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RESUREN

Rotavirus, nriembro de la familia Reoviridae, es un importante agente etiol6gico

degastroenteritisinfantnenlamayoriadelasespeciesaninales,incluyendoalhombre.
\

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

hebra que se enouentran en el interior del core viral, el que esta rodeado por una doble

cubierta proteica.

En la actualidad se ham aislado reordenantes moleculares de cepas hom6logas de

rotavirus, que poseen un patron atipico de su  RNA gen6mico.   Se ha observado que la

mayoria  de  estos  rcordenamientos  ocurren  en  el  segmento  1.1  y  se  deberian  a  una

duplicaci6n parcial de rna regi6n de este segmento.   La caracterizaci6n preliminar de

uno de estos reordenantes, la cepa CC86 de rotavims de cerdo,  revel6 diferencias en el

comportamiento  de  esta  cepa  respecto  a  la  cepa  parental.  Al  realizar  infecciones  en
I

cultivos celulares,1a.cepa reordenante presenta   un   tamafio  de placas mayor que la

parental  y  al  reanzar  coinfecciones  con  anbas  capas,  la  cepa  reordenante  desplaza

totalmente a la cepa parental. Esto hace posible enfocar un modelo de estudio de estos
I

fenotipos, ya que la diferencia esta circunscrita a tan s6lo la variaci6n   en la  migraci6n

de un  segniento  gen6mico,  que puede  ser identificado  como  un verdadero  marcador

molecular.                                           ,

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 morfog5nesis viral, ademas
1
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caracterizar geheticamente el reordenamiento y deteminar si  que el fenotipo asociado a

6ste puede ser traspasado a una cepa heter6loga de rotavirus.

Se caracteriz6 `th vitro" e `in vivo" la sintesis del RNA (+) y RNA (-) por la cepa

parental  CN86    y  la  cepa  reordenante  CC86.  Ademas,  se  estudi6  la  sintesis  de  los

polip6ptidos  codificados  por  el  segmento   11   en  c6lulas  infectadas  por  estos  virus.

Tambi6n se realiz6 una infecci6n mixta entre la cepa CC86 y SA-11  para obtener una

cepa que contenga los segmentos gen6micos de SA-11 y  el segmento  11 reordenado de

la cepa CC86. Finalmente se caracteriz6 geheticanente el segmento reordenado.

Los estudios  de la sintesis de RNA meusajeros 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

nomad de la cep,a CN86.

No  se observaron diferencias en la   expresidn del polip6ptido NSP5  en cultivo

celular en ambas cepas,  ademds tampoco se observaron diferencias entre la expresi6n del

polip6ptido NSP5 de ambas cepas virales en cultivo celular en los estudios de traducci6n

"in vitro", solo se detect6 la expresi6n del polip6ptido NSP5 a partir del segmento 1 1.

Mediante  el  ensayo  de  coinfecci6n  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 coustituido por los 10 primeros

segmentos  de la cepa  SA-11 y el segmento 11 reordenado proveriente de la cepa CC86.

La caracterizaci6n de este reordenapte de SA-11 indic6 que los fenotipos mayor  tamano



de placa y  desplazamiento  de la cepa parental  presentado  por la  cepa  CC86,  fueron

traspasados a esta nueva cepa de rotavirus.

La  caracterizaci6n  gen6tica  del  segmento   11   normal  y  reordenado  permiten

`concluir que el reordenamiento se dche a rna duplicaci6n parcial del segmento  1 1  de la

cepa CC8,6, similares a las encontradas en otras cepas d? rotavirus.

El   anansis de la secuencia aninoacidica del polipeptido NSP5  en anbas cepas

de rotavirus de cerdo, muestra algunas diferencias que podrian dar cuenta del fenotipo

asociado al  segmento 1 1 dupficado. Es probable que estos fenotipos se produzcan  por la

sintesis de otro pdip6ptido  a partir  segmento 1 1 o bien la dupficaci6n de este segmento

aument6 la eficiencia de encapsidaci6n de 6ste.
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Rotavirus, a 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

haveanatypicalgenomicRNAhigrationpattemswithrespecttothehomologousstrain.

In  most  cases,  the  rearrangements  involved  sequences  of genoric    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 stral after coinfection of  MA-104 ceus. The characteristics presented by these

strains have led to considered them  as a model to study these fenotypes, since the unique

difference bewleen 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

realrangment  and  segregate   RNA segment 11 to an heterologous   strain.
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The  nENA  and  minus  strand  aynthesis  by  CC86  and  CN86  strains  were

characterized  `th vitro" and "in vivo".   Further, the ,synthesis of the polypeptide NSP5,

coded by gen  11, was studied in infected cens.  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

rear.anged segment 1 1 was  sequenced.

The studies of the aynthesis of  mRNA and minus strand RNA have been shown

that in both  cases the rearranged RNA segment  11  was  aynthetized    completely and

without  differences with the nomal segment  RNA 11.

The synthesis of the polypeptide NSP5   cells infected with either strain is similar,

h addition,   no  differences  in any of the  other viral  or virus  induced  proteins were
I

detected   and   the studies of``th vitro" translation   showed that genome segment  11

mRNA   from both viruses produced a polypeptide   with similar characteristics and the

molecular size ofNSP5.

By mean  of   the  coinfection  assay  developed  during  this  investigation   were

obtained   23   new   viral clones, that   contained   RNA genome segments derived from

stralus 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

fomation and  overgrowth were segregated with the rearranged  RNA segment  11.
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The  genetic   structure   of  the  rearranged      segment   11   showed     that   the

rearrangement involved a partial   duplication   analogous to others rearranged rotavinis

involved.

The analysis   of polypeptide   NSP5    aminoacids  sequence from   both porcine

rotavirus  strains  show some differences that nright explain the fenotype associated to the

rearranged  segment 1 1 . It is probable that both the rynthesis 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.



INTTnoDucaoN

Rotavirus es el prin'cipal agente etiol6Sco asociado a  gastroenteritis   aguda   en

humanos y otras especies animales  tales como poreino, bovinos, ovinos y aves afapikian

y Chanock,  1990; Blacklow y Greenberg,  1991; Estes y Cohen,  1989).   En los parses

subdesarronados, las infecciones producidas por este virus coustituyen. una de las causas

principales  de    muerte  en lactantes  (Cukor y Blacklow,  1988;  Kapikian y  Chanock,

1990).  Este agente irfeccioso fue desoubierto por Bishop  en 1973, cuando analiz6  por

microscopia electr6nica biqpsias de duodeno de pacientes con gastroenteritis aguda.

Rotavims  ha  sido  clasificado  en la  familia Reoviridae,  principalmente  por  sus

caracteristicas  morfol6gicas  (  Kapikian y  Chanock,  1985).  La  particula  viral    tiene.

estructura icosaedrica, con  un diametro aproximado de 70' nm y.rna  densidad en Cscl

de  1,36  gr/cm3.    El  core viral    esta rodeado  por rna  doble  cubierta proteica,  cuyos

caps6meros  tienen una distribuci6n radial,  dando a la particula  la forma de una rueda

de la cual deriva su nombre.

La cubierta    extema de   rotavirus esta   compuesta por los polip6ptidos VP4 y

VP7,  los cuales  debido a sus  caracteristicas antig6nicas definen 11 serotipos asociados

al polip6ptido VP7 y 9 asociados al  polip6ptido VP4 ( Kapikian y col., 1981; Hoshino y

col., 1985; Offit y Blavat, 1986).  Esta cubierta extema puede ser  removida del virus por

tratamiento con un agente quelante de calcio como el EDTA,  oriednando  la particula de

cubierta  simple,  estructura   que  tiene  un  diinctro  de  55  nmyuna densidad de 1,38



gr/cm3  en Cscl.  La cubierta intema esta constituida principalmente por  el  polip6ptido

VP6,  que representa el  60%  del contenido polipeptidico  del viri6n  Otovo y Esparza,

1981;  Estes  y  Cohen,  1989;  Estes,  1990  ).    Las  caracteristicas  antig6nicas  de  VP6

definen  los  grupos antig6nicos,   I y  H de rotavirus ( Kalica y col.,  1981; Greenberg y

col.,  1983 a y b).   Cuando el polip6Ptido VP6 es  removido por tratamiento con Cac12,

se obtiene  una particula  de 37 nm, denominada "core",  que tiene  una densidad en Cscl

de 1,44 gr/cm3.

El core Viral esta constituido por el RNA gen6mico y los polip6ptidos VP1,  VP2

y.VP3 ( Liu y col.,1988; Estes,1990; Patton,1993). El polip6ptido Vpl    tiene asociada

la actividad RNA polinerasa del viri]s, el polip6ptido 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 encuentra el genoma viral,  constituido por  11  segmentos de RNA

doble hebra, cada uno de los cuales  codifica para al memos un pdip6ptido viral

La mioraci6n. electroforetica de los 1 1 segmentos de RNA gen6mico de rotavirus

define   un patron  de bandas    caracteristico  de  este virus.    Los  segmentos  se  pueden

clasificar en ouatro grupos,  dependiendo  de  su migraci6n  electrofor6tica ( 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  106  dalton,  en  el  grupo  n  estin  lo.s

segmentos 5 y 6 con pesos moleculares de entre 0.8 y I x 106 dalton;   En el grupo In

estin   los   segmentos   7,8   y   9   que   tienen   pesos   moleculares   muy   parecidos,   de

aproinadamente 0,5 x 106 dalton y   en el grupo IV estin los segmentos  10 y` 11  que
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tienen pesos mpleculares  de 0,2 y 0,3 x 106 dalton respectivanente.  Aunque este patr6n

de migraci6n es caracteristico en todas las cepas de rotavirus,  la migraci6n de cada uno

de  los  segmentos  puede  diferir  entre  distintas  cepas,.  dando  origen  a  los  distintos

electroferotipos.

En el ciclo replicativo de rotavirus, los pdip6ptidos de la cubierta extema tienen

un  rol  fundamental  en  las  etapas  de  adsorci6n  y  penetraci6n  del  virus  a  la  celul.a

^     ¢unura y col.,  1988).  En un primer momento,  el virus  se une  al receptor  celular

mediante  el  polip6ptido   VP7.   Luego,   el  polip6ptido  VP4  experimenta     un  corte

proteolitico,  catalizado  por    tripsina,  produci6ndose  dos  fragmentos,  VP5  y  VP8.  El

fraccionahiento  del  polip6ptido  VP4  es  fundamental,  ya  que  de  esta  forma  el  virus

adquiere  la  capacidad  infectiva,  que  le  permite  atravesar  directamente  la  membrana

plasmatica ( Espejq y cql.,  1981).   Durante la entrada del virus a la c6lula   se pierde la

cubierta   extema,  liberindose  al  citoplasma el virus de  cubierta simple ( Clark y  col.,

1980;   Suzuld y col.,  1986).   Estas partioulas   son capaces de transcribir tanto `th vivo"

como "in vitro" los 1 1 segmentos virales. Los transcritos obtenidos en ambas condiciones

son idchticos y codifican para los mismos polip6ptidos ( Cohen y col.,  1977; Spencer y

Arias, 1981; Staey-Phipps y Patton, 1987;  Sandino y col., 1988).

La   sintesis del genoma del virus es asindtrica,  la hebra posttiva del RNA   es

uti]izada  .como  templado  para  la  sintesis  del  RNA  (-),  que  permanece  asociado  al

templado generando el RNA de doble hebra.( Patton,  1986;  Imai y icol.,  1983). De esto

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

sintesis de los polip6ptidos virales y como templado para la sintesis de la hebra negativa
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del RNA gen6mico del vin]s.  A medida que se  sintetizan los  polip6ptidos  virales,  6stos

se  acurqulan  en  el  citoplasma  de la  c6lula,  constituyendo  las  inclusiones  denominadas

viroplasmas,  donde se realiza todo el proceso de replicaci6n y  ensanblaje de la particula

viral ore Crae y Faulkner-Valle, 1981;  Staey-Phipps y Patton, 1987; Patton y Gallegos,

1988).

Las subparticulas involucradas en la sintesis del RNA gen6mico son distintas de

las que transcriben los 1 1 segmentos de .RNA simple hebra.  El analisis de la composici6n

polipeptidica de los distintos intemediarios de replicaci6n ha demostrado la presencia de

polip6ptidos estructurales y no-:structurales ( Helmberg-Jones y Patton, 1986; Mansell y

Patton,  1990; Patton,  1993). El  primer intermediario   que se produce en las inclusiones

viroplasmicas  se denomina precore-RI,  tiene un diinetro  de 55 nm  y esta fomado por

los  polip6ptidos     VP1,  VP3,    NSP1,   NSP2,  NSP3  y NSP5.      Luego    se  foma  el

intermediario core-RI,   de 60 nm de diinetro, coustituido   por los polip6ptidos   VP1,

VP2, VP3, NSP2, NSP3 y NSP5.   El   dltimo intermediario,  ss-RI, tiene caracteristicas

similares a la particula de oubierta simple   y esta constituido por los polip6ptidos VP1,

VP2, VI3, VI6, .NSP2,  NSP3 y NSP5 ( Gallegos y col., 1989; Patton y col., 1988).

El  estado  final  de  la  morfogenesis  ocurre  en  el  reticulo  endoplasmico  rugoso

Q`ER),     1ugar  al  cual  la  particula  de  cubierta  simple  migra  desde  las  inclusiones

viroplasmicas.  El  polip6ptido  NSP4  QTS28)    actha  como  receptor  de  la  parti.oula  de

cubierta simple en el RER, interaccionando con   el polip6ptido VP6 ( Kabcenell y col.,

1988;  Chen y  Ramig,  1993).  Luego,  se  produce  la yemaci6n  del  virus  al  lumen  del

reticulo, donde adquiere rna membrana que rodea la particula. Posteriormente,   el virus
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se desprende de la membrana,  lp que permite que se eusamble la cubierta extema con los

polip6ptidos VP7 y VP4.   Recientes estudios  han demostrado que en el  eusanblaje del

polip6ptido VP4,  participaria el polipeptido NSP4 ( Chen y Ranig, 1993). En cambio,  el

polip6ptido VP7 no   necesita ningdn otro polip6ptido no estructural para eusamblarse.

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 gen6micb

son los  ordenamientos gen5ticos que  sufren 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

alslados individuales normalmente se encuentra que estin formados por subpoblaciones

virales gen6ticamente distintas.  Ademas, en los virus cuyo  RNA es segmentado,  un tipo

comdn  de  ordenamiento  gen6tico  lo  coustituye  el  proceso  namado  permutaci6n  o

"reassortment", que se produce cuando una misma c61ula es infectada simultineamente

por dos. variantes virales.  En  procesos infectivos de esta naturaleza, se genera  progenie

viral que posee la dotaci6n gehetica correspondiente a cada una  de lag cepas parentales y

ademas nuevas cepas, cuyo genoma esta coustituido por distintas combinaciones de los

segmentos gerfeticos de ambas cepa§ parentales Q]lores y col., 1989; Gouvea  y Brandly.,

1995),  La capacidad de generar nuevas  cepas virales mediante la pemutaci6n  de los

segmentos en  coinfecciones realizadas "in vitro", se ha utilizado como una herramienta

en el mapeo de mutantes termoseusibles (Gombold y col., 1985; Ramig y  col., 1985), en

la identificaci6n de determinantes de especificidad y virulencia viral ( Offit y col.,  1986;
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Shaape y  col.,  1983),  en el rescate de virus no-cultivable (Greenberg y  col.,  1981),  y

tambi6n en la  identificaci6n de segmentos geheticos que codifican para un fenotipo dnico

en  alguna variante viral  (Chen y    col.,  1989).i     En la actuafidad,  varios  grupos    de

investigadores  han aportado evidencias` que demuestran que el fen6meno de permutaci6n

tanfoien  ocurre  "in  vivo".   Se  ham  encontrado  nuevas  cepas    virales     producto  de

coinfecciones  en  animales  realizadas  con  virus  bluetonge  pertenecientes  a  distintos

serotipos   (Samal   y   col.,   1987a,   1987b).       Tarnbien   se   ha   demostrado   que   las

permutaciones se producen con una alta frecuencia "in vivo", luego de infecciones orales

con rotavirus en rat6n (Greenberg y Kalica., 1981).

Otros tipos de reordenamientos gen6ticos que ocurren durante la replicaci6n de

genoma viral  son intrag6nicos y se producen ya sea por deleciones y/o duplicaciones de

deteminadas seouencias ¢edley 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;

Tancka y col., 1988).  En algunas ocasiones se ha observado que  estos reordenamientos

se producen  bajo condiciones de infecci6n que utilizan una alta multiplicidad de infecci6n

viral. En estas condiciones, aparentemente  el RNA gehomico   se repfica ripidanente y

en forma azarosa, lo cual conduce a  la formaci6n de  particulas virales defectivas,   que

en su mayoria carecen de   regiones inportantes dentro de su RNA gen6mico y por lo

tanto requieren particulas  virales normales ayudadoras (virus helper) para su replicaci6n.

Ejemplos  de  este  tipo  de  reordenamientos  intra  gchicos  se  nan  encontrado  en  virus

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

tamafio menor,   producto de   que hen ocurrido simples 6   mthtiples deleciones intemas
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del fragmento de RNA gehorico mayor ( Davis y col., 1980; Sivassubramanian y Nayak,

1983;  Brouny col.,1983).

En varios g6neros de la familia Reoviridae se han detectado partioulas defectivas,

que presentan reordenamiento intrag6nicos,   es el caso de reovirus donde incluso se ban

encontrado  en  aislados  obtenidos  desde  ratones  reci6n  nacidos  infectados  en  forma

cr6nica por este virus.  En otros g6neros de la finilia Reoviridae,   como  orbivirus   y

rotavirus, se han detectado   reol`denamientos geheticos en algunos de sus genes ( Ramig

y col., 1985;  Eaton y col.,  1985)  que  se diferencian de aquellos obtenidos con reovirus

y  virus influenza en que se rep`lican en forma independiente y son estables en el tiempo.

En  infecciones       con       cepas         de         rotavirus       del       grupo  A,    este  tipo  de

reordenaniientos  se  detectaron inicialmente   en  alslados  virales  obtenidos  desde  nifios

inmunodeficientes  infectados  en  forma  cr6nica,  pero  posteriormente  tambi6n  se  ham

detectado  en  aislados  obteridos  desde  hospederos  inmunocompetentes .    humanos    y

otros  mamiferos  (    Pedley  y  col.,   1984;  Eiden  y  col.,  1985;  Hundley  y  col.,   1987;

Besselaar y  col.,  1986;  Thouless y  col.,  1986; Pocock,  1987;  Bellilizoni  y  col.,  1987;

Tanalra y col.,  1988).

Los   reordenamientos geheticos, que se producen en infecciones con rotavirus u

otros virus cnyo genoma es RNA segmentado, parecen tener  gran importancia desde un

punto de vista evolutivo,  debido a que   permiten la generaci6n 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 ( Hundiey y col., 1987;
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Both y col.,  1983; Baybutt y Mccrae, 1984; Okada y col., 1984; Ward y col., 1985).  El

anansis  de la secuencia nucleotidica de  algunos  de estos aislados,  demostr6  que  en la

mayoria  de  los  casos  se  producen    dupncaciones  intrag6nicas  parciales,  que  se  ban

generado por la 'repetici6n de una red6n de la secuencia gen6mica, a partir del cod6n de

t6rmino del primer marco de lectura (ORF).

Es interesante   hacer notar que la mayoria de los reordenamientos intrag6nico;

descritos, producidos en  infecciones por rotavims, afectan al segmento 11. Estos se ham

generado  en  foma.  espontinea  a  bien    durante  infecciones  realizadas  con  una  alta

multiplicidad  de  infecci6n.    La  caracterizaci6n    molecular  de  rna    cepa reordenante,

denominada  C60  (  Mattion  y  col.,  1988;  Gonzalez  y  col.,     1989),     obtenida  desde

suspensiones de heces fecales de cerdo infectado por rotavirus, ha pemitido determinar

las caractedsticas de este reordenamiento en el  segmento  11.    La determinaci6n de la

secuencia nucleotidica del segmento 1 1 reordenado demostr6 que el aumento de tamafio

se debia a rna duplicaci6n de este segmento,  que hacia aumentar e| tamafio del segmento

de  664pb  a     1211pb.     El  segmento  reordenado  esta  compuestd  de  dos  unidades

hom61ogas del segmento 11, organizadas en una orientaci6n cabeza-cola; ambas unidades

presentan parciales deleciones  del segmento 1 1 normal.  La unidad ubicada en el extremo

5' del segmento   duplicado,   comprende la reti6n codificante   completa del polip6ptido

NSP5, que posee una region  deletada de 44 pb  en su extremo 3 ' y  5 pb extras  ubicadas

luego del   cod6n de termino   UGA   en la posici6n 613-615.  Por otro lado,   la unidad
I

ubicada en el  extreino  3.'  del  segmento  duplicado  carece  de las primeras 77 bases  del

extremo 5'del segmento  11. Esta deleci6n retira  la reri6n no-codificante y los primeros



15

19 codones del polip6ptido NSP5.  La  unidad 3',   que comprende  los nucle6tidos  625

al 1211,  carece del cod6n de iriciaci6n AUG del pofip6ptido NSP5.

El mecanismo respousable de los reordenamientos que ocurren en el segmento 1 1

de rotavirus de cerdo, no es conocido.  Sin embargo, recientemente se ha propuesto un

modelo que podria explicar este fen6meno ( Gorzidia 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 atenuaci6n, donde podria desprenderse  desde el templado, con

la hebra naciente unida a ella y reiniciar la sintesis en otra posici6n. Es interesante  que al

analizar la secuencia nucleotidica   en la reti6n donde se produce la dupficaci6n, podria

formarse una estructura secundaria del tipo `thairpin loop",  que es caracteristica de un

sitio de atenuaci6n.

Par  lo  general,  el  segmento     11  tiene  664  pb  de  largo  y  al  igual  que  otros

segmentos de rotavirus  hom6logos, posee  tres`marcos de lectura abiertos (ORF), de los

cuales se ha podido identificar un polip6ptido. El primer ORF comienza en el nucle6tido

22  y  c6difica  para  el polip6ptido    NSP5  Ors26)  de  197  aninoacidos,    con un  alto

contenido de serina y treonina (25%) ( L6pez y col.,  1993).   Se ha encontrado que este

polip6ptido no-estructural tiene un peso molecular aparente de 28K, |o que difiere del

producto obtenido a      partir de traducciones realizadas utilizando un   sistema libre de

celulas, que es de 26K ( Mattion y col., 1991). El polip6ptido NSP5 Ors26), experimenta
\

varias   modificaciones   postraducciondes:   experimenta,      fosforilaci6n     y      ademds,

recientes  estudios  indican  que  NSP5  tanbien  puede  experimentar    0-  glicosflaci6n;

modificaci6n  que  se  realizaria  en  los  primeros  minutos  de  su  sintesis  (Gonzalez  y
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Burrone,   1991).     Interesantemente,  este  polip6ptido  es  el  segundo  qiemplo  de  una

gncoproteina con una O-glicosilaci6n descrito en virus.     El segundo marco de lectura

abierto comienza en el nucle6tido 80     y se encuentra fuera de fase   con respecto   al

primero;  codifica para una proteina de 92 aninoacidos, cuya sintesis  recientemente  ha

podido  ser  detectada  en  c6lulas  infectadas  por  rotavirus.  El  tercer  marco  de  lectura

abierto  comienza en el nucle6tido  175,  esta en fase con respecto  al primer marco  de
1

lectura y codifica para  un poHp6ptido de 146 aminoacidos. Todos    estos   polip6ptidos

unirian RNA y formarian papte de un complejo  involucrado en la repficaci6n del genoma

de rotavirus ( Welch y col., 1989; hdrttion y col., 1990; 1991).

Cuando se compara la secuencia aminoacidica del     polip6ptido    NSP5 Ors26),

entre distintas cepas hom6logas de porcino, se observa que es  altaniente couservado (97-

98%) (. L6pez y col., 1993); en cambio, cuando se compara la secuencia aminoacidica de

NS26 de porcino con  el polip6ptido codificado por el segmento  11  del RNA gehomico

de otras cepas de rotavirus, que infectan a humanos o animales, se observa que existe

aproximadamente un 90% de homoloora. Por su parte, el polip6ptido de 92 aminoacidos,

presenta un  98% de homologia en su secuencia aminoactdica entre los distintos tipos de

rotavirus q6pez y col., 1993).

En nuestro      laboratorio     disponemos de un reordenante molecular,  obtenido

luego de rna  infecci6n realizada con la cepa CN86 de rotavirus de cerdo utilizando una

alta multiplicidad  de infecci6n  quattion y  col.,  1990).  Este  reordenante,  denominado

CC86, presenta una modificaci6n en la movilidad electrofor6tica del segmento 11, el cual

qrigra  entre los segmentos 9 y 10, como se muestra en la figura 1.  Estudios preliminares,
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realizados con la cepa CC86 de rotavirus de cerdo demostraron que el segmento  11  de

mayor tamafio hibrida con el segmento 1 1 de la cepa CN86.   Ademas, analisis realizados

mediante la t6cnica de exteusi6n del partidor demostr6 que utilizando el segmento  1 1 de

mayor taniafio se producian dos productos de distinto tamafio, que iniciaban en el mismo

sitio  pero  teminaban en lugares  distintos.  Estos  resultados  estarian indicando  que  el

reordenamiento del segmento  11  en la cepa CC86 se deberia a una duplicaci6n 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 c6lulas MA-104  foma placas de fisis de mayor tamafio que la cepa parental (figura 2),

ann cuando    ambas  cepas tienen una curva de  crecimiento  similar en cultivo  celular.

Ademas, ouando se realizan coirfecciones con las capas CN86 y CC86 en c61ulas MA-

104,  la  cepa  reordenante  sobrecrece  a  la  cepa  parental,  observindose    que  s6lo  se

produce progenie con caracteristicas fenotipicas de la cepa reordenante, como se muestra

en la figura 3 .

Hasta chora, la mayoria de los estudios .realizados han indicado que en rotavirus el

polip6ptido VP4  seria  responsable. de  la virulencia, de la infectividad,  del  desarrono y

tanafio que alcanzan  las placas de lisis producidas en infecciones de monocapas celulares

con  este  virus  (  Kalica  y  ,col.,   1983;  Offit  y  col.,   1986).     El  analisis  dg  algunos

reordenantes,  obtenidos por coinfecci6n de c6lulas con una  cepa que produce placas lisis

pequehas y otra que produce placas lisis grapde, ha demostrado que el  polipeptido VP4

tendriaun   rol   en   la   fomaci6n delasplacas  defisisy  enel tanafio que estaspueden
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HGURA 2. COMRARACION   DE   IA FORMACION   DE PIACAS DE LISIS
DE  LAS  CEPAS  CN86  Y  CC86  DE  ROTAvmus  DE  CERDO.  Se  infectaron
monocapas de c6lulas MA-104, con  la cepa CN86 o CC86. Una vez adsorbido el in6culo
se agreg6 MRE suplementado con 2 Hg/ ul tripsina y 0,6% de agar Oxoid. Luego de  3
dias,  las placas de lisis fueron teffidas con cristal violcta.  La figura 2A corresponde a las
placas de lisis obtenidas de la cepa CN86 y en  la parte 28 se observa las placas de lisis
correspondiente a la cepa CC86.
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alcanzar  (Taniguchi  y  col.,  1994).      Por  otro  lado,    se  demostr6  que  al traspasar  el

segmento   que   codifica  para  el   polip6ptido  VP4  de, una  cepa  virulenta,  aunacapa

receptora no virulenta  la caracteristica de virulencia tanbi6n era traspasada ( Offit y col.,

1986).  Estos estudios se complementan con otros en los cuales se determin6 la secuencia

aminoacidica   de este polip6ptido, en distintas cepas de rotavirus aislados de pacientes

sintomaticos y asintomaticos ( Gorsitlia y col., 1989).

El   ot>jetivo   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

rna mayor eficiencia con que  se lleva a cabo  algunos de los distintos procesos  de la
\

morfog6nesis viral:  sintesis del RNA (+) y RNA (-), sintesis de proteinas y ensamblaje de

la progenie de rotavirus. Caracterizar gencticamente el reordenamiento del segmento 1 1 y

ademds, se pretende determinar si el fenotipo encontrado en esta cepa de cerdo puede .ser

fraspasado  a otra cepa de rotavirus.  Se escogi6  como  cepa receptora para este dltimo

estudio a la cepa de rotavirus de simio SA-11, cuyo genoma presenta un electroferotipo

distinto  al  de  las  cepas  de  rotavirus  de  cerdo,  seleccionando  aquellos  reordenantes

producidos en coinfecciones con CC86 y SA-11 que poseen la dotaci6n gehetica de SA-

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

1.- CUIJTIV0 DE CELtJIAS

1.1 CULTTVOS DE CELULAS MA-104.

C6lulas  MA-104,  derivadas    de  rifi6n  de A4:o"o  ndcs#s,  fueron  oultivadas  en

medio minimo esencial Q4RE), suplementado con 5% de suero fetal de bovino (SFB),

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

I.2.- CtJLTIVO DE CEPAS DE  Escherl.chl.a coJi

Las cepas de EscheH.chl.a coJz. TGl utilizadas en este estudio   fueron cultivadas

en medio lfquido qB) a    37°C con agitaci6n, o bien se crecieron a 37°C en placas de

cultivo con medio s6lido 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 utiliz6

medio lfquido luria-alicerol 25%, manteni6ndose luego a -70°C. De este modo, las cepas

son viables al menos durante 2  afros.

2.-puRIRICAcloN   DE   pARHcuLAS   vmALES   PARA   ENSA¥oS   DE
TRANSCRECION  "IN VITRO".

Las  monocapas  de  c6lulas MA-104  fueron infectadas  con    0.1  PFU/c6lula  de

rotavirus de cerdo CN86 6 CC86. El in6culo viral fue activado previaniente con 20Hg/ul

tripsina,  incubando  por  30  minutos  a 37°C. Luego de un periodo de  adsorci6n de rna
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hera, el in6oulo fue eliminado y  las c6lulas infectadas se mantuvieron a 37°C con MRE y

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

3.I  PURECAC[oN  DE  SUB.]IARECULAS  V[RAEES  PARA  ENSA¥oS  SE

SINThsIS DE  RNA (-).

Se infectaron monocapas de c6lulas MA-104  como se describi6 en el punto 2 de

Metodos.  A las 2, 4, 6 y 9 horas  post-infecci6n  se elimind el medio de mantenci6n  y las

subparticulas  virales  se  purificaron  utilizando  el. procedimiento  descrito  (  Gallegos  y

Patton, 1989).

4.-   DEThRMINAaoN   DE   LA   slNThsls   DE      RNA   RENSA]ERO   y

GENONIco DE ROTAvmus DE cERDo EN cuLttvo CELULAR

'Se infectaron mopocapas de edlulas MA-104  con  0.1 PFU/c6lula de  rotavirus de

cerdo  de  fas  cepas  CN86  6  CC86,    previamente  activado  con  20  Hg/ul  de tripsina.

Despu6s de la adsorci6n del in6culo viral, las celulas infectadas se inoubaron con Mhffi

carente en acido ortofosforico,  suplementado con 10 Hcm  de 32P-HP04 y 2 Hg/inl de

tripsina. A  2, 4, 6, 8 y 12    horas post infecci6n,   el RNA gen6rico y RNA meusajero

fue purificado y sometido a electroforesis  en geles de poliacrilamida, como se ha descrito

(Sandino y col., 1988).

5.-  SINTESIS ``IN VITRO" DEL RNA RENSAJERO VRAL.

La actividad RNA polimerasa de las subparticulas virales de rotavirus de   cerdo

fue detenninada mediante la cuantificaci6n de la incoxporaci6n de 3H-Urn a material

acido insoluble como se describi6 anteriomente  (Sandino y col,, 1988),
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6.-  sINThsls ``IN vl'ITro» DEL RNA (-)  DE ROTAvmus.

La sintesis de la hebra negativa del RNA se realiz6 utilizando subpartioulas virales

obtenidas a tiempos tempranos   post-infecci6n. Las subparticulas se incubaron por rna

hora  a  45°C  con  rna  mezcla  de reacci6n  que  contenia  32P-UTP  0.04  mM  con  una

actividad  especffica  de  3000  cpm/pmol.       Finalmente,  la  mezcla  se  someti6  a  una

extracci6n de RNA  y a electroforesis en geles de poliacrilamida no denaturante, como se

ha descrito (Sandino y col., 1988).

7.-  MARCAcloN DE pROThlNAs vmALEs CON  35s-MEHONINA.

Se infectaron monocapas de c6lulas MA-104   con las cepas de rotavirus de cerdo

CN86  6  CC86,  en las  condiciones   mencionadas  en el punto  3  de Mctodos.  Una vez

adsorbido el in6culo viral,  6ste se reemplazo por medio MRE deficiente en metiorina,

suplementado con 0.5 pug/inl de Actinomicina D, 2 Hg/inl de Tripsina y 10 Hcm de 35S

Metionina. A  distintos tiempos post-infecci6n,  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 detemin6,el efecto

de  tunicamicina en la glicosilaci6n de algunos polipeptidos, este inhibidor fue agregado al

medio de incubaci6n despu6s de la adsorci6n del virus en rna concentraci6n final de  1

Hg/inl.



8.- FORMACION DE PLACAS DE LISIS .

Celulas  MA-104  crecidas en discos plisticos  se lavaron tres veces con  MRE.

Luego  se agreg6 el in6culo y se permiti6 la adsorci6n del virus durante una hora a 37°C.

El  in6culo  fue  remcwido  y  se  agreg6  Mnffi  que  conteria  2prg/ul  Tripsina;  50  peg/nd

DEAE Dextrano;  100  mM Hepes y 0,6°/a   Agar Oxoid.  Los  discos fueron dejados a

temperatura ambiente hasta que el agar gelific6 y posteriormente se incubaron entre 4 y 6

dias  en una estufa a 37°C  con  C02  al  5%  (  Allen y Desselberger,    1985,  Garbarg y

Chenon,   1984;  Graham y col., 1987; Mattion y col.,  1990). Finalizada la incubaci6n,  la

monocapa celular se fij6 con  formaldehido   al 37% y luego se tifi6 con cristal violeta al

1%..   Las placas de lisis se evidenciaron por la ausencia de coloraci6n en la monocapa

c.elular.

9.-.PuRmcAcloN DE CLORES VmAIJES A PARTm DE PIACAS DE IAsls.

Una vez  formadas las   placas de fisis,   6stas fueron recolectadas desde el medio

con agar. El trozo de agar,   obterido desde cada   placa de lisis, fue depositado   en un

pequefio volumen de   MRE.  Luego se procedi6 a congelar y descongelar tres veces, lo

que permite la  difusi6n de fas particulas virales  desde el trozo de agar.   Posteriomente

se tomb una alicuota de cada placa de lisis y se infectaron monocapas de c6lulas MA-104.

Las particulas virales de cada placa de lisis  fueron sometida a dos pasajes de infecci6n en

cultivo celular.   Luego   se purific6   el RNA gendmico y se someti6 a electroforesis en

geles de poliacrilamida.
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10.-AMplilHCACION  POR P.C.R DEL SEGRENTO 11 DE LAS CHPAS CN86

Y CC86.

La  amplificaci6n  de  ambos  segmentos,  se  realiz6  a    partir  de  los    vectores

cDNALCC86 y   CDNA-CN86,   coustruidos por el Dr   Jorge Blakchalls.  La mezcla de

reacci6n cousisti6 en  10 ng de  CDNA, 5 mM Mgc12;  2,5 mM de  dATP; dcTP; dGTP;

dTTP;10      prM      de      c/u      de      los      siguientes            partidores      NS-1:             5'

TCCCCGCGGTGACAAAACGGGAGTGGGGAGCTCCCTAGTG3 ' :                    NS-2 :

5'CCCTAGGTTAATACGACTCACTATAGGCTTTTAAAGCGCTACAGT     3 '.     La

amplificaci6n   se realiz6 en un temociclador Perldn Elmer 480 y cousisti6 en 30 ciclos

de  1  minuto de denaturaci6n a 95°C;  1  minuto de hibridaci6n a 60 °C y   1  minuto de

extension  a 72 °C;  luego, se realiz6 rna extensi6n final de 10 minutos a 72 °C. Una vez

finalizada la amplificaci6n, los productos fueron visuali2ndos  en geles de agarosa.

1 1. pURIFICAcloN I)E pLAsnrmlos REConueINANTEs.

Para la purificaci6n del DNA plasmidial   se utiliz6 el m6todo de la nsis alcaling,

descrito por Birhboim y Doly, 1979. Se inocularon 100 ml de  medio Luria que conteria

ampicilina (100 LLg/ul) con 5 nd de cultivo bacteriano  y se incub6 durante toda la noche

a 37°C con atitaci6n fuerte.  Se colectaron las bacterias por centrifugaci6n  a 10500 x g
I

por 10 minutos en una Minicentrifuga Eppendorf y se resuspendieron en  200 Lil de una

soluci6n    que contiene Tris-Hcl   25 mM  pH 8.5;  EDTA 10 mM; Glucosa 50 mM  y

lisozima 2 mg/inl, incubando a temperatura anbiente durante 15 minutos. Posteriomente

seagreg6   200   Hl   de    una   soluci6n      quecontenia   0,2M  NaoH;   1%   SDS,   s;
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mezcl6 invirtiendo el tubo varias veces y se mantuvo en hielo durante 10 minutos. A esta

mezcla  se agreg6 150 Hl de soluci6n   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

agreg6 5prl RNAsa A 10 mg/ul y se incub6 a 37°C Por 15 minutos.   Luego, el lisado se

incub6 a 37°C por 15 minutos con  5 Hl   de  Proteinasa K 10 mg/inl.   Posteriormente se

agreg6 un volumen de una mezcla 1: 1 de fenol: clorofomo y se adt6 vigorosanente en

un  vortex.     Se  centrifug6  a  10000  x  g  por  cinco  minutos  en  una  Mnicentrifuga

Eppendorf para separar las fases, y se' reouper6 la fase acuosa.    Se precipit6   el DNA

con   2  prl  de    Acetato  de  Sodio  3M   pH  5.2  y tres volinenes  de  etanol  absoluto.

Finalmente, se centrifug6 a 14900 x g por 30 minutos y se elimin6 el sobrenadante.  Se

resuspendi6 el DNA en agua destflada  est6ril.

i2.-SEcuENCIAnmNTo DEL SEGRENTo .il DE LAS CEPAS CN86 ¥ CC86.

Las   reacciones   de   seouenciamiento   fueron   realizadas   por   el   m6todo   de

teminaci6n en cadena ( Sanger y col.,  1977) usando el kit de la Sequenasa Versi6n 2.0

(Uhited     States  Biochemical  Corporation  )  y  los  Vectores  DNA    pGemT-llCC  y

pGemT-llCN.     Una  vez  finalizada  la  reacci6n  los  productos  fueron  sometidos  a

electroforesis de poliacrilamida denaturante.
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i3.- TTIANsCRmcloN t`IN vl'IRo" DEL sEGMENTo 11 A pARTm  DE Los

plAsrmlos psp-iicN y  psp-iicc.

La   reacci6n de  transcripci6n " in vitro", se realiz6 utilizando el Kit comercial de

transcripci6n  de  la RNA  polimerasa  T7  de  Promega,  siguiendo  las  instrucciones  del

fabricante. La mezcla de reacci6n cousisti6 en 5  Hg de DNA lineal del   plasmidio pSP-

llCC y PSP-llCN; 200 mM Tris-Hcl pH 7,5; 30 mM.Mgc12; 10 mM Espermidina; 50

mM Nacl;  0,01%    DTT;  5mg/nd  BSA;  5mg/nd  Inhibidor  de  Ribonucleasa RNAsin,

dcTP;dTTP;dcTP 2,5 mM  c/u, 0,25 inM dGTP; 0,5 mM mG ( 5`) ppp ( 5 `)G y 50 UI

de    RNA polimerasa  T7.    Esta mezcla  se  incub6  durante  tres  horas  a  37°C  y    los

productos  de  transcripci6n  fueron  visualizados  en  geles  de  poliacrilamida  como  se

describe en  ( Sandino y col., 1988 ).

14.-   TRADuCCION      ``IN   VrlRO"      DE   LOS   TRANSCRIT0S   DE   RNA

OBThNIDOS DH PSP-1lcN Y p§P-llCC.

La traducci6n  se llev6  a cabo   utilizando  el   Ffit  comercial  de traducci6n " in

vitro" de RNA con lisados de reticulositos de Promega,  siguiendo las instrucciones del

fabricante. En este ensayo a 35 Hl de lisado de reticulositos nbre de nucleasa  se agreg6  2
'

Hg 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 q/u y

Metionina  35S    40Hcifnd.  La mezcla  de  reacci6n  se  incub6  a  30°C  por  una  hora y

posteriormente   los   polip6ptidos       fueron   sometidos   a   electroforesis   en   gel   de

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



RESUIJTADOS

1.-  TRANSCRIPCION    ``IN  VITRO"  DE      LAS  CEIIAS    CN86  Y  CC86  I)E

ROTAvmus DE CERDO.

Con el fin de determinar   si el aumento de tamafio   del segmento  11  en la cepa

CC86 produce una alteraci6n en la sintesis de la hebra positiva, con respecto al segmento

11 normal de la cepa CN86, se compar6 la transcripci6n "in vitro"   en anbas capas de

rotavirus de cerdo.   Las particulas virales purificadas de cada cepa se incubaron con una

mezcla de transcripci6n "in vitro". La actividad de la RNA polimerasa viral presente en

las particulas virales purificadas fue activada por shock t6rmico y luego la reacci6n   se

incub6   a  45°C por 30 minutos. Los productos de transcripci6n se analizaron mediante

electroforesis en gel de poliacrilamida-urea.

En la figura  4  se    muestra  el  patr6n  electrofor6tico  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 transcripci6n de la cepa CC86 se observa

la  sintesis  de  11  segmentos  de  mRNA,  de  los  cuales  10  segmentos  tienen  id6ntica

migraci6n que los respectivos mRNA sintetizados por la capa CN86, mientras que el

segmento  11  reordenado presenta una migraci6n electrofor6tica menor al segmento  11

de la cepa CN86. Ademas no se observa la sintesis de otro producto de transcripci6n de

tanafio similar  al segmento 11  de la cepa CN86.

30
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2.- ERECTO DE  S-ADENOsquThoNINA SOBRE LA TRANSCRIPCION ``IN

vrlTro» DE ROTAvmus  DE CERDO.

Los  segmentos  de  mRNA viral  sintetizados  "in  vivo"  durante  el  proceso  de

transcripci6n   poseen  rna  estructura cap en el extremo 5`, la cual se enouentra metilada.

Se  ha  observado  que  en  la  mayoria  de  las  cepas  de  rotavirus,  la  adici6n  de       S-

adenosilmetionina a la mezcla de transchpci6n "in vitro"  favorece la aoumulaci6n de los

segmentos de mRNA  viral sintetizado y  que estos segmentos poseen la modificaci6n cap

descrita al igual que los productos de transcripci6n `th vivo".   Se  estudi6   el efecto que

tenia la presencia y  ausencia de   SAM en la transcripci6n `in vitro" de ambas cepas de

rotavirus de cerdo,  para deteminar si existe diferencia en la sintesis  del  segmento  11

reordenado.

En la figura 5   se muestrauna    grafica      que relaciona el     porcentaje     de la

actividad  transcripcional   obtenida   utilizando   concentraciones   crecientes   de   SAh¢

respecto a la reacci6n realizada en ausencia de SAM.   Se observa que en ambas capas de

rotavirus  de  cerdo  la  adici6n  de    SAM  tiene  un  ef?cto  estimulador  de  la  actividad

trancripcional de alrededor de un 55%,  respecto a  los eusayos de transcripci6n `th vitro"

realizados  en ausencia de SAM.

3.-   EFECTO   DE ANALOGOS EN IA TRANSCRIPCION   "IN VITRO" DE

ROTAvmus DE CERDO.

Debido a que los analogos  de nucle6tidos adenosina 9-B-D-arabinofuranosido-5` -

trifosfato (Ara ATP) y  Cordicepina 5` -trifosfato 3` deoxiadenosina 5` trifosfato (Cord TP)
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a                 a.I               0.2              a.3     ["]  SAM

FIGURA 5. ERECTO DE sTADENosHn"TloNINA EN IA TRANscRITcloN
"IN  vlTRO"  CATAI,IZADA  POR LAs  suBPARTlculAs  DE  ROTAvmus
CN86 Y  CC86.    Particulas virales purificadas  se inoubaron con mezclas  de  reacci6n
estindar de transcripci6n, en presencia   6 ausencia de S-edenosilmetionina,  durante 30
minutos  a  45°C.    La  grffica  muestra  la  actividad  transcripcional  de  las  cepas  CN86
(diagrana claro) y  CC86  (diagrama oscuro). Se detemin6 la radioactividad asociada a
material acido insoluble,
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tienen un efecto inhibitorio en la transcripci6n "in vitro" de rotavirus de simio (SA-11), se

estudi6 el efecto de estos analogos sobre la transcripci6n `th vitro" de las cepas CN86 y

CC86 de rotavirus de cerdo.   Con este fin se agregaron concentraciones crecientes de

cada  analogo  a  mezclas  de  transcripci6n  estindar  que  conterfah  particulas  virales

purificadas,  4  nM de NIP y   0,24 mM de 3H-AIP  con una actividad  especffica de

100cpm/pmol.

En la  figura  6A y 68  se muestran las graficas que relacionan  la sintesis de RNA

meusajero,     expresadas  en  porcentaje  de  inhibici6n,  con  la     concentraci6n  de  los

inhibidores   Ara-AIP  y   CordTP  respectivanente.    Se observa que Ara ATp inhibe en

forma  similar  la  transcripci6n  "in vitro"  tanto  de  la    cepa  CN86  como  de  la  cepa

reordenante CC86 (figura 6A).   De igual modo, en presencia de Cord TP   la tendencia

inhibitoria de la transcripci6n "in vitro" de ambas cepas de rotavirus de cerdo es similar

(figura 68).

4.-   CINETICA DE APARICION DE RNA RENSAJER0 Y RNA GENOMCO
'

DE ROTAVIRUS DE CERDO.

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

"in vivo" de nENA y  RNA doble hebra, de la cepa CC86 con respecto a la cepa CN86,

se infectaron monocapas de  c6lulas MA-104  con 0.1 PFU/c6lula de  la cepa CN86   o de

la cepa CC86, previainente   activadas con 20 Hg/ml de tripsina. Luego   de la adsorci6n

se  retir6  el   in6culo   y   se adicion6 1 ml de medio de mantenci6n  deficiente en fosfato,,
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suplementadocon2Hg/uldetripsinay10prcide32P-H3P04.Lasc6lulasseincubaron

a 37°C por 2, 4,  6,   8   y  12   horas y pQsteriormente   fueron cosechadas como  se ha

descrito  (Sandino  y  col  1988  ).    EI  RNA viral  sintetizado  durante  la  infecci6n  fue

purificado y  analizado mediante electroforesis en geles de  poliacrilamida.
i

La figura 7    corresponde a la autorradiografia del gel que muestra la sintesis de

RNA meusajero en c6lulas infectadas con  las cepas CN86 y CC86. Los carriles  1 al 5  y

6  al  10    corresponden  al RNA mensajero  sintetizados  por  las  capas  CN86 .y  CC86

respectivamente, obtenido a las 2, 4, 6, 8,  y 12  horas post infecci6n. En ambos  casos,

se observa la aparici6n de RNA mensajero viral a las 2 horas post infecci6n. El segmento

1 1 reordenado tambien se sintetiza  en las primeras horas post infecci6n.

La figuta 8   corresponde a la autorradiografia del gel que muestra la sintesis de
I

RNA gen6mico de ambas cepas de rotavirus de  cerdo.   Los carriles  1  al  5  y 6  al  10

corresponden al RNA  doble hebra  de las cepas CN86 y CC86 respectivanente, obtenidQ

a las 2, 4, 6,  8 y  12.    post infecci¢n.   En esta figura se observa    sintesis de todos los

segmentos de RNA  gen6ndco  a partir  de    2 horas post infecci6n,  en ambas capas de

rotavirus de cerdo. Estos resultados, juntos con los resultados   obtenidos en ensayos de

transcripci6n "in vitro", indican que el segmento 1 1 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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HGURA  7.  ANALISIS  DE  LOS  PRODUCTOS  DE  TRANSCRTCION  DE
ROTAvmus EN CULTIVO CELULAR Se infectaron monocapas de c6lulas MA-
104 con las cepas CN86 o CC86. A distintas horas post infecci6n el medio fue retirado y

i:Ssfca:lou,]a:u;I::Ve:t°and:°nco#oSHinc;E'j:e§2is.e±;Spao¥e8;#grs£Sd¥;nqpesfi££:ntye::
incubaron a 37°C ppr   2, 4, 6,  8 y 12 post- infecci6n. Las c6lulas fueron cosechadas y
sometidas a extracci6n de RNA,  luego  fue.ron  sometidos  a electroforesis  en geles  de
poliacrilamida. La autorradiografia de los geles evidencia la sintesis de RNA meusajero de
c6lulas infectadas  con CN86  y CC86.  En  esta figura    los  cariles  1  al ,5  y    6  al  10,

::s::Sctp{:nfeennt:,¥sSu:se¥eaJ]::dieoT:¥dd:92£¥H;S[3'4a,S#ez:a£,a%,C3ny88h6oryasc;o8s:
infecci6n. Los 1 1 segmento de RNA meusajero son  indicados.
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RIGURA   8.   AI`IAIASIS   DE   IA   SINThsIS   DE   RNA   GENOMICO      DE
ROTAvmus EN CULTIVO CELUIAR  Se irfectaron monocapas de c6lulas MA.
104 con las cepas CN86 o CC86. A distintas horas post infecci6n el medio fue retirado y
las celulas se lavaron con Mrs sin SFB, lue
fosfato,  suplementado  con    10Hci/ul  de

?fas-ei:s agreg6 MRE sin SFB, deficiente en
3P04    y  2  Hg/ul  de  tripsina,  y  se

inoubaron a 37°C por   2, 4, 6, 8 y  12 post- infecci6n.  Las c6lulas fueron cosechadqs y
somctidas a extracci6n de RNA,  luego  fueron  sometidos  a electroforesis  en geles  de
pohacrilamida.  La  autorradiografia  de  los  geles  evidencia  la  sintesis  de  RNA y  RNA
mensajero de celulas infectadas con CN86 y CC86. En esta figura  los carriles 1 al 5 y  6
al  10, corresponden al RNA gen6hico   extraldo
CC86 respectivamente, despu6s de la adici6n de

.+t las c6lulas infectadas con CN86 y
-H3P04 por 2, 4, 6, 8 y  12 horas

post infecci6n. Los 1 1 segmento de  RNA  gen6ndco son indicados.
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S.-   ,CIRETICA DE SINThsIS DE PROTEINAS EN CELUIAS INRECTADAS

CON  ROTAVIRUS DE  CERDO

•Con el fin de determimr si 'el reordemmiento genetico  del segmento  11  genera

una alteraci6n en la sintesis del ponp6ptido NSP5 6  induce la sintesis de otro polipdytido

desde otros marcos de lectura, se estudi6 la sintesis de los polip6ptidos virales en la capas

CN86 y  CC86.   Se infectaron monocapas de c6lulas MA-104 con 0.1 PFU/c6lula de la

cepa  CN86    6  de  la  cepa  CC86.  Luego  de  la  adsorci6n,  se  retir6  el  in6culo  y  se

reemplaz6  por "E  deficiente  en  metionina  suplementado  con  15  pcffl  de  35S-

metionina,   i2prg/inl  de  tripsina  y    0.5  ngfrn  Actinomicina  D,  como  se  describe  en

Metodos. Luego |as celulas se cosecharon a distintas horas post infecci6n y las proteinas

virales sintetizados se analizaron mediante ele(itroforesis en geles de poliacrilanida-SDS.

La autonadiografia del gel  se muestra en la figura 9,  donde  los  carriles  2,  5,  8  y  11

corresponden   a proteinas sintetizadas en cel]ulas  sin infectar;  los  carriles  3,  6, `9 y  12

corresponden  a proteinas  sintetizados  en  celirias  infectadas  con    la  cepa  CN86  y  los

caniles   4, 7,  10 y 13  corresponden a proteinas sintetizadas en c6lulas infectadas con la

cepa CC86. Todas las c6lylas fueron cosecha(las a las 3, 6, 9 y 12 horas po.st-infecci6n

respectivamente.   El caril    1    corresponde   a los polipeptidos   virales   marcados con

35S-Metionina obtenidos desde virus purificaclo.    En esta figura se observa   que en las

condiciones del experimento descrito es posible detectar proteinas virales  a partir de las

3  horas post-infecci6n en c6lulas infectadas con la cepa dc86,  en foma  similar a lo

observado  ccjn  la  cepa  CN86.  Con. ambas  cepas  derotavims de cerdo  en etapas mas
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HGURA 9.  CINETICA   DE SINTESIS DE PROThINAS PRODUCDAS POB
IAS     CEPAS  CN86  Y  CC86  DE  ROTAVIRUS  DE  CERDO.   Se  infectaron

Fr:::n¥i:asdede):i]gvasm]r#e-)9§'s.:#ob£°a¢eAqudtj±svt:t:°£o]rasascpeopstas.£i::6:I:C£6]L]:
fueron cosechadas y las proteinas marcadas fueron somctidas a electroforesis en gel de
poliacrilamida-SDS, La figum muestra la autoradiografia del gel de pohacrilamida-SDS,
donde  los  carriles  2,  5,  8  y  11  corresponden a  muestras  provenientes  de  c6luhas  ,sin
infectar;  los  carriles    3,  6,  9  y  12  corresponden  a   muestras  proveniente8  de  c6lulas
infectadas con CN86; los carriles 4, 7,  10 y 13 conesponden a  muestras proveniente de
celulas infectadas con CC86, todas lan edlulas fueron cosechadas a   2, 4,  6 y 9   horas
post-infecci6n. Los ponp6ptidos virales estin son indicados.
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tardias de la infecci6n  se observa un aumento general en  la sintesis de proteinas virales.

Tanto al utilizar  la cepa CN86 como CC86 se observ6 la sintesis del polip6ptido NSP5

QTS26),  que es, codificado nomalmente por el segmento  11.   En las  c6lulas infectadas

por la cepa viral que posee el segmento 1 1 reordenado, no se detecta la sintesis de ningivn

otro producto polipeptidico distinto a los sintetizados por   la cepa viral nomal, asi como

no  se  observa    sintesis  diferencial    en  el  polip6ptido  NSP5  por  la  cepa    CC86  con

respecto a la cepa CN86, en las condiciones estudiadas. Tanpoco se observ6 diferencias

en  la  inhibici6n  de  la  glicosilaci6n  del  polip6ptido  NSP5  en  ambas  cepas  (datos  no

mostrados).

6.- ESTUDlo DE  IA sINThsls DE RNA (-)   ``IN vrlno'>.

Para  determinar  si  el  segmento   11   que  presenta  el  reordenamiento  gehetico

confiere a la cepa CC86    alguna  caracteristica  que le permita replicarse en una foma

mas  eficiente    se    compar6  la  replicaci6n  "in  vitro"5  es  decir  la  sintesis  de  los  11

segmentos de RNA gen6mico de doble hebra,  en   anbas cepas de rotavirus de cerdo.

Para  realizar  el  ensayo  se  utilizaron    sub-particulas  virales    purificadas  a  diferentes

tiempos post-infecci6n. Luego de 1 hora de incubaci6n a 45PC, en presencia de  NIP 4

`mM y 32 P-UTP 40 uM  el producto de la reacci6n se trat6 con  RNAsa A. EI RNA de

doble  hebra  sintetizado  en  la  reacci6n  se  analiz6  mediante  electroforesis  en  gel  de

poliacrilamida y posterior autoradiografia.  Los resultados  se muestran en la figura  10,

donde los carriles  I-4 y 5-8 corresponden al RNA de doble hebra sintetizado C`in vitro"

por las cepas CN86 y CC86 respectivanente.
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RIGURA   io.   slNThsls  DE  RNA   (-)   c`IN   vrlro»   cATAI]zADA   POR
SUBPARTICUIAS DE  ROTAVRUS  CN86 Y CC86. Se infectaron monocapas de
c6lulas MA-104, con   CN86 o CC86,   a distintos tiempos post-infecci6n se   purificaron
las  subparticulas y se detemind la sintesis de la hebra negativa del RNA gen6mico viral.
Se incubaron con una mezcla de reacci6n, 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  replicaci6n  viral  de  anbas
cepas de rotavirus de cerdo en la autoradiografia de un gel de pdiacrilamida. Los carriles
1 al 4  corresponden a los productos de repficaci6n de subparticulas de la cepa CN86; los
carriles 5  al 8  corresponden a los productos de repficaci6n de subparticulas de la cepa
CC86.   Las subparticulas fueron cosechadas a la 2, 4, 6 y   9 horas post-infecci6n.   Los
productos de la replicaci6n viral son indicados.
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Los  resultados  muestran  que  en anbas cepas de rotavirus de cerdo, ya a las 2

horas post infecci6n ,y durante todo Ql curse de la infecci6n   hay   subparticulas     virales

que   pueden  sintetizar  los  RNA  de doble hebra "in vitro".  AI utilizar sub-particulas de

la capa CC86 no se observa la sintesis del segmento 1 1 nomal `in vitro". AI igual que "in

vivo", el segmento de la cepa CC86 aparece rigrando entre el segmento 9 y 10, lo cual

evidencia  que el segmento reordenado se replica como una sola unidad, de igual tanafio

que el,segmento 11 nomal.     -

7.-ArmlmcAcloN   y  SUBCLONARENTO DEL  SEGRENTO    11      DE
ROTAvmus  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.-ArmLmcAcloN DEL sEGRENTo  ii A pARrmDE CDNA

La amplificaci6n del segmento 1 1 de anbas cepas de rotavirus de cerdo se realiz6

por la reacci6n en cadena de la polimerasa 0.C.R), a partir del CDNA de cada uno  de los

segmentos obtenidos previanente por el Dr Jorge Blackhall.    Para euo, se utilizaron  los

partidores NS-1 y NS-2,   correspondientes a una  red6n que se encuentra ubicada  entre

los  nucledtidos    1-20    y  640-664  del  segmento  11     normal  respectivanente.  En  el

extremo 5', el  partidor NS-1  contiene  la seouencia del promotor de la RNA polimerasa

T7 y   el   sitio de restricci6n   EcoRI, mientras que   en el extremo 5', el partidor NS-2

contiene   el sitio de restricci6n   SacH.   La amplificaci6n se realiz6 incubando el CDNA
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correspondiente junto con una mezcla de anplificaci6n 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 exposici6n del gel a luz ultravioleta.

Los resultados de la amplificaci6n se muestran en la figura 11,  donde  los carriles

1   y 2   corresponden   a marcadores`de peso molecular a)NA de fago lambda digerido

con la enzima de restricci6n Banll y   del  plasmidio  pGem  digerido  con la  enzima de

restricci6n  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 un.a posici6n 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 1 1 nomal.

7.2.-    suBCLONAMmNTo DEL SEGRENTo 11 DE   ROTAvmus CN86 ¥

CC86.

Los productos de PCR fueron purificados   y     ngados al   plashidio   pGem T.

Luego, las mezclas de ligamiento se utilizaron para transformar c61ulas TGl competentes,

seleccionando posteriomente las coloni'as que poseen plasmidios recombinantes en base

al   color   blanco    que   presentan al serplaqueados    en      medio que contieneHTGy

X-gal,    como  se  describe  Q4aniatis  y  col.,  1982).    Mediante    este  procedimiento  se

alslaronalre`dedor      de     10    clones    de    cada    uno    de   los    segmento,1oscuales

fueron   crecidos   en   placasdeagar  luria    y    sus     plasmidios    fueron    purificados.



'2345
P.oduclce   PCF}

-3000 pb

- '034 pb
-696pb

45

FIGURA  ii.  AMplmcAcloN  EN  CADENA  DE  I+A  polmmRASA  DEL
SEGMENT0  11    DE  ROTAVIRUS  DE  CERDO.  El    CDNA    correspondiente  al
segmento  11  de la cepa CN86 y CC86   se incub6   con los partidores   NS-1  y NS-2 en
rna mezcla de amplificaci6n por 30 ciclos.  Los productos de amplificaci6n se somctieron
a electroforesis en gel de agarosa y posteriomente el gel se tifi6 con bromuro de eddio.
Los carrfles 1 y 2  corresponden a fragmentos de DNA estindar de lambda digerido con
Ban 11 y  pGem digerido con Nci I respectivanente; el caril 3 corresponde al producto
de amplificaci6n obtenido desde el CDNA que contiene el segmento  1 1  de la cepa CN86;.
el  caril  4  corresponde  al  producto  de  aniplificaci6n  obtenido  desde  el  CDNA  que
contiene  el  segmento  11  de  la  cepa  CC86  y  el  caril  5  corresponde  al  producto  de

' amplificaci6n de un DNA control. H tamafio de los   fragmentos de DNA en pares de

bases son indicados.
1
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como se describe en el punto 13 de M5todos.    En la figura 12, se muestra la estmctura

de  los clones seleccionados.  En C se muestra al plasmidio recombinante pGemT-llCN

de 3699 pb, que contiene el segmento 11 de la cepa CN86; En D se muestra al plasmidio

recombinante  pGemT-llCC de 4018 pb, que contiene el segmento 11 de la capa CC86.

Alhbos plasmidios recombinantes fueron digeddos posteriomente con las enzimas EcoRI

y SacH,   obteniendose los fragmentos de  696 y 1016 pares de bases, correspondientes al

segmento 11  de CN86 y CC86 respe.ctivamente. Los fragmentos  de  anbos   segmentos

fueron clonados en el plasmidio pSP64, siguiendo el   procedimiento descrito  Q4iniatis y

col.,1982 ).  La     mezcla de     ligamiento     se   utiliz6   para transfomar c6lulas TG1.

Posteriormente     se  aislaron   10   colonias     recombinantes   cuyos   plasmidios   fueron

analizados por electroforesis en geles de agarosa.   En. la figura  12 parte   F   y   G,   se

muestra una representaci6n grffica de. Ia estructura de los plasmidios recombinantes pSP-

llCcy   PSP-llCN,  que    contienen   el    segmento    11     de     la     cepa     CN86   y

de    la cepa cc86 respectivamente.

7.3.- ANALlsls DE pLAsnrmlos REconelNENThs

Una vez clonados los productos de PCR en el plasmidio pGem T, anbos vectores

fueron digeridos  con las  enzimas BamHl  y  Sac 11.  Los fragmentos  que  contienen   el

segmento 1 1 de CN86 y aquellos que contienen el segmento 1 1 de CC86 se subclonaron
'

en  el vector pSP64  obteni6ndose  los  plashidios `recombinantes    PSP-llCN y      pSP-

llCC. En  la  figura  13  se  muestra  el  perfil  plasmidial   de  los  clones  seleccionados.

El  caril   1   y   4   corresponde  al   plasmidio   pSP64,  utilizado  en  el  subclonamiento
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FIGURA   12.   ESQUEMA   DE   SUBCLONARENTO   DEL   SEGRENTO   11

NORMAL Y REORDENADO.
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FIGURA  13.  ANALlsls  DE  LOs  pLAsrmlos  REcOMBINANTEs  QUE
CONTmNEN   EL   SEGRENIO   11   DE   CN86   Y   CC86.   Los   productos   de
amplificaci6n  fueron   ligados   al   plasmidio pGem T y trausformados   en c6lulas TGI
competentes. Los plasnridios recombinantes fueron    sometidos  a    electroforesis en gel
de agarosa y teffidos con bromuro de etidio. El carril  1  y 4   corresponde al DNA del
plasmidio  poem  T;  el  carril  2  corresponde  al  DNA  del  plasnddio  recombinante  que
contiene  el  segmento  11  de  la  capa  CN86;    y  el  carril  3  corresponde  al  DNA  del
plasnridio  recombinante que contiene el segmento 11 reordenante de la cepa CC86.



49

de anbos segmentos;  el carril 2 corresponde al plashidio recombinante PSP-llCN, que

contiene  el  segmento   11   de  la  cepa  CN86;   el   carril   3   corresponde  al  plasmidio

recombinante PSP-llCC de 40, que contiene el segmento 11 de la cepa CC86.

8.-  TRANscRlpcloN ``IN vTIRo" A pARIm DE psp-iicN y psp-iicc.

Para determinar si el segmento 1 1 de la capa CN86 y CC86, clonados en el vector

pSP64,  produce un transcrito del mismo tamafio que los obtenidos por transcripci6n "in
1

vitro"  utilizando  partioulas  virales    purificadas  de  la  cepa  CN86  y  CC86,  se  realiz6

transcripci6n "in vitro" de estos segmentos  bajo el comando de la RNA polinerasa T7.

Para ello,   lps plashidios recombinantes PSP-llCN  y PSP-llCC fueron digeridos con

Sacll,  lo  que  permite  su  linearizaci6n.  Luego  se  utiliz6  1  ng  de  vector lineal    como.

templado  para  realizar    transcripci6n  "in  vitro"  con  RI`IA    polimerasa  T7,  usando

procedimientos descritos en M6todos.  Posteriomente, los transcritos sintetizados .fueron

analizados en geles de poliacrilamida-urea  y tefiidos con nitrato de plata. Los resultados

se muestran en la figura  14 A y   14 a.     El   carril  1  de la figura 14 A,  corresponde al

producto de transcripci6n  "in vitro" utilizando   particulas virales purificadas de la cepa

CC86  de  rotavirus  de  cerdo;    el  carril    2,    corresponde  al  transcrito  obtenido  por

transcripci6n "in vitro" utilizando el plasmidio recombinante PSP-1 lcc. En el carril 1 de

la figura 14 8 se observan  los productos de transcripci6n "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 VI'IRO"
DE LOS   PLASMIDIOS    PSP-llCN Y PSP-llCC.  Los plasmidios recombinantes
PSP-,1 lcN y PSP-llCC,  linearizados por la  digestion con Sacll, fueron incubados  con
rna mezcla de transcripci6n por 2 horas a 37°C.  Los productos de transcripci6n fueron
sometidos  a electroforesis  en gel  d.e poliacrilamida-urea y posteriomente tefiidos  con
plata.  La  figura   14  A,  muestra  el  RNA  mensajero  de  la  cepa  CC86.   El  carril   1.
corresponde a los  1 1 transcritos obtenidos a partir de particulas virales purificadas de la
cepa CC86;  en  el  carril  2  corresponde  al transcrito  obtenido  a    patir  del  plasnridio
recombinante PSP-1 lcc que contiene el segmento 11 norlnal.  La figura 14 8, muestra el
RNA meusajero de la cepa CN86.  El carril 1 corresponde a los 11 transcritos obtenidos
a partir de partieulas virales purificadas de la cepa CN86; en el carril 2 corresponde al
transcrito  obtenido  a  partir  del  plasmidio  recombinante  PSP-1lcN  que  contiene  el
segmento 11 reordenado.  Los transcritos son indicados.
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transcripci6n "in vitro" del plasmidio recombinante PSP-llCN. Como se puede observar,

tanto  para  la  cepa  CC86  como  CN86,  el  tamafio  de  los  transcritos  obtenidos  por

transcripci6n "in vitro" de los segmentos clonados es id6ntico al tamafio de los transcritos

del  segmento  11  producidos  por transcripci6n  "in vitro"  utilizando    particulas  virales

purificadas. (figura 14 A y  14 8 respectivanente).

9.-  TTIADUCCION "IN VITRO" DE LOS RNA RENSAJEROS OBThNIDOS A

A pARIm DE Los pLAsrmlos psp-iicN y psp-iicc.

Los transcritos generados por la transcripci6n "in vitro" de los plasnridios   PSP-

llCN y PSP-llCC  fueron utilizados en ensayos de traducci6n  "in vitro", con el fin de

analizar las caracteristicas de los polip6ptidos sintetizados.   Los transcritos se incubaron

con una suspension  de reticulocitos  en presencia de 20  prci   de 35S-metionina  en las

condiciones descritas en M6todos.   Posteriomente,     1os    productos      de    traducci6n

"in  vitro"  fueron  analizados  mediante  electroforesis  en  geles  de  poliacrilahida.  La

autoradiografia del  gel    correspondiente es mostrada en la figura 15.   En  el    carril  2

se      observa    el       polip6ptido    obtenido por traducci6n "in vitro" utflizando mRNA

derivado del plasmidio PSP-llSA, el cual contiene el segmento  11   de la cepa SA-11  de

rotavirus de simio.   El  carril  3 corresponde al producto de la  traducci6n  "in vitro" del

transcrito obtenido desde el plasmidio  PSP-llCC, el cual contiene el segmento  11  de la

cepa  CC86  y  en  el  carril  4    se  observa  el  producto  de  la  traducci6n  "in  vitro"  del

transcrito  obtenido  desde psp-llCN, que contiene  el segmento 11  de  la   cepa  CN86.
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FIGURA i5. ANALlsls DEL pRODuCTo polmEPTDICo oB"NDo POR
TRADUCCION   "IN   VITro".   Los   transcritos   obtenidos   desde   los   plasmidios
recombinantes PSP-llCN y PSP-llCC se incubaron con una mezcla de retioulositos en
presencia  de  10  Hci  de  35  S-  metionina  durante  30  ninutos  a  45°C  y  las  proteinas
marcadas  fueron  sometidas  a  electroforesis  en  gel  de  poliacrilandda  -SDS.  La  figura
muestra la autoradiografia de un gel de poHacrilamida-SDS, donde el carril 1 corresponde
a  los  polip6ptidos  virales  de  la  capa  SA-11;  el  calril  2  corresponde  al  polip6ptido
sintctizado a partir de los transcritos  obtenido desde PSP-11 SA; el carril 3 corresponde
alpolipeptidosintetizadoapartirdelostranscritosobtenidosdesdepSP-1lcN;elcarril4
corresponde al polip6ptido sintedzado a par[ir de los transcritos obtenidos desde pSP-
1 I cc, Los ponp6ptidos sintetizados son indicados.
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El  carril  1,  corresponde       a  los  polip6ptidos  virales  marcados  con    35S-metionina

obtenidos desde partioulas virales purificados marcadas "in vivo".  Se puede observar que

el tanano del  polip6ptido sintetizado  a partir del  mRNA obtenido  por transcripci6n "in

vitro" de los plasmidios pSPll-SA, PSP-llCN o   PSP-llCC es igual en los dos casos,

alcanzando un peso molecular aproximado de  26KD.

10.-  SECUENCIAIVIEI`ITO DEL SEGRENTO 11 DE IA CEPAS CN86 Y CC86

DE ROTAvmus DE CERDO.

A partir  de  los  plasmidios  recombinantes  pGemT-llCN    y  pGemT-llCC  se

determin6 la secuencia nucleotidica del segmento 1 1 de la cepa CN86 y CC86, realizando

el ensayo en las condiciones descritas  en M6todos.   EI DNA de ambos plasmidios fue

previanente denaturado  con NaoH 2MraDTA 0,2 M y   se permiti6  que hibridara al

DNA del partidor  deseado.  Posteriormente,  el  hibrido  fue  incubado  con  la mezcla  de

secuenciarfuento que contenia   35S-AIP y DNA polimerasa. Finalmente, los productos

de secuenciamiento   fueron sometidos a electroforesis en gel de poliacrilamida-urea,  el

gel fue secado y  autoradiografiado.

io.1.-ANAHsls DE IA ,sEcuENclA NucLEormlcA DEL SEGMENTO ii

En la figura  16 se observa rna comparaci6n de las  secuencias nucleotidicas del

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

esta coustituido por 664   pares de.bases; en los extremos 5`  y 3`  de este segmento  se

ubica   rna    region    no    codificante    conservada,   de    21   y   44   pares    de   bases
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FIGURA  16.    COMPARACION  DE  LA  SECUENCIA  NUCLEOTDICA  DEL
SEGRENTO  11  DE  IA  CEPA  CN86  Y  CC86.    La  seouencia  nucleotidica  del
segmento   11   normal  fue  alineada  con  la  seouencia  nucleotidica  del   segmento   11
reordenado. La reriones 5`y 3` no codificantes y los 7 nucledtidos que unen la red6n 3 '
(620 nt) del segmento no duplicado con  la re$6n duplicada  son indicados con urra linea
continua.  Las retiones `Thalrpin loop" son indicados con linea punteada.  Los probables
marcos de lectura abiertos (ATG) estin indicados con letra oscura. La red6n dupliceda
esta indicada con el simbolo (-).
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respectivamente, los cinco primeros nucle6tidos   del extremo 5`  (ggcttt)   y los ultimos

cinco  nucle6tidos  del  extremo  3`  (atgcc)  son couservados  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 esta constituido por  1002 pares de bases y tambi6n

posee en el extremo 5`y 3` reSones couservadas  que son id6nticas   a las del   segmento

1 1 normal. Sin embargo, luego del   nucle6tido 620 de este segmento  hay una secuencia

extra de 330 pares de bases que se extiende desde el nucle6tido 629 al  958 del segmento

reordenado, esta region es hom6loga  a la seouencia nucleotidica que se encuentra entre

el nucle6tido 290 al 620 en el  segmento  11 nomal. Esta regi6n duplicada carece de los

primeros 289 nucle6tido,s y esta separada de la regi6n no  duplicada ppr 8  nucle6tidos

(ttttttcg).    Esto demuestri claranente que el reordenamiento del segmento 11 se debe a

una duplicaci6n  parcial  de este segmento, manteni6ndose en el extremo 3` del segmento

la regi6n couservada de 44 pares de bases  encontradas  en todos los  segmentos  11  de

rotavirus analizados.  Asi,  el segmento nomal comparte 620 nucle6tidos con la regi6n 5`

del segmento duplicado, existiendo 97.7% de similitud con 14 cambios de nucle6tidos en

las posiciones 226 (G/A), 259 (GIT), 344 (A/G), 368 (G/A),  378 (G/A), 416 (T/C),  445

(A/G), 473 (T/C), 52`5 (CIT), 531 (T/C), 549 (G/A) 593 (CIT),  612 (G/A), 616 (T/C).

En la regi6n comprendida entre el nucle6tido 22  y  613 en ambos segmentos 11

se  encuentran tres  marcos  de  lectura y los  polip6ptidos  que  estos  codifican hat  sido

detectados en c6lulas infectadas o mediante ensayos de traducci6n "in vitro".  Desde el

nucle6tido  22  (ORF1)    al  613    se   estaria    sintetizando   el polip6ptidoNSP5 de 197
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aminoacidos    y  desde  el  nucle6tido       175  (ORF3)  al  613  se  sintetiza  uno  de  146

aminoacidos.  Tanbich existen otros tres marcos de lectura en las posiciones 152, ORF4;

(68aa),     292  0RF5;  (107aa) y 370  0RF6,  que pueden  ser utilizados.  Estos ultimos

polipeptidos  no  han  sido  localizados  en  c6lulas  infectadas  y  tampoco  en  ensayos  de

traducci6n "in vitro".
\

Al analizar de la estructura.secundaria  del segmento  11 nomal se observan dos

estructuras "hairpin loop", rna   de las cuales se ubica entre los nucle6tidos 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.  Tambi6n se observa rna estructura `thairpin loop" entre los nucle6tidos 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 posici6n 290.

Cuando se compara la secuencia nucleotidica de la   reti6n no duplicada en las

cepas rotavirus de cerdo  CC86, C60,   bovino VRMl y las cepas de rotavirus de cerdo

CN86 y bovino UK, como se muestra en la Figura 17, se observa que en las tres cepas

rotavirus CC86, C60 y VRMl el inicio de la duplicaci6n en el extremo 3` ocurre entre   el

nucle6tido  620  y  623.  Todas  las  cepas  de  rotavirus  tienen  conservadas  la  regi6n  no

codificante del extremo 5`y el extremo 3`  del segmento  11. La similitud de la secuencia

nucleotidica del segmento 1 1  entre los nucle6tidos I 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



FIGURA 17. COMPARACION DE LA SECUENCIA NUCLEOTIDICA DE IA
REGION NO burLICADA DE CEPAS DE ROTAvmus.  La reti6n no codifroante
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
VRM1.
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cepas  de  bovino UK y VRMl se observa rna similitud de un 94 %. Tambien  se observa

que el efecto de la duplicaci6n 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 regi6n duplicada de la

cepa CC86, con la regi6n nucleotidica de las Cepa CN86 y la regr6n no duplicada de la

capa CC86. Lps resultados de este alineamiento muestran que la regi6n duplicada tiene

330 pb y compar[e la regi6n compren.dida entre los nucle6tidos 290 y 620 de la secuencia

nucleotidica del segmento 11 de ambas cepas de rotavirus de cerdo. La regi6n duplicada

carece  de los primeros 289 nucle6tidos del extremo 5`   del segmento 11. La similitud de

esta regi6n duplicada con  la misma reri6n comprendida entre el nucle6tido 290 y 620 de

del segmento de la cepa CN86 es de 95%, con 18 cambios de nucle6tidos y la similitud

con  la  reti6n  no  duplicada  de  la  cepa  CC86  es  de  un  97  °/o,    con  .14  cambios  de

nucle6tidos.

La regi6n duplicada presente en las cepas CC86,  C60 y VRMl  tienen distinto

tamafio, como se muestra en la figura 19. Es asi como la re$6n  duplicada del segmento

1 1 de la cepa  C60 de rotavirus de cerdo  tiene 544 pb de largo, solamente carece de los

primeros 77 nucle6tidos del extremo 5`   del segmento 11. La red6n dupncada de la cepa

VRMl de rotavirus de bovino  tiene  292 pb y carece  de  los  primeros  325   nucle6tidos

del extremo 5`  del segmento. En cambio, la red6n duplicada de la cepa CC86 tiene 330

pb de largo y carece de los prineros 289    nucle6tidos.   La duplicaci6n del segmento 1 1

de la cepa VRMl es sinilar a la de la cepa CC86.
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FIGURA  18.  COMRARACI0N DE IA REGION DUPIJCADA DE IA  CEPA
CC86 CON LA REGION NO. DUPLICADA.   La regivn duplicada de la cepa CC86
fue alineada con la ndsma regi6n de la cepa CN86 y CC86 de rotavirus de cerdo.
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HGURA  19.  COMRARACI0N  DE  IA  REGION  DUPLICADA  EN  CEPAS'
REORDENANTES DE  ROTAvmus.  Alineamiento  las reSones  duplicadas  de  las
cepas de rotavirus de  cerdo C60, CC86 y  bovino  VRM1,
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Los resultados demuestran   que el segmento  11  de la cepa CC86 presenta una

dupficaci6n   parcial del tipo cabeza-cola; cabeza-cola, que se esquematiza en la Figura

20.

10.2.-  ANAIJSIS  DE  LA  SECUENCIA  AMINOACIDICA  DE  NSP5  Y  DEL

POIilpEPTID0 DE 92 AENOACIDOS.

Se compar6 la secuencia de aminoacidos   del polipdytido 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

polip6ptido de    197 aminoacidos,  con un alto  contenido de lps  aminoacidos treonina y

serina, como se ha    descrito anteriormente. En cambio, en la cepa SA-11 el polip6ptido

tiene  196 aminoacidos.  Las tres cepas de cerdo  carecen del aninoacido ubicado  en la

posici6n 145.  La secuencia aminoacidica de este polip6ptido en las  cepas de rotavirus de

cerdo  tienen una similitud de un 97%,  y un 90% de similitud  ouando estas se comparan

con la  secuencia descrita para SA-11.  El  polip6ptido NSP5  de  CN86  con respecto  a

CC86 presenta  8  aminoacidos distintos en las posiciones    105  (Y/C),  106  (V/I),    119

(Sno,  132  (Yno,  142  0q/S),  152  (V/A),     157  03®),  191  (T/htry  respectivamente.

Tanbi6n se compar6 la secuencia aninoacidica de un polip6ptido de 92 aninoaQidos que

se   estaria   sintetizando   a    partir     del    un segundo ORF cuyo inicio esta  ubicado en

el  nucle6tido   80,     en     las    nrismas        cepas     de   rotavims.   Este   polip6ptidoha

sido  descrito  en   cepas  de  SA-11,  pero  en  las  cepas  CN86  ycc86  no  fu.eposible
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Segm€nto 11  Normal ( cop. CN86 )

5'

Segmento  11  FLeordenarfe  ( ce|]a CC86 )

FIGURA   20.  ESTRUC.TUBA  DEL  SEGRENTO  11  DE IAS  CEPAS  CN86 Y
CC86.  Diagrania  de  la  estructura del  segmento  11  normal  y reordenado  de  la  cepas
CN86 y CC86 respectivanente.  El rectingulo  osouro corresponde al  marco de lectura
ORE y  el rectingulo  claro comesponde  a una parte del ORF del segmento nomal. Las
lineas s6lidas corresponden a las retiones 5 ' y 3 ' nocodificante.
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HGURA 2i.  cormARAcloN DE IA  SECUENCIA AMINOACIDlcA   DEL
POLIPEPTIDO NSP5 DE ROTAvmus. Comparaci6n de la secuencia aninoacidica
obtenida a partir de la secuencia nucleotidica del segmento  1 1  de la cepa CN86, CC86,
C60 de rotavirus de cerdo y  SA-11 de rotavirus de simio.
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identificarlo.  Ahora  si  comparamos    la  seouencia  de  aninoacidos  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 pofip6ptido presenta un solo

cambio de aminoacido en la posici6n 86 (T/A).
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c6o        miRL14RQLFLEL'LLVGVNST"QMQKHs=\tTccRSLQRILDilLI LLQTI      5c
CN86       ..,I ............................................
CC86       ..H ............................................

c6o         HspAFRLDm®¢QT.RQMQMIAcl.wlHQENill)14VILCIAIRTlsp      93
CN86       ..........-..................... A.  .  . T ......        92
CC86       ......... I -......,.............. A.  .  .A ......       92

HGURA  22.  COMPARACHON  DE  LA  SECUENCIA  AMINOACIDICA  DEL
POI[IfEPTIDO DE 92 AMINOACIDOS. Alineandento de la seouencia ainoacidica
del polip6ptido   de 92  aminoacidos en las cepas CN86,  C60   y CC86 de rotawhs de
cerdo.



66

11.-  OBThNCI0N DE REORDENANTES DE   SA-1l CON EL SEGRENT0 11

REORDENAD0 REDIANTh INRECCI0NES MKTAS

11.1.-   INFECcloN   I\mrTA   ENTRE   LAS   CEPAS   CC86   ¥   SA-ii   DE

ROTAVIRUS.

Una de las estraterias para comprobar que el  segmento 1 I 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 celulas MA-104,  cousisti6 en

traspasar  este  segmento  a  una  cepa  heter6loga  .de  rotavirus,  proceso  denominado

permutaci6n   Para ello  se coinfectaron c6lulas MA-104 con   las cepas CC86 y SA-11,

utilizando  107  particulas virales  de  cada una de las  cepas  de rotavirus.    Luego  de la

infecci6n mixta,   cuando se observ6 el desprendimiento de toda la monocapa celular, se

purific6 el RNA gendmico viral y se analiz6 en geles de poliacrilamida.  En la   figura 23,

se  observa  el   patr6n   electroforctico  de   RNA   gen6nrico  de arnbas cepas.  El caril

1 corresponde al patr6n electrofor6tiqo del RNA gen6mico de la cepa CC86; en el carril

2    se  observan   los  segmentos  de RNA gen6mico  sintetizados  en la infecci6n nrixta

realizada con las cepas de rotavirus  CC86 y SA-11, utilizando ( 107 ) particulas virales;

en el carril 3   se observa  el patron electroforetico del RNA gen6hico 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  conesponden a la

sumatoria del aporte gehetico de las cepas CC86 y SA-11.
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HGURA 23. ANAI+ISIS DEL RNA GENONICO   DE LAS  COINFECCI0NES
ENTRE  IAS  CEPAS   CC86 Y  SA-11.  Se infectaron   monocapas  de MA-104  con
CC86 y SA-11 simultineanente. Una vez fisadas las celulas se extrajo el RNA gendmico
y se someti6 a electroforesis en gel de pohacrilanida. En la figura se muestra el patron
electroforctico de rotavirus, donde el caril  1  conesponde al RNA gendhico de   CC86
de  rotavims  de  cerdo;  el  carril  2  corresponde
coinfecci6n  entre  CC86  y  SA-ll   utilizando      1 orty

RNA  gen6mico  obtenido  de  la
particulas  virales;  y  el  caril  3'

corresponde al RNA   de la cepa SA-11  de rotavirus de sinrio. Los segmentos de RNA
gen6micos estin indicados en la figura.
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ii.2.- puRElcAcloN DE  cLONEs` vmALEs  CON EldcThoREROTITOs

DISTINTOS A CC86 Y  SA-11.

La  estrategia  para  la  purificaci6n  de  los  clones  de  rotavirus  que  contengan

pemutaciones en algunos de sus segmentos de RNA gen6mico, se muestra en el esquema

de la figura 24.     En una primera etapa   se infectaron celulas MA-104 utilizando como.

•in6culos el producto de las coinfecciones realizadas con  las cepas CC86 y SA-11. Luego

de   la   adsorci6n      de      las   partioulas         virales    se   agreg6 medio de mantenci6n,

suplementado con agar  y tripsina. Despu6s de 34 dias de incubaci6n, las placas de lisis

fueron purificadas y   los clones se propagaron nuevanente   2-3 veces en   c6lulas MA-

104.    Posteriomente    se  purific6  el    RNA gen6mico  de  estos  clones    y  se  analiz6

mediante electroforesis  en geles de poliacrilamida.  Una vez  identificados los clones con

permutaciones,  6stos fueron propagados nuevanente 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 obteridos. AI analizar el patr6n electrofor6tico del RNA gen6nrico de los nuevos

clones  se puede observar que entre ambas cepas heter6logas 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  1 1  duplicado En la tabla 1  se

muestra el origen de cada segmento de RNA gen6mico, en donde C corresponde   a los

segmentos de RNA gen6mico de la cepa CC86 y S corresponde a los segmentos de RNA

gen6nrico  de  la  cepa  SA-11. Esto  demuestra  en  forma  mas  evidente la capacidad de
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FIGURA 24. ESQtmMA DE puRIFlcAcloN DE cLONEs DE ROTAVRus.
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RIGURA  25.  ELECTTroFEROTTpOs  DE  NUEVAs  cEPAs  DE  ROTAvlRus
OBThNIDAS POR INRECCIONES ndi[TAS. EI RNA gen6hico de los clones de
rotavirus reordenantes obtenido8 de8de placas de lisis, fue somctido   a electroforesi8 en
gel de poliacrilanida. En la figura se muestra el patr6n electrofor6tico de rotavirus, donde
los carriles  1  y 7 corresponde al patron electroforfetico del RNA gen6mico de CC86 y
SA-11 respectivamente. Iros carriles  2-6 y 8-23 corresponde al patr6n electrofordico del
RNA gendhico de 21 cepas nuevas de rotavins.
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TABLA I.   IDENTmcAcloN DE LoS SEGMENToS DE RNA GENOMICo
DE IAS NUEVAS CEPAS DE ROTAvmus.  Los segmentos de RNA gen6hico de
la cepa de rotavirus    SA-1l  estin indicados  con la letra  S  y los  segmentos  de RNA
gendhico de rotavirus de cerdo estin indicados con la letra C.



72

permutar de los segmentos de rotavirus, incluso en cepas heter6logas de rotavirus, lo que

indica  que  cada  segmento   codifica  para     el  mismo   pdip6ptido   en  ambas   cepas.

+

Finalmente,   en la figura 26 se observa el patr6n electrofoietico del reordenante de SA-

11, obtenido por la permutaci6n del s?gmento duplicado de la cepa CC86 por infecci6n

mixta. El caril  1   corresponde al patr6n electrofor6tico del RNA gen6nrico de la cepa

donadora CC86; el caril 2 corresponde al patr6n electroforctico del RNA gen6mico de la

cepa reordenante de SA-11;  el carril 3  corresponde al patron electrofor6tico  del RNA

gen6mico de la cepa receptora SA-11.   Como se puede observar,   la cepa reordenante

tiene el nrismo patron  electrofor6tico del RNA gen6mico 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  PIACAS  DE  LISIS  POR  LA  CEPA  SA-11  CON  EL

REOREENADO.

Para caracterizar la nueva cepa SA-11  reordenante que contiene el segmento  11

duplicado, en primer lugar se detemin6 si esta nueva cepa viral  forma placas de fisis de

mayor tamafio que su hom6loga,   la    cepa SA-11.     Con este fill  se infectaron c6lulas

MA-104conlascepas sA-11  o   SA-11 reordenante.          Luego    de     rna    hora     de.

adsorci6n   se      retir6 el indculo y la monocapa se oubri6 con   medio  de mantenci6n,

suplementado con agar y tripsina.  Posteriormente,   las   placas  de  cultivo  se incubaron
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durante  3-4 dias  a 37°C.  Como se muestra en la figura 27A y 278, la cepa reordenante.

de SA-11 que contiene el seglnento 11 de la cepa CC86 presenta  placas de fisis de mayor

tamafio que la cepa SA-11.

13.-  ENSAY0  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

coinfecci6n. En el primero   se infectaron c6lulas  MA-104  con  0,1 PFU/c61ula de cada

una de las cepas de rotavins y en el segundo ensayo se infectaron c6lulas MA-104   con

0,01 PFU/c6lula de la cepa reordenante y  0,1 PFU/c6lula de la capa SA-11. Despdes de

la adsorci6n   se elimind el in6culo y se agreg6 medio de mantenci6n suplementado con

tripsina,  incubando  a  37°C  hasta  el  desprendimiento  total  de  la  monocapa  celular.

Posteriomente se purific6 el RNA viral desde el medio de incubaci6n que contiene las

c6lulas lisadas y se someti6 a electroforesis en geles de poliacrilamida.    En la figura  28

A, los carriles  1, 2, 3, 4 y 5  corresponden a los cinco pasajes de infecci6n   del in6culo

viral proveniente de la coinfecci6n inicial con el mismo ndmero de particulas virales.  Se

observa   que la cepa SA-11  reordenante desplaz6 a la cepa SA-11  normal a partir   del

primer pasaje de infecci6n.  En. la figura 28 8, los carriles 1, 2, 3, 4, 5 y 6 corresponden a

los distintos pasajes del in6culo viral   preparado   con una in.o.i  100 veces mayor de la"

cepa  SA-1l  reordenante  respecto  a  la  cepa  SA-1l   normal.   Se  observa  que  como

resultado de esta coinfecci6n  hay rna predominancia  de la cepa SA-11  reordenante  en
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HGURA 27. COMPARACION DE  PIACAS  DE LISIS DE IA CEPAS SA-ll Y
SA-11 REORDENANTE. Se infectaron monocapas de c6lulas MA-104    con distintas
diluciones de las cepa CN86 y CC86.  Uno vez adsorbido el indculo   se   agreg6 mffi
suplementado  con 2  Hg/inl  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 8 corresponde a las placas de lisis obtenidas
de la cepa   SA-11 reordenante.



76

I            _2           3          4           5`G:#dAmicoI - - 1' ,-,-,--- 1
i==±==E=3
5----.------5
6----..-,.----6

RNA
G.no'mlco

L'-
3=

'23456

5-_
6- I-

'-i---,-- _
_  -  ._   -.  T  i   -    _

HGURA 28. ENSAyo DE cormEThNCIA ENmE LAs cEPAs  sA-ii  y sA-
ll  REORDENANIE.  Se coinfectaron monocapas  de  celulas MA.104,  con las  cepas
SA-11  y   SA-11  reordenante,  el RNA gen6mico  de la progenie viral  fue purificado y
sometido a electroforesis en gel de poliacrilamida.  La  parte A de la figura  corresponde
al RNA gen6ndco obtenido luego de   5   pasajes de infecci6n de la coinfecci6n en la que
se  utiliz6  0,1  PFU/eel      de      ambas    cepas  de  rotawhs.  a,inca  1-5).  La  parte  8
conespondealRNAgen6hicoobtenidoluegode6pasajesdeinfecci6ndelacoirfecci6n
en   la que se utfliz6   0,I   y   0,01  PFU/delula de la cepa   SA-11  y   SA-1l  reordenante
respectivamente.
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estos pasajes, con rna minima presencia del segmento 11 de la cepa SA-11 normal en los

primeros pasajes.



DISCUSI0N

Las  caracteristicas  del  patr6n electroforctico    de los  11    segmentos  de  RNA

doble hebra de rotavirus ban sido   utilizadas como   herramienta para la identificaci6n y

caracterizaci6n de diferentes cepas de este virus. Es asi como el analisis de los distintos

electroferotipos   ha permitido agrupar los  11  segmentos del RNA gen6mico en ouatro

diferentes  clases, conteniendo  4, 2 , 3 y 2 segmentos respectivamente ( Kapikian y col

1990).   Este tipo de patron electrofoietico del RNA de rotavirus   se ha observado en

diferentes  cepas  virales,   aisladas  de  distintas  especies  de  mamiferos  y  todas   euas

pertenecen al grupo  A de rotavirus  ( Bellinzoni y col  1987).    Sin  embargo,  en estos

bltinos  afros  se ha informado  la  aparici6n  de  cepas  de  rotavims  del  grupo  A    que

presentan un   patr6n de nrigraci6n electroforetica atipico  ( Bellinzoni y col  1987).  El

anansis  estructural  del  RNA  gen6mico  de  algunas  de  estas  cepas  indica  que  en

deteminados   segmentos   existen   reordenamientos   gencticos,   varios   de   los   ouales

presentan  rna duplicaci6n de rna porci6n del segmento  11. Estas duplicaciones se ban

encontrado  en  cepas  virales  aisladas  desde  distintas  especies  animales  y  afectan  a

diferentes segmentos gen6micos, aunque se asocian con mayor frecuencia al segmento

11   ¢edley 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,  Tancka y  col  1988).  En

algunas cepas de rotavirus aisladas desde homanos, que presentan tambi6n  un patr6n de

migraci6n electrofor6tica atipico, se  observ6   que las regiones adicionales en el extremo
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3.'nosonsignificativamentehom6logasentreellasoconalgunaotrapartedelsegmento

11   Oratsui  y  col   1990).     Estas  diferencias  estructurales  indican  que  no  existe  un.

mecanismo de reordenamiento drico.  En general  se postula que  estos reordenamientos

enelgenomaderotavirusconstituyenunodelosmecanismosdeevoluci6ngehetica,que

explican'a en gran parte    variabifidad encontrada en los I I segmentos de RNA gen6nrico

( Desselberger 1989).

Estudios anteriores infomaron la aparici6n de una nueva cepa de rotawhs de

cerdo  cepa  CC86,  originada  a pardr  de  la  cepa  C.N86  por  un  reordenamiento  en  el

segmento gen6rico  11  ( Mattion y col  1990).  Esta cepa reordenante presenta nuevas

propiedades  biol6gicas,  que  incluyen  la habifidad  de  fomar placas  de  lisis  de  mayor

tamafio  en  monocapas  de  c6lulas  MA-104  que  la  cepa  parental  CN86  y  ademas,  la

capacidad   de   sobrecrecer   (efecto   canibalismo)   a  la   cepa  parental   cuando   ambas

coinfectan las c6lulas.  Estos fenotipos presentados por la cepa CC86  se observan ath

cuando la cepa reordenante y la parental presentan una curva de crecirniento sindar en

cultivo celular ( Mattion y col 1990).

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

segmento   11   en  la  cepa  CC86     en  las  distintas  etapas  de  la  morforg6nesis  viral,

caracterizar   gen6ticamente el reordenamiento   y   demostrar si el fenotipo asociado  al

reordenaulento  del  segmento   11   puede  ser  traspasado  a  una  cepa  heter6loga  de

rotavirus.   Basa.dos en   las caracteristicas fenofpicas:   producci6n de placas de lfsis de

mayortanafioy\elcanit)alismoqueejercelacepaCC86sobrelacepaparental,seplante6

la  hip6tesis  de  que  estas  caracten'sticas  podian  estar  asociadas  al     segmento   11
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reordenado y que podrian ser  incoxporadas a otra cepa de rotavims  cuando el segmento

1 1 reordenado es traspasado a la cepa heter6loga.

Uno de los aspectos importantes en la asociaci6n de los fenotipos observados en

la  cepa  CC86     con  el     reordenamiento  del  segmento   11        fue  detemin  que

efectivamente    la transferencia  de  este  segmento  a rna  cepa  de  rotavirus  heter6loga

conducia a un canbio en el fenotipo de la cepa receptora. La cepa de rotavirus SA-11,

que present.a un distinto patr6n electrofoietico de los segmentos de RNA gen6nrico que

el de la cepa CC86,   fue escogida como cepa recef;tora del  segmento  11  reordenado,

seleccionando  posteriormente  la  cepa  reordenante  cuya  dotaci6n  gen6tica  estuviese

constituida  por  los  segmentos   1   al   10  provenientes   de   SA-11   y  el   segmento   11

proveniente de la cepa CC86. Se obtuvo este reordenante, y otros con un mayor ndmero

de permutaciones de otros segmentos, mediante   infecciones mixtas entre ambas cepas

heter6logas de rotavirus. Pricticanente todos los segmentos de RNA de rotavims ya sea

de cerdo  o de simio,  son intercambiables y   aproximadamente un  10 %  de los   clones

obtenidosteriansegmentosdeanbascepasutilizadasenlacoinfecci6n,loqueindicaque

rotavirus al igual que otros virus de la familia Reoviridae tiene una alta capacidad  de

permTtar  los  segmentos  gen6micos  cuando  se  produce  una  infecci6.n  nrixta.     Este

fen6meno tiehe rna gran importancia, ya que rna de las causas de la gran variabilidad

asociada al patr6n electrofor6tico de rotavirus  seria el resultado  de permutaciones que

ocurren cuando una c6lula es infectada al rismo tiempo por mas de una cepa viral, lo

cual permite obtener un alto ninero de cepas nuevas de rotavirus,  las cuales podrian
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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. Ia capacidad de  encapsidar una mayor cantidad de acido

nucleico,  lo  que   en un futuro  cercano  puede  ser utilizado  como  una estrateSa para

estudiar  las  funciones  de  algunos  polip6ptidos  no  estructurales  que  participan  en  la

replicaci6n del virus, obteniendo partioulas virales infectivas con el segmento gen6hico

que se quiere estudiar   modificado.   Una   estrateSa podria consistir, por ejemplo,  en

adicionar una regi6n no codificante al extremo 3 ' de un  segmento gen6nrico que codifica

para   un   polip6ptido   no   estructural,   siguiendo   las   mismas   caracteristicas   de   las

duplicaciones  descritas  en rotavirus.  Posteriormente,  por  transcripci6n  "in  vitro"  del

segmento   viral   modificado,   se   obtiene   el   ETA   (+)   correspondiente   y   mediante

electroporaci6n  se    introduce  a  c6lulas MA-104  infectadas  con la  cepa  receptora  de

rotavirus.  El rescate de la progenie viral  que contiene el  segmento  mutado  se podria

realizar analizando en los distintos clones la higraci6n electrofordica de los genes de

rotavirus, que en el caso del segmento modificado presentaria una migraci6n distinta a la

del segmento normal.  Gran parte de esta estrateSa fue realizada en esta tesis,   con el

prop6sito de obtener un reordenante de SA-11 cuyo segmento    11 proviniera de la cepa

CC86 (datos no mostrados).

La  caracterizaci6n  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

detemin6  analizando  la  nrigraci6n  de  los  segmentos  por  electroforesis  en  geles  de
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acrilamida. Esta nueva cepa viral no contiene ningin otro segmento de la cepa CC86 de

rotavirus  de cerdo  ademas  del  segmento  11.  Esta caracteristica   fue  confimada   por

estudios reapzados por Javier Djaz ( Tesis en redacci6n) cuyos resultados   demostraron

que los polip6ptidos   VP7, VP4.y VP6 corresponden a SA-11.   Lo mas significativo es

que  este nuevo reordenante de SA-11 tanbi6n presenta los  fenotipos encontrados  en la
'

cepaCC86,esdecirformaplacasdelisisdemayortamafioquelacepadeSA-llnormal

y   es capaz   de desplazar a la cepa SA-11  normal desde el primer pasaje de infecci6n,

cuando se realizan infecciones mixtas.

Estos resultados tienen rna gran importancia, ya que los fenotipos encontrados,

en primer lugar en la   cepa CC86 y posteriomente 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 genctico. Los estudios orientados a   determinar por que

este marcador gehetico  le introduce nuevas caracteristicas a las cepas en las  cuales  se

encuentra no permitieron, bajo las condiciones estudiadas,   deterndnar diferencias en la;

distintasetapasdelamorfog6nesisviralentrelacepaCN86yCC86.Esprobablequeel

fenotipo  de  sobrecrecimiento  observado  en  la  cepa  CC86  y  chora  en  la  cepa  SA-1l

reordenante,  al ser 6stas coinfectadas en c6lulas MA-104 junto a sus respectivas cepas

parentales,  se produzcan por factores celulares que afecten el crecimiento  selectivo de

ciertasvariantesvirales(Grahanycol1987,Hundlyycol1985).Esasicomounacepa

reordenante  de  rotavirus  bovino,  que  presenta  un  reordemmiento   en  el  segmento

gen6nrico5,creces`olamenteaaltamultipHcidaddeinfecci6nquundlyycol.,1985).Esta

cepa  reordenante  tiene  caracteristicas  distintas  a  las  odservadas  en    CC86  y  SA-ll
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reordenanteyaqueeninfeccionesrealizadasutilizandobajamultiplicidaddeirfecoi6nno
\

lograsobrecreceralacepadebovinoparental.

Las     caracteristicas  fenotipicas  encontradas  en  la  cepa  CC86  y  en  la  cepa

reordenante SA-11  estarian indicapdo que estas cepas tienen la capacidad de reanzar el

cicloinfectivoconunamayorvelocidadquesusparentales.Estopenniteporunladoel

desplazamientoosobrecrecimientodelascepasreordenantessobelascepasparentalesy

por otro,  que el tamafio  de placa de lisis   sea mayor en las cepas reordenantes.    Este

fen6menoindicaqueladuplicaci6ndelsegmentollleestaconfiriendocaracten'sticasde'

mayorvirulencia"invitro"alascepasquepresentanestesegmentoreordenado.Estetipo

devirulenciaestarelacionadaconunamayoreficienciaenelcicloreplicativodelvirus,

posfolementeenlasintesisdeENA(-),procesoenelcualelpolipdytidoNSP5codificado

por el segmento 11 ( Patton y col.,  1992)   estaria participando  6 bien,  el mayor tamafio

del segmento  11  reordenado  aumenta la eficiencia con que este es  encapsidado   en la

parficula viral. Sin embargo, en el caso de rotavirus no se han descrito regiones que esten         I

involucradasenlaencapsidaci6ndelRNAgen6rfuco,peroesevidentequelasproteinas

no   estrLicturales   estarian  cumpfiendo  un  rol   fundamental   en  el   ordenamiento   y/o

encapsidaci6ndelossegmentosderotavirusa?attonycol.,1992;hfuttionycol.,1990).

REstaahora,lamayoriadelosestudiosrealizadoshanindicadoqueenrotavinsel

polipdytido Vp4  sen'a respousable del tanafio de placas de lfsis.  Incluso,  el anansis de

reordenantes  obtenidos  por  coinfecciones  de  celulas  con  rna  cepa  de  rotavirus  que

produceplacasdeli§ispequefiasyotraqueproduceplacasdefisisgrandehademostrado

queelpolip6ptidoVp4tendriaunrolen]afomaci6ndelasplacasderisisyeneltamafio



34

que 6stas pueden alcanzar ( Taniguchi y col 1994, Offit y col 1986, Gorziglia y col 1988,

Chen y col  1989).  El  tanafio  de  placas  de  lisis  esfa  directamente  relacionado  con la

capacidad infectiva del vies, que a su vez esta determinada por las caracteristicas del

pchp6ptido VP4, como se demostr6 al traspasar junto con el segmento 4 (que codifica

para el polipeptido VP4)  las caracten'sticas de virulencia de rna cepa de rotavirus  a una

cepa receptora no virulenta.  Sin embargo, hoy en dia   se cuestiona que la capacidad de

fomar  placas  de  lisis  de  mayor  tamafio  est6  exclusivamente  determinada  por  las

caracteristicas  de  VP4,  ya  que  estudios  recientes    indican  que    en  algunas  cepas  de

rotavirus,   tanbi6n el segmento gen6mico 9 se relaciona con la fomaci6n de placas de

lisis  de  mayor  tanafio     (Chen  y  col  1989).  En  este  caso,  no  serian  interacciohes

covalentes entre las proteinas de la cubierta extema 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,

ademas   del  polip6ptido   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 polipdytidos sintetizados por el segmento

11    podia  estar  asociado  a  las  caracterfsticas  fenotipicas  presentad,as  por  las  cepas

reordenantes  estudiadas.  Sin  embargo,  al  analizar   la  sintesis  polipeptidica  de  la  cepa

CC86   s61o se detect6 la sintesis del polip6ptido NSP5,   no   observando ningin cambio

entre  los  niveles  de  NSP5  sintetizados  por  las  cepas  reordenantes  y  sus  parentales.

Ademas, la caracterizaci6n gehetica demostr6 que no hay fomaci6n de un nuevo marco

de lectura  como el descrito para una cepa de rotavirus bovino, en la cual se  sintetiz6 un
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polip6ptido  de 'mayor  tamafio  (  Hundly  y  col.,   1985  ).     El  anansis  de  la  seouencia

aniniacidica del polip6ptido NSP5  en ambas cepas  de rotavirus  demostr6  que  existen

algunos cambios de aminoacidos, que en su mayoria son couservativos, sin embargo es

posible que algunos 6stos puedan influir en la actividad del Polip6ptido sintetizado por la

cepa  reordenante,  ya  que  es  sabido  que  solo  un.  cambio  de  ainoacido     afecta  la

estructura y la funcionalidad de algunas proteinas. Estudios recientes demostraron que el

polip6ptido NSP5  de la cepa de rotavirus  SA-11,  presenta   ouatro  residuos  de  serina

fosforilados,  cuya ubicaci6n  ath no  se ha  determinado  (  datos  no pubncados).  Entre

anbas cepas de rotavirus.de cerdo se observan diferencias en la ubicaci6n  de serinas,  las

que podian afectar la funcionalidad  de este polip6ptidQ,    si  estos residuos  estuvieran

relacionados  con  las  modificaciones  posttraducionales  experimentadas  por  proteinas

analogas  sintetizadas por otras  cepas de rotavirus.  Basados  en  estos  resultados,  sen'a

interesante estudiar la fosforilaci6n de estos residuos en el polipdytido NSP5 de ambas

cepas de rotavirus de cerdo, y deteminar si existen cainbios que guarden relaci6n con los

fenotipos  asociados  al  segmento  11  reordenado.  Por  otro  lado,  recientemente  se  ha

descrito que a partir del  segmento I I se estarfa  sintetizando mas de un polipdytido, algo

que  no  se  ha  descrito  para  otros  segmentos  gen6nricos  de  rotavirus.  Amalizando  la

secuencia nucleotidica del segmento  11  se encuentran al memos tres marcos de lectura

abiertos(ORF)quecodificanparapolip5ptidosquehanpodidoseridentificadosa3stesy

col.,  1990;  Kapikian y  col.,  1985;  Patton,  1993  ).    El  primer    ORE  codifica  para  el

polip6ptidomayorNSP5,unsegundoORF(OP-ORE)codificaparaunpolip6ptidode12

kdyaproximadamente92aminoacidosquehasidodetectadoporinmunoprecipitaci6nen
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extractos provenientes de c6lulas infectadas por rotavirus.  Tambi6n se ha descrito   un
'

tercer ORF (IP-ORF), el cual se inicia en el aminoacido 52   de NSP5 y produciria   un

polip6ptido de 16 kd Orattion y col„ 1991; Both y col.,  1983). En esta tesis no se pudo

determinar  la  presencia  de  ninguno  de  estos  dos  dltinos  ponp6ptidos     en  c6lulas

infectadas y tampoco mediante  traducciones "in vitro" del segmento 1 1 . Esto no descarta

la posibhidad, que en el caso de sintetizarse,  el nivel de sintesis   de   estos polip6ptidos

est6reguladadediferentefomaenlascepasreordenadasrespectoalascepasparentales.

.     A pesar de que los resultados obtenidos   no logran determinar el origen de los

fenotipos presentados por las capas reordenaptes,   estos podrian deberse a que se est6

sintetizando en forina diferencial algdn polip,6ptido involucrado en la replicaci6n viral, a

que   las   particulas virales sean   mss estables  o  liberadas mas  eficientemente desde la

.'c6lula,  6   bien   a que el reordenamienfo del   segmento  11  le confiera   a 6ste ventajas

selectivas en la encapsidaci6n Orattion y col., 1990; Baton y col., 1987).

Se ha postulado que los reordenamientos del genoma de rotavirus constituyen un

mecanismo  de  evoluci6n  gendica  (Allen  y ,Desselberger,1985;  Hundley  y  col.,1987),

aparentemente   el mas comdn utilizado por rotavirus.  Esta idea se basa en el  anansis

estructural del RNA gen6mico de tres cepas de rotavirus de   cerdo,  CC86 Orattion y

col.,1990),  C117  y  C60  (Gonzalez  y  col.,  1989),    rna  cepa  de  conejo  denoninada

Alabama,  otra de bovino   Vrml  y algunos virus humanos RV-5, 837, DS-1  y 69M ;

todas estas cepas presentan patrones de movilidad electrofoietica del tipo "super corto".

El anansis de la secuencia nucleotidica del segmento  11  de las cepas de cerdo  C117 y

C60 demostr6 que existe una  dupficaci6n parcial de este segmento.  Similares resultados
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se ham observado en rotavirus de conejo (Gorziglia y col.,  1989) y rotavirus de bovino

VRM1(nfatsuiycol.,1990).Sinembargo,elsegmentollreordenadodedistintascepas

de rotavirus `humano  contiene una reed6n no  codificable  en  el  extremo  3`,  que  no  es

id6ntica en todas las  cepas y m5s  importante ath no  guarda ninguna ielaci6n  con la

secuencia  Tucleotidica   del   segmento   11   quuttall  y   col.,   1989).      Las   diferencias

estructurales de los segmentos duplicados descritos indican que no existe un mecanismo
\

•dnico respousable   de los reordenamientos, lo que estaria  permitiendo que se obtengan

caracteristicas funcionales distintas dependiendo de la estructura y tamafio de la re$6n

duplicada.

`       En  general,  se  ha ,descrito  que  los  virus  que  contienen  como  genoma  RNA

segmentado  estin  frecuentemente    envueltos  en  reordenahientos  en  cultivo  celular.

(Allen y Desselberger, 1985). En  algunos casos, como en variantes gen6ticas de orbivirus

que presentan concatemeros en uno de los segmentos, se ha postulado que la duplicaci6n

de sefiales de encapsidaci6n podria  hacer mds eficiente el enpaquetahiento del genoma

reordenado en el virus q3aton y Gould,  1987). Los resultados obtenidos anteriomente

por Orattion y col.,  1990) con la cepa CC86 y los obtenidos en esta tesis con la cepa

reordenante  de  SA-1l  que  tiene  el  segmento  11  de  CC86,  indican  que  los  fenotipos

asociados a  la cepa CC86 estin directanente relacionados con el aunento de tamafro del

segmento I,I.

A partir   del` analisis  de la secuencia nucleotidica del' segmento  11  de la  cepa

reordenante  CC86 realizada en esta tesis,  se demostr6  que la secuencia adicional  esti

inserta en la porci6n 3`teminal, entre el cod6n de t6rrfuo de la reti6n no duplicada y
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las dltimas 44 bases hacia el extremo 3 ', que son couservadas en el segmento 1 1 nonnal.

La secuencia adicional en   el extremo 3' de la re$6n no codificante de la cepa CC86,

claramente  corresponde     a  una  duplicaci6n  parcial  de  la  regi6n  ubicada  entre  el

nucle6tido  291  y  el  nucle6tido  620  de  la  regi6n  codificinte  de  este  segmento.  Esta

duplicaci6n podria originarse mediante un proceso similar al que dio lugar a la cepa de

rotavirus  de bovino VRMl, ouya dupficaci6n comienza entre los nucle6tidos 328 a 618,

ya que no hay deleciones ni presencia de marco de lectura abierto Outsul y col,,  1990).

El evento de duplicaci6n del segmento 1 1   de la cepa  CC86 parece ser un version mas

limitada que las    observadas en otras cepas de rotavirus de    cerdo    con    el    segmento

11 reordenado  (Gonzalez y col., 1989, Gorzigfia y col., 1989). Sin embargo, es probable

que mecanismos muy relacionados   est6n envIeltos  en la fomaci6n del  segmento  11

reordenado en cada uno de los virus descrito.

En  relaci6n  al  mecanismo  que  produce  reordenamientos  en  el  RNA,  se  ha

sugerido que una vez que la RI`IA polimerasa RNA dependiente   de rotavirus    inicia la

transcripci6n podria detenerse al encontrar un sitio de atenuaci6n   y luego   reiniciar   la

sintesis en otro lugar del templado (Gorzigfia y col  1989, Matsul y col  1990).  En los

casos en los cuales se ham encontrado secuencias duplicadas que presentan deleciones o

bien secuencias que no se asocian a ninguna regi6n del genoma de rotavirus, se postula

que  eventos  de  recombinaci6n gen6tica intra o  inter molecular pp`drian dar  cuenta  de

estos  hallazgos., En  todos  los  casos  en  que  se  ha  secuenciado  el  segmento  de  RNA

reordenado,lareiriciaci6nocurrecercadelcod6ndeteminaci6n,yaseaenelnucle6tido

siguiente o en los nucle6tidos 2, 4 y 6 despu6s del cod6n de t6mino.   Esto puede ser
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debido a una predilecci6n del  evento de reordenamiento en este sitio  6  a la selecci6n de

este sitio para un evento de recombinaci6n intramolecular.  La primera posibhidad puede

haber ocurrido en este evento de reordenamiento   descrito en esta tesis y en otros, pero

lo descrito por urundly 1985 ) en el reordenamiento   del genoma de bovino, que resulta

en un   segmento 5 de  RNA  de mayor tamafio, generado por rna reiniciaci6n en dentro

de el~ORF,  podria indicar un evento  de recombinaci6n.  Sin  embargo  el  anansis  de la

estructura secundaria del segmento 1 1 normal a partir del cual se produjo la duplicaci6n

en las  cepas  de rotavirus  demostr6  la presencia de una    estructura  `qiallpin loop"  en

reSones cercanas al nucle6tido 620, donde se postula que existina un sitio de atenuaci6n

donde la RNA polimerasa se desprenderia del templado. Lo nias interesante es que en la

mayoria de las duplicaciones tanbi6n existiria una estructura `qiallpin 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 1 1 de la cepa CC86 es el siguiente:

la  RNA  polimerasa  RNA  dependiente     al  transcribir  el  mRNA  correspondiente  al

segmento   11   podria  detenerse  despu6s  de  alcanzar  el  cod6n  de  t6rino  entre  el

nucle6tido  616 y  620  por  ei  reconocimiento  de rna  estmctura  secundaria.  Luego,  la

polimerasa podria desprenderse del templado con la hebra transcrita unida y  reinieiar la

sintesis en el nucle6tido 291, donde estaria recoflociendo un estructura secundaria para

comenzar a trans`cribir la porci6n que resta incluyendo  los 44 nucle6tidos en el extremo

3'.  La    mol6cula  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 traducci6n y la sintesis de

ENAdedoblehebra,porlocuallaprogenieviralmantendrialanuevadotaci6ngen6tica,

luego de sucesivos ciclos de infecci6n. Puesto que la tasa de   transcripci6n del RNA es

similar en todos los genes de la familia Reoviridae, los genes pequefios son trariscritos
'

mas frecuentemente que los de   tamafio mayor.  Cousecuentemente,  si efectivanente la

dupficaci6n  de  segmento  11    de  rotavirus  es  el  resultado    de  un  elTor  de  la  RNA
'

polimerasa, como ha sido postulado, no resulta extrafio que este tipo de reordenandentos

se encuentre asociado en foma preferencial a  los   genes   pequefios, como   el segmento

11 0vlatsui y col 1990).

`              La secuencia nucleotidica ubicada entre el nucle6tido 620 al 958 del segmento 1 1

delacepaCC86difieredelare$6ncodificanteubicadaentreelnucle6tido290al620,en

aproximadamente un 3.5  0/o.    AIg`inos  autores postulan que  estas redones  dupncadas

podrian  ser  importantes  en       mantener  un  bajo  nivel  de  mutaciones  en  la  regi6n

codificante  del  segmento,  de  tat  modo  de  mantener  la  funci6n  del  pofip6ptido  NSP5

Outsui`y col 1990). Por otro lado,   el hecho que   exista una  marcada conservaci6n de

las  ultinas  44  bases  en  el  extremo  3'  del  segmento  duplicado  esta  de  acuerdo  con

anteriores estudios que demostrarian un importante rol de esta reed6n en la sintesis del

RNA gen6mico viral ¢atton y col 1990).

Las duplicaci6n   del  segmento  11  en las  cepas  C60,  Alabama,  VRMl  y CC86

indica que  el mecanismo  de  duplicaci6n  de  este  segmento  es  similar.  Sin  embargo  el

anflisis de las regiones extras no codificantes del extremo 3`  de las  cepas de rotavirus

humano DS-1 y   69M no son debidas a sinples y directas dupficaciones Outsui y col.,
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1990).EstassecuenciasadicionalessonidenticasaaquenasencontradasenlascepasRV-

5 y 837 de rotavirus humano. AI comparar las secuencias no codificables de la reri6n 3`

de  las  cepas  de  rotavirus  humano  DS-I  y  69nI    se  encontr6  que  estas  seouencias

contienenunaltoninerodenucle6tidosadeninaytimina,teniendoregionesenlascuales

tienen  rna  cierta  sinrilitud.   Valas  hip6tesis      que  podian   expficar  este  tipo   de

reordenamientos, que es diferente a los producidos en otras cepas de rotavims animates,

se  ban  descritos.  Una  posibhidad  es  que  la  RNA  polimerasa  repetidamente  se  est6

asociando a regiones con un alto contenido de residuos adenina y tinina en el segmento

96nico y, por tartanudeo los transcriba. Una segunda posibilidad ha sido descrita para

virus RNA de hebra simple, en los ouales una vez que la RNA polimerasa corierm fa

sintesis del ETA meusajero, 6sta salta desde el gen que esta transcribiendo a  un sitio de

inicio de la transcripci6n de otro gen que esta estrechamente proximo sin liberar la hebra

hija transcrita. Si esto es asf las secuenoias adicionales podrian ser derivadas desde otros
i

segmentos de rotavirus que estin transcripcionalmente activo en la particula de cubierta

`      simple. Una tercera, pero menos probable posibilidad es que   las seouencias de DS-.1 y

69M  iusertadas entre el cod6n de termino del primer ORE y las 49 bases conservadas del

extremo 3`   son el resulta¢o de rna generaci6n de mutaciones puntuales, de deleciones y

inserciones  selectivas, las ouales afectan en una medida similar a ambas seouencias.

Laduplicaci6ngen6tica,eltartamudeoylossaltosdelaRNApolimera8aestariap

representando  vias altemativas por  las ouales rotavirus mantiene o aumenta la diversidad
\

gen6tica  Outsui  y  col.,  1990).  Las  secuencias  adicionales  generadas,  al  parecer  no
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interfierenconlafunci6nviralypuedenconferiralgunasventajasselectivaspararotavirus

en algunas circuustancias, como en el caso de. Ia cepa CC86 de rotavirus de cerdo.

Los procesos enzimaticos involucrados en 6ste y otros tipos de reordenandentos

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

concentraci6n de particulas virales, no  se observa   la producci6n  de reordenanrientos

(Gorziglia y col 1989). Los reordenamientos del ,genoma de rotavirus se producen por lo

general  despu6s  de  un  pasaje  de  infecci6n`  de  rotavirus  a  rna  alta  multiplicidad  de
\

infecci6n. Para comprender como se producen los distintos reordenahientos geheticos  es

fundamental el estudio y   anansis   de las caracteristicas geheticas 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 acido nucleico sin que esto se traduzca en un

deterioro de la expresi6n viral. Seria interesante intentar aprovechar esta caracteristica  de

rotavirus y  utilizarlo como vector de expresi6n de genes virales en c6lulas eucinontes,

en estudios destinados a la` obtenci6n de vacunas.

En resumen, los resultados obtenidos durante este estudio perndtieron asociar \las

caracteristicas fenotipicas  encontradas  en la cepa CC86  al  segmento  11  duplicado.  La

principal evidencia que avala esta hip6tesis es que   el traspaso de este segmento a una,

capa heter6loga de rotavirus de sin]io gener6 rna capa reordenante que   present6 las

nrismas caracten'sticas que la capa CC86.   Esto reviste gran importancia debido  a que

mediante  esta metodologia   es  posible  asociar deteminados  fenotipos` a un  segmento
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gen6nrico   particular, que puede ser visto como un verdadero mare.ador molecular.  Sin

6mbargo, al comparar las distintas etapas de la morfog6nesis viral   de las cepas CN86 y

CC86 no  se encontraron diferencias que pudieran expncar     estos fenotipos.  Por otro

lado,   al   analizar   la   secuencia   aminoactdica   del   polip6ptido   NSP5   codificado   por

segmento  11  de la cepa CN86 y CC86 muestran   diferencias   entre ambas cepas que

podrian canbiar la funcionalidad de este polip6ptido. Sin embargo, no se puede descartar

laposibhidadqueseest6sintetizando'algdnotropolip6ptidoenformadiferencial6quela

dupncaci6n  favorezca  la  encapsidaci6n  de  este  segmento,  produciendo  los  fenotipos

descritos.  La  caracterizaci6n  gen.6tica  del  segm'ento  reordenado  demostr6  que  estaba

formado por una duphcaci6n parcial del tipo cateza cola, la cual no codifica  para ningin

polip6ptido    descrito.    Este   tipo    de   reordenamiento   mantiene   las    caracteristicas

encontradas en otras cepas de rotavirus reordenantes.



CONCLUSION

El segmento  I 1 reordenado de la cepa CC86 tiene igual comportanriento que el
resto de los segmentos de RNA de la particula viral, cuando se transcribe el mENA y

` cuando se sintetiza el RNA (-).

Mediante el ensayo de traducci6n "in vitro"   se demostr6 que   el segmento  11
reordenado     sintetiza   solo  el polip5ptido NSP5  y no    otro  polip6ptido  de  menor o
mayor tamafio.  En c6lulas infectadas,  la .sintesis  del polip6ptido NSP5    es  shilar  en
ambas capas de rotavins' de cerdo.

La purificaci6n  de  clones  a  partir  de  infecdones  midas  parece  ser  un  buen
metodo para seleccionar fenotipos asociados a algdn segmento gen6nrico de rotavirus,
yB que pemiti6 obtener el 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-
ll  al incoxporar en su genoma el segmento  11  de la cepa CC86, lo que evidencia que
estos fenotipos`se asociap a la duplicaci6n del segmento 11.

El reordenamiento del segmento  1 1   de la cepa CC86 se debe a una duplicaci6n
parcial de la re$6p codificante del segmento  I-1  de la`capa nomal ubicada entre los
nucle6tidos  290  y  620.   El   segmento   11   reordenado  mantiene  las   regi6n  5`y  3`
conservadas.

rotavin:Ld=man::£tsr6deq:aeseec::nee:ac¥::Cigcfe:%g£#:L|de°p¥§:5ane:arancbjaesntgpd¥L::
fenotipos asociados al segmento 1 1 reordenado.

+

\
'

Es.probable que los fenotipos asociados al segmento  11 sean  el resultado de un
canbio funcional del polipeptido NSP5, de la expresi6n diferencial de otro polip5ptido
sintetizado por el segmento 1 1 reordenado 6 que la duplicaci6n  produzca alguna ventaja
selectivaenlaencapsidaci6ndeestesegmentoalaparticulaviral.
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