-bond in the oligonucleotides, the effect of 3 .5"-cligoadenylates was studied.
As seen in Fig. 2C, only oligonucleotides with a chain length over 7 were able to inhibit,
and oligos containing less than 6 adenine residues were not inhibitory. In these
experiments, an inhibitory effect could be detected at concentrations over 200 pM for a
3',5"-oligoadenylate of a chain length of 10 residues.
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Fig. 3. Kinetics of inhibition of rotavirus mRNA synthesis by 5'-monophosphate 2',5"-tetraadenylate. Double-
reciprocal plot of the reaction rate in the presence of different concentrations of XTP {ATP, CTP, GTP), and
with p(A2'p5');A. The initial velocities were expressed as cpm of [*H]JUMP incorporated into acid-insoluble
material. p(A2/p5),A concentrations were 0 (@) and 144 oM (a).

The kinetic parameters of the reaction were studied for the 5-monophosphate
2',5'-tetraadenylate. The characteristics of the inhibition were determined using a
concentration of the oligo of 144 pM that inhibited over 50% the RNA polymerase
activity., In Fig. 3, the Lineweaver—Burk plot indicated that the oligo exerted a
competitive mechanism of inhibition with a K; of 256 uM.

The study of the inhibitory effect exerted by the 2’,5-cligoadenylates on the viral
RNA polymerase, was extended to the ability to inhibit the viral enzyme when
catalyzing the synthesis of the double-stranded viral RNA. The only difference between
the viral activity involved in mRNA and dsRNA synthesis, is that for the transcription
activity, RNA polymerase (VP1) is active in a single-sheiled particle that contains the 11

Fig. 2. Inhibition mRNA synthesis catalyzed by single-shelled SA-11 virus particles by 2’ 5'-cligoadenylates.
Purified singlc-shelled SA-11 particles were assayed for RNA polymerase activity for 30 min at 45°C, The
RNA polymerase activity was determined as incorporation of [*HJUMP into acid-insoluble material in the
presence of the indicated amounts of the different 2',5-oligoadenylaics. The results are expressed as
percentage of a control reaction carried out without addition of any oligoadenylate {100% corresponds to 257
pmol of [*H]JUMP incorporated into acid-insoluble material). (A) The effect of the addition of oligoadenylates
wiih a non-phosphorylated 5'-end, from 2-5 adenine residues in length. (B) The cffect of 2',5oligoadenylates
with the §'-monophosphate end. (C) The effect of the addition of the 3',5"-oligoadenylates.
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Fig. 4. Effect of the addition of 2',5-oligoadenylates on the double-stranded RNA synthesis catalyzed by
partially purified SA-11 subviral particles. Partially purified SA-11 subviral particles were assayed for
double-stranded RNA synthesis by incubation in a 25 ul reaction mixture containing 150 mM Tris-HC1 (pH
8.5), 10 mM MgCl,, 80 mM NaCl, 2 mM each ATP, CTP and GTP and 0.02 mM [a-32PJUTP (SA: 3000
cpm/pmol}. The reaction was then incubaled at 45°C for 60 min and the reaction products analyzed by gel
electrophoresis in 8% polyacrylamide gels and further autoradiography. Lane 1 cormresponds to a reaction
carried without the addition of any oligoadenylate. Lane 2 is a control where 200 pM of 9(8-p-
arabirofuranosyl)adenine (Ara-A) was added. In the rest of the autoradiogram, the oligoadenylates were added
according to the following order: 2',5"-diadenylate (lane 3); 2',5'-diadenylate-5'-monophosphate (lane 4);
2,5 -triadenylate (lanc 5); 2',5"-triadenylate-5"-monophosphate (lane 6); 2°,5™triadenylate-5"-triphosphate (lane
7); 2',5"-tetrandenylate (lane 8); 2°,5"-tetraadenylate-5"-monophosphate (lane 9); 2,5 -tetraadenylate-5'-triphos-
phate (lane 10); 2’,5-peataadenylate (lane 11); 2',5'-pentaadenylate-5'-monophosphate (lane 12); 3',5'-tri-
adenylatc (lane 13); 3',5"-hexaadenylate (lane 14) and ¥,5'-decaadenylate (lanc 15). The -arrows indicate the
migration of each of the 11 double-stranded RNA segments determined by marker obtained by direct
cxtraction from purificd virus particles and stained with silver nitrate.

t

RNA genes and polypeptides: VP1, VP2, VB3 and VP6 and the particle with replicase
activity is made of VP1, VP3 and non-structural NS34, NS835, and NS54 polypeptides
and the mRNA. The assay conditions for the replicase activity were identical to those
used to determine in vitro viral mRNA synthesis, but the activity was measured by the
specific detection of the 11 double-stranded RNA segments when the reaction products
were analyzed by RNA gel electrophoresis. As shown in Fig. 4, the subviral pariicles
were able to synthesize the 11 double-stranded RNA segments (lane 1), and the
2',5"-cligoadenylates at concentrations of 0.6 mM, were unable to inhibit viral RNA
replication independent of the chain length or the number of phosphate residues at the

"-end (lanes.3-12). In this case, 9( B-p-arabinofuranosyl)adenine-5"-triphosphate {Ara-
ATP), a-powerful inhibitor of rotavirus in vitro replication, was used- as a control (lane
2).
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4. Discussion

The antiviral effects of the 2',5'-oligoadenylates include the inhibition of the synthesis
of viral RNA and the degradation of viral MRNA as a direct consequence of the
activation of a specific endonuclease. The presence in the infected cells of an increased
concentration of 2’,5-oligoadenylates is a direct consequence of the presence of
interferon, synthesized in response to viral infection (Nilsen et al., 1981; Slattery et al.,
1979; Joklik, 1990). Among the mechanisms involved for the antiviral response to
interferon, the direct inhibitory effect of 2',5"-oligoadenylates on viral enzymes has also
been reported. The results of the studies on the inhibition of rotavirus replication by
interferon, using different m.o.i, showed that inhibition was dependent on the IFN
concentration suggesting that inhibition may involve a direct effect on RNA synthesis
such as described above.

Here, the effect of 2',5'-oligoadenylates on rotavirus mRNA and double-stranded
RNA synthesis was studied using an in vitro assay. The chemically synthesized
oligonucleotides permitted determination of several characteristics of the inhibitory
effect on the in vitro mRNA synthesis, such as chain length, presence of phosphate
residues at the 5-end of the oligo, and the importance of the 2',5'-bond itself. Under the
assay conditions, used inhibitory effect was observed with the oligos containing 4 or
more adenylate residues at a final concentration greater than 100 #M. This result was
different from those previously reported for other viruses, where the greater inhibitory
effects were obtained with shorter 2',5'-oligonucleotides (Henderson et al.,, 1982; Liu
and Owens, 1987; Subramanian et al,, 1990); in those cases the dinucleotides and
trinucleotides were highly inhibitory. In the present case, an increased inhibitory effect
with the smaller oligo was obtained only when .a phosphate residue was present at the
§'-end; in addition, inhibition was seen at lower oligo -concentrations. Based on the
above results and on the nature of the kinetics of inhibition seen in Fig. 3, where it is
shown that the inhibition exerted by the 2',5"-tctraadenylate-5'-monophosphate is com-
petitive, it could be argued that the 2’,5-oligoadenylates may affect initiation of the
RNA chains. The value of K; of 256 pM is similar to that described by others (Castora
et al, 1991). The inhibitory effect of the oligo depended upon the nature of the
phosphodiester bond, since inhibition with 3',5"-cligoadenylates was observed, but only
at-higher concentration and with oligos of more of 6 residues in length. Thus, the results
argue in favor .of a specific effect of the 2',5'-oligoadenylates and this effect depends
upon the chain length. )

The study of the effect of the oligonucleotides on the in vitro viral RNA replication
showed that the 2',5-oligoadenylates are not able to inhibit in the in vitro rotavirus RNA
replication assay. The.lack of inhibition involves the synthesis of all 11 RNA segments.
The lack of inhibition in the in vitro assay is very peculiar, since the RNA polymerase
activity.involved in both transcription and replication is based on the same viral protein,
VP1. The difference in the inhibitory effect of the 2',5"-oligoadenylates could be related
to differences existing, between the viral particles involved in transcription. and those
involved in replication. An additional explanation could be related to the fact that
mRNA,, synthesis catalyzed by, the single-shell particle involves both initiation and
elongation of the RNA chain. In contrast, in vitro replication seems to involve more

T
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elongation than initiation of new RNA chain. Since most of the RNA synthesizing
activity during the in vitro replication assay, is related to elongation of preinitiated
chains, the 2',5-oligo could then exert a more limited inhibitory effect. In the case of
transcription, the viral particle is the single-shelled particle made of central core that
contains the viral genome and VP1 (the polymerase), VP2 (RNA binding protein) and
VP3 (the guanylyltransferase) and the inner capsid made of the major viral protein, VP6
(Sandino et al., 1986, 1988). On the other hand, the replicase particle is not very well
defined in terms of structure, but is made by the 11 mRNA and VP1, VP2 and VP3 plus
three non-structural polypeptides NS34, NS35 and NS54 (Helmberger-Jones and Fatton,
1986; Sandino et al., 1988; Mansell and Patton, 1990). Thus, it is possible that the
difference in the template of the reaction and in the interaction of VP1 with different
polypeptides in both particles could be responsible for the different sensitivity to
2',5'-oligoadenylates.

Interferon exerts an antiviral effect at several levels of viral morphogenesis. In the
particular case of rotavirus, the synthesis of 2',5'-oligoadenylates could be responsible of
the inhibition of viral mRNA synthesis, thereby inhibiting viral protein synthesis.
However, the antiviral effect of the oligo does not involve the inhibition of viral RNA.
replication in order to block viral morphogenesis. These considerations do not exclude
the possibility that the interferon could inhibit viral replication through any other of the
mechan‘isms described as part of the antiviral response.
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Abstract

The antiviral effect of foscarnet (PFA) on the replication of rotavirus, a member of the
Reoviridae, was studied. The pyrophosphate analogue is an effective inhibitor of several viral
polymerases acting on the enzyme pyrophosphate biding site. Replication-of rotavirus in MA104
cells using different u.0.i. was inhibited by PFA in a concentration dependent manner, due to the
inhibition of both plus- and minus-strand RNA synthesis. The addition of PFA 1o infected cells
was specific for the inhibition of viral replication since uninfected cell incubated at the same PFA
concentrations did not exhibit any cytotoxic effect. The 50% inhibitory effect of PFA on in vitro
mRNA synthesis was obtained at a concentration of 150 M.

Over 80% of the in vitro minus-strand RNA. synthesis was inhibited at a concentration of 320
M, when PFA was assayed using replicase-enriched cell infected fraction. The results suggest
that the effect may be due to an interaction of PFA with the viral polymerase, since this protein
catalyses both plus- and minus-strand RNA synthesis. The results of experiments using the
temperature-sensitive viral polymerase mutant show that the mutant is less semsitive to PFA,
suggesting that this polypeptide is the target for PFA.

Keywords: Rotavirus; Transcription-replication: Phosphonoformate

1. Introduction

Rotaviruses, members of the Reoviridae family are the major cause of severe
childhood gastroenteritis world wide (Estes, 1990). The prolonged course of the rotaviral
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disease in many infants, is caused by continued replication of virus in superficial
epithelial cells of the small intestine or by sequential infection (Kapikian and Chanock,
1990; Spencer et al., 1983). At present, the disease is controlled only by treating the
symptoms, replacing the body fluids and electrolytes (Kapikian and Chanock, 1990;
Kapikian et al,, 1978; Santosham et ai,, 1982). Several efforts have been made to
produce rotaviral vaccines, but up to date they have failed or are in experimental stage
of development (Conner et al., 1993; Pérez-Schael et al., 1990).

The viral genome consists of eleven segmented doubie-stranded RNA’s contained in
a core made of proteins VP1, VP2, VP3, surrounded by a double-shelled protein capsid.
The outer shell contains VP4 and VP7 and the inner shell is made of the major viral
polypeptide, VP6 (Estes, 1990; Estes and Cohen, 1989). Viral particles lacking the outer
shell, called single-shelled particles, obtained either from infected cells or purified from
viral particles have in vitro transcriptional activity capable to synthesize viral MRNA
using as template each double-stranded RNA segment (Spencer and Arias, 1981). The
non-structural rotavirus proteins NS53, NS35 and NS34 might play an important role in
the minus-strand RNA synthesis (Patton, 1993). They might be responsible for the viral
mRNA. production and also be part of the subparticle that synthesize and encapsidate the
genomic RNA (Gallegos and Patton, 1989; Helmberger-Jones and Patton, 1986; Kat-
toura et al., 1992; Sandino et al., 1988). The minus-strand synthesis is an asymmetrical
process where each one of the eleven mRNA segments acts as a template for the
synthesis of negative-strand RNA to produce double-stranded RNAs (Patton, 1986).

In previous reports, the antiviral properties of a series of nucleoside derivatives on
rotavirus infected.cell cultures and on in vitro RNA synthesis were studied (Pizarro et
al., 1991; Smee et al., 1982). The resuits showed that some of these analogues inhibited
the virus multiplication by interfering with the plus-RNA (mRNA) synthesis but not the
minus-strand RNA synthesis (RNA replication). Other group of analogues such as the
2',5"-oligoadenylates inhibited transcriptions but not the: rotavirus minus-strand RNA
synthesis in vitro (Rios et al., unpublished). These results might be explained because,
the synthesis of the minus- and plus-strand RNA is carried out by different rotavirus
subparticles, where participate the same viral polypeptides. These particles, differ by the
presence of non-structural polypeptides or-the inner capsid made of VP6. (Helmberger-
Jones and Patton,- 1986; Mansell and Patton, 1990; Sandino et al., 1986).

The purpose of the preseat communication is to describe investigations of the effect
of phosphonoformic acid (foscarnet, PFA), a non-nucleoside pyrophosphate analogue
inhibitor of viral polymerases, on the in vitro plus- and minus-strand RNA synthesis of
simian rotavirus, The effect of PFA on rotavirus replication in infected cells was
determined by adding the compound under different conditions to the cell cultures.

2. Materials and methods

2.1. Virus and cells

Simian rotavirus SA-11 was propagated in MA104 cells infected at different multi-
plicities of. infection (m.o.i.), from 1 to ,10. Infected cultures were maintained in
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minimum essential media (MEM) without serum but containing 2 ug/ml trypsin until
all cells displayed a cytopathic effect. The virus was purified from the cell lysate as
previously described (Sandino et al., 1988).

2.2. Phosphonoformate effect on rotavirus infection

MA104 cells were seeded on 5-cm*® culture tubes and incubated at 37°C for 24 hours
in MEM containing 5% fetal calf serum. At 2.5 hours before rotavirus infection, the
cells were washed with MEM without serum and incubated with different concentrations
of phosphonoformate and 20 pg/ml DEAE-Dextran. Then the monolayers were
washed and infected with 1 and 10 m.o.i. of rotavirus activated with 10 pg/ml of
trypsin for 30 min. After 60 min adsorption, the cells were washed with phosphate-free
MEM and incubated in phosphate-free MEM containing 20 xCi/ml [**Pl-ortophos-
phoric acid and the same phosphonoformate concentrations for eight hours. At the end
of the incubation of the cells were resuspended in hypotonic buffer, extracted with
phenol-chloroform and ethanol-precipitated. After overnight incubation at —20°C, the
viral RNA was obtained by centrifugation at 14,900 g for 30 minutes and then the
double stranded RNA was analyzed by polyacrylamide gel electrophoresis and antora-
diography.

2.3. Cytotoxicity assay

The assay using MA104 cels, was carried out as described by Shigeta et al. (1992).
The foscarnet effect was determined by counting the viable cell numbers with a
hemocytometer. The number of viable cells was determined by trypan blue exclusion
after 24 hours of incubation with the compound.

2.4. Preparation of viral particles for in vitro plus- and minus- strand RNA synthesis

The SA-11 rotavirus strains were grown by infection of MA104 cells, using m.o.i, of
1-2, and when 90-100% of cells showed cytopathic effects, the cultures were freeze-
thawed three times and centrifugated at 56,800 g for 2.5 hours and processed as
described elsewhere (Sandino et al., 1988). Intracellular viral particles with minus-strand
RNA synthesis activity were obtained from confluent monolayers of MAI04 cells
infected with virus stock at a m.o.i. of 5~10, under the.same conditions as above. At six
hours post-infection, the medium was withdrawn. and the monolayers treated with 1--2
ml of hypotonic buffer (3 mM Tris-HCI, pH 8.1; 0.5 mM MgCly; 3 mM NaCl) and the
teplicative subviral particles were then purified as previously described (Helmberger-
Jones and Patton, 1986). \

2.5. Assays for in vitro plus- and minus-strand RNA synthesis
Purified rotavirus particles were assayed for RNA polymerase activity for plus-strand

synthesis using purified heat-treated double-shelled viral particles incubated in a 25-p1
reaction mixture containing 120 mM Tris-HC} (pH 8.5), 14 mM MgCI2, 40 mM NaCl,
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0.2 mM S-adenosyimethionine, 4 mM each ATP, CTP and GTP and 0.2 mM of o{*P]
UTP (SA: 400 cpm/pmol) or 0.24 mM of [°H] UTP (SA: 100 cpm/pmol). The
mixture was then incubated for 30 minutes at 45°C and the reaction products were
analyzed by determination of the acid insoluble radioactivity or subijected to elec-
trophoresis in 8 M urea-polyacrylamide gels as described elsewhere (Valenzuela et al,,
1991). The effect on the reaction of foscarnet was expressed as the percentage of RNA
polymerase activity compared with a control done without the analogue, Minus-strand
RNA synthesis was determined by the synthesis of full length double-stranded RNA by
the replicase activity associated with subviral particles using a modification of the assay
initially described by Patton (1986). The conditions were identical to those described
above for plus-strand RNA synthesis except that S-adenosylmethionine was eliminated
from the mixture and o-[**P] UTP (SA: 3000 cpm/pmol) was used instead of
tritium-labelled UTP. The reaction mixture was incubated for 60 minutes at 45°C; at the
end of the incubation, the mixture was cooled in ice and incubated for other 10 min at
37°C with 10 pg/ml pancreatic RNase A. The replicase activity was determined by
analysis of the reaction products, after phenol extraction and ethanol precipitation, by
RNA gel clectrophoresis in 7% polyacrylamide gels where the presence of the 11
double-stranded RNA. segments was determined according to the migration of genomic
RNA obtained from purified virus particles described elsewhere (Visquez et al., 1993).

3. Results
3.1. Effect of PFA on SA-11 replication in MA104 cells

To explore.the antiviral effect of phosphonoformate, MA104 cells were infected with
SA-11 in the presence of different concentrations of the compound. The infection was
done, using trypsin-activated SA-11 at a2 m,o.i, of 10 and then PFA was added to the
MA104 cells monolayer in the range 0.01 to 1 mM from the beginning of the infection.
Under these conditions, PFA did not have any effect on rotavirus growth, measured as
both inhibition of CPE and on the detection of viral double stranded RNA synthesized at
20 hours p.. This, result does not seems to be due to a direct effect on the cells, since
under these conditions the mock-infected cells did not show any signs of cytotoxicity.
Similar results were obtained when cells were infected at a m.o.i of 1 and the effect of
PFA was measured as double stranded RNA synthesis at 48 p.i.; in this case the
mock-infected cells treated with phosphonoformate did not present any cytotoxic effect
as determined by trypan blue cell exclusion.

To overcome the poor cell permeability of phosphonoformate, the cell cultures were
preincubated for 2.5 hours with different PFA concentrations, in the range 0—-3 mM, in
the presence of DEAE-Dextran. Then, the cells were infected with trypsin-activated
SA-11 (m.o.i. varying from 1 to 10). After adsorption for 1 hour, the infected cells were
further incubated with PFA for an additional 8 hours. The result of this experiment is
shown.in Fig. 1A, As seen, when cells were infected at 10 p.fiu./ cell, after 8 hours of
infection the amount of double-stranded RNA present diminished by the addition of
increasing amounts of PFA, but the reduction was incomplete (lanes 1-4). However,
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when the viral double-stranded RNA present in the incubation medium was analyzed, it
was possible to observe an increased effect of PFA over the synthesis of the viral
progeny measured as double-stranded RNA present in the cell supernatant. (Fig. 1B,
lanes 1-4).

When we analyzed the effect of PFA on infected cells with SA-11 (m.o.i. 1) the
inhibition of rotavirus growth is evident at PFA concentrations of 1 mM, and at 2 mM it
was almost total (Fig. 1A, lanes 5~7). In these conditions, it was not possible to detect
double-stranded RNA in the incubation medium of SA-11 infected MA104 cells (data
not shown).

A
Genomic i 2, 3 4 5 6 7

RNA

R
B

[pFA]l mm  © ! 2 3, [0 1 2
\Ya v
40 pfu/ cell 1 pfu cell

Fig. 1. Effect of foscarnet on SAll replication in MA104 cells. The effect of foscarnet on rotavimus
multiplication was determined by pretreatment of MA104 cells for 2.5 hours with and without the indicated
PFA concentrations. Then, control and PFA treated cells were infected with rotavirus SA-11 at a m.o.d, of 10
(Panel A, lanes 1-4), or at & m.o.. of 1 (Panel A, lanes 5-7), At eight hours post-infection, the cells were
harvested and the RNA analyzed, as described in Section 2, by PAGE and autoradiography. The PFA effect on
vitus released into the incubation medium by infected cells with SA-11 .01, of 10 is shown in Panel B, Jancs
1-4.
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Fig. 1 (continued).
3.2. Effect of PFA on rotavirus in vitro transcription activity

The effect of PFA on in vitro rotavirus transcriptase activity, was tested incubating
different concentrations of the pyrophosphate analogue with a standard transcription
mixture containing purified heat-activated rotaviral particles. After 30 minutes of
incubation at 45°C, the amount of RNA synthesized was determined as acid insoluble
radioactivity. The PFA effect on the reaction was expressed as the percentage of RNA
polymerase activity compared with a control with no additions. The results of the
dose-response curve for the transcriptional reaction assayed at increasing concentrations
of PFA are shown in Fig. 2. As seen, the phosphonoformate has a dose-related inhibitory
effect on rotavirus transcription, where a 50% inhibition was obtained at PFA concentra-
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Fig. 2. Inhibition of in vitro rotavirus mRNA synthesis by foscarnet. Rotavirus RNA polymerase activity was
assayed using purified heat-activated SA11 particles (@ -@) or SA11 single-shelled particles present in
infected cell extract isolated six hours post-infection (4 — a ). The activity was determined as incorporation of
[PHJ-UMP into acid insoluble material in the presence of the indicated PFA concentrations. The results are
expressed as percentage of a control reaction carried out without addition of PFA.

tions as low as 150 M. Addition of 800 1M of PFA decreased the activity of rotavirus
RNA polymerase up to 80% and increasing concentrations of PFA did not cause further
inhibition of rotavirus mRNA synthesis.

The effect of PFA over in vitro RNA synthesis was also determined using a subviral
particles fraction obtained at 6 hours p.i. from SA-11 infected cultures of MA104 cells.
Using these subviral particles preparations, which contain viral particles that catalyze
both plus- and minus-strand RNA synthesis, an inhibitory effect similar to purified
heat-activated rotavirions was obtained (Fig. 2).

The effect of PFA on RNA synthesis products was determined using purified
heat-activated SA-11 particles and the same range of concentration of PFA as the
experiment shown in Fig. 2, but in this case, the transcriptional products were subjected
to an acrylamide-urea gel electrophoresis and could be visualized by autoradiography of
the gel. As seen in Fig. 3, a dose-dependent inhibition of the synthesis of ail eleven
mRNA elements was obtained; the addition of PFA concentrations over 0.8 mM
practically abolished all residual transcription.

3.3. Effect of PFA on in vitro rotavirus minus-strand RNA synthesis

To determine the effect of phosphonoformate on the replicase activity-associated with
the synthesis of the minus-strand RNA segments; different concentrations of the
compound were incubated with an in vitro replication mixture as described in Section 2.
After 1 hour incubation at 45°C, the different mixtures were treated with 10 g/ ml
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Fig. 3. Effect of foscamet on in vitro rotavirus transcriptional product synthesis. The effect of different
concentrations of PFA on in vitro rotavitus mRNA segments synthesis by the viral RNA polymerase, was
determined using purified heat-activated SA-11 rotavirions by incorporation of [*2P]-UMP. The visualization
of the eleven rotavirus mRNA segments was possible after autoradiography of a polyacrylamide-urea gel
electrophoresis of each reaction conditions tested. In the figure, the PFA concentrationrs and the eleven
transcriptional products are indicated.

RNase A for 10 minutes at 37°C, phenol-¢hloroform extracted and ethanol precipitated.
The treatment with RNase allows to eliminate the background product of the single-
stranded RNA synthesis. In this case, the activity of rotavirus RNA polymerase was
measured by the specific detection of the 11 double-stranded RNA segment when the
reaction products were analyzed by RNA gel electrophoresis and autoradiography. As
seen in Fig. 4, PFA inhibited the double-stranded RNA synthesis at the same concentra-
tions of those able to inhibit transcription. Furthermore the synthesis of the eleven
{* P)-double-stranded RNA segments in the presence of 320 uM PFA was inhibited by
> 80%.

3.4. Effect of PFA on in vitro transcriptional activity of rotavirus SA-11 and the
temperature sensitive SA-11 mutant tsC

As suggested by the above presented results phosphonoformate is an effective
inhibitor, of both in vitro transcription and replication of rotavirus, Although the plus-
and minus-strand RNA synthesis is carried out by different viral particles, both type of
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Fig. 4, Effect of foscarnet on in vitro rotavirus minus-strand RNA synthesis. SA-11 subviral particles isolated
six hours post-infection were assayed for minus-strand RNA synthesis activity by incubation in a standard
reaction mixture that included [**P]-UTF as described in Section 2. The reaction products are the cleven
double-stranded RNA genomic segments, as the minus-strand remains associated to the mRNA template,
visualized after autoradiography of a polyacrylamide gel electrophoresis of reaction mixtures incubated
without or with the indicated PFA concentrations,

particles to share some polypeptides as VP1, VP2 and VP3. Foscarnet might be affecting
the activity of VP1, since this protein is the viral RNA-dependent RNA polymerase
(Valenzuela et al., 1992). In Fig. 5 is shown the effect of this pyrophosphate analogue
on the transcriptional activity of the wild type strain of rotavirus and of a mutant that
carries a temperature-sensitive mutation on the gene 1 that codes for VP1 (tsC). When
the inhibition of RNA synthesis was compared for both strains, it may be observed that
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Fig. 5, Effect of foscarnet on in vitro transcriptional activity of rotavirus SA1l and the temperature-sensitive
SA11 mutant 1sC. The effect of PFA on in vitto mRNA synthesis carried out by SA-11 RNA polymerase,
| . ) and VP1 termosensilive mutant of SA-11, tsC, (4 —a), was determined as indicated in Section 2.
Results are expressed as percentage transcriptional activity remaining at different doses of PFA.

the mutant showed higher resistance to the inhibition by PFA than SA-11 (Fig. 5). This
result might indicate that the foscarnet-blocked pyrophosphate binding site is located on
VP1; in this form, PFA may interfere with the exchange of pyrophosphate when the
polymerization reaction takes place.

4, Discussion

The resuits show the inhibitary effect of foscarnet on the replication of rotavirus, This
pyrophosphate analogue, also has proved to be an effective inhibitor of transcription and
replication of DNA viruses such as different herpes viruses (Crumpacker, 1992;
Helgstrand et al., 1978), RNA viruses such as influenza A (Helgstrand et al., 1978; Strid
et al, 1989) and retroviruses such as human immunodeficiency virus 1 (HIV-1)
(Sandstrom et al., 1985).

The replication of rotavirus in MA104- cells was inhibited by foscarnet, in a
concentration dependent manner, but similar to that observed for other viruses (Strid et
.al., 1989); in this case also it was necessary to preincubate the cells with the
pyrophosphate analogue, These findings are in accord with a poor cell permeability to
PFA, due to the negative charge present in their phosphonate and carboxylate moieties
(Helgstrand et al., 1978). To enhance the cellular permeation to PFA, DEAE-dextran
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was added to the incubation medium; when DEAE-dextran (20 pg/ml) was used at 2.5
hours preincubation an effective inhibition of rotavirus replication at different foscarnet
concentrations was obtained.

The multiplicity of infection (m.o.i.) was important to obtain a maximal inhibition of
rotavirus replication by foscarnet. If the infection of MA104 cells was done with 1
PFU/cell, 1 mM of PFA was required for complete inhibition of rotavirus replication;
with a m.o.i. of 10, the amount of double-stranded RNA synthesized at 48 hours
post-infection diminished by the addition of 1 to 3 mM foscarnet. In the conditions here
described, MA104 celis did not exhibit any signs of cytotoxic effect and previous studies
have reported that cellular mRNA synthesis would not be affected by the phosphonofor-
mate concentrations used (Stenberg et al., 1985).

The mechanism of inhibition of rotavirus replication by PFA in infected cell culture,
can be explained from the analysis of results of the effect of PFA on the in vitro viral
RNA synthesis when a free-cell systém was used. Since the results showed that PFA
inhibited both rotavirus mRNA synthesis catalyzed by purified rotaviral patticles and the
double-stranded RNA synthesis catalyzed by subviral particles isolated from infected
cells, the effect of this pyrophosphate analogue on rotavirus replication may be related to
a direct inhibition of the viral transcriptase involved in both plus- and minus-strand
RNA synthesis.

Similar to the effect of foscarnet on the replication of influenza A virus (Strid et al.,
1989), in the case of rotavirus the concentration needed to inhibit viral replication is
higher than the concentration needed to inhibit viral RNA synthesis in a cell free system.
In addition to a poor cell permeability, foscarnet may be inactivated or bound in the celf,
thus resuiting in a decrease of the effective concentration of the compound to interact
with vira] enzymes.

Foscamet has proven to inhibit viral polymerases (Sundquist and Oberg, 1979; Cheng
et al., 1981; and this study), by competing with pyrophosphate, indicating that the
compound blocks the pyrophosphate binding site on viral polymerase enzymes, interfer-
ing with the pyrophosphate exchange. This has been confirmed by findings made with
foscamet-resistant mutants of the HSV polymerase. (Datta and Hood, 1981; Derse et al.,
1982). A termosensitive mutant {tsC) of rotavirus, which carries the mutation on the
gene that codes for the polypeptide VPI, the viral RNA-dependent RNA polymerase,
showed a higher resistance to foscarnet than the wildtype strain SA-11. This observa-
tion, might ;also indicate that the pyrophosphate. binding site is. located on VPI.
Previously, the effect of several nucleotide analogues, including some described as
antiviral agents, was analyzed on rotavirus RNA synthesis. In all cases where rotavirus
infection was inhibited, the effect was associated with mRNA synthesis but not
double-stranded RNA synthesis inhibition.

Thus, rotavirus infection was found susceptible to inhibition by vidarabine (adenine
arabinoside) and cordycepin (Pizarro et al., 1991). Vidarabine has been compared to
foscarnet for the treatment of acyclovir-resistant herpes simplex infection in patient with
AIDS (Safrin et, al.,, 1991), and this study indicated that foscarnet has higher antiviral
activity and is.less toxic than vidarabine. Our present results. indicate. that PFA.is active
against rotavirus and therefore make PFA a possible candidate for clinical trials,
specially in the treatment.of rotavirus gastroenteritis in immunocompromised patients.
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