UCH-FC

> Doc- R
F 363
CARACTERIZACION MOLECULAR DE UNA CEPA
REORDENANTE DE ROTAVIRUS DE CERDO
Tesis
Entregada a la
4 Universidad de Chile

en cumplimiento paréial de los requisitos
para optar al grado de

Doctor en Ciencias con mencion en Biologia

Facultad de Ciencias
por
Jorge Osvaldo Fernandez Ordenes

Abril, 1996

Director de Tesis: Dr. Eugenio Spencer Ossa.

BIBLIOTECA %

CERTRAL







ICH3C
mg (/ Vb FACULTAD DE CIENCIAS

o Ay
\‘ ‘5 0 UNIVERSIDAD DE CHILE

¢
\—.

INFORME DE APROBACION
TESIS DE DOCTORADO

Se informa a la Comision de Postgrado de la Facultad de Ciencias que la Tesis

de Doctorado presentada por el candidato
JORGE OSVALDO FERNANDEZ ORDENES

Ha sido aprobada por la Comision de Evaluacion de la Tesis como requisito para
optar al grado de Doctor en Ciencias con mencion en Biologia, en el Examen de Defensa

de Tesis rendido el Dia 26 de Marzo de 1995.

Director de Tesis: /
Dr. Eugenio Spencer 0. == -=-e-s-soom-s--o--e-

Comision de Evaluacion de{li{@,—
Dra. Rosalba Lagos
Dr. Victor Cifuentes

Dr. Juan Kuznar




..A MARCELA

.. A JAVIER ALONSO




AGRADECIMIENTOS

. En primer lugar quiero agradecer y dedicarles esta tesis a mis
padres, quienes con su apoyo incondicional en todo momento me
incentivaron a lograr esta meta.

. A mi esposa, por la comprensién y estimulo que me ha brindado
durante toda mi carrera profesional.

Deseo agradecer en forma especial a Eugenio Spencer por su
apoyo, paciencia y por su valiosa ayuda como profesor, aspectos que
fueron muy importante en mi formacion.

Deseo también agradecer al Dr. Goran Magnuson, por permitir
desarrollar parte de esta tesis en su laboratorio. A Goran, Jorge y
Alexis por su amistad y acogida en el Laboratorio de Virologia de la
Universidad de Uppsala, Suecia.

A todos mis compaiieros de laboratorio de la Unidad de Virologia
del INTA, y en especial a Ana Maria, Jacquelinne, José, Sofia, Monica,
Marianne, Oscar, Maritza R, Maritza G, por los gratos momentos de
amistad, compaiierismo y calidez que disfruté durante mi estadia en el
laboratorio.

A Maritza, Marianne y Jorge Blackhall, por la amistad que nacié
y que atin existe.

Finalmente quiero agradecer a todas aquellas personas que de
algiin modo han colaborado enla realizacién de esta tesis.




6.1.

6.1.1.

6.1.2.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.
6.6.
6.7.

6.8.

INDICE DE MATERIAS

ABREVIATURAS
RESUMEN
SUMMARY

INTRODUCCION
MATERIALES

METODOS

Cultivo de células.

Cultivo de células MA-104.

Cultivo de cepas de Escherichia coli.

Purificacién de particulas virales para ensayos de
transcripcion “in vitro”.

Purificacién de sub-particulas  virales para
ensayos de sintesis de RNA (-).

Determinacién de la sintesis de RNA mensajero y
genémico de rotavirus de cerdo en cultivo celular.

Sintesis “in vitro” del RNA mensajero viral.
Sintesis “in vitro” del RNA (-) de rotavirus.
Marcacién de proteinas con *°S-metionina.

Formacién de placas de lisis.

iv

Paginas

22

23
23
23
23

23

25
25

26




6.9.

6.10.

6,11.

6.12.

6.13.

6.14.

7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

1.5.

7.6.

1.7,

7.7.1-'

7.1.2.

Purificacién de clones virales a partir de placas de
lisis.

Amplificacién por P.C.R. del segmento 11 de las
cepas CN86 y CC86.

Purificacién de plasmidios recombinantes.

Secuenciamiento del segmento 11 de las cepas
CN86 y CC86. l

Transcripcién “in vitro” del segmento 11 a partir
de los plasmidios pSP-11CN y pSP-11CC.

Traduccién “in vitro” del RNA mensajero
obtenido de pSP-11CN y pSP-11CC.

RESULTADOS

Transcripcion “in vitro” de las cepas CN86 y
CC86 de rotavirus de cerdo.

Efecto de S-adenosilmetionina sobre la
transcripcién “in vitro” de rotavirus de cerdo.

Efecto de andlogos en la transcripcién “in vitro”
de rotavirus de cerdo.

Cinética de aparicion de RNA mensajero y
genémico de rotavirus de cerdo.

Cinética de sintesis de proteinas en células
infectadas con rotavirus de cerdo.

Estudio de la sintesis de RNA (-) “in vitro”.

Amplificacién y subclonamiento del segmento 11
de rotavirus de cerdo CN86y CC86.

Amplificacién del segmento 11 a partir de cDNA.

Subclonamiento del segmento 11 de rotavirus
CN86 y CC86.

26
27

27

28
29
29

30

30
32
32
34
39

41

43

43




7.7.3.

7.8.

7.9.

7.10.

7.10.1.

7.10.2.

7.11.

7.11.1.

7.11.2.

712,

7.13.

9.

10.

Andlisis de plasmidios recombinantes

Transcripcién “in vitro” a partir de pSP-11CN y
pSP11CC.

Traduccién “in vitro” de los RNA mensajeros

obtenidos a partir de los plasmidios pSP-11CN y
pSP11CC.

Secuenciamiento del segmento 11 de las cepas
CN86 y CC86 de rotavirus de cerdo.

Andlisis de la secuencia nucleotidica del segmento
1.

Andlisis de la secuencia aminoacidica de NSPS y
del polipéptido de 92 aminoacidos.

Obtencién de cepa de SA-11 con el segmento 11
reordenado, mediante infecciones mixtas..

Infeccion mixta entre las cepas CC86 y SA-11 de
rotavirus.

Purificacién de clones virales con electroferotipos
distintos a CC86 y SA-11.

Formacion de placas de lisis por la cepa SA-11
con el segmento 11 reordenado.

Ensayo de competencia entre las cepas SA-11 y
SA-11 (segmento 11 Reordenado)

DISCUSION
CONCLUSIONES

REFERENCIAS

46

49

51

53
53

61

66

66

68

72

74

78

94

95




FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

10

11

LISTA DE FIGURAS

Electroferotipos de las cepas SA-11, CN86 y CC86
de rotavirus.

Comparacién de la formacién de placas de lisis de
las cepas CN86 y CC86 de rotavirus de cerdo.

Ensayo de competencia entre las cepas CN86 y
CC86.

Andlisis de los productos de transcripcién “in vitro”
catalizada por las subparticulas de rotavirus CN86 y
CCs6.

Efecto de S-adenosilmetionina en la transcripcién
“in vitro” catalizada por subparticulas de rotavirus
CNB86 y CC86.

Efecto de Cord TP y Ara ATP en la transcripcion
“jn vitro” catalizada por las subparticulas de
rotavirus CN86 y CC86.

Andlisis de los productos de transcripcién de
rotavirus en cultivo celular.

Andlisis de los productos de RNA genémico de
rotavirus en cultivo celular.

Cinética de sintesis de proteinas virales por las cepas
CN86 y CC86 de rotavirus de cerdo.

Sintesis de RNA (-) “in vitro” catalizada por
subparticulas de rotavirus CN86 y CC86.

Amplificacion en cadena de la polimerasa del
segmento 11 de rotavirus de cerdo.

Paginas

17
19
20

31

33

35

37
38
40'
42

45




FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

FIGURA

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

Esquema de subclonamiento del segmento 11
normal y reordenado.

Andlisis de los plasmidios recombinantes que
contienen el segmento 11 de la cepa CN86 y CC86

Andlisis del producto de transcripcién “in vitro” de
los plasmidios pSP-11CN y pSP-11CC.

Andlisis del producto polipeptidico obtenido por
traduccién “in vitroe”.

Comparacién de la secuencia nucleotidica del
segmento 11 de la cepa CN86 y CC86.

Comparacién de la secuencia nucleotidica de la
regién no duplicada de cepas de rotavirus.

Comparacion de la regién duplicada de la cepa
CC86 con la regién no duplicada.

Comparacion de la regién duplicada en cepas
reordenantes de rotavirus.

Estructura del segmento 11 de las cepas CN86 y
CC86.

Comparacién de la secuencia aminoacidica del
polipéptido NSPS de rotavirus.

Comparaciéon de la secuencia aminoacidica del
polipéptido de 92 aminoAcidos.

Andlisis del RNA genémico de las coinfecciones
entre las cepas CC86 y SA-11.

Esquema de purificacién de clones de rotavirus.

Electroferotipos de nuevas cepas de rotavirus
obtenida de infecciones mixtas.

Electroferotipo del reordenante de SA-11.

47
48
50

52

57
59
60
62
63
65
67

69

70

73




FIGURA 27 Comparacién de placas de lisis entre las cepas SA-11 75
y SA-11 reordenante.

FIGURA 28 Ensayo de canibalismo entre las cepas SA-11 y SA- 76
' 11 reordenante.




LISTA DE TABLA

Piginas

TABLA 1 Identificacién de los segmentos de RNA de las 52
nuevas cepas rotavirus.




Amp
BrEt

BSA

cpm
DDT
EDTA
kb

mRNA

rpm
SDS
SAM
SFB

p.fau./cél

ABREVIATURAS

Ampicilina

Bromuro de etidio.
Seroalbiimina de bovino.
Curie.

Cuentas por minutos.
Ditiotreitol

Acido etilendiaminotetraacético.
Kilobases.

Acido ribonucleico mensajero.
Pares de bases.

Revoluciones por minutos.
Dodecilsulfato de sodio.
S-adenosilmetionina.

Suero Fetal de Bovino.

Unidades formadoras de placa por célula.




RESUMEN

Rotavirus, miembro de la familia Reoviridae, es un importante agente etiologico
de gastroenteritis infantil en la mayoria de las especies animales, incluyendo al hombre.

El genoma de rotavirus esta constituido por once segmentos de RNA de doble
hebra que se encuentran en el interior del core viral, el que est4 rodeado por una doble
cubierta proteica.

En la actualidad se han aislado reordenantes moleculares de cepas homdlogas de
rotavirus, que poseen un patron atipico de su RNA genémico. Se ha observado que la
mayoria de estos reordenamientos ocurren en el segmento 11 y se deberian a una
duplicacion parcial de una region de este segmento. La caracterizacion preliminar de
uno de estos reordenantes, la cepa CC86 de rotavirus de cerdo, reveld diferencias en el
comportamiento de esta cepa respecto a la cepa parental. Al realizar infecciones en
cultivos celulares, la:-cepa relordenante presenta un tamafio de placas mayor que la
parental y al realizar coinfecciones con ambas cepas, la cepa reordenante desplaza
totalmente a la cepa parental. Esto pace posible enfocar un modelo de estudio de estos
fenotipos, ya que la diferencia est4 circunscrita a tan solo la variacién en la migracion
de un segmento gendmico, que puede ser identificado como un verdadero marcador

molecular.

4

El objetivo de esta tesis fue estudiar el efecto que tiene el reordenamiento del

segmento 11 de la cepa CC86 en las distintas etapas de la morfogénesis viral, ademas

a




caracterizar genéticamente el reordenamiento y determinar si que el fenotipo asociado a
éste puede ser traspasado a una cepa heterloga de rotavirus.

Se caracterizo “in vitro” e “in vivo” la sintesis del RNA (+) y RNA (-) por la cepa
parental CN86 y la cepa reordenante CC86. Ademas, se estudio la sintesis de lo's
polipéptidos codificados por el segmento 11 en células infectadas por estos virus.
También se realizd una infeccion mixta entre la cepa CC86 y SA-11 para obtener una
cepa que contenga los segmentos genémicos de SA-11y el segmento 11 reordenado de
la cepa CC86. Finalmente se caracteriz6 genéticamente el segmento reordenado.

Los estudios de la sintesis de RNA mensajeros y RNA gen6mico, indican que en
ambos casos el segmento 11 reordenado se sintetiza como una sola unidad, no
detectando diferencias en su sintesis al comparar con la sintesis de RNA del segmento 11
normal de la cepa CN86.

No se observaron diferencias en la expresion del polipéptido NSP5 en cultivo
celular en ambas cepas, ademas tampoco se observaron diferencias entre la expresion del
polipéptido NSP5 de ambas cepas virales en cultivo celular en los estudios de traduccién
“in vitro”, solo se detectd la expresion del polipéptido NSPS5 a partir del segmento 11.

Mediante el ensayo de coinfeccion desarrollado en esta tesis se obtuvieron
alrededor de 23 nuevos clones virales, que presentan segmentos de RNA de las cepas
CC86 y SA-11. El genoma de uno de estos clones esta constituido por los 10 primetos
segmentos de la cepa SA-11y el segmento 11 reordenado proveniente de la cepa CC86.

La caracterizacion de este reordenante de SA-11 indicé que los fenotipos mayor tamafio




de placa y desplazamiento de la cepa parental presentado por la cepa CC86, fueron
traspasados a esta nueva cepa de rotavirus.

La caracterizacion genética del segmento 11 normal y reordenado permiten

~concluir que el reordenamiento se debe a una duplicacién parcial del segmento 11 de la
cepa CC86, silnilalles a las encontradas en otras cepas de rotavirus.

El analisis de la secuencia aminoacidica del polipéptido NSPS5 en ambas cepas
de rotavirus de cerdo, muestra algunas diferencias que podrian dar cuenta del fenotipo
asociado al segmento 11 duplicado. Es probable que estos fenotipos se produzcan por la
sintesis de otro polipéptido a partir segmento 11 o bien Ia duplicacion de este segmento

aumento la eficiencia de encapsidacion de éste.




SUMMARY

Rotavirus, 2 member of the Reoviridae family, is an important etiological agent
of gastroenteritis in infants, in many animals species including man.

The genome of rotavirus is composed of 11 segments of double-stranded RNA
that are found within the viral core, surrounded by an double-shell capsid protein.

Recently, it have been isolated rotavirus strains with rearranged genomes that
have an atypical genomic RNA migration patterns with respect to the homologous strain.
In most cases, the rearrangements involved sequences of genomic segment 11 and
structural analysis of these strains showed that the rearrangement correspond to-a partial
duplication of the normal segment. The characterization of strain CC86 from porcine
rotavirus showed differences when it was compared with the standard counterpart. The
strain CC86 forms larger plaques in tissue culture than strain CN86 and overgrows the
normal strain after coinfection of MA-104 cells. The characteristics presented by these
strains have led to considered them as a model to study these fenotypes, since the unique
difference bewteen them is the rearranged 11, genomic segment that can be identified as
a molecular marker.

The purpose of this thesis was to study the effect that have the rearrangment of
the segment 11 in the rotavirus morphogenesis events, characterize the genetic

rearrangment and segregate RINA segment 11 to an heterologous strain.




The mRNA and minus strand synthesis by CC86 and CN86 strains were
characterized “in vitro” and “in vivo”. Further, the synthesis of the polypeptide NSPS5,
coded by gen 11, was studied in infected cells. In addition, by mean of coinfection
between CC86 and SA-11 strains, the rearranged RNA segment was segregated to the
heterologous strain, obtaining a new reassortant that was characterized. Finally, the
rearranged segment 11 was sequenced.

The studies of the synthesis of mRNA and minus strand RNA have been shown
that in both cases the rearranged RNA segment 11 was synthetized completely and
without differences with the normal segment RNA 11.

The synthesis of the polypeptide NSP5 cells infected with either strain is similar,
In addition, no diﬂ’erer‘lces in any of the other viral or virus induced proteins were
detected and the studies of “in vitro” translation showed that genome segment 11
mRNA from both viruses produced a polypeptide with similar characteristics and the
molecular size of NSPS. \

By mean of the coinfection assay developed during this investigation were
obtained 23 new viral clones, that contained RNA genome segments derived from
strains CC86 and SA-11. One of these reassortant contained RNA segments 1 to 10
from SA-11 and the segment 11 from the rearranged RNA genome segment the CC86

strain. The characterization of this new strain showed that the fenotypes large plaque

formation and overgrowth were segregated with the rearranged RNA segment 11.




The genetic structure of the rearranged segment 11 showed that the
rearrangement involved a partial duplication analogous to others rearranged rotavirus
involved.

The analysis of polypeptide NSP5 aminoacids sequence from both porcine
rotavirus strains show some differences that might explain the fenotype associated to the
rearranged segment 11. It is probable that both the synthesis of another polypeptide from
segment 11 or that duplication of the segment confer a selective advantage to be

encapsidated, being the cause of this fenotype.




INTRODUCCION

Rotavirus es el principal agente etiologico asociado a gastroenteritis aguda en
humanos y otras especies animales tales como porcino, bovinos, ovinos y aves (Kapikian
y Chanock, 1990; Blacklow y Greenberg, 1991; Estes y Cohen, 1989). En los paises
subdesarrollados, las infecciones producidas por este virus constituyen. una de las causas
principales de muerte en lactantes (Cukor y Blacklow, 1988; Kapikian y Chanock,
1990). Este agente infeccioso fue descubierto por Bishop en 1973, cuando analiz6 por
microscopia electronica biopsias de duodeno de pacientes con gastroenteritis aguda.

Rotavirus ha sido clasificado en la familia Reoviridae, principalmente por sus
caracteristicas morfologicas ( Kapikian y Chanock, 1985). La particula viral tiene
estructura icosaédrica, con un diametro aproximado de 70'nm yuna densidad en CsCl
de 1,36 gr/em’. El core viral est4 rodeado por una doble cubierta proteica, cuyos
capsomeros tienen una distribucion radial, dando a la particula la forma de una rueda
de la cual deriva su nombre.

La cubierta externa de rotavirus estd compuesta por los polipéptidos VP4 y
VP7, los cuales debido a sus caracteristicas antigénicas definen 11 serotipos asociados
al polipéptido VP7 y 9 asociados al polipéptido VP4 ( Kapikian y col., 1981; Hoshino y
col., 1985; Offit y Blavat, 1986). Esta cubierta externa puede ser removida del virus por
tratamiento con un agente quelante de calcio como el EDTA, originando la particula de

cubierta simple, estructura que tiene un didmetro de 55 nmy una densidad de 1,38




gr/cm’® en CsCl. La cubierta interna esta constituida principalmente por el polipéptido
VP6, que representa el 60% del contenido polipeptidico del virion (Novo y Esparza,
1981; Estes y Cohen, 1989; Estes, 1990 ). Las caracteristicas antigénicas de VP6
definen los grupos antigénicos, Iy II de rotavirus ( Kalica y col., 1981; Greenberg y
col., 1983 a y b). Cuando el polipéptido VP6 es removido por tratamiento con CaCl,
se obtierie una particula de 37 nm, denominada “core”, que tiene una densidad en CsCl
de 1,44 gr/cm’.

El core viral esta constituido por el RNA genomico y los polipéptidos VP1, VP2
y-VP3 (Liu y col., 1988; Estes, 1990; Patton, 1993). El polipéptido VP1 tiene asociada
la actividad RNA polimerasa del virus, el polipéptido VP3 es la guanililtransferasa y VP2
tiene un rol estructural y la capacidad de unir RNA ( Valenzuela y col., 1991; Pizarro y
col., 1991a; Boyle y Holmes, 1986; Chen y col., 1990; Mansell y Patton, 1990). En el
interior del core se encuenira el genoma viral, constituido por 11 segmentos de RNA
doble hebra, cada uno de los cuales codifica para al menos un polipéptido viral

La migracion electroforética de los 11 segmentos de RNA gendmico de rotavirus
define un patroén de bandas caracteristico de este virus. Los segmentos se pueden
clasificar en cuatro grupos, dependiendo de su migracion electroforética ( Kapikian y
Chanock, 1985; 1990 ). En el grupo I se encuentran los cuatro primeros segmentos,
cuyos pesos moleculares van de 1,5 a 2,2 x 10° dalton, en el grupo II estan los
segmentos 5 y 6 con pesos moleculares de entre 0.8 y 1 x 10° dalton; En el grupo IIT
estan los segmentos 7,8 y 9 que tienen pesos moleculares muy parecidos, de

aproximadamente 0,5 x 10 dalton y en el grupo IV estan los segmentos 10 y 11 que




tienen pesos moleculares de 0,2y 0,3 x 106 dalton respectivamente. Aunque este patron
de migracion es caracteristico en todas las cepas de rotavirus, la migracion de cada uno
de los segmentos puede diferir entre distintas cepas, dando origen a los distintos
electroferotipos. ,

En el ciclo replicativo de rotavirus, los polipéptidos de la cubierta externa tienen
un rol fundamental en las etapas de adsorcion y penetracion del virus a la celula
(Fukuhura y col., 1988). En un primer momento, el virus se une al receptor celular
mediante el polipéptido VP7. Luego, el polipéptido VP4 experimenta un corte
proteolitico, catalizado por tripsina, produciéndose dos fragmentos, VP5 y VP8. El
fraccionamiento del polipéptido VP4 es fundamental, ya que de esta forma el virus
adquiere la capacidad infectiva, ‘que le permite atravesar directamente la membrana
plasmética ( Espejo y col., 1981). Durante la entrada del virus a la célula se pierde la
cubierta externa, liberandose al citoplasma el virus de cubierta simple ( Clark y col,,
1980; Suzuki y col., 1986). Estas particulas son capaces de transcribir tanto “in vivo”
como “in vitro” los 11 segmentos virales. Los transcritos obtenidos en ambas condiciones
son idénticos y codifican para los mismos polipéptidos ( Cohen y col., 1977, Spencer y
Arias, 1981; Stacy-Phipps y Patton, 1987; Sandino y col., 1988).

La sintesis del genoma del virus es asimétrica, la hebra positiva de] RNA es
utilizada como templado para la sintesis del RNA (-), que permanece asociado al
templado generando el RNA de doble hebra-( Patton, 1986; Imaiy col., 1983). De esto

se desprende que el RNA mensajero tiene dos funciones en la célula, ser utilizado para la

sintesis de los polipéptidos virales y como templado para Ia sintesis de la hebra negativa
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del RNA gendémico del virus. A medida que se sintetizan los polipéptidos virales, éstos'
se acumulan en el citoplasma de la célula, constituyendo las inclusiones denominadas
viroplasmas, donde se realiza todo el proceso de replicacion y ensamblaje de la particula
viral (Mc Crae y Faulkner-Valle, 1981; Stacy-Phipps y Patton, 1987; Patton y Gallegos,
1988).

Las subparticulas involucradas en la sintesis del RNA gendmico son distintas de
las que transcriben los 11 segmentos de RNA simple hebra. El analisis de la composicion
polipeptidica de los distintos intermediarios de replicacién ha demostrado la presencia de
polipéptidos estructurales y no-estructurales ( Helmberg-Jones y Patton, 1986; Mansell y
Patton, 1990; Patton, 1993). El primer intermediario que se produce en las inclusiones
viroplasmicas se denomina precore-Rl, tiene un didmetro de 55 nm y esta formado por
los polipéptidos VP1, VP3, NSP1, NSP2, NSP3 y NSP5. Luego se forma ei
intermediario core-RI, de 60 nm de didmetro, constituido por los polipéptidos VP1,
VP2, VP3, NSP2, NSP3 y NSP5. El dltimo intermediario, ss-Rl, tiene caracteristicas
similares a la particula de cubierta simple y esta constituido por los polipéptidos VP1,
VP2, VP3, VP6, NSP2, NSP3 y NSP5 ( Gallegos y col., 1989; Patton y col., 1988).

El estado final de la morfogénesis ocurre en el reticulo endoplasmico rugoso
(RER), lugar al cual la particula de cubierta simple migra desde las inclusiones
viroplasmicas. El polipéptido NSP4 (NS28) actiia como receptor de la particula de
cubierta simple en el RER, interaccionando con el polipéptido VP6 ( Kabcenell y col.,
1988; Chen y Ramig, 1993). Luego, se produce la yemacién del virus al lumen del

reticulo, donde adquiere una membrana que rodea la particula. Posteriormente, el virus
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se desprende de la membrana, lo que permite que se ensamble la cubierta externa con los
polipéptidos VP7 y VP4. Recientes estudios han demostrado que en el ensamblaje del
polipéptido VP4, participaria el polipéptido NSP4 ( Chen y Ramig, 1993). En cambio, el
polipéptido VP7 no necesita ningn otro polipéptido no estructural para ensamblarse.
Finalmente, las particulas virales maduras se acumulan en el lumen del RER, hasta que se
produce la lisis celular ( Estes, 1990; Patton, 1993).

En el ciclo replicativo del virus, uno de los aspecto importantes que ocurren
durante la sintesis del RNA (-) y en el “assortment™ de los segmentos de RNA gendmico
son los ordenamientos genéticos que suften algunos de los genes (Chen y col., 1989;
Garbarg y col., 1984; Graham y col., 1987; Hundly y col., 1985). Es asi como, al analizar
aislados individuales normalmente se encuentra que estin formados por subpoblaciones
virales genéticamente distintas. Ademas, en los virus cuyo RNA es segmentado, un tipo
comin de ordenamiento genético lo constituye el proceso llamado permutacion o
"reassortment”, que se produce cuando una misma célula es infectada simultineamente
por dos variantes virales. En procesos infectivos de esta naturaleza, se genera progenie
viral que posee la dotacion genética correspondiente a cada una de las cepas parentales y
ademas nuevas cepas, cuyo genoma estd constituido por distintas combinaciones de los
segmentos genéticos de ambas cepas parentales (Flores y col., 1989; Gouvea y Brandly.,
1995). La capacidad de generar nuevas cepas virales mediante la permutacion de los
segmentos en coinfecciones realizadas “in vitro”, se ha utilizado como una herramienta
en el mapeo de mutantes termosensibles (Gombold y col., 1985; Ramig y col., 1985), en

la identificacion de determinantes de especificidad y virulencia viral ( Offit y col., 1986;
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Sharpe y col., 1983), en el rescate de virus no-cultivable (Greenberg y col,, 1981), y
también en la identificacion de segmentos genéticos que codifican para un fenotipo Unico
en alguna variante viral (Chen y col, 1989): En la actualidad, varios grupos de
investigadores han aportado evidencias que demuestran que el fenémeno de permutacion
también ocurre “in vivo”. Se han encontrado nuevas cepas virales producto de
coinfecciones en animales realizadas con virus bluetonge pertenecientes a distintos
serotipos (Samal y col, 1987a, 1987b). También se ha demostrado que las
permutaciones se producen con una alta frecuencia “in vivo”, luego de infecciones orales
con rotavirus en ratén (Greenberg y Kalica., 1981).

Otros tipos de reordenamientos genéticos que ocurren durante la replicacion de
genoma viral son intragénicos y se producen ya sea por deleciones y/o duplicaciones de
determinadas secuencias (Pedley y col., 1984; Eiden y col., 1985; Hundley y col., 1987,
Besselaar y col., 1986; Thouless y col., 1986; Pocock, 1987, Bellinzoni y col., 1987;
Tanaka y col., 1988). En algunas ocasiones se ha observado que estos reordenamientos
se producen bajo condiciones de infeccién que utilizan una alta multiplicidad de infeccién
viral. En estas condiciones, aparentemente el RNA genomico se replica rapidamente y
en forma azarosa, lo cual conduce a la formacién de particulas virales defectivas, que
en su mayoria carecen de regiones importantes dentro de su RNA genomico y por lo
tanto requieren particulas virales normales ayudadoras (virus helper) para su replicacion.
Ejemplos de este tipo de reordenamientos intra génicos se han encontrado en virus

influenza, donde las particulas virales defectivas poseen fragmentos de RNA que son de

tamafio menor, producto de que han ocurrido simples 6 multiples deleciones internas
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del fragmento de RNA gen6émico mayor ( Davis y col., 1980; Sivassubramanian y Nayak,
1983; Brown y col., 1983).

En varios géneros de la familia Reoviridae se han detectado particulas defectivas,
que presentan reordenamiento intragénicos, es el caso de reovirus donde incluso se han
encontrado en aislados obtenidos desde ratones recién nacidos infectados en forma
cronica por este virus. En otros géneros de la familia Reoviridae, como orbivirus y
rotavirus, se han detectado reordenamientos genéticos én algunos de sus genes ( Ramig
y col., 1985; Eatony col., 1985) que se diferencian de aquellos obtenidos con reovirus
y virus influenza en que se replican en forma independiente y son estables en el tiempo.
En infecciones con  cepas de rotavirus del grupo A, este tipo d.e
reordenamientos se detectaron inicialmente en aislados virales obtenidos desde nifios
inmunodeficientes infectados en forma cronica, pero posteriormente también se han
detectado en aislados obtenidos desde hospederos inmunocompetentes® humanos vy
otros mamiferos ( Pedley y col,, 1984; Eiden y col, 1985; Hundley y col., 1987,
Besselaar y col., 1986; Thouless y col., 1986; Pocock, 1987; Bellinzoni y col., 1987,
Tanaka y col,, 1988).

Los reordenamientos genéticos, que se producen en infecciones con rotavirus u
otros virus cuyo genoma es RNA segmentado, parecen tener gran importancia desde un
punto de vista evolutivo, debido a que permiten la generacion de nuevas cepas virales
con mayores ventajas selectivas en la naturaleza ( Desselberger, 1989).

En aislados de rotavirus obtenidos de nifios inmunodeficientes se han observado

reordenamientos en los segmentos 8, 10 y 11 del RNA gen6mico ( Hundley y col., 1987,
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Both y col., 1983; Baybutt y McCrae, 1984; Okada y col., 1984; Ward y col., 1985). El
analisis de la secuencia nucléotidica de algunos de estos aislados, demostré que en la
mayoria de los casos se producen duplicaciones intragénicas parciales, que se han
generado por la repeticién de una regién de la secuencia genémica, a partir del codon de
término del primer marco de lectura (ORF).

Es interesante hacer notar que la mayoria de los reordenamientos intragénicoé
descritos, producidos en infecciones por rotavirus, afectan al segmento 11. Estos se han
generado en forma espontined o bien durante infecciones realizadas con una alta
multiplicidad de infeccion. La caracterizacion ‘molecular de una cepa reordenante,
denominada C60 ( Mattion y col,, 1988; Gonzalez y col., 1989), obtenida desde
suspensiones de heces fecales de cerdo infectado por rotavirus, ha permitido determinar
las caracteristicas de este reordenamiento en el segmento 11. La determinacién de la
secuencia nucleotidica del segmento 11 reordenado demostré que el aumento de tamafio
se debia a una duplicacion de este segmento, que hacia aumentar €} tamafio del segmento
de 664pb a 1211pb. EIl segmento reordenado estd compuestd de dos unidades
homologas del segmento 11, organizadas en una orientacion cabeza-cola; ambas unidades
presentan parciales deleciones del segmento 11 normal. La unidad ubicada en el extremo
5’ del segmento duplicado, comprende la region codificante completa del polipéptido
NSP5, que posee una region deletada de 44 pb en su extremo 3"y 5 pb extras ubicadas
luego del cod()r‘l de termino UGA en la posicion 613-615. Por otro lado, la unidad
ubicada en el extrerho 3’ del segmento duplicado carece de las primeras 77 bases del

extremo 5°del segmento 11. Esta delecion retira la region no-codificante y los primeros
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19 codones del polipéptido NSP5. La unidad 3°, que comprende los nucledtidos 625
al 1211, carece del coddn de iniciacion AUG del polipéptido NSP5.

El mecanismo responsable de los reordenamientos que ocurren en el segmento 11
de rotavirus de cerdo, no es conocido. Sin embargo, recientemente se ha propuesto un
modelo que podria explicar este fenémeno ( Gorziglia y col., 1989; Matsui y col., 1990):
La RNA polimerasa, al iniciar la sintesis en el extremo 3’ de la hebra, podria elongar
hasta alcanzar un sitio de atenuacion, donde podria desprenderse desde el templado, con
la hebra naciente unida a ella y reiniciar la sintesis en otra posicion. Es interesante que al
analizar la secuencia nucleotidica en la regiéon donde se produce la duplicacion, podria
formarse una estructura secundaria del tipo “hairpin loop”, que es caracteristica de un
sitio de atenuacion.

Por lo general, el segmento 11 tiene 664 pb de largo y al igual que otros
segmentos de rotavirus homologos, posee tres'marcos de lectura abiertos (ORF), de los
cuales se ha podido identificar un polipéptido. El primer ORF comienza en el nucledtido
22y codifica para el polipéptido NSP5 (NS26) de 197 aminoacidos, con un alto
contenido de serina y treonina (25%) ( Lépez y col., 1993). Se ha encontrado que este
polipéptido no-estructural tiene un peso molecular aparente de 28K, lo que difiere del
producto obtenido a  partir de traducciones realizadas utilizando un sistema libre de
células, que es de 26K ( Mattion y col., 1991). El polipéptido NSP5 (NS26), experimenta
varias modificaciones postraduccionales: experimenta, fosforilacién y ademé.\s,
recientes estudios indican que NSP5 también puede experimentar O- glicosilaci6n,

modificacion que se realizaria en los primeros minutos de su sintesis (Gonzélez y
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Burrone, 1991). Interesantemente, este polipéptido es el segundo ejemplo de una
glicoproteina con una O-glicosilacién descrito en virus. El segundo marco de lectura
abierto comienza en el nucledtido 80 y se encuentra fuera de fase con respecto al
primero; codifica para una proteina de 92 aminoacidos, cuya sintesis recientemente ha
podido ser detectada en células infectadas por rotavirus. El tercer marco de lectura
abierto comienza en el nucledtido 175, estd en fase con respecto al primer marco de
lectura y codifica para un polipéptido de 146 aminoacidos. Todos estos polipéptidos
unirian RNA y formarian parte de un complejo involucrado en la replicacion del genome;.
de rotavirus ( Welch y col., 1989; Mattion y col., 1990; 1991).

Cuando se compara la secuencia aminoacidica del  polipéptido NSP5 (NS26),
entre distintas cepas homoélogas de porcino, se observa que es altamente conservado (97-
98%) ( Lopez y col., 1993); en cambio, cuando se compara la secuencia aminoacidica de
NS26 de porcino con el polipéptido codificado por el segmento 11 del RNA genémico
de otras cepas de rotavirus, que infectan a humanos o animales, se observa que existe
aproximadamente un 90% de homologia. Por su parte, el polipéptido de 92 aminoécidos,
presenta un 98% de homologia en su secuencia aminoacidica entre los distintos tipos de
rotavirus (Lopez y col., 1993).

En nuestro  laboratorio disponemos de un reordenante molecular, obtenido
luego de una infeccion realizada con la cepa CN86 de rotavirus de cerdo utilizando una
alta multiplicidad de infeccion (Mattion y col., 1990). Este reordenante, denominado
CC86, presenta una modificaci6n en la movilidad electroforética del segmento 11, el cual

migra entre los segmentos 9 y 10, como se muestra en la figura 1. Estudios preliminares,
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FIGURA 1. ELECTROFEROTIPOS DE LAS CEPAS SA-11 CN86 Y CC86 DE
ROTAVIRUS. Las muestras de RNA genomico fueron analizadas en geles de
poliacrilamida al 7%. En el carril 1 se observa el patron electroforético de la cepa SA-11
de rotavirus de simio. En el carril 2 se observa el patrén electroforético del RNA
gendémico de la cepa parental CN86 de rotavirus de cerdo y en el carril 3 se muestra el
patrdon electroforético del RNA genémico de la cepa CC86 reordenante de rotavirus de
cerdo.




18

realizados con la cepa CC86 de rotavirus de cerdo demostraron que el segmento 11 de
mayor tamafio hibrida con el segmento 11 de la cépa CN86. Ademds, analisis realizados
mediante la técnica de extension del partidor demostré que utilizando el segmento 11 de
mayor tamafio se producian dos productos de distinto tamafio, que iniciaban en el mismo
sitio pero terminaban en lugares distintos. Estos resultados estarian indicando que el
reordenamiento del segmento 11 en la cepa CC86 se deberia a una duplicacién de este
segmento, similar al descrito en la cepa C60 ( Mattion y col., 1990).

Una caracteristica muy interesante de la cepa CC86 es que al infectar monocapas
de células MA-104 forma placas de lisis de mayor tamafio que la cepa parental (figura 2),
ain cuando ambas cepas tienen una curva de crecimiento similar en cultivo celular.
Ademis, cuando se realizan coinfecciones con las cepas CN86 y CC86 en células MA-
104, la cepa reordenante sobrecrece a la cepa parental, observandose que sélo se
produce progenie con caracteristicas fenotipicas de la cepa reordenante, como se muestra
en la figura 3.

Hasta ahora, la mayoria de los estudios realizados han indicado que en rotavirus el
polipéptido VP4 seria responsable.de la virulencia, de la infectividad, del desarrollo y
tamafio que alcanzan las placas de lisis producidas en infecciones de monocapas celulares
con este virus ( Kalica y col, 1983; Offit y col, 1986). E! analisis de algunos
reordenantes, obtenidos por coinfeccion de células conuna cepa que produce placas lisis
pequefias y otra que produce placas lisis grande, ha demostrado que el polipéptido VP4

tendriaun rol en la formacion de las placas de lisis y en el tamafio que éstas pueden
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2A 2B

FIGURA 2. COMPARACION DE LA FORMACION DE PLACAS DE LISIS
DE LAS CEPAS CN86 Y CC86 DE ROTAVIRUS DE CERDO. Se infectaron
monocapas de células MA-104, con la cepa CN86 o CC86. Una vez adsorbido el in6culo
se agregd MME suplementado con 2 pg/ ml tripsina y 0,6% de agar Oxoid. Luego de 3
dias, las placas de lisis fueron tefiidas con cristal violeta. La figura 2A corresponde a las
placas de lisis obtenidas de la cepa CN86 y en la parte 2B se observa las placas de lisis
correspondiente a la cepa CC86.
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FIGURA 3. ENSAYO DE COMPETENCIA ENTRE LAS CEPAS CN86 Y CC86.
Se coinfectaron monocapas de células MA.104, con las cepas CN86 y CC86, el RNA
genémico de la progenie viral fue purificado y sometido a electroforesis en gel de
poliacrilamida. La parte A corresponde al RNA genomico obtenido desde 3 pasajes de
infeccion de la coinfeccién en la que se utilizé6 0,1 y 0,01 PFU/célula de la cepa CN86
y CC86 respectivamente. La parte B de la figura corresponde al RNA genémico
obtenido desde 3 pasajes de infeccion de la coinfeccion en la que se utilizb6 0,1
PFU/célula de ambas cepas de rotavirus de cerdo. (Linea 1-3).
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alcanzar (Taniguchi y col, 1994). Por otro lado, se demostré que al traspasar el
segmento que codifica para el polipéptido VP4 de, una cepa virulenta, auna cepa
receptora no virulenta la caracteristica de virulencia también era traspasada ( Offit y col,,
1986). Estos estudios se complementan con otros en los cuales se determind la secuencia
aminoacidica de este polipéptido, en distintas cepas de rotavirus aislados de pacientes
sintomaticos y asintomaticos ( Gorsiglia y col., 1989).

El objetivo de esta tesis es determinar si el efecto producido por el
reordenamiento del segmento 11 en la cepa CC86, respecto a la cepa CN86, se debe a
una mayor eficiencia con que se lleva a cabo algunos de los distintos procesos de la

\
morfogénesis viral: sintesis del RNA (+) y RNA (-), sintesis de proteinas y ensarhblaje de
la progenie de rotavirus. Caracterizar genéticamente el reordenamiento del segmento 11 y
ademas, se pretende determinar si el fenotipo encontrado en esta cepa de cerdo puede ser
fraspasado a otra cepa de rotavirus. Se escogié como cepa receptora para este dltimo
estudio a la cepa de rotavirus de simio SA-11, cuyo genoma presenta un electro'ferotipo
distinto al de las cepas de rotavirus de cerdo, seleccionando aquellos reordenantes
producidos en coinfecciones con CC86 y SA-11 que poseen la dotacion genética de SA-

11 excepto en que el segmento 11 provenga de la cepa CC86.




MATERIALES

Rotavirus CN86 y CC86 fueron donados por el Dr. José Latorre del Centro de Virologia

Animal ( CEVAN) Buenos Aires. Argentina.
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METODOS

1.- CULTIVO DE CELULAS
1.1 CULTIVOS DE CELULAS MA-104.

Células MA-104, derivadas de rifion de Mono rhesus, fueron cultivadas en
medio minimo esencial (MME), suplementado con 5% de suero fetal de bovino (SFB),

siguiendo procedimientos descritos ( Sandino y col 1988, Sandino y col 1994).

1.2.- CULTIVO DE CEPAS DE Escherichia coli.

Las cepas de Escherichia coli TG1 utilizadas en este estudio fueron cultivadas
en medio liquido (LB) a 37°C con agitacion, o bien se crecieron a 37°C en placas de
cultivo con medio sélido LB. Las colonias resultantes se mantuvieron en la placa a 4°C
por varias semanas antes de ser replicadas y repetido el procedimiento.

Para conservar las cepas durante un tiempo mas prolongado se utilizé
medio liquido luria-glicerol 25%, manteniéndose luego a -70°C. De este modo, las cepas

son viables al menos durante 2 afios.

2.-PURIFICACION DE PARTICULAS VIRALES PARA ENSAYOS DE
TRANSCRIPCION “IN VITRO”.

Las monocapas de células MA-104 fueron infectadas con 0.1 PFU/célula de
rotavirus de cerdo CN86 6 CC86. El indculo viral fue activado previamente con 20pg/ml

tripsina, incubando por 30 minutos a 37°C. Luego de un periodo de adsorcion de una
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hora, el indculo fue eliminado y las células infectadas se mantuvieron a 37°C con MME y

fueron purificadas como se describi6 anteriormente (Sandino y col.,, 1988 ),

3.- PURIFICACION DE SUB-PARTICULAS VIRALES PARA ENSAYOS SE
SINTESIS DE RNA (-).

Se infectaron monocapas de células MA-104 como se describié en el punto 2 de
Métodos. Alas 2, 4, 6y 9 horas post-infeccion se elimin6 el medio de mantencion y las
subparticulas virales se purificaron utilizando el procedimiento descrito ( Gallegos y

Patton, 1989).

4.- DETERMINACION DE LA SINTESIS DE RNA MENSAJERO Y
GENOMICO DE ROTAVIRUS DE CERDO EN CULTIVO CELULAR.

Se infectaron monocapas de células MA-104 con 0.1 PFU/célula de rotavirus de
cerdo de las cepas CN86 6 CC86, previamente activado con 20 pg/ml de tripsina.
Después de la adsorcion del inculo viral, las células infectadas se incubaron con MME
carente en acido ortofosforico, suplementado con 10 pCi/ml de 3 2P‘I'1P04 y 2 pg/ml de
tripsina. A 2, 4, 6,8 y 12 horas post infeccién, el RNA genémico y RNA mensajero
fue purificado y sometido a electroforesis en geles de poliacrilamida, como se ha descrito

(Sandino y col., 1988).

5.- SINTESIS “IN VITRO” DEL RNA MENSAJERO VIRAL.
La actividad RNA polimerasa de las subparticulas virales de rotavirus de cerdo

fue determinada mediante la cudntificacion de la incorporacion de 3H-UMP a material

acido insoluble como se describi6 anteriormente (Sandino y col., 1988).
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6.- SINTESIS “IN VITRO” DEL RNA (-) DE ROTAVIRUS.

La sintesis de la hebra negativa del RNA se realiz6 utilizanda subparticulas virales
obtenidas a tiempos tempranos post-infeccion. Las subparticulas se incubaron por una
hora a 45°C con una mezcla de reacciéon que contenia 32p_UTP 0.04 mM con una
actividad especifica de 3000 cpm/pmol.  Finalmente, la mezcla se someti6 a una
extraccion de RNA y a electroforesis en geles de poliacrilamida no denaturante, como se

ha descrito (Sandino y col., 1988).

355 METIONINA.

7.- MARCACION DE PROTEINAS VIRALES CON

Se infectaron monocapas de células MA-104 con las cepas de rotavirus de cerdo
CN86 6 CCB86, en las condiciones mencionadas en el punto 3 de Métodos. Una vez
adsorbido el indculo viral, éste se reemplazo por medio MME deficiente en metionina,
suplementado con 0.5 pg/ml de Actinomicina D, 2 pg/ml de Tripsina y 10 pCi/mi de 355
Metionina. A distintos tiempos post-infeccion, el medio de cultivo fue eliminado y las
proteinas virales fueron sometidas a electroforesis en gel de poliacrilamida como se
describe ( Sandino y col., 1988; Mattion y col., 1988 ). Cuando se determiné. el efecto

de tunicamicina en la glicosilacion de algunos polipéptidos, este inhibidor fue agregado al

medio de incubacién después de la adsorcion del virus en una concentracion final de 1

pg/ml.
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8.- FORMACION DE PLACAS DE LISIS .

Células MA-104 crecidas en discos plasticos se lavaron tres veces con MME.
Luego se agregé el indculo y se permitio la adsorcion del virus durante una hora a 37°C.
El indculo fue removido y se agregd MME que contenia 2pg/ml Tripsina; 50 pg/ml
DEAE Dextrano;, 100 mM Hepes y 0,6% Agar Oxoid. Los discos fueron dejados a
temperatura ambiente hasta que el agar gelifico y posteriormente se incubaron entre 4 y 6
dias en una estufa a 37°C con CO2 al 5% ( Allen y Desselberger, 1985, Garbarg y
Chenon, 1984; Graham y col., 1987, Mattion y col., 1990). Finalizada la incubacion, la
monocapa celular se fijé con formaldehido al 37% y luego se tifi6 con cristal violeta al
1%. Las placas de lisis se evidenciaron por la ausencia de coloracion en la monocapa

celular.

9.- PURIFICACION DE CLONES VIRALES A PARTIR DE PLACAS DE LISIS.

Una vez formadas las placas de lisis, éstas fueron recolectadas desde el medio
con agar. El trozo de agar, obtenido desde cada placa de lisis, fue depositado en un
pequefio volumen de MME. Luego se procedio a congelar y descongelar tres veces, lo
que permite la difusion de las particulas virales desde el trozo de agar. Posteriormente
se tomo una alicuota de cada placa de lisis y se infectaron monocapas de células MA-104,
Las particulas virales de cada placa de lisis fueron sometida a dos pasajes de infeccion en

cultivo celular. Luego se purificoé el RNA gendémico y se someti6 a electroforesis en

geles de poliacrilamida.
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10.- AMPLIFICACION POR P.C.R DEL SEGMENTO 11 DE LAS CEPAS CN86
Y CC86.

La amplificacion de ambos segmentos, se realizd a partir de los vectores
cDNA-CC86 y cDNA-CN86, construidos por el Dr Jorge Blakchalls. La mezcla de
reaccion consistié en 10 ng de ¢cDNA, 5 mM MgClp; 2,5 mM de dATP; dCTP; dGTP,
dTTP;10 pM de <c/u de los siguientes partidores  NS-1: 5
TCCCCGCGGTGACAAAACGGGAGTGGGGAGCTCCCTAGTG3" NS-2:
5'CCCTAGGTTAATACGACTCACTATAGGCTTTTAAAGCGCTACAGT 3. La
amplificacion se realizd en un termociclador Perkin Elmer 480 y consistié en 30 ciclos
de 1 minuto de denaturacion a 95°C; 1 minuto de hibridaciéon a 60 °C y 1 minuto de
extension a 72 °C; luego, se realiz6 una extension final de 10 minutos a 72 °C. Una vez

finalizada la amplificacion, los productos fueron visualizados en geles de agarosa.

11. PURIFICACION DE PLASMIDIOS RECOMEBINANTES.

Para la purificacion del DNA plasmidial se utilizo el método de la lisis alcalina,
descrito por Birnboim y Doly, 1979. Se inocularon 100 ml de medio Luria que contenia
ampicilina (100 pg/ml) con 5 m! de cultivo bacteriano y se incub6 durante toda la noche
a 37°C con agitacion fuerte. 1Se colectaron las bacterias por centrifugacion a 10500 x g
por 10 minutos en una Minicentrifuga Eppendorf'y se resuspendieron en 200 ul de una
solucién que contiene Tris-HCl 25 mM pH 8.5; EDTA 10 mM; Glucosa 50 mM y
lisozima 2 mg/ml, incubando a temperatura ambiente durante 15 minutos. Posteriormente

se agregd 200 pl de una solucibn  que contenia 0,2 M NaOH; 1% SDS, se
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mezclé invirtiendo el tubo varias veces y se mantuvo en hielo durante 10 minutos. A esta
mezcla se agregd 150 pl de solucién que contenia Acetato de Potasio 3M pH 5.2, se
mezcl6 por inversion y se mantuvo en hielo por otros 15 minutos. El lisado bacteriano
fue centrifugado, recuperando el sobrenadante a 14000 x g por 15 minutos, al cual se le
agregd Sul RNAsa A 10 mg/ml y se incubd a 37°C por 15 minutos. Luego, el lisado se
incub6 a 37°C por 15 minutos con 5 pl de proteinasa K 10 mg/ml. Posteriormente se
agregd un volumen de una mezcla 1:1 de fenol: cloroformo y se agit6 vigorosamente en
un vortex. Se centrifugé a 10000 x g por cinco minutos en una Minicentrifuga
Eppendorf para separar las fases, y se recuperd la fase acuosa. Se precipité el DNA
con 2 pl de Acetato de Sodio 3M pH 5.2 y tres volimenes de etanol absoluto.
Finalmente, se centrifugd a 14900 x g por 30 minutos y se elimin6 el sobrenadante. Se

resuspendié el DNA en agua destilada estéril.

12.- SECUENCIAMIENTO DEL SEGMENTO 11 DE LAS CEPAS CN86 Y CC86.

Las reacciones de secuenciamiento fueron realizadas por el método de
terminacion en cadena ( Sanger y col., 1977) usando el kit de la Sequenasa Version 2.0
(United States Biochemical Corporation ) y los vectores DNA pGemT-11CC y
pGemT-11CN. Una vez finalizada la reaccion los productos fiueron sometidos a

electroforesis de poliacrilamida denaturante.
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13.- TRANSCRIPCION “IN VITRO” DEL SEGMENTO 11 A PARTIR DE LOS
PLASMIDIOS pSP-11CNy pSP-11CC.

La reaccion de transcripcion “ in vitro™, se realizo utilizando el Kit comercial de
transcripcion de la RNA polimerasa T7 de Promega, siguiendo las instrucciones del
fabricante. La mezcla de reaccién consistio en 5 ug de DNA lineal del plasmidio pSP-'
11CC y pSP-11CN; 200 mM Tris- HCI pH 7,5; 30 mM MgCl2; 10 mM Espermidina; 50
mM NaCl; 0,01% DTT, 5mg/ml BSA; 5Smg/ml Inhibidor de Ribonucleasa RNAsin,
dCTP;dTTP,dCTP 2,5 mM c/u, 0,25 mM dGTP; 0,5 mM mG ( 5%) ppp (5 )Gy 50 Ul
de RNA polimerasa T7. Esta mezcla se incubé durante tres horas a 37°C y los
productos de transcripcion fueron visualizados en geles de poliacrilamida como se

describe en ( Sandino y col., 1988 ).

14.- TRADUCCION <IN VITRO” DE LOS TRANSCRITOS DE RNA
OBTENIDOS DE pSP-11CN Y pSP-11CC.

La traduccidn se llevé a cabo utilizando el Kit comercial de traduccién “ in‘
vitro” de RNA con lisados de reticulositos de Promega, siguiendo las instrucciones del
fabricante. En este ensayo a 35 pl de lisado de reticulositos libre de nucleasa se agregd 2
p'g de RNA templado previamente calentado a 67°C por 10 minutos, 40U de Inhibidor de
ribonucleasa RNAsin, mezcla de aminoacidos ( deficiente en metionina ) 1 mM c/u y
Metionina 3°S 40uCi/ml. La mezcla de reaccion se incub6 a 30°C por una hora y

posteriormente los polipéptidos  fueron sometidos a electroforesis en gel de

poliacrilamida/SDS como se describe en (Sandino y col., 1988).




RESULTADOS

1.- TRANSCRIPCION ¢“IN VITRO” DE LAS CEPAS CN86 Y CC86 DE
ROTAVIRUS DE CERDO.

Con el fin de determinar si el aumento de tamafio del segmento 11 en la cepa
CC86 produce una alteracion en la sintesis de Ia hebra positiva, con respecto al segmento
11 normal de la cepa CN86, se compard la transcripcién “in vitro” en ambas cepas de
rotavirus de cerdo. Las particulas virales purificadas de cada cepa se incubaron con una
mezcla de transcripcion “in vitro”. La actividad de la RNA polimerasa viral presente en
las particulas virales purificadas fue activada por shock térmico y luego la reacciéon se
incubé a 45°C por 30 minutos. Los productos de transcripcion se analizaron mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida-urea.

En la figura 4 se muestra el patron electroforético de los 11 segmentos de
mRNA de la cepas CC86 y CN86 sintetizados “in vitro” (carriles 1 y 2
respectivamente). Al analizar los productos de transcripcion de la cepa CC86 se observa
la sintesis de 11 segmentos de mRNA, de los cuales 10 segmentos tienen idéntica
migracién que los respectivos mRNA sintetizados por la cepa CN86, mientras que el
segmento 11 reordenado presenta una migracion electrofofética menor al segmento 11

de la cepa CN86. Ademas no se observa la sintesis de otro producto de transcripcion de

tamafio similar al segmento 11 de la cepa CN86.
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FIGURA 4. ANALISIS DE LOS PRODUCTOS DE TRANSCRIPCION “IN
VITRO” CATALIZADA POR LAS SUBPARTICULAS DE ROTAVIRUS CN86
Y CC86. Particulas virales purificadas se incubaron con una mezcla de reaccion estdndar
de transcripcién, luego los productos fueron sometidos a electroforesis en gel de
poliacrilamida-urea al 5% y el gel fue tefiido con nitrato de plata. El carril 1 corresponde
a los productos de transcripcion de la cepa CC86 y el carril 2 corresponde a los
productos de transcripcion de la cepa reordenante CN86. La ubicacion de los distintos
segmentos de RNA mensajeros y gen6mico de rotavirus de cerdo son indicados.
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2.- EFECTO DE S-ADENOSILMETIONINA SOBRE LA TRANSCRIPCION “IN
VITRO” DE ROTAVIRUS DE CERDO.

Los segmentos de mRNA viral sintetizados “in vivo” durante el proceso de
transcripcion poseen una estructura cap en el extremo 5, la cual se encuentra metilada.
Se ha observado que en la mayoria de las cepas de rotavirus, la adicion de  S-
adenosilmetionina a la mezcla de transcripeién “in vitro” favorece la acumulacion de los
segmentos de mRNA viral sintetizado y que estos segmentos poseen la modificacién cap
descrita al igual que los productos de transcripcion “in vivo”. Se estudio el efecto que
tenfa la presencia y ausencia de SAM en la transcripcién “in vitro” de ambas cepas de
rotavirus de cerdo, para determinar si existe diferencia en la sintesis del segmento 11
reordenado.

En la figura 5 se muestra una gréfica  que relaciona el porcentaje de la
actividad transcripcional obtenida utilizando concentraciones crecientes de SAM,
respecto a la reaccion realizada en ausencia de SAM. Se obserya que en ambas cepas de
rotavirus de cerdo la adicién de SAM tiene un efecto estimulador de la actividad
trancripcional de alrededor de un 55%, respecto a los ensayos de transcripcion “in vitro”

realizados en ausencia de SAM.

3.- EFECTO DE ANALOGOS EN LA TRANSCRIPCION ¢“IN VITRO” DE
ROTAVIRUS DE CERDO.

Debido a que los andlogos de nucleétidos adenosina 9-B-D-arabinofuranosido-5'-

trifosfato (Ara ATP) y Cordicepina 5'-trifosfato 3'deoxiadenosina 5'trifosfato (Cord TP)
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FIGURA 5. EFECTO DE S-ADENOSILMETIONINA EN LA TRANSCRIPCION
“IN VITRO” CATALIZADA POR LAS SUBPARTICULAS DE ROTAVIRUS
CN86 Y CC86. Particulas virales purificadas se incubaron con mezclas de reaccion
estandar de transcripcion, en presencia ¢ ausencia de S-adenosilmetionina, durante 30
minutos a 45°C. La grafica muestra la actividad transcripcional de las cepas CN86
(diagrama claro) y CC86 (diagrama oscuro). Se determin6 la radioactividad asociada a
material 4cido insoluble,
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tienen un efecto inhibitorio en la transcripcién “in vitro” de rotavirus de simio (SA-11), se
estudio el efecto de estos analogos sobre la transcripcion “in vitro” de las cepas CN86 y
CCS86 de rotavirus de cerdo. Con este fin se agregaron concentraciones crecientes de
cada analogo a mezclas de transcripcion estindar que contenian particulas virales
purificadas, 4 mM de NTP y 0,24 mM de 3H.ATP con una actividad especifica de
100cpm/pmol.

Enla figura 6Ay 6B se muestran las graficas que relacionan la sintesis de RNA
mensajero, expresadas en porcentaje de inhibicién, con la concentracién de los
inhibidores Ara-ATP y CordTP respectivamente. Se observa que Ara ATP inhibe en
forma similar la transcripcion “in vitro” tanto de la cepa CN86 como de la cepa
reorcienante CC86 (figura 6A). De igual modo, en presencia de Cord TP la tendencia
inhibitoria de la transcripcion “in vitro” de ambas cepas de rotavirus de cerdo es similar'

(figura 6B).

4- CINETICA DE APARICION DE RNA MENSAJERO Y RNA GENOMICO
DE ROTAVIRUS DE CERDO. ‘

Para determinar si el reordenamiento genético del segmento 11 altera la sintesis

“in vivo” de mMRNA y RNA doble hebra, de la cepa CC86 con respecto a la cepa CN86,
se infectaron monocapas de células MA-104 con 0.1 PFU/célula de la cepa CN86 o de
la cepa CC86, previamente activadas con 20 pg/ml de tripsina. Luego de la adsorcion

se retird el indculp y se adiciond 1 ml de medio de mantencion deficiente en fosfato,
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FIGURA 6. EFECTO DE Cord T Y Ara ATP EN LA TRANSCRIPCION “IN
VITRO” CATALIZADA POR SUBPARTICULAS DE ROTAVIRUS CN86 Y
CC86. Se incubaron particulas virales con una mezcla de transcripcion en presencia de
distintas concentraciones de Ara ATP y Cord TP y se determiné la radioactividad
asociada a material acido insoluble. La grafica Ay B corresponden al efecto de los
analogos Ara ATPy Cord TP respectivamente, en la transcripcion “in vitro™ de las
cepas CN86 (-0-0-0-) y CC86 ( 0-0-0) de rotavirus de cerdo.




suplementado con 2 pg/ml de tripsina y 10 uCi de 32P-H3P04, Las células se incubaron
a 37°C por 2, 4, 6, 8 y 12 horas y posteriormente fueron cosechadas como se ha
descrito (Sandino y col 1988 ). El RNA viral sintetizado durante la infeccion fue
purificado y analizado mediante electroforesis en geles de poliacrilamida.

La figura 7 corresponde a l‘axautorradiograﬁa del gel que muestra la sintesis de
RNA mensajero en células infectadas con las cepas CN86 y CC86. Los carriles 1al5 y
6 al 10 corresponden al RNA mensajero sintetizados por las cepas CN86 y CC86
respectivamente, obtenido a las 2, 4, 6, 8, y 12 horas post infeccion. En ambos casos,
se observa la aparicion de RNA mensajero viral a las 2 horas post infeccion. El segmento
11 reordenado también se sintetiza en las primeras horas post infeccion.

La figura 8 corresponde a la autorradiografia del gel que muestra la sintesis de
RNA genoémico de ambas cepas de r:)tavirus de cerdo. Los carriles 1 al 5y 6 al 10
corresponden al RNA doble hebra de las cepas CN86 y CC86 respectivamente, obtenido
alas2, 4,6, 8y 12 postinfeccion. En esta figura se observa sintesis de todos los
segmentos de RNA gendémico a partir de 2 horas post infeccién, en ambas cepas de
rotavirus de cerdo. Estos resultados, juntos con los resultados obtenidos en ensayos de
transcripcion “4n vitro”, indican que el segmento 11 reordenado tiene un comportamiento

similar al segmento 11 de la cepa CN86 en la sintesis de la hebra positiva y negativa.
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FIGURA 7. ANALISIS DE LOS PRODUCTOS DE TRANSCRIPCION DE
" ROTAVIRUS EN CULTIVO CELULAR. Se infectaron monocapas de células MA-
104 con las cepas CN86 o CC86. A distintas horas post infeccion el medio fue retirado y
las células se lavaron con MME sin SFB, lue§ se les agreg6 MME sin SFB, deficiente en
fosfato, suplementado con 10uCi/ml de -H3P04 y 2 pg/ml de tripsina, y se
incubaron a 37°C por 2, 4, 6, 8 y 12 post- infeccién. Las células fueron cosechadas y
sometidas a extraccion de RNA, luego fueron sometidos a electroforesis en geles de
poliacrilamida. La autorradiografia de los geles evidencia la sintesis de RNA mensajero de
c¢élulas infectadas con CN86 y CC86. En esta figura los carriles 1 al 5y 6 al 10,
corresponden al RNA mensajero extraido Elas células infectadas con CN86 y CC86
respectivamente, después de la adicion de " "P-H3PO4_ por 2, 4, 6, 8 y 12 horas post
infeccidén. Los 11 segmento de RNA mensajero son indicados.
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FIGURA 8. ANALISIS DE LA SINTESIS DE RNA GENOMICO DE
ROTAVIRUS EN CULTIVO CELULAR. Se infectaron monocapas de células MA-
104 con las cepas CN86 o CC86. A distintas horas post infeccion el medio fue retirado y
las células se lavaron con MME sin SFB, lueg se les agreg6 MME sin SFB, deficiente en
fosfato, suplementado con 10uCi/ml de -H3PO4 y 2 ug/ml de tripsina, y se
incubaron a 37°C por 2, 4, 6, 8 y 12 post- infeccién. Las células fueron cosechadas y
sometidas a extraccion de RNA, luego fueron sometidos a electroforesis en geles de
poliacrilamida. La autorradiografia de los geles evidencia la sintesis d¢ RNA y RNA
mensajero de células infectadas con CN86 y CC86. En esta figura los carriles 1al 5y 6
al 10, corresponden al RNA gendémico extraido de las células infectadas con CN86 y
CC86 respectivamente, después de la adicion de ““P-H3PO4 por 2, 4, 6, 8 y 12 horas
post infeccion. Los 11 segmento de RNA genomico son indicados.
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5.- CINETICA DE SINTESIS DE PROTEINAS EN CELULAS INFECTADAS
CON ROTAVIRUS DE CERDO
.Con el fin de determinar si ‘el reordenamiento genético del segmento 11 genera
una alteracion en la sintesis del polipéptido NSP5 6 induce la sintesis de otro polipéptido
desde otros marcos de lectura, se estudio la sintesis de los polipéptidos virales en la cepas
CN86y CC86. Se infectaron monocapas de células MA-104 con 0.1 PFU/célula de la
cepa CN86 6 de la cepa CC86. Luego de la adsorcion, se retird el indculo y se
reemplazé por MME deficiente en metionina suplementado con 15 pCi/ml de 35g.
metionina, 2ug/ml de tripsina y 0.5 pg/ml Actinomicina D, como se describe en
Métodos. Luego las células se cosecharon a distintas horas post infeccion y las proteinas
virales sintetizados se analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS.
La autorradiografia del gel se muestra en la figura 9, donde los carriles 2, 5, 8 y 11
corresponden a proteinas sintetizadas en células sin infectar; los carriles 3, 6, 9 y 12'
corresponden a proteinas sintetizados en células infectadas con la cepa CN86 y los
carriles 4, 7, 10 y 13 corresponden a proteinas sintetizadas en células infectadas con la
cepa CC86. Todas las célylas fueron cosechadas a las 3, 6, 9 y 12 horas post-infeccion
respectivamente. El carril 1 corresponde a los polipéptidos virales marcados con
: 3I‘SS-Metionina obtenidos desde virus purificado. En esta figura se observa que en las
condiciones del experimento descrito es posible detectar proteinas virales a partir de las

3 horas post-infeccién en células infectadas con la cepa CC86, en forma similar a lo

observado con la cepa CN86. Con ambas cepas derotavirus de cerdo en etapas mas
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FIGURA 9. CINETICA DE SINTESIS DE PROTEINAS PRODUCIDAS POR
LAS CEPAS CN86 Y CC86 DE ROTAVIRUS DE CERDO. Se infectaron
monocapas de células MA-lg , en tubos de cultivo, con las cepas CN86 o CC86, en
presencia de 10uCi/ ml de ~~S-metionina. A distintas horas post-infeccion las células
fueron cosechadas y las proteinas marcadas fueron sometidas a electroforesis en gel de
poliacrilamida-SDS, La figura muestra la autoradiografia del gel de poliacrilamida-SDS,
donde los carriles 2, 5, 8 y 11 corresponden a muestras provenientes de células sin
infectar; los carriles 3, 6, 9 y 12 corresponden a muestras provenientes de células
infectadas con CN86; los carriles 4, 7, 10 y 13 corresponden a muestras proveniente de
células infectadas con CC86, todas las células fueron cosechadas a 2, 4, 6 y 9 horas
post-infeccion. Los polipéptidos virales estan son indicados.
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tardias de la infecci6bn se observa un aumento general en la sintesis de proteinas virales.
Tanto al utilizar la cepa CN86 como CC86 se observé la sintesis del polipéptido NSP5
(NS26), que es codificado normalmente por el segmento 11. En las células infectadas
por la cepa viral que posee el segmento 11 reordenado, no se detecta la sintesis de ningiin
otro producto polipeptidico distinto a los sintetizados por la cepa viral normal, asf como
no se observa sintesis diferencial en el polipéptido NSP5 por la cepa CC86 con
respecto a la cepa CN86, en las condiciones estudiadas. Tampoco se observo diferencias
en la inhibicion de la glicosilacién del polipéptido NSP5 en ambas cepas (datos no

mostrados).

6.- ESTUDIO DE LA SINTESIS DE RNA (-) “IN VITRO”.

Para determinar si el segmento 11 que presenta el reordenamiento genético
confiere a la cepa CC86 alguna caracteristica que le permita replicarse en una forma
mas eficiente se compard la replicacion “in vitro”; es decir la sintesis de los 11
segmentos de RNA gen6mico de doble hebra, en ambas cepas de rotavirus de cerdo.
Para realizar el ensayo se utilizaron sub-particulas virales purificadas a diferentes
tiempos post-infeccion. Luego de 1 hora de incubacion a 45°C, en presencia de NTP 4
mM y 32 p.UTP 40 uM el producto de la reaccion se traté con RNAsa A. El RNA de
doble hebra sintetizado en la reaccion se analizd mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida y posterior autoradiografia. Los resultados se muestran en la figura 10,
donde los carriles 1-4 y 5-8 corresponden al RNA de doble hebra sintetizado “in vitro”

por las cepas CN86 y CC86 respectivamente.
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FIGURA 10. SINTESIS DE RNA (-) “IN VITRO” CATALIZADA POR
SUBPARTICULAS DE ROTAVIRUS CN86 Y CC86. Se infectaron monocapas de
células MA-104, con CN86 o CC86, a distintos tiempos post-infeccion se purificaron
las subparticulas y se determino la sintesis de la hebra negativa del RNA gendémico viral.
Se incubaron con una mezcla de reaccion, que.contiene 32P-UTP, a 45°C durante una
hora. Luego las muestras fueron tratadas con RNAasa A y sometidas a electroforesis en
gel de poliacrilamida. La figura muestra los productos de replicacién viral de ambas
cepas de rotavirus de cerdo en la autoradiografia de un gel de poliacrilamida. Los carriles
lal4 corresponden a los productos de replicacién de subparticulas de la cepa CN86; los
carriles 5 al 8 corresponden a los productos de replicacién de subparticulas de la cepa
CC86. Las subparticulas fueron cosechadas a la 2, 4, 6 y 9 horas post-infecciéon. Los
productos de la replicacién viral son indicados.




TR ey

43

Los resultados muestran que en ambas cepas de rotavirus de cerdo, ya a las 2
horas post infeccion y durante todo el curso de la infeccion hay subparticulas virales
que pueden sintetizar los RNA de doble hebra “in vitro”. Al utilizar sub-particulas de
la cepa CC86 no se observa la sintesis del segmento 11 normal “in vitro”. Al igual que “in
vivo”, el segmento de la cepa CC86 aparece migrando entre el segmento 9 y 10, lo cual
evidencia que el segmento reordenado se replica como una sola unidad, de igual tamafio

que el segmento 11 normal.

7.-AMPLIFICACION Y SUBCLONAMIENTO DEL SEGMENTO 11 DE
ROTAVIRUS DE CERDO CN86 Y CC86.

El segmento 11 de las cepas CN86 y CC86 fue amplificado y subclonado en el

vector pSP64 bajo el comando del promotor de la RNA polimerasa T7.

7.1.- AMPLIFICACION DEL SEGMENTO 11 A PARTIR DE ¢cDNA

La amplificacién del segmento 11 de ambas cepas de rotavirus de cerdo se realiz
por la reaccion en cadena de la polimerasa (P.C.R), a partir del cDNA de cada uno de los
segmentos obtenidos previamente por el Dr Jorge Blackhall. Para ello, se utilizaron los'
partidores NS-1 y NS-2, correspondientes a una regién que se encuentra ubicada entre
los nucledtidos 1-20 y 640-664 del segmento 11 normal respectivamente. En el
extremo 5, el partidor NS-1 contiene la secuencia del promotor de la RNA polimerasa
T7 y el sitio de restriccion EcoRI, mientras que en el extremo 5°, el partidor NS-2

contiene el sitio de restriccion SacIl. La amplificacion se realizo incubando el cDNA




correspondiente junto con una mezcla de amplificacion que contiene los partidores NS-1
y NS-2. Luego, los productos de PCR fueron analizados en geles de agarosa tefiidos con
bromuro de etidio y visualizados por exposicion del gel a luz ultravioleta.

uLos resultados de la amplificacién se muestran en la figura 11, donde los carriles'
1 y 2 corresponden a marcadores.de peso molecular (DNA de fago lambda digerido
con la enzima de restriccion Banll y del plasmidio pGem digerido con la enzima de
restriccion Ncil, respectivamente). En el carril 3 se observa el producto de PCR
obtenido a partir del cDNA de la cepa CN86, el cual presenta el tamafio esperado de
680 pb. Utilizando los partidores antes mencionados, el producto de PCR obtenido a
partir del cDNA de la cepa CC86 migra en una posicion cercana a los marcadores de
1105 pb y 1129 pb de lambda y pGem respectivamente. No se observa sintesis de un

fragmento similar al obtenido utilizando el cDNA del segmento 11 normal.

7.2.- SUBCLONAMIENTO DEL SEGMENTO 11 DE ROTAVIRUS CN86 Y

CCs86.
Los productos de PCR fueron purificados y ligados al plasmidio pGem T.

Luego, las mezclas de ligamiento se utilizaron para transformar células TG1 competentes,
seleccionando posteriormente las colonias que poseen plasmidios recombinantes en base
al color blanco que presentan al ser plaqueados en  medio que contiene IPTG y
X-gal, como se describe (Maniatis y col., 1982). Mediante este procedimiento se
aislaron alrededor de 10 clones de cada uno de los segmento, los cuales

fueron crecidos en placasdeagar luria y sus plasmidios fueron purificados.
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FIGURA 11. AMPLIFICACION EN CADENA DE LA POLIMERASA DEL
SEGMENTO 11 DE ROTAVIRUS DE CERDO. El cDNA correspondiente al
segmento 11 de la cepa CN86 y CC86 se incubé con los partidores NS-1 y NS-2 en
una mezcla de amplificacion por 30 ciclos. Los productos de amplificacion se sometieron
a electroforesis en gel de agarosa y posteriormente el gel se tifi6 con bromuro de etidio.
Los carriles 1 y 2 corresponden a fragmentos de DNA estandar de lambda digerido con
Ban Il y pGem digerido con Nci I respectivamente; el carril 3 corresponde al producto
de amplificacion obtenido desde el cDNA que contiene el segmento 11 de la cepa CN86;
el carril 4 corresponde al producto de amplificacion obtenido desde el cDNA que
contiene el segmento 11 de la cepa CC86 y el carril 5 corresponde al producto de
‘amplificacion de un DNA control. El tamafio de los fragmentos de DNA en pares de
bases son indicados.




como se describe en el punto 13 de Métodos. En la figura 12, se muestra la estructura
de los clones seleccionados. En C se muestra al plasmidio recombinante pGemT-11CN
de 3699 pb, que contiene el segmento 11 de la cepa CN86; En D se muestra al plasmidio
recombinante pGemT-11CC de 4018 pb, que contiene el segmento 11 de la cepa CC86.
Ambos plasmidios recombinantes fueron digeridos pbsteriormente con las enzimas EcoRI
y Sacll, obteniéndose los fragmentos de 696y 1016 pares de bases, correspondientes al
segmento 11 de CN86 y CC86 respectivamente. Los fragmentos de ambos segmentos
fueron clonados en el plasmidio pSP64, siguiendo el procedimiento descrito (Maniatis y
col, 1982 ). La mezcla de ligamiento se utiliz6 para transformar células TGI.
Posteriormente  se aislaron 10 colonias recombinantes cuyos plasmidios fileron
analizados por electroforesis en geles de agarosa. En la figura 12 parte F y G, se
muestra una representacion grafica de la estructura de los plasmidios recombinantes pSP-
11CCy pSP-11CN, que contiecnen el segmento 11 de la cepa CN86 y

de la cepa CC86 respectivamente.

7.3.- ANALISIS DE PLASMIDIOS RECOMBINANTES

Una vez clonados los productos de PCR en el plasmidio pGem T, ambos vectores
fueron digeridos con las enzimas BamH]1 y Sac II. Los fragmentos que contienen el
segmento 11 de CN86 y aquellos que contienen el segmento 11 de CC86 se subclonaron
en el vector pSP64 obteniéndose los plasmidios recombinantes pSP-11CN y  pSP-
11CC. En la figura 13 se muestra el perfil plasmidial de los clones seleccionados.

El carril 1 y 4 comresponde al plasmidio pSP64, utilizado en el subclonamiento
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FIGURA 13. ANALISIS DE LOS PLASMIDIOS RECOMBINANTES QUE
CONTIENEN EL SEGMENTO 11 DE CN86 Y CC86. Los productos de
amplificacion fueron ligados al plasmidio pGem T y transformados en células TG1
competentes. Los plasmidios recombinantes fueron sometidos a electroforesis en gel
de agarosa y tefiidos con bromuro de etidio. El carril 1 y 4 corresponde al DNA del
plasmidio pGem T; el carril 2 corresponde al DNA del plasmidio recombinante que
contiene el segmento 11 de la cepa CN86; vy el carril 3 corresponde al DNA del
plasmidio recombinante que contiene el segmento 11 reordenante de la cepa CC86.
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de ambos segmentos; el carril 2 corresponde al plasmidio recombinante pSP-11CN, que
contiene el segmento 11 de la cepa CNB86; el carril 3 corresponde al plasmidio

recombinante pSP-11CC de 40, que contiene el segmento 11 de la cepa CC86.

8.- TRANSCRIPCION “IN VITRO” A PARTIR DE pSP-11CN Y pSP-11CC.

Para determinar si el segmento 11 de la cepa CN86 y CC86, clonados en el vector
pSP64, produce un transcrito del mismo tamafio que los obtenidos por transcripcién “in
vitro” utilizando particulas vi;ales purificadas de la cepa CN86 y CC86, se realizd
transcripeién “in vitro” de estos segmentos bajo el comando de la RNA polimerasa T7.
Para ello, los plasmidios recombinantes pSP-11CN y pSP-11CC fueron digeridos con

Sacll, lo que permite su linearizacion. Luego se utiliz6 1 ng de vector lineal como
templado para realizar transcripcién “in vitro” con RNA polimerasa T7, usando
procedimientos descritos en Métodos. Posteriormente, los transcritos sintetizados fueron
analizados en geles de poliacrilamida-urea y tefiidos con nitrato de plata. Los resultados
se muestran en la figura 14 Ay 14 B. El carril 1 de la figura 14 A, corresponde al
producto de transcripcion “in vitro™” utilizando particulas virales purificadas de 1a cepa

CC86 de rotavirus de cerdo; el carril 2, corresponde al transcrito obtenido por
transcripcion “in vitro” utilizando el plasmidio recombinante pSP-11CC. En el carril 1 de
la figura 14 B se observan los productos de transcripcion “in vitro” utilizando particulas

virales purificadas de la cepa CN86; el carril 2 corresponde al transcrito obtenido por,
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FIGURA 14. ANALISIS DEL PRODUCTO DE TRANSCRIPCION “IN VITRO”
DE LOS PLASMIDIOS pSP-11CN Y pSP-11CC. Los plasmidios recombinantes
pSP-11CN y pSP-11CC, linearizados por la digestién con Sacll, fueron incubados con
una mezcla de transcripcién por 2 horas a 37°C. Los productos de transcripcion fueron
sometidos a electroforesis en gel de poliacrilamida-urea 'y posteriormente tefiidos con
plata. La figura 14 A, muestra el RNA mensajero de la cepa CC86. El carril 1
corresponde a los 11 transcritos obtenidos a partir de particulas virales purificadas de la
cepa CC86; en el carril 2 corresponde al transcrito obtenido a partir del plasmidio
recombinante pSP-11CC que contiene el segmento 11 normal. La figura 14 B, muestra el
RNA mensajero de la cepa CN86. El carril 1 corresponde a los 11 transcritos obtenidos
a partir de particulas virales purificadas de la cepa CN86; en el carril 2 corresponde al
transcrito obtenido a partir del plasmidio recombinante pSP-11CN que contiene el
segmento 11 reordenado. Los transcritos son indicados.
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transeripcion “in vitro” del plasmidio recombinante pSP-11CN. Como se puede observar,
tanto para la cepa CC86 como CNB86, el tamafio de los transcritos obtenidos por
transcripcion “in vitro” de los segmentos clonados es idéntico al tamafio de los transcritos
del segmento 11 producidos por transcripcién “in vitro” utilizando particulas virales

purificadas. (figura 14 Ay 14 B respectivamente).

9.- TRADUCCION “IN VITRO” DE LOS RNA MENSAJEROS OBTENIDOS A
A PARTIR DE LOS PLASMIDIOS pSP-11CN Y pSP-11CC.

Los transcritos generados por la transcripcién “in vitro” de los plasmidios pSP-
11CN y pSP-11CC fueron utilizados en ensayos de traduccién “in vitro”, con el fin de
analizar las caracteristicas de los i)olipéptidos sintetizados. Los transcritos se incubaron
con una suspension de reticulocitos en presencia de 20 uCi de 35S-metionina en las
condiciones descritas en Métodos. Posteriormente, los productos de traduccidon
“in vitro” fueron analizados mediante electroforesis en geles de poliacrilamida. La
autoradiografia del gel correspondiente es mostrada en la figura 15. En el carril 2
se observa el  polipéptido obtenido por traduccién “in vitro” utilizando mRNA
derivado del plasmidio pSP-11SA, el cual contiene el segmento 11 de la cepa SA-11 de
rotavirus de simio. El carril 3 corresponde al producto de la traduccién “in vitro” del
transcrito obtenido desde el plasmidio pSP-11CC, el cual contiene el segmento 11 de la
cepa CC86 y en el carril 4 se observa el producto de la traduccidn “in vitro” del

transcrito obtenido desde pSP-11CN, que contiene el segmento 11 de la cepa CNS6.
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FIGURA 15. ANALISIS DEL PRODUCTO POLIPEPTIDICO OBTENIDO POR
TRADUCCION “IN VITRO”. Los transcritos obtenidos desde los plasmidios
recombinantes pSP-11CN y pSP-11CC se incubaron con una mezcla de reticulositos en
presencia de 10 pCi de * S- metionina durante 30 minutos a 45°C y las proteinas
marcadas fueron sometidas a electroforesis en gel de poliacrilamida -SDS. La figura
muestra la autoradiografia de un gel de poliacrilamida-SDS, donde el carril 1 corresponde
a los polipéptidos virales de la cepa SA-11; el carril 2 corresponde al polipéptido
sintetizado a partir de los transcritos obtenido desde pSP-118A,; el carril 3 corresponde
al polipéptido sintetizado a partir de los transcritos obtenidos desde pSP-11CN,; el carril 4
corresponde al polipéptido sintetizado a partir de los transcritos obtenidos desde pSP-
11CC, Los polipéptidos sintetizados son indicados.
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El carril 1, corresponde  a los polipéptidos virales marcados con 3SS-metionina
obtenidos desde particula$ virales purificados marcadas “in vivo™. Se puede observar que
el tamafio del polipéptido sintetizado a partir del mRNA obtenido por transcripcion “in
vitro” de los plasmidios pSP11-SA, pSP-11CN o pSP-11CC es igual en los dos casos,

alcanzando un peso molecular aproximado de 26KD.

10.- SECUENCIAMIENTO DEL SEGMENTO 11 DE LA CEPAS CN86 Y CC86
DE ROTAVIRUS DE CERDO.

A partir de los plasmidios recombinantes pGemT-11CN y pGemT-11CC se
determin la secuencia nucleotidica del segmento 11 de la cepa CN86 y CC86, realizando
el ensayo en las condiciones descritas en Métodos. El DNA de ambos plasmidios fue
previamente denaturado con NaOH 2M/EDTA 0,2 M y se permiti6 que hibridara al
DNA del partidor deseado. Posteriormente, el hibrido fue incubado con la mezcla de
secuenciamiento que contenia 355.ATP y DNA polimerasa. Finalmente, los productos
de secuenciamiento fueron sometidos a electroforesis en gel de poliacrilamida-urea, el

gel fue secado y autoradiografiado.

10.1.- ANALISIS DE LA SECUENCIA NUCLEOTIDICA DEL SEGMENTO 11
En la figura 16 se observa una comparacion de las secuencias nucleotidicas del

segmento 11 de la cepa CN86 y CC86 de rotavirus. El segmento 11 de la cepa CN86

estd constituido por 664 pares de.bases; en los extremos 5° y 3’ de este segmento se

ubica una region no codificante conservada, de 21 y 44 pares de bases
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FIGURA 16. COMPARACION DE LA SECUENCIA NUCLEOTIDICA DEL
SEGMENTO 11 DE LA CEPA CN86 Y CC86. La secuencia nucleotidica del
segmento 11 normal fue alineada con la secuencia nucleotidica del segmento 11
reordenado. La regiones 5'y 3" no codificantes y los 7 nucledtidos que unen la region 3’
(620 nt) del segmento no duplicado con la region duplicada son indicados con una linea
continua. Las regiones “hairpin loop™ son indicados con linea punteada. Los probables
marcos de lectura abiertos (ATG) estén indicados con letra oscura. La regién duplicada
esta indicada con el simbolo (-). '
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respectivamente, los cinco primeros nucledtidos del extremo 5° (ggettt) y los ultimos
cinco nucleétidos del extremo 3" (atgcc) son conservados en todos los segmentos de
RNA de rotavirus, y parecen tener gran importancia en la sintesis de la hebra negativa.
El segmento 11 de la cepa CC86 est constituido por 1002 pares de bases y también
posee en el extremo 5'y 3" regiones conservadas que son idénticas a las del segmento
11 normal. Sin embargo, luego del nucledtido 620 de este segmento hay una secuencia
extra de 330 pares de bases que se extiende desde el nucledtido 629 al 958 del segmento
reordenado, esta region es homéloga a la secuencia nucleotidica que se encuentra entre
el nucledtido 290 al 620 en el segmento 11 normal. Esta region duplicada carece de los
primeros 289 nucledtidos y estd separada de la region no duplicada por 8 nucleétidos
(tttttteg). Esto demuestra claramente que el reordenamiento del segmento 11 se debe a
una duplicacién parcial de este segmento, manteniéndose en el eﬁremo 3" del segmento
la region conservada de 44 pares de bases encontradas en todos los segmentos 11 de
rotavirus analizados. Asi, el segmento normal comparte 620 nucleétidos con la regién 5°
del segmento duplicado, existiendo 97.7% de similitud con 14 cambios de nucletidos en
las posiciones 226 (G/A), 259 (G/T), 344 (A/G), 368 (G/A), 378 (G/A), 416 (T/C), 445
(A/G), 473 (T/C), 525 (C/T), 531 (T/C), 549 (G/A) 593 (C/T), 612 (G/A), 616 (T/C). |

En la regién comprendida entre el nucledtido 22 y 613 en ambos segmentos 11
se encuentran tres marcos de lectura y los polipéptidos que estos codifican han sido
detectados en células infectadas o mediante ensayos de traduccién “in vitro”. Desde el

nucledtido 22 (ORF1) al 613 se estarfa sintetizando el polipéptido NSP5 de 197
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aminoacidos y desde el nucledtido 175 (ORF3) al 613 se sintetiza uno de 146
aminoacidos. También existen otros tres marcos de lectura en las posiciones 152, ORF4;
(68aa), 292 ORF5; (107aa) y 370 ORF6, que pueden ser utilizados. Estos dltimos
polipéptidos no han sido localizados en células infectadas y tampoco en ensayos de
traduccion “in vitro”.

| Al analizar de la estructura secundaria del segmento 11 normal se observan dos
estructuras “hairpin loop’;, una de las cuales se ubica entre los nucledtidos 639 y 653,
con un repetido invertido de 5 pares de bases. Esta estructura podria ser importante en
el mecanismo de reordenamiento de este segmento, ya que la RNA polimerasa podria
reconocer esta estructura y detener la sintesis del RNA mensajero, para luego reiniciar en
otro lugar. También se observa una estructura “hairpin loop” entre los nucleétidos 355 y
370, con un repetido invertido de 5 pares de bases, que podria ser reconocido por la
RNA polimerasa para reiniciar la sintesis del RNA mensajero en la posicion 290.

Cuando se compara la secuencia nucleotidica de la regién no duplicada en las
cepas rotavirus de cerdo CC86, C60, bovino VRM1 y las cepas de rotavirus de cerdo
CNB86 y bovino UK, como se muestra en la Figura 17, se observa que en las tres cepas
rotavirus CC86, C60 y VRMI el inicio de la duplicacion en el extremo 3° ocurre entre el
nucledtido 620 y 623. Todas las cepas de rotavirus tienen conservadas la regién no
codificante del extremo 5'y el extremo 3 del segmento 11. La similitud de la secuencia

nucleotidica del segmento 11 entre los nucle6tidos 1 al 620 en la cepa de cerdo CN86 y

las cepas CC86 y C60 es de 97%. Cuando se compara la secuencia nucleotidica de las
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FIGURA 17. COMPARACION DE LA SECUENCIA NUCLEOTIDICA DE LA
REGION NO DUPLICADA DE CEPAS DE ROTAVIRUS. La region no codificante
del extremo 5’y 3" y la region codificante del segmento 11 fueron comparados en las
cepas de rotavirus de cerdo CN86, C60 y CC86 y las cepas de rotavirus de bovino UK y
VRML1.
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cepas de bovino UKy VRM1 se observa una similitud de un 94 %. También se observa
que el efecto de la duplicacion produjo segmentos de distinto tamafio en las cepas CC86,
C60 y VRM1, con 1002 pb, 1211 pb y 967 pb respectivamente.

En la figura 18 se compara la secuencia nucleotidica de la regién duplicada de la
cepa CC86, con la region nucleotidica de las cepa CN86 y la region no duplicada de la
cepa CC86. Los resultados de este alineamiento muestran que la regién duplicada tiene
330 pb y comparte la region comprendida entre los nucledtidos 290 y 620 de la secuencia
nucleotidica del segmento 11 de ambas cepas de rotavirus de cerdo. La region duplicada
carece de los primeros 289 nucle6tidos del extremo 5° del segmento 11. La similitud de
esta region duplicada con la misma region comprendida entre el nucledtido 290 y 620 de
del segmento de la cepa CN86 es de 95%, con 18 cambios de nucledtidos y la similitud
con la region no duplicada de la cepa CC86 es de un 97 %, con 14 cambios de
nucleétidos.

La regién duplicada presente en las cepas CC86, C60 y VRMI1 tienen distinto
tamafio, como s¢ muestra en la figura 19. Es asi como la regiéon duplicada del segmento
11 de la cepa C60 de rotavirus de cerdo tiene 544 pb de largo, solamente carece de los
primeros 77 nucledtidos del extremo 5° del segmento 11. La region duplicada de la cepa
VRM1 de rotavirus de bovino tiene 292 pb y carece de los primeros 325 nucle6tidos
del extremo 5° del segmento. En cambio, la region duplicada de la cepa CC36 tiene 330
pb de largo y carece de los primeros 289 nucledtidos. La duplicacién del segmento 11

de la cepa VRM1 es similar a la de la cepa CC86.
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FIGURA 18. COMPARACION DE LA REGION DUPLICADA DE LA CEPA
CC86 CON LA REGION NO.DUPLICADA. La region duplicada de la cepa CC86
fue alineada con la misma region de la cepa CN86 y CC86 de rotavirus de cerdo.
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FIGURA 19. COMPARACION DE LA REGION DUPLICADA EN CEPAS
REORDENANTES DE ROTAVIRUS. Alineamiento las regiones duplicadas de las
cepas de rotavirus de cerdo C60, CC86 y bovino VRMI.
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Los resultados demuestran que el segmento 11 de la cepa CC86 presenta una
duplicacién parcial del tipo cabeza-cola; cabeza-cola, que se esquematiza en la Figura

20.

10.2.- ANALISIS DE LA SECUENCIA AMINOACIDICA DE NSPS Y DEI;
POLIPEPTIDO DE 92 AMINOACIDOS.

Se compar?d la secuencia de aminoacidos del polipéptido no estructural NSP5,
codificado a partir del primer ORF (22 nt) del segmento 11, en las cepas SA-11 de
rotavirus de simio y en las cepas C60, CN86 y CC86 de rotavirus de cerdo. Como se
observa en la figura 21 en todas las cepas de rotavirus de cerdo se sintetiza un
polipéptido de 197 aminoécidos, con un alto contenido de los aminoécidos treonina y
serina, como se ha descrito anteriormente. En cambio, en la cepa SA-11 el polipéptido
tiene 196 aminoacidos. Las tres cepas de cerdo carecen del aminoacido ubicado en la
posicion 145. La secuencia aminoacidica de este polipéptido en las cepas de rotavirus de'
cerdo tienen una similitud de un 97%, y un 90% de similitud cuando éstas se comparan
con la secuencia descrita para SA-11. El polipéptido NSP5 de CN86 con respecto a
CC86 presenta 8 aminoacidos distintos en las posiciones 105 (Y/C), 106 (V/I), 119
(S/N), 132 (Y/H), 142 (N/S), 152 (V/A), 157 (E/D), 191 (T/M) respectivamente.
También se compar la secuencia aminoacidica de un polipéptido de 92 aminoacidos que
se estaria sintetizando a partir del unsegundo ORF cuyo inicio estd ubicado en

el nucletido 80, en las mismas cepas de rotavirus. Este polipéptido ha

sido descrito en cepas de SA-11, pero en las cepas CN86 y CC86 no fue posible
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FIGURA 20. ESTRUCTURA DEL SEGMENTO 11 DE LAS CEPAS CN86 Y
CC86. Diagrama de la estructura del segmento 11 normal y reordenado de la cepas
CNB86 y CC86 respectivamente. El rectangulo oscuro corresponde al marco de lectura
ORF y el rectangulo claro corresponde a una parte del ORF del segmento normal. Las
lineas sélidas corresponden a las regiones 5° y 3" nocodificante.
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FIGURA 21. COMPARACION DE LA SECUENCIA AMINOACIDICA DEL
POLIPEPTIDO NSP5 DE ROTAVIRUS. Comparacion de la secuencia aminoacidica
obtenida a partir de la secuencia nucleotidica del segmento 11 de la cepa CN86, CC86,
C60 de rotavirus de cerdoy SA-11 de rotavirus de simio.




64

identificarlo. Ahora si comparamos la secuencia de aminoacidos de estas cepas, se
observa que existe una gran similitud de alrededor de 97%, en todas las cepas de
rotavirus analizadas como se muestra en la figura 22. Este polipéptido presenta un solo

cambio de aminoacido en la posicién 86 (T/A).
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FIGURA 22. COMPARACION DE LA SECUENCIA AMINOACIDICA DEL
POLIPEPTIDO DE 92 AMINOACIDOS. Alineamiento de la secuencia aminoacidica
del polipéptido de 92 aminoacidos en las cepas CN86, C60 y CC86 de rotavirus de
cerdo.
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11.- OBTENCION DE REORDENANTES DE SA-11 CON EL SEGMENTO 11

REORDENADO MEDIANTE INFECCIONES MIXTAS

11.1.- INFECCION MIXTA ENTRE LAS CEPAS CC86 Y SA-11 DE
ROTAVIRUS.
Una de las estrategias para comprobar que el segmento 11 reordenante es el que

le confiere a la cepa CC86 la capacidad de formar placas de lisis de mayor tamafio y de

desplazar a la cepa CN86, en coinfecciones realizadas en células MA-104, consistié en

traspasar este segmento a una cepa heterdloga de rotavirus, proceso denominado
permutacion Para ello se coinfectaron células MA-104 con las cepas CC86 y SA-11,
utilizando 107 particulas virales de cada una de las cepas de rotavirus. Luego de la
infeccién mixta, cuando se observo el desprendimiento de toda la monocapa celular, se
purific6 el RNA gendmico viral y se analizo en geles de poliacrilamida. Enla figura 23,
'se observa el patron electroforético de RNA genomico de ambas cepas. El carril
1 corresponde al patron electroforético del RNA gen6mico de la cepa CC86; en el carril
2 se observan los segmentos de RNA genémico sintetizados en la infeccion mixta
realizada con las cepas de rotavirus CC86 y SA-11, utilizando ( 107 ) particulas virales;
en el carril 3 se observa el patron electroforético del RNA genémico de la cepa SA-11.
Como se puede observar, al realizar las infecciones mixtas en las condiciones sefialadas
anteriormente se obtiene la sintesis de 22 segmentos de RNA que corresponden a la

sumatoria del aporte genético de las cepas CC86 y SA-11.
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FIGURA 23. ANALISIS DEL RNA GENOMICO DE LAS COINFECCIONES
ENTRE LAS CEPAS CC86 Y SA-11. Se infectaron monocapas de MA-104 con
CC86 y SA-11 simultaneamente. Una vez lisadas las células se extrajo el RNA gendmico
y se sometio a electroforesis en gel de poliacrilamida. En la figura se muestra el patrén
electroforético de rotavirus, donde el carril 1 corresponde al RNA gendmico de CC86
de rotavirus de cerdo; el carril 2 corresponde al RNA genoémico obtenido de la
coinfeccion entre CC86 y SA-11 utilizando 10" particulas virales; y el carril 3
corresponde al RNA de la cepa SA-11 de rotavirus de simio. Los segmentos de RNA
genémicos estan indicados en la figura.
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11.2.- PURIFICACION DE CLONES VIRALES CON ELECTROFEROTIPOS
DISTINTOS A CC86 Y SA-11.

La estrategia para la purificacion de los clones de rotavirus que contengan
permutaciones en algunos de sus ségmentos de RNA gendémico, se muestra en el esquema
de Ia figura 24. En una primera etapa se infectaron células MA-104 utilizando como,
in6culos el producto de las coinfecciones realizadas con las cepas CC86 y SA-11. Luego
de la adsorcion de las particulas virales se agreg6 medio de mantencion,
suplementado con agar y tripsina. Después de 3-4 dias de incubacion, las placas de lisis
fueron purificadas y los clones se propagaron nuevamente 2-3 veces en células MA-
104. Posteriormente se purifico el RNA gendmico de estos clones y se analizd
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida. Una vez identificados los clones con
permutaciones, éstos fueron propagados nuevamente hasta obtenerlos totalmente puros.
En este estudio se purificaron alrededor de 650 clones, de los cuales un 10%
corresponden a clones con permutaciones. En la figura 25 se muestran algunos de los
clones obtenidos. Al analizar el pairon electroforético del RNA gendémico de los nuevos.
clones se puede observar que entre ambas cepas heterologas de rotavirus existe una gran
variabilidad en los segmentos permutados. Es importante destacar que en la mayoria de
los clones obtenidos se observa la presencia del segmento 11 duplicado En la tabla 1 se
muestra el origen de cada segmento de RNA genémico, en donde C corresponde a los
segmentos de RNA genomico de la cepa CC86 y S corresponde a los segmentos de RNA

genomico de la cepa SA-11.Esto demuestra en forma mas evidente la capacidad de
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FIGURA 24. ESQUEMA DE PURIFICACION DE CLONES DE ROTAVIRUS.
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FIGURA 25. ELECTROFEROTIPOS DE NUEVAS CEPAS DE ROTAVIRUS

OBTENIDAS POR INFECCIONES MIXTAS. El RNA genémico de los clones de
rotavirus reordenantes obtenidos desde placas de lisis, fue sometido a electroforesis en
gel de poliacrilamida. En la figura se muestra el patrén electroforético de rotavirus, donde
los carriles 1y 7 corresponde al patron electroforético del RNA genémico de CC86 y

SA-11 respectivamente. Los carriles 2-6 y 8-23 corresponde al patron electroforético del
RNA genémico de 21 cepas nuevas de rotavirus.
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permutar de los segmentos de rotavirus, incluso en cepas heterélogas de rotavirus, lo que
indica que cada segmento codifica para el mismo polipéptido en ambas cepas.
Finalmente, en la figura 26 se observa el patron electroforético delireordenante de SA-
11, obtenido por la permutacion del segmento duplicado de la cepa CC86 por infeccion
mixta. El carril 1 corresponde al patron electroforético del RNA gendmico de la cepa
donadora CC86; el carril 2 corresponde al patrén electroforético del RNA genémico de la
cepa reordenante de SA-11; el carril 3 corresponde al patron electroforético del RNA
gendémico de la cepa receptora SA-11. Como se puede observar, la cepa reordenante
tiene el mismo patrén electroforético del RNA genémico de la cepa SA-11, excepto que
el segmento 11 de SA-11 ha sido reemplazado por el segmento 11 duplicado de la cepa

CC86, (figura 26, carril 3).

12.- FORMACION DE PLACAS DE LISIS POR LA CEPA SA-11 CON EL
REORDENADO.

Para caracterizar la nueva cepa SA-11 reordenante que contiene el segmento 11
duplicado, en primer lugar se determin si esta nueva cepa viral forma placas de lisis de
mayor tamafio que su homologa, la cepa SA-11. Con este fin, se infectaron células
MA-104 con las cepas SA-11 o SA-11 reordenante. Luego de wuna hora de
adsorcién se  retiré el inéeulo y la monocapa se cubrib con medio de mantencin,

suplementado con agar y tripsina. Posteriormente, las placas de cultivo se incubaron
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FIGURA 26. ELECTROFEROTIPO DEL REORDENANTE DE SA-11. El RNA
genémico de la cepa CC86, de SA-11 y de la cepa reordenante fueron sometidas a
electroforesis en gel de poliacrilamida. En la figura se muestra el patron electroforético
del RNA, donde los carriles 1 y 3 corresponden al patrén del RNA genémico de la cepa
CC86 y SA-11 respectivamente. En el carril 2 se muestra el patrén del RNA gen6mico
de la cepa reordenante SA-11 obtenida.
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durante 3-4 dias a 37°C. Como se muestra en la figura 27A y 27B, la cepa reordenante.
de SA-11 que contiene el segmento 11 de la cepa CC86 presenta placas de lisis de mayor

tamafio que la cepa SA-11.

13.- ENSAYO DE COMPETENCIA ENTRE LAS CEPAS SA-11 Y SA-11
REORDENANTE.

Para determinar si la cepa SA-11 reordenante adquiri6 el fenotipo
presente en la cepa CC86, denominado “canibalismo” se realizaron dos ensayos de
coinfeccion. En el primero se infectaron células MA-104 con 0,1 PFU/célula de cada
una de las cepas de rotavirus y en el segundo ensayo se infectaron células MA-104 con
0,01 PFU/célula de la cepa reordenante y 0,1 PFU/célula de la cepa SA-11. Después de‘
la adsorcién se elimin6 el indculo y se agregé medio de mantencién suplementado con
tripsina, incubando a 37°C basta el desprendimiento total de la monocapa celular.
Posteriormente se purifico el RNA viral desde el medio de incubacion que contiene las
células lisadas y se sometio a electroforesis en geles de poliacrilamida. En la ﬁéura 28
A, los carriles 1, 2, 3, 4 y 5 corresponden a los cinco pasajes de infeccion del indculo
viral proveniente de la coinfeccién inicial con el mismo mimero de particulas virales. Se
observa que la cepa SA-11 reordenante desplaz6 a la cepa SA-11 normal a partir del
primer pasaje de infeccion. En la figura 28 B, los carriles 1, 2, 3, 4, 5 y 6 corresponden a
los distintos pasajes del inoculo viral preparado con una m.o.i 100 veces mayor de la

cepa SA-11 reordenante respecto a la cepa SA-11 normal. Se observa que como

resultado de esta coinfeccion hay una predominancia de la cepa SA-11 reordenante en
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FIGURA 27. COMPARACION DE PLACAS DE LISIS DE LA CEPAS SA-11 Y
SA-11 REORDENANTE. Se infectaron monocapas de células MA-104 con distintas
diluciones de las cepa CN86 y CC86. Una vez adsorbido el inéculo se agreg6 MME
suplementado con 2 pg/ml de tripsina y 0.6% de agar Oxoid. Luego de 3-6 dias, las
placas de lisis fueron tefiidos con cristal violeta. La parte A corresponde a las placas de
lisis obtenidas de la cepa SA-11 y la parte B corresponde a las placas de lisis obtenidas
dela cepa SA-11 reordenante.
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FIGURA 28. ENSAYO DE COMPETENCIA ENTRE LAS CEPAS SA-11 Y SA-
11 REORDENANTE. Se coinfectaron monocapas de células MA.104, con las cepas
SA-11'y SA-11 reordenante, el RNA genémico de la progenie viral fue purificado y
sometido a electroforesis en gel de poliacrilamida. La parte A de la figura corresponde
al RNA genémico obtenido luego de 5 pasajes de infeccion de la coinfeccién en la que
se utilizo 0,1 PFU/cel de ambas cepas de rotavirus. (Linea 1-5). La parte B
corresponde al RNA genomico obtenido luego de 6 pasajes de infeccién de la coinfeccion
en la que se utiliz6 0,1 y 0,01 PFU/célula de la cepa SA-11y SA-11 reordenante
respectivamente.
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estos pasajes, con una minima presencia del segmento 11 de la cepa SA-11 normal en los

primeros pasajes.




DISCUSION

Las caracteristicas del patron electroforético de los 11 segmentos de RNA
doble hebra de rotavirus han sido utilizadas como herramienta para la identificacién y
caracterizacion de diferentes cepas de este virus. Es asi como el analisis de los distintos
electroferotipos ha permitido agrupar los 11 segmentos del RNA gendmico en cuatro
diferentes clases, conteniendo 4, 2 , 3 y 2 segmentos respectivamente ( Kapikian y col
1990). Este tipo de patron electroforético del RNA de rotavirus se ha observado en
diferentes cepas virales, aisladas de distintas especies de mamiferos y todas ellas
pertenecen al grupo A de rotavirus ( Bellinzoni y col 1987). Sin embargo, en estos
ultimos afios se ha informado la aparicién de cepas de rotavirus del grupo A que
presentan un patrén de migracion electroforética atipico ( Bellinzoni y col 1987). El
anélisis estructural del RNA genémico de algunas de estas cepas indica que en
determinados segmentos existen reordenamientos genéticos, varios de los cuales
presentan una duplicacion de una porcion del segmento 11. Estas duplicaciones se han
encontrado en cepas virales aisladas desde distintas especies animales y afectan a
diferentes segmentos genomicos, aunque se asocian con mayor frecuencia al segmento
11 (Pedley y col 1984, Eiden y col 1985, Hundley y col 1987, Besselaar y col. 1986,
Thouless y col 1986, Pocock 1987, Bellinzoni y col 1987, Tanaka y col 1988). En
algunas cepas de rotavirus aisladas desde hymanos, que presentan también un patrén de

migracion electroforética atipico, se observé que las regiones adicionales en el extremo
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3’ no son significativamente homoélogas entre ellas o con alguna otra parte del segmento
11 (Matsui y col 1990). Estas. diferencias estructurales indican que no existe un
mecanismo de reordenamiento tinico. En general se postula que estos reordenamientos
en el genoma de rotavirus constituyen uno de los mecanismos de evolucién genética, que
explicaria en gran parte  variabilidad encontrada en los 11 segmentos de RNA genémico
( Desselberger 1989).

Estudios anteriores informaron la aparicién de una nueva cepa de rotavirus de
cerdo cepa CC86, originada a partir de la cepa CN86 por un reordenamiento en el
segmento genémico 11 ( Mattion y col 1990). Esta cepa reordenante presenta nuevas
propiedades biolégicas, que incluyen la habilidad de formar placas de lisis de mayor
tamafio en monocapas de células MA-104 que la cepa parental CN86 y ademas, la
capacidad de sobrecrecer (efecto canibalismo) a la cepa parental cuando ambas
coinfectan las células. Estos fenotipos presentados por la cepa CC86 se observan aiin
cuando la cepa reordenante y lg parental presentan una curva de crecimiento similar en
cultivo celular ( Mattion y col 1990).

El objetivo de esta tesis fue estudiar el efecto que tiene el reordenamiento del
segmento 11 en la cepa CC86 en las distintas etapas de la morforgénesis viral,
caracterizar genéticamente el reordenamiento y demostrar si el fenotipo asociado al
reordenamiento del segmento 11 puede ser traspasado a una cepa heterdloga de
rotavirus. Basados en las caracteristicas fenotipicas: produccién de placas de lisis de
mayor tamafio y el canibalismo que ejerce la cepa CC86 sobre Ia cepa parental, se planteéi

la hipétesis de que estas caracteristicas podrian estar asociadas al segmento 11
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3

reordenado y que podrian ser incorporadas a otra cepa de rotavirus cuando el segmento
11 reordenado es traspasado a la cepa heteréloga.

Uno de los aspectos importantes en la asociacion de los fenotipos observados en
la cepa CC86 con el reordenamiento del segmento 11 fue determinar que
efectivamente la transfefencia de este segmento a una cepa de rotavirus heterdloga
conducfa a un cambio en el fenotipo de la cepa receptora. La cepa de rotavirus SA-11,
que presenta un distinto patron electroforético de los segmentos de RNA gendmico que
el de la cepa CC86, fue escogida como cepa receptora del segmento 11 reordenado,
seleccionando posteriormente la cepa reordenante cuya dotacion genética estuviese
constituida por los segmentos 1 al 10 provenientes de SA-11 y el segmento li
proveniente de la cepa CC86. Se obtuvo este reordenante, y otros con un mayor nimero
de permutaciones de otros segmentos, mediante infecciones mixtas entre ambas cepas
heterélogas de rotavirus. Pricticamente todos los segmentos de RNA de rotavirus ya sea
de cerdo o de simio, son intercambiables y aproximadamente un 10 % de los clones
obtenidos tenian segmentos de ambas cepas utilizadas en la coinfeccion, lo que indica que
rotavirus al igual que otros virus de la familia Reoviridae tiene una alta capacidad de
permutar los segmentos genémicos cuando se produce una infeccion mixta. Este
fenémeno tien¢ una gran importancia, ya que una de las causas de la gran variabilidad
asociada al patron electroforético de rotavirus seria el resultado de permutaciones que
ocurren cuando una célula es infectada al mismo tiempo por més de una cepa viral, lo

cual permite obtener un alto nimero de cepas nuevas de rotavirus, las cuales podrian

1
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tener mayores ventajas selectivas en medio ambiente que sus progenitoras (Gouvea y col.,
1995).

Por otro lado, la capacidad que tienen los segmentos de rotavirus de permutar
indica que la particula viral tiene la capacidad de encapsidar una mayor cantidad de 4cido
nucleico, lo que en un futuro cercano puede ser utilizado como una estrategia pa.ra
estudiar las funciones de algunos polipéptic,los no estructurales que participan en la
replicacion del virus, obteniendo particulas virales infectivas con el ségmento gendmico
que se quiere estudiar modificado. Una estrategia podria consistir, por ejemplo, en
adicionar una regién no codificante al extremo 3° de un segmento genémico que codifica
para un polipéptido no estructural, siguiendo las mismas caracteristicas de las
duplicaciones descritas en rotavirus. Posteriormente, por transcripcién “in vitro” del
segmento viral modificado, se obtiene el RNA (+) correspondiente y mediante
electroporacion se introduce a células MA-104 inf:ectadas con la cepa receptora de
rota\f'irus. El rescate de la progenie viral que contiene el segmento mutado se podria
realizar analizando en los distintos clones la migracién electroforética de los genes de
rotavirus, que en el caso del segmento modificado presentaria una migracion distinta a la
del segmento normal. Gran parte de esta estrategia fue realizada en esta tesis, con el
propdsito de obtener un reordenante de SA-11 cuyo segmento 11 proviniera de la cepa
CC86 (datos no mostrados).

La caracterizacion de la cepa reordenante de SA-11, que contiene 10
segmentos pertenecientes a SA-11 y el segmento 11 reordenado de la cepa CC86, se

determin6 analizando la migracién de los segmentos por electroforesis en geles de
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acrilamida. Esta nueva cepa viral no contiene ningun otro segmento de la cepa CC86 de
rotavirus de cerdo ademas del segmento 11. Esta caracteristica fue confirmada por
estudios rea:lizados por Javier Diaz ( Tesis en redaccion) cuyos resultados demostraron
que los polipéptidos VP7, VP4 y VP6 corresponden a SA-11. Lo maés significativo es
que este nuevo reordenante de SA-11 también presenta los fenotipos encontrados en la
cepa CC86, es decir forma placas de lisis de mayor tamafio que la cepa de SA-11 normal
y es capaz de desplazar a la cepa SA-11 normal desde el primer pasaje de infeccion,
cuando se realizan infecciones mixtas.

Estos resultados tienen una gran importancia, ya que los fenotipos encontrados,
en primer lugar en la cepa CC86 y posteriormente en la cepa SA-11 permutada con el
segmento 11 de CC86, demuestran que el segmento 11 reordenado puede ser reconocido
como un verdadero marcador genético. Los estudios orientados a determinar por que
este marcador genético le introduce nuevas caracteristicas a las cepas en las cuales se
encuentra no permitieron, bajo las condiciones estudiadas, determinar diferencias en las
distintas etapas de la morfogénesis viral entre Ia cepa CN86 y CC86. Es probable que el
fenotipo de sobrecrecimiento observado en Ia cepa CC86 y ahora en la cepa SA-11
reordenante, al ser éstas coinfectadas en células MA-104 junto a sus respectivas cepas
parentales, se produzcan por factores celulares que afecten el crecimiento selectivo de
ciertas variantes virales ( Graham y col 1987, Hundly y col 1985). Es asi como una cepa
reordenante de rotavirus bovino, que presenta un reordenamiento en el segmento
genomico 5, crece solamente a alta multiplicidad de infeccion (Hundly y col., 1985). Esta

cepa reordenante tiene caracteristicas distintas a las observadas en CC86 y SA-11
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reordenante.ya que en infecciones realizadas utilizando baja multiplicidad de infeccién no
logra sobrecrecer a la cepa de bovino é;lrental.

Las caracteristicas fenotipicas encontradas en la cepa CC86 y en la cepa
reordenante SA-11 estarian indicando que estas cepas tienen la capacidad de realizar el
ciclo infectivo con una mayor velocidad que sus parentales. Esto permite por un lado el
desplazamiento o sobrecrecimiento de las cepas reordenantes sobre las cepas parentales y
por otro, que el tamafio de placa de lisis sea mayor en las cepas reordenantes. Este
fenémeno indica que Ia duplicacion del segmento 11 le esta confiriendo caracteristicas de
mayor virulencia “in vitro” a las cepas que presentan este segmento reordenado. Este tipo
de virulencia est4 relacionada con una mayor eficiencia en el ciclo replicativo del virus,
posiblemente en Ia sintesis de RNA (<), proceso en el cual el polipéptido NSP5 codificado
por el segmento 11 ( Patton y col., 1992) estaria participando 6 bien, el mayor tamafio
del segmento 11 reordenado aumenta la eficiencia con que éste es encapsidado en la
particula viral. Sin embargo, en el caso de rotavirus no se han descrito regiones que estén
involucradas en la encapsidacion del RNA gendmico, pero es evidente que las proteinas
no estructurales estarian cumpliendo un rol fundamental en el ordenamiento y/o
encapsidacion de los segmentos de rotavirus (Pattog y col., 1992; Mattion y col., 1990).

Hasta ahora, la mayoria de los estudios realizados han indicado que en rotavirus el
polipéptido Vp4 seria responsable del tamagio de placas de lisis. Incluso, el analisis de
reordenantes obtenidos por coinfecciones de células con una cepa de rotavirus que
. produce placas de lisis pequefias y otra que produce placas de lisis grande ha demostrado

que el polipéptido Vp4 tendria un rol en la formacién de las placas de lisis y en el tamafio
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que éstas pueden alcanzar ( Taniguchi y col 1994, Offit y col 1986, Gorziglia y col 1988,
Chen y col 1989). El tamafio de placas de lisis est4 directamente relacionado con la
capacidad infectiva del virus, que a su vez esta determinada por las caracteristicas del
polipéptido VP4, como se demostré al traspasar junto con el segmento 4 (que codifica
para el polipéptido VP4) las caracteristicas de virulencia de una cepa de rotavirus a una
cepa receptora no virulenta. Sin embargo, hoy en dia se cuestiona que la capacidad de
formar placas de lisis de mayor tamafio esté exclusivamente determinada por las
caracteristicas de VP4, ya que -estudios recientes indican que en algunas cepas de
rotavirus, también el segmento gendmico 9 se relaciona con la formacién de placas de
lisis de mayor tamafio (Chen y col 1989). En este caso, no serian interaccioneés
covalentes entre las proteinas de la cubierta externa codificadas por los segmentos 4 y 9,
las responsables de que este proceso ocurra. En este contexto, las caracteristicas
fenotipicas presentadas por la cepas CC86 y SA-11 reordenante parecen indicar que,
ademés del polipéptido VP4, el reordenamiento del segmento 11 tendria un rol
determinante de la mayor virulencia “in vitro” en las cepas reordenantes de rotavirus.
Todo parece indicar que alguno de los polipéptidos sintetizados por el segmento
11 podria estar asociado a las caracteristicas fenotipicas presentadas por las cepas
reordenantes estudiadas. Sin embargo, al analizar la sintesis polipeptidica de la cepa
CC86 solo se detectt Ia sintesis del polipéptido NSP5, no observando ningin cambio
entre los niveles de NSP5 sintetizados por las cepas reordenantes y sus parentales.
Ademas, la caracterizacién genética demostrd que no hay formacién de un nuevo marco

de lectura como el descrito para una cepa de rotavirus bovino, en la cual se sintetizé un
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polipéptido de ‘'mayor tamafio ( Hundly y col., 1985 ). El anilisis de la secuencia
aminiacidica del polipéptido NSP5 en ambas cepas de rotavirus demostré que existen
algunos cambios de aminoécidos, que en su mayoria son conservativos, sin embargo es
posible que algunos éstos puedan influir en la actividad del polipéptido sintetizado por la
cepa reordenante, ya que es sabido que solo un cambio de aminoicido afecta Ia
estructura y la funcionalidad de algunas proteinas. Estudios recienées demostraron que el
polipéptido NSP5 de la cepa de rotavirus SA-11, presenta cuatro residuos de serina
fosforilados, cuya ubicacién afin no se ha determinado ( datos no publicados). Entre
ambas cepas de rotavirus-de cerdo se observan diferencias en la ubicacién de serinas, las
que podrian afectar la funcionalidad de este polipéptido, si estos residuos estuvieran
relacionados con las mc;diﬁcaciones posttraducionales experimentadas por proteinas
analogas sintetizadas por otras cepas de rotavirus. Basados en‘ estos resultados, seria
interesante estudiar la fosforilacion de estos residuos en el polipéptido NSP5 de ambas
cepas de rotavirus de cerdo, y determinar si existen cambios que guarden relacién con los
fenotipos asociados al segmento 11 reordenado. Por otro lado, recientemente se ha
descrito que a partir del segmento 11 se estaria sintetizando mas de un polipéptido, algo
que no se ha descrito para otros segmentos genémicos de rotavirus. Analizando la
secuencia nucleotidica del segmento 11 se encuentran al menos tres marcos de lectura
abiertos (ORF) que codifican para polipéptidos que han podido ser identificados (Estes y
col., 1990; Kapikian y col., 1985; Patton, 1993 ). El primer ORF codifica para el
polipéptido mayor NSP5, un segundo ORF (OP-ORF) codifica para un polipéptido de 12

kd y aproximadamente 92 amino4cidos que ha sido detectado por inmunoprecipitacién en
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extractos provenie—ntes de células infectadas por rotavirus. También se ha descrito un
tercer ORF (IP-ORF), el cual se inicia en el aminoacido 52 de NSP5 y produciria un
polipéptido de 16 kd (Mattion y col,, 1991; Both y col., 1983). En esta tesis no se pudo
determinar la presencia de ninguno de estos dos tltimos polipéptidos en células
infectadas y tampoco mediante traducciones “in vitro” del segmento 11. Esto no descarta
la posibilidad, que en el caso de sintetizgrse, el nivel de sintesis de estos polipéptidos
esté regulada de diferente forma en las cepas reordenadas respecto a las cepas parentales.

A pesar de que los resultados obtenidos no logran determinar el origen de los
fenotigos presentados por las cepas reordenantes, estos podrian deberse a que se esté
sintetizando en forma diferencial algtin polipéptido involucrado en la replicacién viral, a
que las particulas virales sean mas estables o liberadas mas eficientemente desde la
celula, 6 bien a que el reordenamienfo del segmento 11 le confiera a éste v/éntajas
selectivas en la encapsidacion (Mattion y col., 1990; Eaton y col., 1987).

Se ha postulado que los reordenamientos del genoma de rotavirus constituyen un
mecanismo de evolucion genética (Allen y Desselberger,1985; Hundley y col.,1987),
aparentemente el mas comun utilizado por rotavirus. Esta idea se basa en el anlisis
estructural del RNA genémico de tres cepas de rotavirus de cerdo, CC86 (Mattion y
col.,1990), C117 y C60 (Gonzilez y col., 1989), una cepa de conejo denominada
Alabama, otra de bovino VMRI y algunos virus humanos ﬁV—S, B37, DS-1 y 69M ;
todas estas cepas presentan patrones de movilidad electroforética del tipo “super corto”.
El andlisis de la secuencia nucleotidica del segmento 11 de las cepas de cerdo C117 y

C60 demostré que existe una duplicacion parcial de este segmento. Similares resultados
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se han observado en rotavirus de conejo (Gorziglia y col., 1989) y rotavirus de bovino
VRM1 ( Matsui y col., 1990). Sin embargo, el segmento- 11 reordenado de distintas cepas
de rotavirus humano contiene una region no codificable en el extremo 3’, que no es
idéntica en todas las cepas y més importante atin no guarda ninguna relacion con la
secuencia pucleotidica del segmento 11 (Nuttall y col, 1989). Las diferencias
estructurales de los segmentos dﬁplicados descritos indican que no existe un mecanismo
'-ﬁ;ﬁco responsable de los reordenamientos, lo que estaria permitiendo que se obtengax‘l
caracteristicas ﬁmcio_n;ﬂes distintas dependiendo de la estructura y tamafio de la region
duplicada.
| En general, se ha descrito que los virus que contienen como genoma RNA
segmentado estin frecuentemente envueltos en reordenamientos en cultivo celular.
(Allen y Desselberger, 1985). En algunos casos, como en variantes genéticas de orbivirus
que presentan concatemeros en uno de los segmentos, se ha postulado que la duplicacion
de sefiales de encapsidacion podria hacer mas eficiente el enpaquetamiento del genoma
reordenado en el virus (Eaton y Gould, 1987). Los resultados obtenidos anteriormente
por (Mattion y col., 1990) con la cepa CC86 y los obtenidos en esta tesis con la cepa
reordenante de SA-11 que tiene el segmento 11 de CC86, indican que los fenotipos
asociados a la cepa CC86 estan directamente relacionados con el aumento de tamafio del
segmento 11.
A partir  del analisis de la secuencia nucleotidica del segmento 11 de la cepa

reordenante CC86 realizada en esta tesis, se demostrd que la secuencia adicional esta

inserta en la porcién 3'terminal, entre el codén de término de la region no duplicada y
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las Gltimas 44 bases hacia el extremo 3’, que son conservadas en el segmento 11 normal.
La secuencia adicional en el extremo 3’ de la region no codificante de la cepa CC86,
claramente corresponde a una duplicaci()il parcial de la region ubicada entre ei
nucle6tido 291 y el nucledtido 620 de Ia regién codificante de este segmento. Esta
duplicacién podria originarse mediante un proceso similar al que dio lugar a la cepa de
rotavirus de bovino VRM1, cuya duplicacién comienza entre los nucleétidos 328 a 618,
ya que no hay deleciones ni presencia de marco de lectura abierto (Matsui y col., 1990).
El evento de duplicacion del segmento 11 de la cepa CC86 parece ser una version mds
limitada que las observadas en otras cepas de rotavirus de cerdo con el segmento
11 reordenado (Gonzélez y col., 1989, Gorziglia y col., 1989). Sin embargo, es probable
que mecanismos muy relacionados estén envueltos en la formacion del segmento 11
reordenado en cada uno de los virus descrito.

En relacion al mecanismo que produce reordenamientos en el RNA, se ha
sugerido que una vez que la RNA polimerasa RNA dependiente de rotavirus inicia la
transcripcion podria detenerse al encontrar un sitio de atenuacién y luego reiniciar la
sintesis en otro lugar del templado (Gorziglia y col 1989, Matsui y col 1990). En los
casos en los cuales se han encontrado secuencias duplicadas que presentan deleciones o
bien secuencias que no se asocian a ninguna regioén del genoma de rotavirus, se postula
que eventos de recombinacion genética intra o inter molecular podrian dar cuenta de
estos hallazgos. En todos los casos en que se ha secuenciado el segmento de RNA
reordenado, la reiniciacién ocurre cerca del codon de terminacion, ya sea en el nucle6tido

siguiente o en los nucleétidos 2, 4 y 6 después del codén de término. Esto puede ser
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debido a una predileccion del evento de reordenamiento en este sitio ¢ a la seleccién de
este sitio para un evento de recombinacién intramolecular. La primera posibilidad puede
haber ocurrido en este evento de reordenamiento descrito en esta tesis y en otros, pero
lo descrito por (Hundly 1985 ) en el reordenamiento. del genoma de bovino, que resulta
enun segmento 5 de RNA de mayor tamafio, generado por una reiniciacién en dentro
dg el ORF, podria indicar un evento de recombinacién. Sin embargo el analisis de la
estructura secundaria del segmento 11 normal, a partir del cual se produjo la duplicacién
en las cepas de rotavirus demostr6 la presencia de una estructura “hairpin loop” en
regiones cercanas al nucledtido 620, donde se postula que existiria un sitio de atenuacién
donde fa RNA polimerasa se desprenderia del templado. Lo mas interesante es que en la
mayoria de las duplicaciones también existiria una estructura “hairpin loop” cercana al
sitio en donde la RNA polimerasa reinicia la sintesis del RNA mensajero (Gorziglia y
col., 1989).

Basados en esto, el mecanismo que podria explicar el origen de la secuencia
nocodificante ubicada en el extremo 3" del segmento 11 de la cepa CC86 es el siguiente:
la RNA polimerasa RNA dependiente al transcribir el mRNA correspondiente al
segmento 11 podria detenerse después de alcanzar el codén de término entre el
nuclestido 616 y 620 por el reconocimiento de una estructura secundaria, Luego, 1;1
polimerasa podria desprenderse del templado con la hebra transcrita unida y reiniciar la
sintesis en el nucledtido 291, donde estaria reconociendo una estructura secundaria para

comenzar a transcribir la porcidn que resta incluyendo los 44 nucleétidos en el extremo

3. La molécula de mRNA generada tendria. ahora un tamafio superior al RNA
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mensajero normal del segmento 11, y todas las sefiales para la traduccién y la sintesis de
RNA de doble hebra, por lo cual la progenie viral mantendria la nueva dotacién genética,
luego de sucesivos ciclos de infeccién. Puesto que la tasa de transcripcion del RNA es
similar en todos los genes de la familia Reoviridae, los genes pequefios son transcritos
mas frecuentemente que los dé tamafio mayor. Consecuentemente, si efectivamente la
duplicacién de se'gmento 11 de rotavirus es el resultado de un error de la RNA
polimerasa, como ha slido postulado, no resulta exirafio que este tipo de reordenamientos
se encuentre asociado en forma preferencial a los genes pequefios, como el segmento
11 (Matsui y col 1990).

La secuencia nucleotidica ubicada entre el nucledtido 620 al 958 del segmento 11
de la cepa CC86 difiere de la region codificante ubicada entre el nucledtido 290 al 620, en
aproximadamente un 3.5 %. Algunos autores postulan que estas regiones duplicadas
podrian ser importantes en  mantener un bajo nivel de mutaciones en la region
codificante del segmento, de tal modo de mantener la funcién del polipéptido NSP5
(Matsui\y col 1990). Por otro lado, el hecho que exista una marcada conservacién de
las ultimas 44 bases en el extremo 3’ del segmento duplicado estd de acuerdo con
anteriores estudios que demostrarian un importante rol de esta region en la sintesis del
RNA genémico viral (Patton y col 1990).

Las duplicacion del segmento 11 en las cepas C60, Alabama, VRM1 y CC86
indica que el mecanismo de duplicacién de este segmento es similar. Sin embargo el

andlisis de las regiones extras no codificantes del extremo 3° de las cepas de rotavirus

humano DS-1y 69M no son debidas a simples y directas duplicaciones (Matsui y col.,
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1990). Estas secuencias adicionales son idénticas a aquellas encontradas en las cepas RV-
5 y B37 de rotavirus humano. Al comparar las secuencias no codificables de la region 3°
de las cepas de rotavirus humano DS-1 y 69M, se encontrd que estas secuencias
contienen un alto niimero de nucledtidos adenina y timina, teniendo regiones en las cuales
tienen una cierta similitud. Varias hip6tesis que podrian explicar este tipo de
reordenamientos, que es diferente a los producidos en otras cepas de rotavirus animales,
se han descritos. Una posibilidad es que la RNA polimerasa repetidamente se esté
asociando a regiones con un alto contenido de residuos adenina y timina en el segmento
génico y por tartamudeo los transcriba. Una segunda posibilidad ha sido descrita para
virus RNA de hebra simple, en los cuales una vez que la RNA polimerasa comienza la
sintesis del RNA mensajero, ésta salta desde el gen que esta transcribiendo a un sitio de
inicio de la transcripcion de otro gen que esta estrechamente préximo sin liberar la hebra
hija transcrita, éi esto es asi, las secuencias adicionales podrian ser derivadas desde otros
segmentos de rotavirus que estn transcripcionalmente activo en la particula de cubierta
simple. Una tercera, pero menos probable posibilidad es que las secuencias de DS-.1 y
69M insertadas entre el cod6n de termino del primer ORF y las 49 bases conservadas del
extremo 3" son el resultado de una generacién de mutaciones puntuales, de deleciones y
inserciones selectivas, las cuales afectan en una medida similar a ambas secuencias.

La duplicacion genética, el tartamudeo y los saltos de la RNA. polimerasa estarfan
representandp vias alternativas por las cuales rotavirus mantiene o aumenta la diversidad

genética (Matsui y col, 1990). Las secuencias adicionales generadas, al parecer no




interfieren con la funcién viral y pueden conferir algunas ventajas selectivas para rotavirus
en algunas circunstancias, como en el caso de la cepa CC86 de rotavirus de cerdo.

Los proéesos enzimaticos involucrados en éste y otros tipos de reordenamientos
que ocurren durante la sintesis de RNA (-) y RNA (+) es desconocido. Sin embargo,
cuando se realizan ensayos “in vitro” de la sintesis de RNA (+), con una alta
concentracion de particulas virales, no se observa la produccién de reordenamientos
(Gorziglia y col 1989). Los reordenamientos del genoma de rotavirus se producen por lo
general después de un pasaje de infeccién de rotavirus a una alta multiplicidad de
infeccién. Para comprender como se producen los distintos reordenamientos genéticos es
fundamental el estudio y analisis de las caracteristicas genéticas de los reordenantes,
generados durante el ciclo infectivo de rotavirus “in vitro™.

El estudio de la cepa reordenante demuestra que las particulas virales de rotavirus
pueden encapsidar una mayor cantidad de 4cido nucleico sin que esto se traduzca en un
deterioro de la expresion viral. Seria interesante intentar aprovechar esta caracteristica de
rotavirus y utilizarlo como vector de expresién de genes virales en células eucariontes?
en estudios destinados a Ia obtencién de vacunas.

En resumen, los resultados obtenidos durante este estudio permitrieron asociar las
caracteristicas fenotipicas encontradas en la cepa CC86 al segmento 11 duplicado. La
principal evidencia que avala esta hipétesis es que el traspaso de este segmento a una
cepa heterologa de rotavirus de simio generd una cepa reordenante que present6 las

mismas caracteristicas que la cepa CC86. Esto reviste gran importancia debido a que

mediante esta metodologia es posible asociar determinados fenotipos a un segmento




93

genbmico particular, que puede ser visto como un verdadero marcador molecular. Sin
émbargo, al comparar las distintas etapas de la morfogénesis viral de las cepas CN86 y
CC86 no se encontraron diferencias que pudieran explicar estos fenc;ﬁpos. Por otro
lado, al analizar la secuencia aminoacidica del polipéptido NSP5 codificado por
segmento 11 de la cepa CN86 y CC86 muestran diferencias entre ambas cepas que
podrian cambiar la funcionalidad de este polipéptido. Sin embargo, no se puede descartar
I posil‘)ilidad que se esté sintetizando algtin otro poli;;éptido en forma diferencial 6 que la
duplicacién favorezca la encapsidacién de este segmento, produciendo los fenotipos
descritos. La caracterizacion genética del segmento reordenado demostrd que estaba
formado por una duplicacion parcial del tipo cabeza cola, la cual no codifica para ningiin

polipéptido descrito. Este tipo de reordenamiento mantiene las caracteristicas

encontradas en otras cepas de rotavirus reordenantes.



CONCLUSION

El segmento 11 reordenado de la cepa CC86 tiene igual comportamiento que el
resto de los segmentos de RNA de la particula viral, cuando se transcribe el mRNA y
* cuando se sintetiza el RNA (-).

Mediante el ensayo de traduccion “in vitro” se demostré que el segmento 11
reordenado  sintetiza sélo el polipéptido NSP5 y no otro polipéptido de menor o
mayor tamafio. En células infectadas, la sintesis del polipéptido NSP5 es similar en
ambas cepas de rotavirus de cerdo.

La purificacién de clones a partir de infecciones mixtas parece ser un buen
meétodo para seleccionar fenotipos asociados a algiin segmento gendmico de rotavirus,
y2 que permitié obtener ¢l reordenante de SA-11 que contiene el segmento 11 de la
cepa CC86,

Los fenotipos presentados por la cepa CC86 fueron adquiridos por la cepa SA-
11 al incorporar en su genoma el segmento 11 de la cepa CC86, lo que evidencia que
estos fenotipos.se asocian a la duplicacion del segmento 11.

El reordenamiento del segmento 11 de la cepa CC86 se debe a una duplicacion
parcial de la regién codificante del segmento 11 de la_cepa normal ubicada entre los
nucledtidos 290 y 620. El segmento 11 reordenado mantiene las region Sy 3°
conservadas.

El anélisis de la secuencia aminoacidica, del polipéptido NSP5 en ambas cepas de
rotavirus demostré que existen cambios de aminoacidos que podrian dar cuenta de los
fenotipos asociados al segmento 11 reordenado.

-

1Y

Es probable que los fenotipos asociados al segmento 11 sean el resultado de un
cambio funcional del polipéptido NSPS5, de la expresion diferencial de otro polipéptido
sintetizado por el segmento 11 reordenado 6 que la duplicacion produzca alguna ventaja
selectiva en la encapsidacion de este segmento a Ia particula viral,
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