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1 Abreviaturas

AS
BSA
CTB
DLP
EDTA
ffu
GM1
GM3
GFP
hpi

hsc
MA104
MEM
MOI
NSP
PBS
RNA
RNAdc
RNAcs
RNAmM
RRV

TLP
Tx-Red
SDS
VLP
VP

Acido sialico

Albumina

Toxina de colera

Particulas de doble capa

Acido etilenodiaminotetracético
Unidades formadoras de focos
Gangliésido

Gangliésido

Proteina verde fluorescente

horas post infeccion

Proteina de constitutiva de choque térmico
Células epiteliales de riidn de mono
Medio minimo esencial de Eagle
Multiplicidad de infeccion

Proteina no estructural

Solucion salina de buffer de fosfatos
Acido ribonucleico

Acido ribonucleico de doble cadena
Acido ribonucleico de cadena sencilla
Acido ribonucleico mensajero
Rotavirus rhesus

Numero de triangulacién

Particulas de tres capas

Fluoréforo Texas Red
Dodecilsulfato de sodio

Particula parecida a virus

Proteina viral



2 Resumen

Los rotavirus son la causa principal de las diarreas virales deshidratantes severas en
nifos y causan aproximadamente 500 mil muertes por afio. Una vez que los rotavirus
entran a su célula huésped, pierden la capa mas externa, quedando como particulas de
doble capa (DLP) las cuales son transcripcionalmente activas. Durante la infeccion, la
acumulacion de proteina viral en el citoplasma da lugar a la formacion de estructuras
electrodensas llamadas viroplasmas. En estas estructuras se lleva a cabo la replicacion
del genoma viral y ensamblaje de las DLPs de la nueva progenie. En este trabajo
observamos el virus marcado con Texas-Red unido a la célula colocalizandolo con
moléculas de membrana (GM1 e integrina a-2) al permitir solo la unién del virus a la
célula a 4°C. Después de una incubacién a 37°C por 30 minutos, se observd que este
virus ya no se encontraba colocalizando con la membrana celular. Posteriormente nos
propusimos estudiar la dinamica de formacién de los viroplasmas en el citoplasma
celular, para lo cual se utilizaron distintas multiplicidades de infeccion (MOI) (0.1, 0.5,
2.5 6 10) y posteriormente se hizo la deteccion de viroplasmas por inmunotincion a
distintas horas post-infeccion (hpi). Se observé que la cantidad de viroplasmas
aumenta conforme transcurre el tiempo de la infeccidon independientemente de la MOl y
ademas es mayor la cantidad de viroplasmas a MOI altas. El aumento en el numero de
viroplasmas por célula correlacion6 con la cantidad de proteina detectada por Western
blot. La formacion de viroplasmas parece no estar directamente relacionada con el
numero de DLPs que ingresan a la célula ya que aun en células infectadas con una
sola particula viral, se observé la formacién de mas de un viroplasma por célula a
tiempos tempranos (2 y 4 hpi). Dentro de este trabajo también observamos la
produccion de viroplasmas a partir de las particulas virales marcadas, observando que
los viroplasmas no se forman alrededor de las DLPs que infectan la célula.



3 Introduccion

3.1 Generalidades

La gastroenteritis infecciosa aguda es la causa mas frecuente de morbilidad y
mortalidad en nifios pequefos en los paises en desarrollo con alrededor de mil millones
de episodios diarreicos y entre 2.5 y 3.2 millones de muertes por afo (56). Los rotavirus
son la causa principal de las diarreas virales deshidratantes severas en nifios y causan
aproximadamente 500 mil muertes por ano (58). Los rotavirus infectan diferentes
especies animales, y particularmente en humanos son responsables de causar entre
60% y 80% de los casos de gastroenteritis infecciosas en nifios menores de 2 afios de
edad. Es importante hacer notar que aunque la mortalidad debida a las infecciones por
rotavirus es mucho mayor en paises en desarrollo que en paises desarrollados, la
frecuencia de infeccién es muy similar en ambos. Debido al papel tan importante que
tienen los rotavirus en las enfermedades diarreicas infantiles, y al hecho de que aun
niveles de higiene avanzados parecen no ser suficientes para controlar
significativamente las infecciones por estos virus, existe un interés considerable en
desarrollar estrategias de vacunacion que sean eficaces para controlar la severidad de

la diarrea causada por estos virus (36, 55).

Los rotavirus humanos se observaron por primera vez en 1973, en micrografias
obtenidas por microscopia electrénica de biopsias de duodeno de nifios enfermos de

diarrea no bacteriana. En las micrografias se observaba la presencia de particulas



virales de 100 nm de diametro y debido a su apariencia similar a una rueda, lo llamaron

rotavirus (del latin rota, rueda) (6).

La principal ruta de transmision de los rotavirus es la via fecal-oral, aunque también se
ha propuesto que el contacto persona a persona, el contacto con secreciones
respiratorias, y el contacto con superficies contaminadas pudieran ser fuentes de
transmisién, ya que los altos indices de infeccion por estos virus en los primeros tres
afios de vida en todo el mundo son independientes de las condiciones higiénicas y
sanitarias. La infeccion es especie-especifica ya que la transmision de rotavirus entre el
hombre y animales no ha sido documentada, a pesar de que algunas cepas aisladas de

humanos tienen una alta homologia genética con las cepas aisladas de animales (52).

El tropismo in vivo de los rotavirus esta limitado a los enterocitos maduros localizados
en las puntas de las vellosidades del intestino delgado. Se ha propuesto que la
destrucciéon de estos enterocitos es la causa de la diarrea (7); sin embargo,
recientemente se ha propuesto que, parte de la diarrea es causada por la proteina
NSP4 que estimula la secrecion transepitelial de iones de cloro por una via
dependiente de calcio, lo que desequilibra el intercambio iénico de la célula,
provocando la salida de agua (31). Adicionalmente, la diarrea ha sido atribuida a otros
mecanismos, incluyendo mala absorcion y la estimulacion del sistema nervioso entérico

(62).



La vacuna Rotashield ha sido la mas exitosa hasta el momento y consiste en una
vacuna tetravalente rearreglante rhesus-humano, pero fue retirada del mercado 9
meses después de su lanzamiento, ya que se relacion6 con un aumento en la
incidencia de intususcepcion (invaginacion del intestino sobre si mismo) en uno de
cada 12,000 nifios vacunados (5, 56). Actualmente se cuenta con 2 vacunas mas,
Rotarix desarrollada por Glaxo Smith Kline (GSK), una vacuna monovalente de
rotavirus humano; y RotaTeq desarrollada por Merck, vacuna pentavalente de rotavirus
bovino-humano. Actualmente sélo la vacuna RotaTeq cuenta con licencia aprobada por

la Food and Drug Administration (FDA) .

3.2 Estructura de los rotavirus

Los rotavirus, pertenecen a la familia Reoviridae; son virus no envueltos, compuestos
por tres capas concéntricas de proteinas que engloban al genoma viral, el cual esta
compuesto por 11 segmentos de RNA de doble cadena (RNAdc) (18). EI genoma
codifica para doce proteinas: 6 son proteinas estructurales (VP’s, por “viral proteins”)
las cuales forman un virion maduro; y 6 proteinas no estructurales (NSP’s, por “non-
structural proteins”) las cuales participan en la replicacion y maduracién del virus. El
“core”, capa intermedia y capa externa, forman un viridn completo compuesto de tres
capas, el cual tiene una estructura icosaédrica, de aproximadamente 100 nm de
diametro (Fig. 1). La particula infecciosa formada por las tres capas de proteina se
denomina particula de triple capa o TLP (Triple-Layered Particle), mientras que la

particula sin capa externa (solo tiene dos capas de proteina), se denomina particula de



doble capa o DLP (Double-Layered Particle). Las DLPs no son infecciosas pero si
transcripcionalmente activas. La capa externa del virion, con simetria T=13, esta
formada por 780 moléculas constituidas por trimeros de la glicoproteina VP7, que
forma la superficie lisa, de la cual se proyectan 60 espiculas constituidas por la proteina
VP4. Las dos proteinas de la capa externa, VP4 y VP7, son las responsables de las
interacciones iniciales del virus con la célula huésped. VP4 es cortado por tripsina
resultando en 2 subunidades VP5 y VP8 y este corte esta asociado con un aumento de
la infectividad viral, ademas de estabilizar a la proteina (3).

La capa intermedia del viridbn, con simetria T=13, esta constituida por 260 trimeros de
la proteina VP6, que es la proteina mas abundante del virus, constituyendo
aproximadamente el 50% de la proteina total del virion. La capa mas interna del virion o
‘core”, con simetria T=1, esta formada por 120 moléculas de la proteina VP2
agrupadas en 60 dimeros, que engloban al genoma viral. Las proteinas VP1 y VP3
(RNA polimerasa dependiente de RNA y guanililtransferasa) estan asociadas con la
cara interna de la capa formada por VP2 (43, 58). Dentro de esta capa interna se

encuentran los once segmentos de RNAdc que constituyen el genoma del virus (Fig.1).
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Fig 1. Genoma y estructura de Rotavirus. a) 11 segmentos de RNA y las proteinas para las cuales codifica cada
uno de ellos. b) Localizacion de las proteinas que forman la particula viral. VP2 capa mas interna, VP6 capa
intermedia y mas abundante, VP7 forma la capa mas externa del virién y VP4 como espiculas del virus. c)
Localizacion del genoma viral y las proteinas VP1 (la polimerasa viral) y VP3 (la guanililtransferasa). Tomada de
Fields Virology (17).

Las particulas de rotavirus son relativamente estables. Las particulas virales son
infecciosas en un intervalo de pH de 3 a 9y, el virus es estable por meses a 4°C y aun
a 20°C cuando se mantiene en 1.5 mM de cloruro de calcio (19, 54). La particula
completa mantiene su integridad y su infectividad cuando es tratada con solventes
organicos tales como éter, cloroformo o fredn, lo que refleja la ausencia de lipidos en
su estructura (19, 48), pero pierde su infectividad al ser tratada con desinfectantes tales
como formalina, cloro, betapropiolactona y etanol al 95%, quiza por la perdida de la

capa externa (65). Recientemente, se describié que un tratamiento del virus a pH 11.5



produce un cambio conformacional en las espiculas de VP4, las cuales en una
reconstruccion por crio-electromicroscopia aparecen atrofiadas y con una estructura de
triple 16bulo. Ademas, en estas condiciones las particulas tratadas no son infecciosas
(61). Por el contrario, a pH 2, no se observa cambio alguno en la estructura ni en la

infectividad.

En la estructura del virus, se ha distinguido la presencia de 132 canales, los cuales
conectan la superficie externa del virus con el core interno. Estos canales se han
dividido en 3 tipos que se pueden distinguir de acuerdo a su posicidén y tamafo. Doce
canales tipo | corren en los ejes de simetria 5 del icosaedro; 60 canales tipo Il se
encuentran en seis posiciones coordinadas alrededor de los ejes de simetria 5, y 60
canales tipo Ill se encuentran en 6 posiciones coordinadas alrededor del icosaedro en
los ejes de simetria 3. Estos canales estan involucrados en la importacion de
metabolitos necesarios para la transcripcion de RNA y la exportacion de los transcritos

de RNA nacientes para procesos subsecuentes en la replicacion viral (Fig. 2) (17).

a) b)
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Fig. 2 Modelo de una particula de doble capa. a) Estructura de una DLP
transcripcionalmente activa con RNAm saliendo de los canales tipo | ubicados en los
ejes de simetria 5. b) Diseccion de una Criomicroscopia electronica de una DLP que
muestra la organizacion de las proteinas estructurales VP6, VP2 y el complejo VP1/VP3
anclado en el extremo amino terminal de VP2. Modificado de Lawton, J.A. (39).




3.3 Genoma viral

El genoma viral esta constituido por 11 segmentos de RNAdc que se transcriben dentro
de las DLPs. Los RNA mensajeros (RNAm) salen de esta estructura hacia el
citoplasma celular por medio de los poros formados por VP2 (50). Los RNAm de
rotavirus tienen la estructura de CAP en su extremo &', pero a diferencia de la mayoria
de los RNAm celulares, no tienen poli(A) en su extremo 3' (32, 45). Cada segmento de
RNA codifica para una proteina viral, excepto el gen 11, el cual contiene dos marcos
abiertos de lectura que codifican para dos proteinas virales. En la mayoria de los casos
la traduccion de los RNAm comienza en el primer coddn de inicio que tiene las

caracteristicas del consenso de Kozak (37).

En la tabla 1 (Pag. 17) se describen las caracteristicas y asignamiento a los segmentos

de RNAdc de las proteinas de rotavirus.

3.4 Proteinas virales

3.4.1 Proteinas estructurales

La proteina VP1, producto del gen 1, tiene funciones tanto de transcriptasa como de
replicasa viral y es considerada la RNA polimerasa dependiente de RNA, por las
siguientes razones: a) La secuencia de la proteina contiene regiones que tienen

similitud con motivos conservados entre las RNA polimerasas dependientes de RNA de
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otros virus (12); b) VP1 esta presente en particulas virales transcripcionalmente activas
y se puede entrecruzar con el RNAm, utilizando luz ultravioleta como agente
entrecruzador (60); c) VP1 es un componente comun de las particulas virales con
actividad de RNA polimerasa (transcriptasa o replicasa) (23). Ademas al coexpresar los
genes de VP1y VP2 en células de insecto, las proteinas forman complejos que tienen

la propiedad de sintetizar RNAdc in vitro a partir de RNAm viral (70).

La proteina VP2, producto del gen 2, consta de 881 aminoacidos (aa); es la proteina
mas abundante de la nucleocapside y constituye la capa mas interna del virus. VP2 es
capaz de unirse a RNAs de cadena sencilla o doble, aunque tiene una mayor afinidad
por los RNAs de cadena sencilla (RNAcs); esta funcion podria estar relacionada con el

empaquetamiento de los RNAs virales dentro de la nucleocapside (38).

La proteina VP3 es codificada por el segmento 3 de RNA, consta de 835 aa y se le ha
atribuido la actividad de guanililtransferasa del RNA viral, la cual se encarga de
adicionar la estructura de CAP a los RNAm, por las siguientes evidencias (41): a) Tiene
una alta afinidad por RNAcs y no se une al RNAdc (57); b) su secuencia contiene
motivos estructurales que se han encontrado en otras guanililtransferasas (49); c) se

une covalentemente a GTP en una reaccion reversible (66).

La proteina VP4, es una de las proteinas de la capa externa y es codificada por el
segmento 4 de RNA. Es una proteina que tiene funciones importantes para que el virus

infecte a las células huésped, como son la unién al receptor y la penetracién a la célula,

11



ademas de inducir la producciéon de anticuerpos neutralizantes.

El tratamiento proteolitico del virus con tripsina, resulta en el corte especifico de VP4 en
dos polipéptidos de menor peso molecular llamados VP8 (aa 1 al 231) y VP5 (aa 247 a
776) (3). El corte de VP4 no afecta la union a la célula, pero ha sido asociado con la
entrada del virus al citoplasma celular por una via que se ha descrito como un posible
tipo de penetracién directa (35). EI mecanismo por el cual el corte con tripsina
incrementa la infectividad viral se desconoce: sin embargo, se ha propuesto que la
penetracion del virus puede ser iniciada por los extremos recién generados por el corte
con tripsina (Fig. 3) o por un posible cambio conformacional de VP4 a consecuencia del

corte con esta proteasa.

VP4 tiene varios dominios funcionales que se describen a continuacion:

a) Algunas cepas de rotavirus de origen animal tienen la capacidad de aglutinar
eritrocitos y esta aglutinacion es mediada por la interaccion de VP4 con el acido
sialico (AS) presente en la superficie de los eritrocitos. El dominio responsable
de esta interaccion se encuentra en el fragmento VP8 de VP4 (22) y las tirosinas
en posiciones 155y 188, y la serina en posicion 190 juegan un papel esencial en
esta interaccion (14, 33).

b) La proteina VP5 tiene la capacidad de unirse especificamente a la superficie de
las células (69) y esta interaccion se da con la integrina a2p1, a través de la
secuencia DGE presente en la posicion 308-310 de VP5. Se ha propuesto que la
VP5 pudiera interaccionar, ademas, con la integrina a4p1 a través de la

secuencia IDA y contiene al péptido KID que interacciona con la proteina hsc70

12



(13, 42).

La capa intermedia del virus esta formada por la proteina VP6, la cual es la mas
abundante del viridon, y esta codificada por el gen 6. Es una proteina de 397 aa, que
forma trimeros. Su importancia en el virion esta dada debido a que interacciona tanto
con la proteina VP2 hacia el interior de la particula, como con VP4 y VP7 hacia el
exterior, lo cual ayuda a mantener a la particula viral ensamblada. Ademas de ser muy
estable, VP6 contiene determinantes antigénicos o epitopes conservados entre las
diferentes cepas de rotavirus, lo que la hace el principal blanco antigénico en los

ensayos de diagndstico inmunolégico para rotavirus.

La proteina VP7, codificada por el segmento 7, 8 6 9 de RNA, dependiendo de la cepa,
consta de 326 aa y se modifica post-traduccionalmente por la adicion de azucares. Es
una N-glicoproteina que contiene unicamente oligosacaridos del tipo de alta manosa.
Es altamente inmunogénica e induce altos niveles de anticuerpos neutralizantes
serotipo especificos. Se sabe que VP7 es glicosilada cotraduccionalmente a medida
que se inserta en el lumen del reticulo endoplasmico (RE) y la sefal para esta insercion
se encuentra en un péptido sefal presente en el extremo amino de la proteina. La
secuencia nucleotidica del gen que codifica para VP7 predice dos marcos de lectura
abiertos en fase, uno al inicio y el segundo 30 nucledtidos rio abajo. Ambos codones de
inicio preceden regiones hidrofobicas llamadas H1 y H2, que tienen el potencial de
funcionar como péptidos sefal para dirigir la sintesis de VP7 al RE. La proteina VP7 es

retenida en la membrana del RE, sin embargo, no contiene la secuencia tipica de

13



retencion en RE (KDEL). Esta proteina contiene los dominios LDV y GRP, que han sido
propuestos como los responsables de su interaccion con las integrinas a4p1 y aXp2,
respectivamente, asi como la region CNP que interactua con la integrina aVp3 (Fig. 3)

(17, 37, 42, 51).
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Fig 3. La proteina VP7 contiene los dominios LDV y GRP propuestos de interaccion con las
integrinas a4p1 y aXp2, respectivamente. La region CNP interactia con la integrina aVb3. En
la proteina VP4 se muestra el corte por tripsina y las proteinas VP8 y VP5 resultantes. En la
proteina VP8 se encuentra la region de unién a acido sialico (HA). En VP5, se encuentran los
dominios DGE e IDA de union a las integrinas a2p1 y a4p1, respectivamente, y el péptido KID
que interacciona con la proteina hsc70 (42) (Modificada de Lopez y Arias, Trends in
Microbiology, 2004) .

3.4.2 Proteinas no estructurales

Las proteinas no estructurales de rotavirus, NSP1 a NSPG6, son codificadas,
dependiendo de la cepa, por los segmentos 5, 7, 8, 9, 10 y 11, respectivamente. Como

su nombre lo indica estas proteinas no forman parte de la estructura del virion maduro.

14



Son sintetizadas en el citoplasma de la célula durante la infeccion y tienen funciones
relacionadas con el control de la sintesis de proteinas celulares y virales; con la
replicacion del genoma; con el empaquetamiento de los genes virales y con la

maduracién de la particula viral en el interior de la célula.

Una caracteristica de los rotavirus es su capacidad para formar inclusiones
citoplasmaticas electrodensas llamadas viroplasmas. En estas estructuras se
encuentran acumuladas las proteinas no estructurales NSP2 y NSP5, asi como las
proteinas virales VP1, VP2, VP3 y VP6 las cuales sirven para los pasos iniciales de la

morfogénesis viral.

NSP2 es una proteina altamente conservada, codificada por el gen 8, que se localiza
en viroplasmas. Esta proteina se asocia con la polimerasa viral VP1 en una infeccion
normal y se autoensambla en octameros. NSP2 tiene actividad de NTPasa dependiente
de Mg y actividad de helicasa independiente de Mg*? (26, 59). Se une
inespecificamente a RNAcs con gran afinidad y débilmente a RNAdc. NSP2 se ha
asociado también a los intermediarios de replicacidén y se sugiere que puede funcionar
como motor molecular que se une a RNAcs viral y cataliza su empaquetamiento a
través de la energia generada por su actividad de NTPasa (64). La interaccion de la
proteina NSP2 con la proteina NSP5, regula la hiperfosforilacion de NSP5 y permite la

formacion de los viroplasmas en células infectadas (1).

15



La proteina NSPS5, codificada por el segmento 11 de RNA, es una proteina de 198 aa 'y
se caracteriza por un alto contenido de serina y treonina. Es una proteina O-glicosilada
con un peso molecular de 21 a 22 kDa y puede variar desde 26 hasta 34 kDa
dependiendo del grado de fosforilacion (27). Se fosforila en su extremo C-terminal, lo
cual es importante para la formacion de homoligobmeros y es importante para
interaccionar con NSP2. Se ha propuesto que el grado de fosforilacion de NSP5 puede
también contribuir al destino de los RNAm virales: si se encuentra hipofosforilada, se
favorece la traduccion y si se encuentra hiperfosforilada, el RNAm se dirige a
viroplasmas donde se lleva a cabo la replicacion del genoma (10). Se ha visto que
NSP5 interactua con NSP3 y con la polimerasa viral VP1 (26). En células infectadas,
NSP5 es capaz de unirse inespecificamente a RNAcs y RNAdc, y se ha asociado con
los intermediarios de replicacion (1, 9). En células transfectadas con NSP2 y NSP5 se
pueden visualizar estructuras parecidas a viroplasmas en ausencia de otras proteinas

virales (2).
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Tabla 1 Caracteristicas y asignamiento a los segmentos de RNAdc de las proteinas de rotavirus

Segmento|Pares de |Proteina kDa |[Modificaciones Agregados  |Distribucion |Dominios Propiedades / funcion
bases (aa) postraduccionales |mol. Basicos |celular estructurales
1 3302 VP1 125 Viroplasma RNA polimerasa, unién
(1088) al 3’ UTR de los RNAm
2 2690 VP2 94 Dimeros Viroplasma [Unién a RNA |Pared del core, une
(881) RNAcs, cofactor de
VP1
3 2591 VP3 88 Viroplasma Guanililtransferasa,
(83%5) une RNAcs
4 2362 VP4 88 |Corte enaa 231, |Dimeros Asociada al |Union a ac. |Espiculas de capa
(776) 241 6 247 produce: RE sialico, union |externa, tropismo,
VP8 (28 kDa) VP5 a receptor hemaglutinacion, union
(60 kDa) asialo, union |a receptor, penetracion
a integrinas
5 1581 NSP1 |53 Citoplasma |Union a RNA [Unién al 5 UTR de los
(491) RNAm, asociada al
citoesqueleto
6 1356 VP6 41 |Miristilacion Trimeros Viroplasma |Trimerizacion |Capa intermedia,
(397) interaccion  |esencial en
con VP2, VP4|transcripcion
y VP7
7 1104 NSP3 |34 Dimeros Citoplasma |Unién a RNA, |Unién al 3’ UTR de los
(315) dimerizacion, |RNAm interaccion con
unién a elF4Gl, asociada al
elF4Gl citoesqueleto,

promueve la sintesis
de las proteinas virales
y la inhibicién de
sintesis de las
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proteinas celulares

8 1059 NSP2 |35 |Fosforilacion Multimeros |Viroplasma Une RNAcs y dc,
(317) 10S, que complejo con VP1y
aumentan en NSP5, ensamblaje de
tamainio al viroplasmas, estimula
unir RNA hiperfosforilacion de
NSPS5, NTPasa
9 1062 VP7 38 |Corte de péptido |Trimeros RE Retencion en |Capa externa, altera la
(326) sefal en aa 51, N- RE conformacion de VP4,
glicosilacion bloquea la
(oligosacaridos de translocacion de los
manosa) RNAmy la
transcripcion
10 751 NSP4 |28 |N-glicosilacion RE Interaccion  |Receptor de DLPs en
(175) (oligosacaridos de con VP4 'y RE, enterotoxina
manosa) VP6
11 667 NSP5 |26, |O-glicosilacidon (N- |Oligobmeros |Viroplasma |Oligomerizaci [Complejo con NSP2 y
(198) |28, |acetilglucosamina), on, NSPG6, ensamblaje de
30- [fosforilacion en Ser interaccion  |viroplasmas
34 |y Thr con NSP2y
NSP6
NSP6 |11 Viroplasma Complejo con NSP5
(92)

La longitud de los segmentos de RNAdc, las proteinas que codifican y el tamafio en aa, corresponden a la cepa
SA11(17). Modificada de Estes, Virology, vol.2 1996.
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3.5 Ciclo de Replicaciéon

3.5.1 Entrada de los rotavirus a la célula

Los rotavirus tienen un tropismo muy especifico, ya que infectan principalmente los
enterocitos maduros de las vellosidades del intestino delgado. También se han
identificado en organos y liquidos fuera del intestino, sin embargo, no se conoce si en
ellos causan enfermedad alguna (71). In vitro, se ha observado que los rotavirus son
capaces de unirse a una gran variedad de lineas celulares; sin embargo, infectan
eficientemente solo células epiteliales de origen renal o intestinal y lineas celulares
transformadas derivadas de hueso, pulmén, estdmago e higado (11). La mayoria de los
estudios realizados sobre rotavirus, se realizan en células epiteliales de origen renal o
intestinal. Un ejemplo de ellas son las células epiteliales de rifidn de mono (MA104).
Los rotavirus son capaces de unirse a la superficie celular a 4°C, pero para que el virus
logre entrar a la célula, es necesario una temperatura permisiva de 37°C. Esto permite
distinguir por lo menos dos pasos diferentes durante el inicio de la infeccion por
rotavirus: la union y la entrada. En estudios anteriores se observaron particulas virales
sin genoma, llamadas VLP’s (por virus-like particles), fluorescentes en la superficie
celular después de una incubacion a 4°C, y estas mismas no fueron visibles después
de una incubacién por 30 minutos a 37°C (8). Estas particulas VLP’s fueron obtenidas
por la expresion de las proteinas VP2, VP4, VP6 y VP7 en baculovirus con la proteina

VP2 fusionada a GFP. La entrada de rotavirus en células MA104 parece ser un proceso
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de varios pasos que involucra interacciones de la proteina VP4 y posiblemente VP7

con varias moléculas en la superficie celular (13, 42, 47).

El contacto inicial de algunas cepas de rotavirus con la superficie celular es mediado
por la presencia de AS, ya que el tratamiento de las células con neuraminidasa, una
enzima que corta el AS, evita que estas cepas se unan a la superficie de la célula
impidiendo asi la infeccion. Estas cepas se conocen como sensibles a neuraminidasa.
Por otro lado, se ha observado que la mayoria de las cepas de rotavirus no requieren la
union a AS para infectar células en cultivo y son resistentes a neuraminidasa (42). Sin
embargo, esto no implica que la unién a AS no sea importante in vivo, ya que se ha
demostrado que esta interaccion es necesaria para que exista una infeccion eficiente
tanto in vivo como in vitro (46, 67). Asi, varios glicoconjugados que contienen AS han
sido propuestos como posibles receptores para los rotavirus. Tal es el caso de los
gangliésidos GM3 en el intestino de cerdos recién nacidos, o GM1 en células LLC-MK2
(17). En general el AS se requiere para la union a la superficie de las células huésped .
Particularmente, la cepa aislada del mono rhesus, RRV, se une a receptores celulares

que contienen AS, sensibles a neuraminidasa (44, 46).

Independientemente del tipo de interaccién inicial del virus con la célula y de si es
resistente o no al tratamiento con neuraminidasa, se ha observado que los rotavirus
utilizan a las integrinas avf3, a2p1 y a la proteina de choque térmico 70 (hsc70) como
receptores post-union (29, 68). Adicionalmente, se ha sugerido que durante la

infeccion, pueden estar involucradas las integrinas aXp2 y a4p1 (13, 30). Las integrinas
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son una familia de proteinas heterodiméricas compuestas por una subunidad o y una
subunidad f, que se encuentran en la membrana celular y que participan en las
interacciones de la célula con la matriz extracelular y en las interacciones célula-célula.
La proteina VP4 es responsable de la unidn del virus a la superficie celular y de las
interacciones post-union con las integrinas a2p1, a4p1 y la proteina hsc70. VP7
interacciona con las integrinas aVB3 y aXp2 en pasos posteriores a la unién (29). La
localizacion de los sitios involucrados en interacciones entre las proteinas VP4 y VP7

de rotavirus y la interaccion de éstas con las células se muestra en la figura 3.

La entrada de los rotavirus a la célula se da por un mecanismo no bien conocido. Los
datos sugieren que los rotavirus no entran por endocitosis mediada por clatrina, ni
mediada por caveolas (63). Como otra posibilidad se ha sugerido la penetracion directa
(35); sin embargo, este proceso no se ha descrito. Recientemente se ha descrito que la
entrada de rotavirus probablemente utiliza dominios ricos en colesterol (lipid rafts) y

requiere dinamina (34, 63), sugiriendo un tipo de endocitosis poco caracterizada.

3.5.2 Replicacién de Rotavirus

La mayoria del conocimiento acerca del ciclo replicativo de los rotavirus se ha obtenido
con estudios realizados en células MA104, en las que estos virus se replican muy
eficientemente. Los rotavirus tienen un ciclo de replicacion que se lleva a cabo por
completo en el citoplasma celular. Al penetrar hacia el citoplasma, los rotavirus pierden

la capa externa, quedando como DLP; sin embargo, no se sabe si esta perdida se lleva
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a cabo en la membrana celular o hasta que el virus se encuentra dentro de la célula
(18). La pérdida de la capa externa activa la sintesis de los RNAm virales por medio de
la accion concertada de la transcriptasa viral VP1 y la guanililtransferasa VP3. Estos
RNAm virales salen a través del sistema de canales ubicados en los ejes de simetria
del icosaedro hacia el citoplasma y sirven para sintetizar las proteinas virales y como
templado para sintetizar el RNAdc que constituira el genoma de la progenie viral (Fig.2)
(39). La sintesis del RNAdc viral, el ensamble de los cores y las DLPs ocurre en
inclusiones electrodensas llamadas viroplasmas que se forman en el citoplasma

después de la infeccion (17).

La caracterizacion de particulas subvirales
intracelulares indica que existen 3 tipos de
intermediarios de replicacién (RI) que contienen
RNA viral en las células infectadas: a) el Rl pre-
core (que contiene las proteinas estructurales
VP1, VP3 y RNAm); b) el RI core (que contiene
las proteinas VP1, VP2, VP3, NSP2, NSP5 y
RNAm); y c) el RI de doble capa (que contiene

las proteinas VP1, VP2, VP3, VP6, NSP2, NSP5

y RNAm) (Fig. 4) (23, 58).

Fig. 4. Intermediarios formados durante
la replicacion del genoma de rotavirus.
Tomada de Rotavirus genome
replication: role of the RNA-binding
proteins (58).
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Dentro de los viroplasmas se ensamblan las DLPs, se lleva a cabo la replicacion del

RNA viral y se inicia la morfogénesis de la particula viral. Una vez formadas las DLPs,

interaccionan con la proteina NSP4, la cual tiene al menos un dominio transmembranal.

La proteina NSP4 funciona como receptor intracelular de las particulas de doble capa.

Su interaccion con VP6 y VP4 media la gemacion de DLPs del viroplasma al RE y

adquieren la tercera capa, formada por las proteinas VP4 y VP7 y una bicapa lipidica

transitoria. Ya maduros, los virus son liberados de la célula por lisis (Fig. 5) (17, 18).
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Fig. 5. Principales etapas del ciclo replicativo: la penetracion a
través de la membrana celular, la transcripcion, la traduccion, la
replicacion en viroplasmas, la morfogénesis viral en viroplasmas y
reticulo endoplésmico y la salida de rotavirus por medio de lisis
celular.
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3.5.3 Viroplasmas

Una vez que se acumula una masa critica de proteinas virales sintetizadas de novo en
las células infectadas, se forman viroplasmas y se ha propuesto que es en estas
estructuras donde se ensamblan las particulas con dos capas (formadas por VP1, VP2,
VP3 y VP6) y donde se lleva a cabo la replicacion del RNA viral (17). Los viroplasmas
pueden ser observados en el citoplasma celular por tincion con anticuerpos especificos
contra cualquiera de las proteinas que estan en viroplasmas, y especificamente las
proteinas no estructurales NSP2 y NSP5, ya que estas solas son capaces de formar
viroplasmas (20). En estudios realizados transfectando a los genes que codifican para
las proteinas NSP2 o NSP5 fusionadas a una proteina fluorescente (GFP) y
coinfectando con rotavirus a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 3, se han
observado viroplasmas a partir de las 2 horas post-infeccion (hpi) (16). En el mismo
estudio, se observd que los viroplasmas aumentaron su tamano conforme transcurrio el
tiempo de la infeccion, y debido a que el numero de viroplasmas disminuy6 conforme
transcurrié el tiempo de la infeccion, los autores de este estudio sugirieron que el

aumento de tamaro es por fusion de los viroplasmas iniciales (Fig. 6) (16) .

La distribucion de las proteinas NSP2 y NSP5 dentro del viroplasma es especifica, ya
que la proteina NSP2 se localiza en la parte interna y la proteina NSP5 se localiza en
la parte externa, formando un anillo. En imagenes procesadas en tres dimensiones
(Fig. 7), se observan los viroplasmas como estructuras esféricas (16). En estas

estructuras se encuentran acumuladas, ademas de las proteinas NSP2 y NSP5, otras
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proteinas virales como VP1, VP2, VP3 y VPG, las cuales son necesarias para los pasos

iniciales de la morfogénesis viral.
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Fig. 6. Tamafios y nimeros de viroplasmas por célula.

O Areade viroplasmas. @ Numero de viroplasmas.
Tomada de C. Eichwald 2004 (16).

Fig. 7. Imagen de viroplasmas tomada en
microscopio confocal. Proyeccion Z de
un stack de 7 imégenes. NSP2 en verde y
NSP5 en rojo. Modificada de C.Eichwald
2004 (16).

Recientemente, se ha sugerido la posibilidad de que las particulas que salen de los
viroplasmas como particulas de doble capa, sean transcripcionalmente activas (17). De
estas particulas, algunas migran al RE donde adquieren la tercera capa, mientras que
otras permanecen en el citoplasma y sintetizan nuevos RNAmM que pueden utilizarse
como templado para traduccion o una nueva ronda de replicacion. A este proceso se le

ha llamado “Segundo ciclo de replicaciéon”.
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4 Antecedentes

» El virus es capaz de unirse a la célula a 4 °C y penetrar a 37 °C.

» Elvirus interacciona con diferentes moléculas en la superficie celular.

* Los rotavirus interaccionan con los receptores de una manera secuencial,
probablemente cambiando su estructura y se trasloque en la superficie.

» Durante la replicacion, los rotavirus forman viroplasmas donde se lleva a cabo la
replicacion del RNA viral y el ensamble de la nueva progenie viral hasta DLPs.

* La visualizacion de virus unido a la célula, se ha logrado marcando virus con
moléculas fluorescentes. En estudios anteriores se ha visto que es posible
observar virus como poliomavirus, marcandolo con fluor6foro Oregon green y
colocalizarlo con microtubulos en cortes de células tomadas en microscopio
confocal (25), reovirus conjugado con rodamina B o isotiocianato de fluoresceina
ha sido observado en vesiculas utilizando microscopio de epifluorescencia (24).

* Las VLP’s de rotavirus con la proteina VP2 fusionada a GFP visualizadas en
microscopio confocal, han servido para cuantificar la cantidad de moléculas

marcadas en diferentes estructuras celulares en células vivas (15).
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5 Objetivo General

» Caracterizacion morfolégica de la infeccion por rotavirus.

5.1 Objetivos Particulares

» Estudiar la union del virus a la célula por microscopia.

* Visualizar la formacién de viroplasmas en el citoplasma celular y compararla con

la sintesis de proteinas virales a distintos tiempos de la infeccidn.

» Caracterizacion de la formacion de viroplasmas dependiendo de la multiplicidad

de infeccion.
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6 Materiales y métodos

6.1 Células, virus y anticuerpos

Las células MA104 (epitelio de rifion de mono) se cultivaron en medio Advanced D-
MEM suplementado con 3.0% de suero fetal bovino. La cepa de rotavirus de mono
RRV se obtuvo de H.B. Greenberg, Stanford, California. Anticuerpos policlonales de
conejo anti-NSP2, anti-NSP5 (27) y 474 anti—VP5 (especifico contra la region de los aa
474 a 776 de la proteina VP4 de la cepa RRV); anticuerpos monoclonales de ratén
4B5 (40), Y 255/60 anti-VP6 (28); 4F8 anti—VP7 (especifico contra la proteina VP7 de
la cepa RRV); y HS2 anti-VP4 (53) fueron obtenidos en el laboratorio. El anticuerpo
monoclonal anti-integrina a2 (clona AK7) fue obtenido de Chemicon, anticuerpos
conjugados secundarios de cabra anti-conejo IgG y de cabra anti-raton IgG acoplados
a Alexa 488 y 568, Texas Red-X succinimidil ester y toxina de colera (CTB) acoplada a
Alexa 488 fueron obtenidos de Molecular Probes. Proteina A peroxidasa, y anticuerpo

de cabra anti-conejo acoplado a peroxidasa fueron obtenidos de Zymed.

6.2 Produccion y purificacion de virus

El virus RRV, previamente activado con tripsina a una concentracién de 10 pg/ml, se
crecio en cultivos de células MA104 confluentes. La infeccidon se llevé a cabo con una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 3 unidades formadoras de focos (ffu) por célula, se

incubd a 37°C y se cosecho el lisado aproximadamente 20 hpi. Se le agrego cloruro de
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calcio a una concentracion final 5 mM y bicarbonato de sodio para alcalinizar el medio.
Para purificar el virus, el lisado se centrifugd por 90 minutos a 100,000 g. La pastilla
obtenida se resuspendié en buffer TNC [10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 140 mM NaCl, 10
mM CaCl2], y se homogeneizé con el equipo Polytron, mantenido en hielo. Al la pastilla
homogeneizada se agreg6 un volumen igual de fredn frio para quitar restos celulares.
Se homogeneizo en vortex y se centrifugo a 4,000 g por 5 minutos, seguido de varios
lavados con TNC y se recolect6 el sobrenadante. Al sobrenadante se le agreg6 cloruro
de cesio (CsCl) para obtener una densidad final de 1.36 g/ml, se homogeneizé y
centrifugé a 150,000 g por 18 hrs para formar un gradiente de densidad. Debido a que
las particulas virales tienen diferentes densidades, este gradiente nos permite separar
las TLPs que tienen una densidad de 1.36 g/cm®, de las DLPs que tienen una
densidad de 1.38 g/cm® y las nucleocapsides de 1.44 g/cm® (4). Las TLPs y DLPs se
colectaron por puncion y posteriormente se elimin6 el CsCl, con el que se formé el
gradiente, por un proceso denominado de “desalado”. Para desalar se agregé un
volumen aproximado de 500 pl de TLPs o DLPs en un tubo de ultracentrifuga y se lleno
con PBS Ca** (137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 10 mM NaxHPOg4, 1.7 mM KH2PO4, 0.9 mM
CaCly); se centrifugé a 200,000 g por 30 minutos; se retird el sobrenadante y la pastilla
se resuspendid en PBS Ca®', se centrifugd una vez mas, se resuspendié en un
volumen de 300 ul de PBS Ca?* y se dejé por una noche a 4°C. Posteriormente las
muestras se sonicaron 3 veces por 5 segundos para homogeneizar el virus purificado y

centrifugado.
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6.3 Titulacion de virus

El virus se titulé en células MA104 crecidas en cajas de 96 pozos para cultivo. Las
células se lavaron dos veces con Medio Esencial Minimo (MEM) sin suero. En una caja
dilutora de 96 pozos se hicieron diluciones del virus en MEM sin suero y con éstas se
inocularon las células y se dejo adsorber por 1 hr a 37 °C. El virus no adsorbido fue
retirado y las células se lavaron con MEM 2 veces y se incub6 por 14 hrs a 37°C.
Finalmente se lavaron las células con PBS, se fijaron con acetona al 80% en PBS por
15 minutos y se hizo una inmunotincidn con un anticuerpo policlonal anti-rotavirus por 1
hr. Se lavaron dos veces con PBS y se incubaron con proteina A peroxidasa por 2 hrs.
Se lavaron dos veces con PBS y se les agregd sustrato de peroxidasa, carbazol y
peroxido de hidrégeno filtrado, hasta ver la aparicion de los focos de infeccion. Se lavd
con agua para detener la reaccidon. Las células infectadas fueron contadas en un
microscopio Invertido Nikon Diaphot 300 semi-automatico provisto de una camara
COHU color CCD y software Visiolab 1000 y se determino el titulo viral del lisado, que

es el numero de ffu que hay por ml de lisado.

6.4 Purificacion de anticuerpos

Los anticuerpos policlonales especificos para las proteinas NSP2 y NSP5 fueron
obtenidos y purificados de suero de conejo previamente inmunizados con proteinas
especificas. Para purificarlos, el anticuerpo se clarificé en una columna de fibra de

vidrio y se dializé contra PBS en agitacién a 4 °C por 2 hrs. Después de la didlisis se
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centrifugdé a 16,000 g por 5 minutos y el sobrenadante se dejo en agitacion toda la
noche en cuarto frio con proteina A acoplada a sefarosa. Después de la incubacién, se
centrifugd a 850 g por 2 minutos, el sobrenadante se retird y la proteina A sefarosa con
los anticuerpos unidos se lavo 5 veces con 10 ml de PBS centrifugando a 850 g por 2
minutos. La proteina A sefarosa se colocd en jeringas de insulina, en las que fue
previamente colocado un tapén de papel filtro en el fondo. Los anticuerpos se
extrajeron con acido citrico 100 mM pH 4.52 por la columna y las fracciones se
recolectaron en tubos con 50 pl de Tris pH 8.8 con volumenes de 0.5 ml del filtrado
aproximadamente. Las fracciones que contenian anticuerpo se determinaron por gel y

las fracciones positivas se dializaron nuevamente contra PBS.

6.5 Visualizacion de viroplasmas por inmunofluorescencia

Las células MA104 crecidas sobre cubreobjetos en cajas de 12 6 24 pozos, se lavaron
2 veces con MEM sin suero y se infectaron con virus RRV a la MOI deseada durante 1
hr a 4 °C. Después de la adsorcion, el virus no unido se lavé con MEM sin suero y la
infeccion se dejo proceder durante el tiempo deseado. Posteriormente, las células se
lavaron con PBS, se fijaron con paraformaldehido al 2% en PBS durante 15 minutos,
seguido de otros 4 lavados con solucion de lavado (PBS-50 mM NH4Cl) por 5 minutos.
La membrana celular se permeabilizé con triton X-100 (TX 100) al 0.5% en PBS-1%
BSA-50 mM NH4CI por 15 minutos a temperatura ambiente, seguido de 4 lavados con
solucién de lavado. Después de lavar, se agrego el anticuerpo primario deseado en

PBS-1% BSA-NH4Cl y se incubd durante 1 hr a temperatura ambiente. Después de
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otros 4 lavados con solucion de lavado, se agrego el anticuerpo secundario acoplado
con Alexa 488 o 568 4 pg/ml en PBS-1% BSA-50 mM NH4Cl y se incubd durante 1 hr a
temperatura ambiente. Se lavd 4 veces con solucion de lavado y se montd sobre un
portaobjetos colocando una gota de medio de montaje Fluoprep sobre el portaobjetos,
el cubreobjetos se coloco del lado que presento células encima de la gota de Fluoprep.
Se analizé en microscopio de fluorescencia Axioskop mot plus, Zeiss y software Image

Pro Plus 5.0.2.9 y Adobe Photoshop 7.0.

6.6 Marcaje del virus purificado con Texas Red

Se utilizaron DLPs y TLPs purificadas y desaladas por centrifugacion. Las TLPs, se
activaron previamente con tripsina 1% a una concentracion final de 10ug/ml por 30
minutos a 37°C. Las DLPs se trataron con EDTA 10 mM por una hr para eliminar las
TLPs que pudieran estar presentes. Posteriormente, el pH de las muestras se ajusto a
8.3 con una solucion 100 mM de NaHCO3;. Se prepard una dilucion de Texas Red en
PBS Ca*, se agregd a la muestra con el virus y se incubé por 1 hr a temperatura
ambiente en oscuridad. La reaccion se detuvo con Tris pH 8.8 a una concentracion final
50 mM. Las muestras se protegieron de la luz y se guardaron a 4°C hasta su uso. Para
asegurar que el virus quedé marcado, se observo en el microscopio contrastando con
esferas de latex de 100 nm de diametro acopladas a alexa 488. Las muestras se
titularon como se menciona anteriormente para verificar que no se disminuyo la

infectividad comparandolo con virus control tratado de la misma manera pero sin
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fluoroforo. Para identificar el marcaje de las proteinas virales, éstas se separaron por

electroforesis en poliacrilamida-SDS, y se observaron en un equipo Typhoon Trio.

6.7 Union de virus a la membrana celular

Las células MA104 se crecieron sobre cubreobjetos en cajas de 12 6 24 pozos,
posteriormente se lavaron 2 veces con MEM sin suero y se dejaron bloqueando con
MEM sin suero con 1% BSA a 37°C por 1 hr. Se retir6 la solucion bloqueadora y se
dejo unir el virus (TLPs y DLPs) marcado, previamente centrifugado en PBS Ca*? para
eliminar el fluoréforo libre, diluido en MEM sin suero con 1% BSA por 1 hr a 4°C.
Después de la adsorcion, el virus que no se unio se lavé 4 veces con MEM sin suero
con 0.5% BSA a 4°C y se fijaron con paraformaldehido al 2% en PBS durante 15
minutos, o con etanol absoluto a —20°C por 10 minutos. Una vez fijadas las muestras,
se tineron membranas con toxina de célera acoplada a Alexa 488 en dilucion 1:2000, o
anticuerpo a-integrina alfa-2 (clona AK2) en concentracion 10 pg/ml y anticuerpo
secundario a-raton Alexa 488. Se utilizé también un marcador de lipidos DilC18 en
dilucion 1:75,000, el cual se usé junto con el virus antes de fijar. Se lavaron 4 veces con
solucion de lavado y se montaron sobre portaobjetos como ya se menciond
anteriormente. Las muestras se observaron en microscopio confocal LSM 510 marca
Zeiss y se analizaron mediante el software Image J 1.32] y Adobe Photoshop 7.0. En
estas imagenes se refiere un corte superior a la parte apical de la célula, un corte
medio al centro de la célula mostrando citoplasma y membrana periférica; y proyeccion

al empalme de todos los cortes obtenidos.
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6.8 Seguimiento del virus durante la entrada

Las células MA104 se crecieron sobre cubreobjetos en cajas de 12 6 24 pozos,
posteriormente se lavaron 2 veces con MEM sin suero y se dejaron bloqueando con
MEM sin suero con 1% BSA a 37°C por 1 hr. Se retir6 la solucion bloqueadora y se
dejo unir el virus (TLPs y DLPs) marcado, previamente centrifugado en PBS Ca*? para
eliminar el fluoroforo libre, diluido en MEM sin suero con 1% BSA por 1 hr a 4°C.
Después de la adsorcion, el virus que no se unio se lavé con MEM sin suero con 0.5%
BSA y se dejé proceder la infeccion a 37 °C por 30 minutos. Se lavo 4 veces con MEM
sin suero con 0.5% BSA y se fijaron con paraformaldehido al 2% en PBS durante 15
minutos. Una vez fijadas las muestras, se tiferon membranas con toxina de colera
acoplada a Alexa 488 en dilucion 1:2000. Se lavaron 4 veces con solucion de lavado y
se montaron sobre portaobjetos como se menciond anteriormente. Las muestras se
observaron en microscopio confocal LSM 510 marca Zeiss y se analizaron mediante el

software Image J 1.32j y Adobe Photoshop 7.0.

6.9 Métodos Estadisticos

Para realizar el analisis de los datos obtenidos, se utilizaron herramientas estadisticas

entre las que se incluye el software GraphPad Prism Version 4.0a, Microsoft Excel,

analisis de t-Student e histogramas.
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7 Resultados

7.1 Visualizacion de virus unido a la superficie celular

7.1.1 Ensayos de fluorescencia con anticuerpos contra proteinas estructurales

del virus

Para observar el virus unido a la superficie celular, primeramente se probaron
diferentes anticuerpos contra las proteinas estructurales del virus VP4, VP6 y VP7. Se
utilizaron células MA104 infectadas con la cepa RRV utilizando una MOI de 3.5y
fijadas a 8 hpi. Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia utilizando los anticuerpos
monoclonales 4B5, y 255/60 anti-VP6; 4F8 anti-VP7; HS2 anti-VP4 y 474 anti-VP5.
Los anticuerpos 4B5, 255/60 ambos anti-VP6, HS2 anti-VP4 y 474 anti-VP5,

presentaron una buena sefal en células infectadas (datos no mostrados).

7.1.2 Visualizacion de virus en la superficie por inmunotincién con anticuerpos

Como primer objetivo intentamos visualizar el virus unido a la célula. Para esto, se
utilizaron células MA104 crecidas en cubreobjetos sobre las cuales se dejé unir virus
purificado de la cepa RRV a una MOI aproximada de 100 a 4°C por 90 minutos.
Posteriormente fueron fijadas y se realizdé una inmunotincidn como se describe en
materiales y métodos utilizando los anticuerpos 474 anti-VP5 y HS2 anti-VP4 y

anticuerpos secundarios acoplados a alexa 488. Con las imagenes obtenidas (Fig. 8),
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no fue posible distinguir el virus unido a la célula, debido a que en células control, sin
virus unido, también se presenta una sefal parecida. Debido a esto intentamos

visualizar el virus directamente acoplado al fluoréforo.

RRV y Ab-474 (a-VP5 No infectadas y Ab-474 (a-VP5

RRV y Ab-HS2 (a-VP4) No infectadas y Ab-HS2 (a-VP4)
y

Fig. 8. Prueba de anticuerpos en células crecidas sobre cubreobjetos, infectadas con una
MOI de 100 e incubacion a 4°C, tefiidas para inmunofluorescencia con diferentes anticuerpos.
Anticuerpos 474 y HS2, anti VP5 y VP4, respectivamente. Imagenes tomadas con objetivo 60
X de microscopio de fluorescencia Axioskop mot plus marca Zeiss y software Image Pro.

7.1.3 Marcaje directo de la cepa RRV con fluoréforo

Para visualizar el virus unido a la célula a través de marcaje directo con fluoroforos,
primero tuvimos que probar el nivel de marcaje del virus y su infectividad. Por esta
razon, hicimos pruebas para acoplar cantidades fijas de TLPs purificadas de la cepa

RRV con diferentes cantidades de fluoréforo (76.75ng y 15.25ng por pg de proteina
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viral). Después de marcar el virus, se realiz6é una titulacion en placa de 96 pozos para
comparar la infectividad del virus marcado con el control, virus incubado con DMSO
solamente (diluyente de fluoréforo), y asi asegurar que el virus que teniamos marcado
no habia perdido su infectividad. Se observd que la capacidad de infectar del virus
marcado con 76.75 ng, disminuyé casi al 50% (5.845 x 10°), mientras que el virus
marcado con 15.25 ng mantuvo su infectividad (1.176 x 107) (Tabla 2). Posteriormente,
se realizd una separacion de las proteinas (del virus marcado) por electroforesis en
poliacrilamida-SDS y se revel6 en un equipo de fluorescencia Typhoon para visualizar
las proteinas virales marcadas (Fig. 9). Se observo que el virus marcado con 76.75 ng
de fluoréforo presentaba un marcaje mayor que con 15.25 ng. En este gel, se
observaron las proteinas VP1, VP2, VP5, VP6, VP7 y VP8 marcadas en las muestras
de TLPs y las proteinas VP1, VP2, VP3 y VP6 en las muestras de DLPs. Este virus
marcado con 15.25 ng se dializé contra PBS Ca2+ por 3 hrs y se realiz6 la deteccion
tanto de DLPs como de TLPs con esferas de latex de 100 nm acopladas a alexa 488
las cuales se observaron al microscopio para asegurar que era posible ver dichas

particulas y comparar el tamafo del virus marcado con las esferas (Fig. 10).

Tabla 2
Cantidad de TX Red / pug de Titulo viral Porcentaje de infectividad
proteina
Control DMSO 1.087 x 10’ 100%
76.75 ng 5.845 x 10° 53.77%
15.25 ng 1.176 x 10 108.18%
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Con base en estos resultados se eligio marcar cada microgramo de virus con 15.25 ng

de fluoréforo para futuros ensayos.

Dializadas
DLP’s DLP’s TLP’s TLP’s DLP’s TLP'’s

Cantidad 76.75 15.25 76.75 15.25 76.75 76.75
de fluoréforo ng/ug de proteina viral

Fig. 9. Gel de acrilamida con las proteinas virales marcadas con fluoréforo Texas
Red. Los virus fueron marcados con 76.75ng o 15.25ng de Tx-Red por ug de
proteina vira. Posteriormente fueron separadas por electroforesis en gel de
acrilamida y analizadas en equipo Typhoon Trio de fluorescencia.
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A TLP - Tx-Red TLP — Tx-Red +Latex-488 Ampliacion

B DLP - Tx-Red DLP — Tx-Red + Latex-488 Ampliacion

Fig. 10 Preparaciones en fresco de particulas virales marcadas con 76.75 ng de Texas
Red por pg de proteina viral. A. TLPs marcadas (rojo) y esferas de latex 100 nm (verde).
B. DLPs marcadas (rojo) y esferas de latex 100 nm (verde). Imagenes tomadas con
microscopio confocal Zeiss LSM 510.

7.1.4 Union del virus fluoresceinado a las células

El siguiente paso fue la visualizacion del virus fluoresceinado unido a la superficie de
las células. Para esto utilizamos células MA104 crecidas sobre cubreobjetos, las cuales
fueron lavadas 2 veces con MEM sin suero e incubadas con el virus marcado por 1 hr a
4°C para permitir solo su union. Una vez transcurrido este tiempo, las células se
lavaron, se fijaron y se realizé una inmunotincion con toxina de colera acoplada a Alexa
488, la cual se une con gangliésidos GM1 presentes en la membrana celular. Las
preparaciones se analizaron en microscopio confocal, adquiriendo imagenes de cortes

de aproximadamente 0.5 um. En estas imagenes se pudo observar el virus localizado
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en el mismo plano de la toxina de célera, lo que sugiere que el virus se encuentra en la
membrana de la célula (Fig. 11). De la misma manera se realiz6 el ensayo tifiendo la
membrana con un anticuerpo anti-integrina a2 (AK7), obteniendo el mismo resultado,
en el cual se observé el virus en la membrana de la célula (Fig. 12). Como control
negativo, se utilizaron DLPs marcadas de la misma manera que las TLPs. En estas
preparaciones no se observo la union de las particulas DLPs a la superficie de las

células (Fig. 11y 12).

7.2 Seguimiento del virus en sus primeras etapas de la entrada

De la misma manera que el ensayo para virus marcado unido a la célula, se utilizaron
células MA104 crecidas sobre cubreobjetos incubadas con virus fluoresceinado a 4°C
por 1 hr para permitir sélo la union a la superficie y posteriormente la temperatura se
cambidé a 37°C por 30 minutos para tratar de observar el cambio de localizacion del
virus en la membrana, la cual fue tefiida con toxina de cdlera acoplada a Alexa 488. En
estas pruebas se logré observar que los virus que inicialmente se encuentran
localizados en la membrana (incubacion a 4°C solamente), después de la incubacion a
37°C por 30 minutos no se encuentran localizados en la membrana, lo cual sugiere que

el virus, durante este tiempo de penetra a la célula (Fig. 13).
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A) TLP’s marcdas (rojo) y toxina de colera (CTB) (verde)

1 corte superior TLP’s 1 corte superior TLP’s y CTB Ampliacion

1 corte medio TLP’s 1 corte medio TLP’'s y CTB Ampliacion

Proyeccion TLP’s Proyeccion TLP’'s y CTB

Ampliacion

4. .

B) DLP’s marcadas (rojo) toxina de célera (CTB) (verde)
1 corte medio DLP’s y CTB 1 corte superior DLP’s y CTB Ampliacion

Fig. 11. Observacion de particulas virales marcadas con fluoréforo Texas-Red, unidas a células
crecidas sobre cubreobjetos. Virus marcado incubado a 4°C, y tincion para inmunofluorescencia. A.
TLP’s marcadas (rojo) y toxina de colera (CTB) (verde). B. DLP’s marcadas (rojo) y CTB (verde).
Imagenes tomadas en cortes de aproximadamente 0.5 pm de espesor, con microscopio confocal
Zeiss LSM 510. Las flechas sefialan TLPs marcadas.
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A) TLP’s marcadas (rojo) e integrina alfa-2 (verde)
Solo TLP’s proyeccion 1 corte Ampliacion

B) DLP’s marcadas (rojo) e integrina alfa-2 (verde)
Sélo DLP’s proyeccion 1 corte

Fig. 12. Observacion de particulas virales marcadas con fluoroforo Texas-Red, unidas a células

crecidas sobre cubreobjetos. Virus marcado incubado a 4°C, y tincion para inmunofluorescencia. A.
TLP’s marcadas (rojo) e integrina alfa-2 (verde). B. DLP’s marcadas (rojo) e integrina alfa-2 (verde).

Imagenes tomadas en cortes de aproximadamente 0.5 pm de espesor, con microscopio confocal
Zeiss LSM 510. Las flechas sefialan TLPs marcadas.
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A) RRV - TX-Red (rojo) unido a 4°C y toxina de colera (verde)
1 corte medio Proyeccion

B) RRV - TX-Red (rojo) 30 minutos a 37°C y toxina de colera (verde)
1 corte medio Proyeccion

4.

Fig. 13. Observacién de particulas virales marcadas con fluoréforo Texas-Red, en células
crecidas sobre cubreobjetos y tefiidas para inmunofluorescencia. Comparacion de la
ubicacion del virus sélo unido a 4°C o posterior entrada por 30 min a 37°C. A) TLP’s unidas
a la célula a 4°C por 1hr. B) TLP’s unidas a la célula a 4°C por 1 hr y 30 min a 37°C. Verde
toxina de codlera. Rojo: TLP’s. Imagenes tomadas en cortes de aproximadamente 0.5 um de
espesor, con microscopio confocal Zeiss LSM 510. Las flechas sefalan TLPs marcadas.
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7.3 Caracterizacion de anticuerpos contra proteinas especificas de viroplasmas

Como se habia descrito anteriormente, los viroplasmas pueden ser observados en el
citoplasma por tincion con anticuerpos especificos contra las proteinas no estructurales
NSP2 y NSP5. Debido a que uno de nuestros objetivos de estudio son los viroplasmas,
decidimos probar los anticuerpos existentes en el laboratorio contra las proteinas no
estructurales NSP2 y NSP5, las cuales son especificas de viroplasmas, y asi evaluar
su eficiencia en ensayos de inmunofluorescencia. Las tinciones fueron realizadas en
cultivos de células MA104 infectadas con la cepa RRV a 8 hpi. Los anticuerpos a-NSP2
y a-NSP5 dieron sefal a diluciones de 1:100 hasta 1:600 y el anticuerpo a-conejo
Alexa 488 y 568 en diluciones 1:200 hasta 1:600. La mejor sefal la presentd el
anticuerpo a-NSP2 (Fig. 14). Con estos resultados, se concluyo utilizar el anticuerpo a-
NSP2 en dilucion 1:200 (1.15 pg/ml) y el anticuerpo a—conejo Alexa 488 en dilucion
1:500 (4 pg/ml), debido a que en células infectadas y tefiidas en estas condiciones, se
logré ver claramente los viroplasmas, mientras que en células control, no infectadas, no

se observo senal.
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A) a-NSP5
Células infectadas

B) a-NSP2
Células infectadas

Células no infectadas

Células no infectadas

Fig. 14. Anticuerpos especificos para NSP2 y NSP5 que reconocen viroplasmas. Células
crecidas sobre cubreobjetos, infectadas o no con virus RRV con una MOI de 10 e incubacién por
8 hrs, fueron tefidas con los diferentes anticuerpos. A) Utilizando anticuerpo a-NSP5. B)

Utilizando anticuerpo a-NSP2.
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7.4 Caracterizacion de la cinética de formacién de viroplasmas en células MA104

infectadas con la cepa RRV.

Para caracterizar la cinética que sigue la formacioén de viroplasmas en el citoplasma
celular, células MA104 crecidas sobre cubreobjetos fueron infectadas con la cepa RRV
a una MOl de 0.1, 0.5, 2.5 y 10 y fijadas a distintos tiempos post-infeccién (2, 4,6y 8
hrs). Los viroplasmas fueron detectados con anticuerpo anti-NSP2. En total, para cada
condicion (4 diferentes MOl y 4 tiempos diferentes), se analizaron 400 células (Fig. 15).
Se observé en cada MOI que el numero de viroplasmas por célula aument6 con el
tiempo post-infeccion (Fig. 16). También se ha observado que con el aumento de la
MOI el numero de viroplasmas por célula se aumenta a los distintos tiempos post-
infeccion. En estas graficas, la pendiente de la recta obtenida corresponde a la
velocidad con que aumenta el numero de viroplasmas respecto al tiempo. Observando
el aumento que existe entre un tiempo y otro en una misma MOI (Fig. 17), se encontrd
que en las MOI's 0.1, 0.5 y 10, se observd un aumento considerable de las 4 a las 6
hpi, con excepcion de la MOI 2.5, mientras que entre otros puntos del experimento no
se observo este aumento. Estos datos sugieren que entre las 4 y las 6 hpi se podria
iniciar un segundo ciclo de replicacion.

Se realizé un analisis estadistico de t-Student , en el cual se compararon los promedios
de cada multiplicidad a los diferentes tiempos y cada tiempo a las diferentes
multiplicidades obteniendo que los promedios son significativamente diferentes, con un

nivel de 95% de confianza (p<0.05), asegurando asi que existe diferencia entre las
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diferentes MOI utilizadas, y entre los diferentes tiempos estudiados dentro de una

misma MOI.
2 hrs 4 hrs 6 hrs 8 hrs
MOI 0.1
MOI 0.5
MOI 2.5

MOI 10

Fig. 15. Visualizacién de viroplasmas producidos durante una infeccion con rotavirus de la cepa RRV, tefiidos
con anticuerpos contra la proteina NSP2 a los diferentes tiempos y MOI descritos. Imégenes tomadas cor
objetivo 60X del microscopio de fluorescencia Axioskop mot plus marca Zeissy software Image Pro.
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Fig. 16. Promedio y error estandar medio (SEM) de viroplasmas por célula a cada tiempo post:
infeccion analizado en las diferentes MOI utilizadas. Se analizaron 400 células infectadas en cadz

condicién en minimo 4 diferentes experimentos.

Diferencias entre promedios de viroplasmas

Unidades de aumento
O Rr N WA O N O O

Oaz2 2a4 4a6 6a8
Intervalos de tiempo

|——wmoi 01 MOI 0.5 MOI 2.5 MOl 10|

Fig. 17. Diferencias entre los promedios de viroplasmas de cada MOI durante la infeccion. En la
grafica se muestra el aumento que existe de las 0 a las 2 hrs, de las 2 a las 4 hrs y asi

sucesivamente en cada MOI utilizada.
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Para corroborar que el aumento de viroplasmas es concomitante con la sintesis de
proteina, células MA104 crecidas en cajas de 24 pozos fueron infectadas con las
mismas MOI's y cosechadas a los tiempos anteriormente descritos. La cantidad de
proteina NSP2 se detectd por inmunotincion (Fig. 18 A). Se observé que el aumento en
la cantidad y tamafo de los viroplasmas, corresponde al aumento de la proteina NSP2
detectada. Ademas se observo, realizando un analisis de densitometria (Fig 18 B), que

el aumento de proteina viral se dié en mayor proporcidn a partir de las 4 hpi.

Produccion de proteina NSP2
A

TO T2 T4 T6 T8
0.1 0.5 25 10/0.10.5 25 10 |0.1 0.5 25 10 |0.1 0.5 2510 (0.1 0.5 2510

Densidad optica relativa
N
o
o

150 —
100 —
50 >
0 - . —o
2h 4h 6h 8h
Tiempo
——MOI 0.1 MOI 0.5 MOI 2.5 MOI 10

Fig. 18. A. Western Blot de proteina viral, revelado con anticuerpo contra la proteina
NSP2, donde se observa que la cantidad de proteina NSP2 producida por el virus con
diferentes MOI, aumenta con el tiempo post infeccion. B. Densidad éptica de la proteina
NSP2. La densidad de la proteina NSP2 se obtuvo a partir del western blot (A) analizado
con el software Image Pro.
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7.4.1 Analisis de la distribucién de viroplasmas por célula

Para poder analizar la cinética de formacién de viroplasmas por célula de una manera
mas detallada, los datos se dividieron en clases de acuerdo a métodos estadisticos
establecidos (21), quedando cada clase con el numero de viroplasmas por célula en
incrementos de 3 (Fig. 19). Se compararon las diferentes MOI utilizadas en cada
tiempo con su distribucion de Poisson. Independientemente de la MOI, se observé que
la curva se desplaza a la derecha conforme aumenta el tiempo post-infeccion, teniendo
las células cada vez mayor cantidad de viroplasmas. Comparando las graficas
obtenidas (Fig. 19) con la distribucion de Poisson (Fig. 20), la cual se utiliza para
describir la distribucidén de virus por célula en una infeccion viral tedrica, encontramos
que para las MOl de 0.1 y 0.5, a 2 hpi se observo una distribucion muy similar a su
distribucion de Poisson. Para la MOI de 2.5 se observo una distribucion similar a su
distribucion de Poisson a 4 hpi. Para la MOI de 10, se presentd una distribucion de
Poisson hasta las 6 hpi. Estos datos confirman que la cantidad de células que
presentan mayor numero de viroplasmas es mayor en infecciones con MOl mas altas,
ademas de que el numero de viroplasmas por célula también es mayor a tiempos
largos y MOI altas. La distribucion de viroplasmas en células a tiempo corto (2 hrs) se
parece a la infeccion tedrica con pocos virus (MOl de 0.1 y 0.5), mientras que alas 4 y
6 hrs estos se parecieron a la infeccidn con varias particulas virales (MOl de 2.5y 10),

sugiriendo que se necesita tiempo para la produccion de los viroplasmas esperados.
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Fig. 19. Porcentaje de células con determinado nimero de viroplasmas acumulados por grupos

de 3 en 3 para cada tiempo.
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Fig. 20. Datos estadisticos tedricos del porcentaje de células que
recibiran determinado numero de virus en una infeccién viral normal
segun la distribucion de Poisson.
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7.5 Analisis de los tamainos de viroplasmas

Durante el analisis de numero de viroplasmas, se observo, no solamente el aumento en
el numero de viroplasmas, sino también, un aumento en el tamafo de los mismos. Para
comprobar esta observacion, se realizé un analisis de los tamafnos de viroplasmas en
aproximadamente 360 células para cada MOI y tiempo, utilizando el software Image J
ver.1.32j. Los datos obtenidos fueron agrupados en 3 grupos seleccionados
arbitrariamente dependiendo de su tamano, primeramente observado a simple vista y
posteriormente se hizo una estimacion del tamafo aproximado mediante el software y
se denomind viroplasmas “chicos” aquellos entre 0.4 y 3.3 um?, viroplasmas
“medianos” entre 3.3 y 6.9 um? y viroplasmas “grandes” entre 6.9 y 19.9 um? (Fig.21).
En la figura 22 podemos observar que la proporcién de viroplasmas “chicos” disminuyo
conforme aumento el tiempo post-infeccion, sin embargo, el numero total de ellos
continu6 aumentando en MOI 0.1 y 0.5. Por el contrario, la proporcion de los
viroplasmas “grandes” aument6 conforme aumenté el tiempo post-infeccion. Ademas,
se observo que el numero de viroplasmas “chicos” en la MOI 2.5y 10, de 6 a 8 hrs, no
aumentdé como sucede en las otras MOI, por el contrario, disminuyo; esto puede

deberse a una saturacion de la maquinaria de replicacion o traduccién.
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a) No infectadas

b) Viroplasmas chicos

c) Viroplasmas Medianos y
grandes

Fig. 21. Comparacion de tamarios de viroplasmas. Viroplasmas tefidos con anticuerpo anti NSP2.
a) Células no infectadas. b) Células infectadas con MOI 0.5 a 2 hpi, visualizacién de viroplasmas
“chicos”. c) Células infectadas con MOI 10 a 8 hpi, visualizacién de viroplasmas “medianos” y
“grandes”. Las flechas indican los viroplasmas chicos (C), Medianos (M) y grandes (G).
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90,0% — 90,0%
w 80,0% 1— — o 80,0% ]
@ a . —
E 70,0% | £ 70,0% 1+ E
%_ 60,0% 1 DOChicos ﬁ 60,0% 1 O Chicos
£ 50.0% 1 Emedianos 8 50,0% 1 B medianos
; 40,0% +—| Ograndes S 40,0% 1 Ograndes
E 30,0% 1 3 30,0% 1
S 20,00 S 20.0% 1]
10,0% +— 10,0% +—
2 4 6 8 2 4 6 8
Tiempo (hrs) Tiempo (hrs)
Chicos 496 1024 1493 2438 Chicos 737 1319 2523 4313
medianos 46 75 367 396 medianos 105 88 746 768
lgrandes 29 28 239 267 [grandes 26 64 415 503
Total 571 1127 2099 3101 Totales 868 1471 3684 5584
Tamafio de viroplasmas MOI 2.5 Tamafio de viroplasmas MOI 10
100,0%
100,0%
90,0% 90,0% +— 1
9 80,0% 1= — ¢ 80,0% 1
E 70,0% {— E 70,0% 1—| —
£ 600% 1 — O Chicos £ 600% 1 OChicos
O 50,0% 1 B medianos 0 50,0% 1— @ medianos
E 40,0% +— Ograndes s 40,0% +— _i DOgrandes
T 30,0% 1 % 30,0% +—
S 20,0% 1 E S 20,00 {] E
10,0% 10,0% 1—
0.0 7_-:,_ﬁJ:|_ﬁ 0.0% ,LLJ]:
2 4 6 8 2 4 6 8
Tiempo (hrs) Tiempo (hrs)
Chicos 1062 2405 3009 3916 Chicos 1425 1993 3626 3371
medianos 84 480 1318 1719 medianos 75 318 1125 2048
grandes 39 204 620 1338 [grandes 54 210 697 2128
Totales 1185 3089 4947 6973 Totales 1554 2521 5448 7547

Fig. 22. Tamafio de viroplasmas con respecto a cada multiplicidad y tiempo utilizados. Los datos er
las graficas, corresponden a los porcentajes de viroplasmas de cada tamafio y los datos en las
tablas corresponden a los nimeros reales de viroblasmas.
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7.6 Visualizacion de viroplasmas a tiempos cortos

Para tratar de determinar el tiempo en que comienza la sintesis de las proteinas no
estructurales NSP2 y NSP5, se utilizaron células confluentes, crecidas sobre
cubreobjetos, infectadas con la cepa RRV (MOI 15 y 100) a tiempos mas cortos, de 15,
30, 60 y 90 minutos post infeccién. Debido a la fluorescencia que presenta el fondo
celular, y la poca cantidad de proteina sintetizada a esos tiempos, no fue posible
encontrar resultados confiables que permitan la identificacion adecuada de los

viroplasmas que pudieran estar formados a esos tiempos (datos no mostrados).

7.7 Visualizacién de viroplasmas y virus marcado

Una vez establecidas las condiciones para marcar el virus y observarlo unido a la
superficie y dentro de las células, ademas de la metodologia para visualizar
viroplasmas, se realizé un experimento utilizando células confluentes crecidas sobre
cubreobjetos infectadas con TLPs de la cepa RRV (MOI 1) marcadas previamente con
el fluoréforo Texas-Red. La infeccion se dejo proceder por 4 hrs. Posteriormente las
células se fijaron y los viroplasmas se detectaron como se describioé anteriormente. Las
preparaciones se montaron y se observaron al microscopio confocal. En estas
imagenes se logrd observar los viroplasmas formados (verde), y las particulas virales
(rojo) en algunos de los cortes realizados (Fig. 23). Se pudo observar que la formacion
de viroplasmas parece no ser alrededor de la particula viral sino dispersos en el

citoplasma. Como control se utilizé la cepa RRV sin marca, con el cual se infectaron las
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células de la misma manera y en las imagenes podemos observar la formacion de

viroplasmas (verde), pero no la presencia de la particula viral roja.

A) Virus marcado y viroplasmas (1 corte) B) Virus marcado y viroplasmas (proyec)

C) Contraste de fase de célula infectada D) Virus sin marcar y Viroplasmas (proyec)

Fig. 23. Observacion de viroplasmas formados 4 hpi en células crecidas sobre
cubreobjetos y tefidas para inmunofluorescencia. A y B) Viroplasmas (verde) formados
a partir de una infeccidn con virus RRV marcado con Texas-Red y visualizacion de este
virus marcado (rojo). C) Contraste de fases de la célula infectada con virus marcado. D)
Observacion de viroplasmas (verde) formados con virus RRV sin marcar. Imagenes
tomadas en cortes de aproximadamente 0.5 pm de espesor, con microscopio confocal
Zeiss LSM 510. Las flechas sefalan TLPs marcadas.
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8 Discusion

Los rotavirus tienen un ciclo replicativo que involucra varias etapas: la unién, entrada,
transcripcion, traduccion, ensamble y liberacion. Durante la union y entrada, el virus
interacciona con varias moléculas presentes en la superficie de las células huésped y
se pueden distinguir ambas etapas por cambios en la temperatura de incubacién, ya
que el virus es capaz de unirse a las células si se encuentra a 4°C, y presentarse la
entrada a la célula preferentemente a 37°C. Las etapas de transcripcion, traduccion y
ensamble se llevan por completo en el citoplasma celular, involucrandose en estos
procesos al menos 2 estructuras, una estructura formada por las proteinas virales
recién sintetizadas llamados viroplasmas y la segunda el RE de la célula huésped,
donde se lleva a cabo el ensamble final de las particulas virales, las cuales son
liberadas finalmente de la célula por lisis. Este trabajo se llevo a cabo con rotavirus de
la cepa RRV y células MA104, las cuales son susceptibles a la infeccidn por rotavirus y
han servido de modelo para la investigacion del ciclo replicativo de estos virus. Se
propuso caracterizar la union del virus a sus células huésped y la formacién de los

viroplasmas.

En el estudio de la unién del virus a la célula, se propuso observar por microscopia el
virus unido a la célula y colocalizarlo con estructuras de membrana, y se planted la
posibilidad de observar el virus después de una incubacién permisible para la entrada

del virus a la célula.
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Dentro del estudio de formacion de viroplasmas, se intento definir el tiempo transcurrido
post infeccién al cual los viroplasmas pudieran ser observados por microscopia de
fluorescencia; caracterizar la formacion de los viroplasmas a lo largo de la infeccion,
considerando el numero promedio de viroplasmas que se pueden observar por célula a
diferentes multiplicidades de infeccion y a diferentes tiempos post infeccidn.
Posteriormente, se evalud el tamafo de los viroplasmas observados a las diferentes
multiplicidades de infeccién y a los distintos tiempos evaluados anteriormente.
Finalmente se intentd colocalizar los viroplasmas formados durante la infeccidén con los

virus entrantes.

En el estudio de la union del virus a la célula se intentd la observacion de las particulas
virales unidas a la membrana celular por inmunofluorescencia utilizando anticuerpos
contra las proteinas de la capa externa de rotavirus VP4 y VP7. Sin embargo, no fue
posible identificar particulas virales mediante la tincidn de estas proteinas. En estudios
anteriores, se reportd que es posible ver VLP’s de rotavirus marcadas con GFP en la
superficie de las células (8). Estas VLP’s son particulas que contienen unicamente las
proteinas VP2, VP6, VP4 y VP7 y la proteina VP2 se encuentra fusionada con GFP. En
otros estudios realizados con virus como poliomavirus marcado con fluoréforo Oregon
green se ha visto que es posible colocalizarlo en microtubulos en cortes de células (25),
y con reovirus, conjugado con rodamina B o isotiocianato de fluoresceina ha sido
observado en vesiculas utilizando microscopia de epifluorescencia (24). Dado que es
posible marcar virus directamente y conservar su infectividad, intentamos marcar al

virus de la cepa RRV de rotavirus con fluoréforo Texas-Red. Este marcaje se llevd a
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cabo con éxito, obteniendo virus marcado el cual se pudo visualizar en el microscopio y
conservo su infectividad. Con este virus marcado, se logré hacer una observacion del
virus unido a la membrana celular, observandolo en el mismo plano que los
marcadores de membrana GM1 e integrina a2f1. El virus marcado parecio entrar a la
célula después de la incubacion por 30 minutos a la temperatura permisiva de 37°C.
Estos datos estan de acuerdo con el tiempo de entrada de la cepa RRV a la célula

huésped.

La caracterizacion de los viroplasmas se realizé utilizando cultivos de células MA104,
crecidas sobre cubreobjetos, infectadas con rotavirus de la cepa RRV. La observacion
de los viroplasmas fue posible por inmunofluorescencia con anticuerpos contra la
proteina NSP2 y anticuerpos secundarios acoplados a Alexa 488 o 568. Se logro
observar que la cantidad de viroplasmas depende de la MOI utilizada, ya que a mayor
MOI es mayor el numero de viroplasmas por célula, obteniendo 1.6 viroplasmas en
promedio por célula a 2 hpi con una MOI de 0.1 y 4.2 viroplasmas en promedio con una
MOI de 10. Asi mismo, se observo que con una misma MOI, el numero de viroplasmas
aumenta conforme transcurre el tiempo de la infeccion, obteniendo 4.2 viroplasmas en
promedio por célula a 2 hpi y 20.9 viroplasmas en promedio a 8 hpi, ambas con una
MOI de 10. Esta observacion correlaciona con el aumento total de la proteina
sintetizada a lo largo de la infeccion.

En otros estudios se ha observado que durante el tiempo de la infeccion disminuye el
numero de viroplasmas y aumenta su tamafio (16). Los autores de este trabajo

proponen que la disminucion en numero es por fusion de los viroplasmas iniciales.
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Estos estudios se realizaron transfectando los genes que codifican para las proteinas
NSP2 o NSP5 independientemente, fusionadas a una proteina fluorescente (GFP) y
coinfectando con rotavirus a una MOI de 3 (16). Durante ese estudio, la proteina
fusionada a GFP se encontraba presente en las células antes de la infeccion, y esto
podria causar los diferentes resultados. Esta observacion puede deberse a que no se
detectan las proteinas virales sintetizadas de novo, solo se observa la proteina
sintetizada con GFP a partir de la transfeccidn previa a la infeccion, ya que al tener el
plasmido pVP16, el cual produce RNAmM con una secuencia Poli-A, la traduccién del
RNAmM producido a partir de este plasmido va a ser inhibida por la infeccion con
rotavirus, como sucede para la mayoria de proteinas celulares y no sera posible
sintetizar nueva proteina con GFP.

En el analisis del tamafo de los viroplasmas, se observd que los viroplasmas no solo
aumentan en numero conforme transcurre la infeccion, si no que ademas aumenta su
tamafo y es mayor conforme aumenta la MOI utilizada. Ademas, estas observaciones
indican que se sigue produciendo proteina viral capaz de formar nuevos viroplasmas.
Estos resultados coinciden parcialmente con el trabajo antes mencionado, respecto a
que en ambos se observa que el tamafo de los viroplasmas aumenta con el tiempo de
la infeccion, sin embargo, no observan la formacion de viroplasmas chicos. Esta

observacion puede ser causada por la misma razon anteriormente descrita.

Utilizando el virus marcado con el fluoréforo Texas-Red, se realizé una infeccion de 4
hrs, después de la cual se detectaron los viroplasmas con a-NSP2. En estas imagenes

se puede observar que la relacion de particulas virales presentes en las células, no

59



esta en relacion 1 a 1 con respecto a los viroplasmas presentes. Tampoco los virus
colocalizan con los viroplasmas producidos, lo cual sugiere que los viroplasmas no se
forman alrededor de la DLP con la cual se infectd la célula. A favor de esto es también
la observacién de que, aunque se realice una infeccion con MOI bajas (0.1 0 0.5), a
tiempos cortos (2 y 4 hrs), se observan en promedio mas de un viroplasma por célula.
Esto sugiere nuevamente la formacion de viroplasmas independientemente de la
particula viral que infecto la célula, ya que se esperaria solo un viroplasma por célula
en el 95.1% de las células infectadas (9.52% de la poblacién total de células) con una

MOl de 0.1.

Todavia no se conoce qué sefales dirigen la organizacion de los viroplasmas, o el sitio

en el citoplasma donde se van a formar, pero al parecer, los viroplasmas no se forman

alrededor de las DLPs.
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9 Conclusiones

Se logré marcar el virus con moléculas fluorescentes y se mantuvo su infectividad. Fue
posible la identificacién de las proteinas que fueron marcadas, asi mismo, estos virus
fueron visibles en el microscopio y se logré colocalizarlos con estructuras de
membrana.

No fue posible hacer el seguimiento del virus durante la entrada, sin embargo, se logro
observar este virus marcado en el interior de las células.

El numero de viroplasmas aumenta durante toda la infeccién independientemente de la
MOI utilizada, y el numero de viroplasmas por célula es menor en MOI’s bajas y mayor
en MOI’s altas, existiendo diferencia significativa en el numero de viroplasmas entre
todas las MOI estudiadas.

El numero de viroplasmas chicos aumenta durante el tiempo de la infeccion, sin
embargo disminuye su proporciéon; y a MOI altas (2.5 y 10) y tiempos de infeccion
largos (8 hrs), disminuye también su numero total. Por el contrario, el numero de
viroplasmas “grandes”, aumenta durante toda la infeccion. Estos viroplasmas “grandes”
parecen ser producto de la acumulacion de proteina en los viroplasmas iniciales.

El conjunto de estas observaciones, sugiere que se satura la maquinaria de replicacion,
lo cual correlaciona con el hecho de que, en el western blot contra la proteina NSP2, se
observa que ésta aumenta de acuerdo a la MOl y el tiempo, pero a 8 hrs parece haber
la misma cantidad de proteina a MOI 2.5 y MOI 10, llegando a un punto de saturacion
el cual se alcanza a tiempos mas cortos con MOI altas y a tiempos mas largos con MOI

bajas.
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Los viroplasmas parecen no formarse alrededor de las DLPs, ya que aun en células
infectadas con una sola particula viral (MOI 0.1) se observa la formacion de mas de un
viroplasma a tiempos tempranos (2 y 4 hrs). Ademas, infectando con virus marcado se
puede observar que la relacion de particulas virales presentes en las células y los

viroplasmas, no esta en relacién 1 a 1 y estos no colocalizan.

10 Perspectivas

Teniendo el virus marcado fluorescente, es posible realizar otro tipo de estudios como
pudiera ser el seguimiento de un virus en una infeccion in vivo. El hecho de contar con
este virus completo y marcado abre varias posibilidades para su estudio, en especial
mediante el uso de la microscopia, lo cual nos puede aportar gran cantidad de
informacion respecto a las primeras etapas de la interaccién del virus con su célula
huésped y probablemente se podria llegar a definir el momento en que el virus pierde

Su capa externa.
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