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Resumen

En este trabajo se propone una estrategia para incorporar proteinas VP4
heterdlogas dentro de particulas maduras de rotavirus. La proteina VP4 heterdloga
proviene de una cepa de rotavirus diferente a la cepa aceptora, y el gene que la
codifica esta clonado en un vector de expresién compatible con el sistema de
expresion de vaccinia recombinante. Células MA104 son infectadas con vaccinia
recombinante y transfectadas con el plasmido que acarrea el gene de VP4
heterdlogo; al cabo de unas horas se expresa la proteina VP4 y las células son
infectadas con la cepa aceptora de rotavirus, con la intencién de que durante el
ciclo de infeccidon de rotavirus, al ser ensambladas las particulas, las proteinas
VP4 heterdlogas se incorporen dentro de las particulas virales infecciosas de la
progenie, dando lugar a mezclas fenotipicas. Se obtuvieron evidencias que
sugieren la presencia de la proteina VP4 heterdloga dentro de particulas
infecciosas de |a progenie, utilizando ensayos de neutralizacion de la infeccién con
anticuerpos monoclonales especificos y ensayos de sensibilidad a heuraminidasa.
Ademas, los resultados con ensayos de rescate de mutantes termosensibles en
VP4 demuestran que es posible obtener particulas de rotavirus que contengan una

proteina heterdloga expresada a partir de un gene clonado.



INTRODUCCION

Los rotavirus son un agente etiolégico de gastroenteritis y se han asociado
principaimente al desarrollo de diarreas severas en recién nacidos y jovenes, tanto
humanos como animales, en todo el mundo. Los efectos causadas por la infeccién de
rotavirus son mé&s evidentes en paises menos desarrollados donde llegan a constituir
una causa importante de mortalidad entre la poblacién infantil (Guerrant et al, 1990).
Los rotavirus constituyen un género dentro de la familia Reoviridae. Las particulas
virales maduras miden aproximadamente 75 nm de diametro, estan estructuradas por
tres capas concéntricas de proteina con simetria icosahédrica y no tienen una bicapa
de lipidos. El genoma consiste de 11 segmentos de RNA de doble cadena (dsRNA),

donde cada segmento codifica al menos para una proteina (Estes et al, 1996).

Clasificacion

De acuerdc a sus caracteristicas inmunolégicas los rotavirus se clasifican en
grupos, subgrupos y serotipos. Dentro de cada grupo se incluyen virus que comparten
antigenos responsables de reaccion cruzada, detectables por pruebas seroldgicas
como inmunofluorescencia, ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA) e
inmunomicroscopia electrénica. Asimismo, virus de diferentes grupos comparten
caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas, pero no cruzan inmunoldgicamente en las
pruebas antes mencionadas.

Se han descrito seis grupos de rotavirus (A al F). Los grupos A, B y C incluyen
rotavirus aislados tanto de humanos como de animales, mientras que los grupos, D, Ey
F incluyen sélo rotavirus aislados de animales. Los rotavirus del grupo A han sido mas
estudiados, en buena medida, porque se cuenta con cepas adaptadas a crecer en
condiciones de laboratorio y en general atraen mayor interés por su importancia
meédica ya que infectan a humanos, y animales de importancia econdmica, como

bovinos, cerdos, caballos, etc.




La proteina VP6 contiene un epitope que es el principal determinante de la
reactividad antigénica del grupo A. Ademds, esta proteina tiene otro epitope
caracteristico de subgrupo que se utiliza para clasificar los rotavirus del grupo A en los
subgupos | y I (Kapikian et al, 1996).

De acuerdo al nivel de reactividad que manifiesta cada cepa al someterse a un
ensayo de neutralizacion, utilizando sueros hiperinmunes heterdiogos (producidos
contra cepas diferentes ala ensayada) y homoélogos (producido contra la misma cepa),
se ha clasificado a los rotavirus en serotipos flamados G y P basados en la reactividad
de las proteinas de superficie VP7 y VP4, respectivamente (Estes, 1996; Kapikian et al,
1996).

Proteinas virales

El peso molecular de las proteinas codificadas por el genoma de los rotavirus
varia de 20 a 125 KDa. De las 12 proteinas virales (el segmento 11 de RNA codifica
para 2 proteinas), seis estan presentes en el virion maduro y se denominan VP de
acuerdo a las siglas en inglés “viral protein”. Las proteinas VP1, VP2 y VP3 forman
parte del core, mientras que VP6 forma la capa intermedia. VP4 y VP7 forman la capa
extemna del virus. Las 6 proteinas restantes no son estructurales y se denominan NSP1
a NSP6, por las siglas en ingles para “non structural protein”. Estas proteinas estan
involucradas en los procesos de replicaciéon y maduracion viral (Mattion ef af, 1994).

El conocimiento de la estructura y funcion de las proteinas de la capa externa,
asi como el estudio de sus interacciones dentro del virus, es fundamental para
entender los mecanismos basicos de reconocimiento, activacién y penetraciéon a la
célula huésped. Esto nos ofrece, ademas, nuevas alternativas para el disefio de
estrategias para prevenir la infeccion por estos virus.

La proteina VP4 es codificada por el segmento gendmico nimero 4. En la
mayoria de cepas aisladas de origen humano, VP4 contiene 775 aminoacidos. En las
cepas de origen animal VP4 tiene 776 (Estes, 1996). El peso molecular promedio de
VP4 es de 88 KDa y representa el 1.5% de la masa del virus. La proteina VP4 se
encuentra en forma de dimeros, los cuales constituyen cada una de las 60 espiculas

caracteristicas de la superficie viral (Prasad et a/, 1990).



Ademés de su contribucion como componente estructural de la particula viral, la
proteina VP4 tiene caracteristicas funcionales esenciales para los rotavirus (ver
adelante). En presencia de tripsina, VP4 es cortada especificamente en los residuos
231, 241 y 247, dando lugar a los polipéptidos VP5 (extremo COOH) y VP8 {extremo
NH;). Estos cortes producen un incremento de hasta mil veces en la infectividad dei
virus.

La proteina VP7, de 326 aa, esta glicosilada y forma [a capa de proteina mas
externa del virus, a partir de la cual se proyectan las espiculas de VP4. La funcién de
VP7 en la entrada del virus no es clara, pero podria estar involucrada en interaccionar
con receptores virales en alglin paso posterior a ia unién inicial del virus a la superficie
celular.

Ciclo de Replicacién de los Rotavirus

Et ciclo replicativo de! virus puede ser dividida para su estudio en: unién a la
célula, penetracion, transcripcion, replicacion, ensamble y liberacion.

Sélo particulas con las tres capas protéicas, y que contengan VP4, son capaces
de unirse a la célula huésped. Cada vez hay mas evidencias que indican que el pegado
de rotavirus ocurre via VP4, aungue el proceso de entrada podria involucrar la funcién
tanto de VP4 como de VP7.

Las cepas de rotavirus de origen humano y de origen animal difieren en sus
requerimientos para unirse y penetrar a células MA104 en cultivo. Esta linea celular
derivada de epitelio renal de mono Rhesus, es la mas susceptible a la infeccién por
rotavirus. Las cepas de origen animal necesitan, para ser infectivas, la presencia en la
superficie celular de moléculas que contengan &cido sidlico. La infectividad de las
cepas silvestres de origen animal es inhibida cuando se trata a la célula huésped con
neuraminidasa, enzima que corta especificamente residuos de acido sidlico. La
infectividad también disminuye cuando se preincuba el virus con glicoforina, una
glicoproteina de eritrocitos que contiene numerosos residuos de acido sialico que
compiten con las proteinas de la superficie celular por el pegado al virus (Fukudome et
al, 1989).



Por otro lado la infectividad de las cepas de rotavirus aisladas de humanos no
disminuye en presencia de glicoforina, ni por el tratamiento previo de las células con
neuraminidasa, lo que indica que estas cepas no requieren interactuar con moléculas
que contengan acido sialico para infectar. Esto, a su vez, esta apoyado por el hecho de
que las cepas de origen animal, y no las de origen humano, son capaces de aglutinar
eritrocitos (hemaglutinacion), a través de interaccionar con residuos de acido sialico en
la superficie de estas células. Tanto la sensibilidad a glicoforina y a neuraminidasa,
como la capacidad de hemaglutinacion son caracteristicas conferidas por la proteina
VP4, sobre la cual se ha mapeado la regidn entre el aminoacido 93 y el 208, dentro del
dominio VP8, que es suficiente para determinar Ia actividad de hemaglutinacién, y en
particular los residuos de tyr155, tyr188 y sert90 parecen ser relevantes. De manera
general se puede establecer que las diferencias entre cepas de origen animal y de
origen humano, en cuanto a requerimiento de Acido sidlico, se pueden reducir a
diferencias en la proteina VP4 (Fuentes Panana, ef al 1995; Isa, et al 1997).

Para conocer que region de la proteina VP4 interacciona con la célula huésped
se han utilizado anticuerpos monoclonales dirigidos contra VP4 que inhiben la
infectividad de cepas de rotavirus que requieren de acido sidlico. Se ha reportado gque
los anticuerpos dirigidos contra VP8 previenen el pegado a células MA104 del virus,
mientras que los anticuerpos dirigidos contra VP5 no tienen este efecto (Ruggeri et al,
1991). Estos resultados indican gue los rotavirus dependientes de acido sidlico se unen
a la superficie celular a través del dominio VP8 de la proteina VP4. Sin embargo, en la
cepa mutante de rotavirus animal nar3, cuya infectividad no es afectada por
neuraminidasa, ya que no requieren de la presencia de 4cido sidlico para infectar
(Méndez et al, 1993), los anticuerpos dirigidos contra el dominio VP5 inhiben el
pegado a la célula, mientras que anticuerpos contra VP8 no lo hacen {Mendez et a/,
1993; Zarate et al, 2000). Esta observacion, mas el hecho de que glicoforina se une al
virus nar3 pero no inhibe la infectividad, llevd a la propuesta de que en la cepa mutante
nar3 queda al descubierto un segundo dominio localizado en VPS5 (independiente de
acido sidlico), que puede mediar la union a la célula huésped a través de un ségundo

coreceptor resistente a neuraminidasa.



Estudios recientes indican que la molécula de integrina o281 es utilizada como
sitio de unidn inicial a la célula por la cepa nar3, y ademas también es utilizada como
segundo receptor por la cepa de origen animal RRV, en un evento posterior a la unién
al receptar que contiene 4cido sidlico. Ademas, se ha mostrado que la integrina aVB3y
la proteina hsc70 también son utilizadas como coreceptores tanto por la cepa de
rotavirus Wa de origen humano, por la cepa RRV de arigen animal, e incluso por la
cepa mutante nar3d en algun paso posterior al pegado inicial. Lo anterior indica que el
evento de union y penetracion a la célula huésped esté dividido en varios pasos
subsecuentes y se ha propuesto que el receptor para rotavirus posiblemente sea un
complejo de varias moléculas que forman parte de micro dominios (“rafts”) sabre la
membrana celular (Arias et al, 2001; Guerrero et al, 2000),

No se conoce con precision el mecanismo ¢ los eventos requeridos para que 10s
rotavirus entren a la célula huésped. Se ha reportado que entre 0° y 4° C los virus se
unen a la superficie celular, pero no penetran al citoplasma. También se sabe que para
que los virus penetren requieren ser pretratados con tripsina, ya que los virus que
tienen una VP4 integra, es decir no cortada en VP8 y VP5, se unen a la célula pero no
infectan. Se ha propuesto que la entrada del virus a la célula se lleva a cabo por-
penetracion directa a nivel de la membrana plasmatica, sin embargo, no se ha
descartado totalmente el ingreso del virus por endocitosis (Kaijot ef al, 1988 vy
Kantharidis et al, 1987).

Despues de que el virus ha ingresado a la célula, el siguiente paso del ciclo de
replicacion viral consiste en la pérdida de la capa externa de la particula infectante,
dando origen a una subparticula viral con actividad de trancriptasa. La RNA polimerasa
dependiente de RNA se activa y sintetiza RNAs mensajeros virales, utilizando como
templado la cadena negativa de cada segmento gendomico. Estos mRNAs son
traducidos por la maquinaria de la célula huésped y dan origen a las proteinas
necesarias en el ciclo de replicacion y para el ensamble del virus. Las glicoproteinas
VP7 y NSP4, son sintetizadas por ribosomas asociados a la membrana del reticulo
endoplésmico, y son insertadas en la membrana del reticulo endopiasmico debido a las

secuencias sefal del extremo amino, todas las demas proteinas virales son traducidas



por ribosomas libres. La acumulacion de proteinas virales en el citoplasma resuita en la
formacién de una estructura de inciusion ilamada viroplasma, en donde se ha
propuesto que ocurre |a replicacion del genoma e inicia el ensamble de la progenie de
viriones. Se desconoce de que manera ocurre la segregacion de cada uno de los
segmentos genomicos en las particulas. El resultado es que se asocian 11 diferentes
mRNAs, cada uno representando un segmento gendmico, con protefnas virales recién
sintetizadas, suficientes para formar una subparticula viral con actividad de replicasa.
La enzima RNA polimerasa dependiente de RNA, utiliza como templado a los mRNAs y
sintetiza una cadena negativa de RNA, resultando en Ia formacidn de segmentos de
RNA de doble cadena. Las proteinas VP4 y VP6 han sido localizadas en el espacio que
queda entre el viroplasma y el reticulo endoplasmico, se ha propuesto que las
particulas que salen del viroplasma adquieren la proteina VP6 para conformar la capa
protéica intermedia. Se desconoce el mecanismo por el cual se adiciona la proteina
VP4, hay estudios que muestran que las proteinas VP7, VP4 y NSP4 pueden estar
asociadas, incluso formando estructuras oligomericas (Gonzalez et a/ 2000). Se sabe
que NSP4 funciona como receptor de las particulas virales que provienen del
viroplasma, mediante la union a la proteina VP6. Esta interaccion permite que las
particulas gemen hacia el lumen del reticulo endoplasmico, adquieriendo durante este
proceso las proteinas VP7 y VP4. Como resultado de la gemacién las particulas virales
en formacién quedan temporalmente rodeadas por una membrana lipidica. Las
proteinas VP7 y VP4 se condensan y se ensamblan para producir 1a cubierta externa
de los rotavirus y la membrana lipidica se pierde. Finalmente, las particulas maduras

no son envueltas y salen de la célula mediante lisis celular. (Patton et af, 1994).

Virus rearreglantes

Una caracteristica unica de los virus con genoma segmentado es la capacidad
de intercambiar segmentos gendmicos entre dos cepas diferentes, cuando éstas
coinfectan una misma célula. Los virus que contienen segmentos derivados de las dos
cepas infectantes se denominan rearreglantes. En la progenie viral de una coinfeccién,

ademas de encontrar particulas virales representantes de ambas cepas padres, se




pueden distinguir genotipica y fenotipicamente varios tipos de particulas rearreglantes,
que pueden o no ser estables, y que se pueden subcultivar in vitro.

En la progenie viral resultante de una coinfeccién con dos cepas difefentes, la
capside de cada particula viral no necesariamente esta formada por proteinas
codificadas por el genoma encapsulado. Es decir, la coinfeccién con virus de diferentes
cepas resulta en la formacion de mezclas fenotipicas que se pueden denominar
mosaicos, ya que las proteinas de 1a cdpside de una particula viral pueden provenir de
ambas cepas parentales. Evidentemente, las mezclas fenotipicas que no tengan su
respaldo genctipico se perderan en la siguiente generacion de particulas virales (Ward
et al. 1988). Los virus rearreglantes se han utilizado para una amplia variedad de
estudios y han sido de gran utilidad en el asignamiento de funciones de diferentes
proteinas virales puesto que permiten observar la funcién de una proteina especifica
en un fondo genético diferente. Sin embargo, esta estrategia tiene limitaciones
importantes por la dificuitad en el método de selecciéon de rearreglantes, ademas de
que este tipo de virus sélo nos permiten estudiar las proteinas silvestres, esto es, no se
pueden manipular genéticamente.

Ofras estrategias que tradicionalmente se han utilizado para el estudio de
proteinas de rotavirus son los ensayos de transcapsidacién (Chen ef al, 1993) ; la
obtencién de mutantes letales condicionales (Gombold et a/, 1987); mutantes que
escapan a la neutralizacion con anticuerpos monoclonales {Shaw et al, 1986);
mutantes con sensibilidad alterada a neuraminidasa y a glicoforina (Mendez et al,
1993), vy la clonacién,.expresién y mapeo de dominios involucrados en funciones

determinadas (Fuentes Panana et al, 1995, Isa et a/, 1997).

Planteamiento del problema

Actualmente no hay un sistema para hacer genética reversa en rotavirus que
permita, a traves de modificar la informacidn genética del virus, alterar la estructura o
secuencia de las proteinas, incorporarlas a una particula viral infecciosa y preguntar
cudles son las repercusiones funcionales y estructurales de tales cambios. Son varios

los enfoques experimentales en exploracidn que pretenden resolver este problema:



1)

2)

3)

4)

El desérrollo de un sistema de replicacion in vitro que dependa de un templado
exdgeno de RNA de cadena sencilla, que permita producir dsRNA y empacarlo
adecuadamente para producir particulas infecciosas. El enfoque de estos trabajos
consiste en manipular particulas subvirales con actividad de replicasa para que un
segmento de RNA de doble cadena, recién sintetizado, pueda ser incorporado a
estas subparticulas virales. Las particulas asi obtenidas pueden ser manipuladas
mediante las técnicas de transcapsidacion in vitro, para recuperar particulas virales
infecciosas susceptibles de ser estudiadas (Chen et al, 1993; Ramig ef al, 1997).

Ensayos de coexpresion en células eucariotas de genes virales clonados, en
condiciones que permitan la produccién de pseudoparticulas virales (carecientes de
genoma). Ya se cuenta con un sistema de expresion en baculovirus en el que se
expresan cuatro genes estructurales y es posible recuperar pseudoparticulas virales
susceptibles de ser analizadas mediante ensayos con anticuerpos especificos y su
capacidad de unién a las células huésped (Crawford et a/, 1994, Gilbert et al, 1997).

Sintesis de RNA viral de rotavirus a partir de un plasmido en presencia de un virus
ayudador (Gorziglia et a/,1992). Se han construidoc cDNAs que codifican para la
cadena positiva de un gene reportero flanqueado con los extremos 3" y 5°
caracteristicos de los genes de rotavirus. Cuando se transfecta este cDNA en
presencia de un virus ayudador se logra amplificar el gene y expresar esta proteina,
sin embargo, no se ha detectado ia incorporacion de! dsRNA del reportero en

particulas infecciosas de rotavirus.

Rescate de un mRNA viral, transfectado en células infectadas con rotavirus, en
particulas virales infecciosas (Ramig, 1997). Con este enfoque se pretende

construir un MRNA que contenga las sefiales 3" y 5" necesarios para ser reconocido




como propio por la maquinaria de replicacion de rotavirus y eventualimente pueda

ser incorporado como parte del genoma en particulas virales infecciosas.

5) Expresion en células de genes virales clonados, en presencia de particulas virales
infectivas, en condiciones que permitan la incorporacion de la proteina heterdloga a
las particulas virales de la progenie durante la infeccién. -

Esta ultima linea de investigacidn es la que se propone en el presente trabajo por lo

que el abjetivo que se plantea es:

Objetivo:
Desarrollar un método que permita sintetizar una proteina de rotavirus a
partir del gene cionado en un plasmido, e incorporar esta proteina

heterdloga a particulas virales maduras.

Para cumplir el objetivo se utilizd el sistema de expresion transitoria de proteinas
basado en el virus recombinante de Vaccinia, que destaca por ser una herramienta
muy versétil y tener una alta eficiencia de expresién de proteinas heterdlogas. Entre
otras ventajas, el virus vaccinia tiene un rango amplio de hospedero y puede infectar
una gran variedad de tipos celulares de vertebrados e invertebrados. Ademas, el virus
vaccinia transcribe y replica su DNA en el citoplasma con relativa independencia del
nucleo celular (Miner, 1990).

Moss y colaboradores desarrollaron un sistema hibrido que aprovecha las
cualidades de vaccinia y las ventajas de la RNA poli'merasa del bacteriofago T7, que es
una enzima utilizada ampliamente en sistemas de expresion en procariotes. La RNA
polimerasa T7 es monomérica, con alta actividad catalitica y estricla especificidad de
promotor. Este sistema hibrido consiste en un virus vaccinia recombinante que expresa
altas cantidades de la RNA polimerasa T7 en las células infectadas; el sistema se

complementa con la transfeccién de un plasmido que lleva codificado el gen de una
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proteina de interés, bajo el control del promotor para la RNA polimerasa T7. De esta
manera, fa RNA polimerasa T7 transcribe el gen de interés para la posterior sintesis de
la proteina por la maquinaria de traduccion de la célula hospedera (Fuerst et al, 1986),
Con este sistema ya se han expresado proteinas de rotavirus en las lineas celulares
BSC40, CV1 y MA104 (Taylor et al, 1992; Offit ef a/, 1994; Hua et a/,1994; Gonzalez ef
al, 1995; Newton et a/, 1997; Affranchino ef al, 1997).

La estrategia que se plantea en este trabajo es infectar con una cepa de
rotavirus ya sea de origen animal o humano, células que estén expresando con el
sistema de expresion de vaccinia, la proteina VP4 de una cepa de origen diferente, y
posteriormente analizar la progenie para detectar la presencia de posibles mezclas
fenotipicas, es decir particulas de rotavirus que hayan incorporado la VP4 de origen
heterélogo.

El uso de la proteina VP4 para explorar y establecer condiciones en este
sistema facilita el analisis de las mezclas fenotipicas porgue esta proteina le confiere
diferencias funcionales a las cepas de origen humano y animal.

Proponerﬁos utilizar la cepa de rotavirus SA11 TsA778, de origen animal, como
aceptor de proteinas VP4 heterélogas. Esta es una cepa mutante termosensible, ya
que su infectividad 2 39°C se reduce notablemente en relacién con la infectividad a
31°C {(Ramig, 1991). La alteracidon en esta cepa mutante ha sido mapeada en la
proteina VP4 (Gombold, 1987). Proponemos infectar con este rotavirus mutante a las
células que expresen la proteina VP4 de otra cepa de rotavirus, ya sea de origen
animal o de origen humano. Posteriormentie, analizar entre la progenie aquellas
particulas que pierdan la termosensibilidad, esperando que las particulas maduras
puedan incorporar la proteina VP4 expresada por el sistema vaccinia-T7 RNA
polimerasa, y que ésta restablezca la capacidad de infectar igual en ambas

temperaturas.




n

Objetivos particulares:

1) Caracterizar la produccién de las proteinas VP4 de las cepas de rotavirus KU, de
origen humano, y de YM, de origen porcino, en la linea celular MA104, utilizando el

sistema de expresion de vaccinia y la RNA polimerasa T7.

2) Analizar la produccion de rotavirus en células MA104 en presencia del virus

vacgeinia.

3) Caracterizar la produccion de una proteina control (receptor de laminina) utifizando

el sistema de expresion de vaccinia-RNA polimerasa T7, en presencia de rotavirus.

4) Infectar con rotavirus a células que expresan una proteina VP4 heteréloga (mediante
el sistema de vaccinia-RNA polimerasa T7), y estudiar la progenie producida mediante
ensayos de neutralizacion, sensibilidad a neuraminidasa y modificacion de

termosensibilidad, en busca de mezclas fenotipicas.
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METODOLOGIA

En este proyecto se utilizaron las cepas de rotavirus YM de origen porcino, Wa de ofigen
humano y la cepa mutante termosensible SA11 TsA778. Se utilizaron las lineas celulares MA 104,
para replicacién de las cepas de rotavirus y BSC40 para la replicacién del virus vaccinia. Se utilizé
la cepa de virus vaccinia recombinante VTF7-3.

Se utilizaron los pldsmidos denominados pEMCKU4-8 y pEMCYM4 que codifican para las
proteinas VP4 de rotavirus KU, de origen humano y rotavius YM de origen porcino,
respectivamente.

Purificacidn de plasmidos a gran escala limpiando con PEG

Se crece un cultivo de E. cofi con el pldsmido de interés en LB+ antibi6tico toda la noche.

Se toman 25 jul de este crecimiento para inocular 500 ml de LB+antibi6tico en un matraz de 2 It. Se
incuba 2.5 h a 37°C con agitacién vigorosa y se le adiciona cloranfenicol a 170 ug/ml. Se incuba de
12-16h a 37°C con agitacién vigorosa. El cultivo se centrifuga a 7K por 15 min, la pastilla se
resuspende en 100 mi de STE (NaCl 0.1 M, Tris HCI pH 8.0 10 mM, EDTA pH 8.0 tmM) frio. Se
centrifuga a 7K por 15 min, la pastilia se resuspende en 10 ml de solucién 1 (Glucosa 50 mM, Tris
HCI 25 mM, EDTA 10mM, pH 8.0). Se adiciona 1 ml de solucién de lisozima fresca (100ug/mi en
Tris 10mM, pH 8.0) y 20ml de solucién || (NaOH 0.2 N, SDS 1%) fresca, se invierte el tubo varias
veces, y se deja 5-10 min a temperatura ambiente (T.A.)
Se adicionan 15ml de solucién il (60ml de Acetato de Potasio 5 M + 11.5 ml de &cido acético
glacial + 28.5 ml de agua) fria, se mezcla suavemente y se incubar en hielo 10 min. Se centrifuga a
5 K 20 min a 4°C (sin freno). E| sobrenadante viscoso se transfiere a otro tubo y se filtra a través de
4 capas de gasa. Se agregan 0.6 vol de Isopropanol a T A, se deja 10 min a T.A, y se centrifuga a
5K15minaTA..

Se lava la pastilla en 3 ml de TE (Tris HCI 10 mM. EDTA 1 mM pH 8.0). La solucién se
pasa a tubos corex 15 ml, se adicionan 3 ml de LiCl § M frio y se mezcla bien. Se centrifugaa 10K
10 min a 4°C, el sobrenadante se transfiere a tubos corex de 3¢ ml. Se adiciona un volumen igual
de isopropanol, se mezcia bien y se centrifuga a 10 K 10 min a T.A. Se desecha el sobrenadante
cuidadosamente, se invierte el tubo y se lava la pastilla con etanol 70%.

La pastilla se disuelve en 500 ul de TE pH 8.0 conteniendo RNAsa [ibre de DNAsas
(20pg/mi). Se transfiere a tubos eppendorf y se deja 30 min a T.A. Se adicionan 500 pi de NaCl 1.6
M con 13% de PEG 8000, se mezcla bien y se incuba 2 h o toda la noche a 4°C. Se centrifuga a 12
K 5 min, se aspira sobrenadante y la pastilla se resuspende en 400 pl de TE. Se extrae con un
volumen de fenol, luego con 1 volumen de fenol-cloroformo y finalmente 1 volumen de cloroformo.
La fase acuosa se transfiere, se le adicionan 100 ui de acetato de amonio 10M y se mezcla bien.
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Se adicionan 2 volimenes de etanol absoluto, se incuba 10 min a T.A y se centrifuga a 12
K, 5 min a 4°C. La pastifla se lava con 200 pl de etanol 70%, se centrifuga a 12 K por 2 min a 4°C.
Se aspira el sobrenadante, se deja secar la pastilla y se resuspende en 500 ul de TE pH 8.
Finalmente se mide la densidad éptica a 260/280 y se guarda a -20°C.

Ensayo cualitativo de sensibilidad a lipofectamina (Lfa)

Se crecen células MA104 hasta el 80% de confluencia en cajas de cultivo con pozos de
35mm, suficientes para los ensayos A, B y C. Se preparar diferentes mezclas de lipofectamina
(GIBCO BRL, Life Technologies, Inc.) con 30ug, 20ug y 10ug, cada una en un volumen final de
1004l con agua estéril. Cada mezcla se prepara por duplicado.

Se retira el medio de cultivo de los pozos y se lava una vez con PBS y una vez con
Optimem (Gibco). Se afladen 3mi de Optimem a cada pozo y se agrega por goteo la mezcla de
lipofectamina a cada pozo por duplicado.

A.- Estos pozos se incuban por 18 h y se observan al microscopio.

B.- Estos pozos se incuban por 4 h, se retira el medio con lipofectamina, se lava una vez con
Optimem, se agregan 3 ml de Optimem, se incuba por 14 h y se observa al microscopio

C.- Estos pozos se incuban por 6 h, se relira el medio con lipofectamina, se fava una vez con
Optimem, se agregan 3 ml de Optimem, se incuba por 12 h y se observa al microscopio.

Ensayo de inmunodeteccion de focos para determinar el titulo infeccioso de los rotavirus

Se siembran células MA104 en placas de cultivo de 96 pozos hasta que llegan a
confluencia. Se activan lisados de rotavirus con 1pl de tripsina ai 1% por cada ml de lisado. Se
preparan diluciones crecientes de lisados activados por duplicado y se incuban con las células
MA104 por 12h a 37°C.

Se retira el medio de cultivo y se incuban 15 min con acetona 80% en PBS frio, para fijary
permeabilizar las células. Se lavan 2 veces con PBS y se dejan secar los pozos. Se ailaden 50 ul a
¢ada pozo de una dilucién de suero anti rotavirus (e! anti YM se utiliz6é 1:1500) en PBS. Se incuba
1 h a 37°C. Se lava 2 veces con PBS, se aftaden 50 p! de proteina A-Peroxidasa diluida 1/2500 en
PBS y se incuba 2 h a 37°C. Se lava dos veces con PBS, se agregan 50 ul de substrato (3.5 ml de
buffer acetatos 0.05 M pH 5.0, 1.5 ml de S-amino etil carbazole (4 mg/mi en dimetil formamida) y 10
ul de H202 al 30%).

Se cuenta el nimero de células tefidas y se calcula el niomero total de unidades
formadoras de focos (ffu).
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Este ensayo rutinariamente se utiliza para teflir células que han sido infectadas con
rotavirus. En este trabajo también se utiliz6 para detectar células que expresan la proteina VP4 de
rotavirus con el sistema de expresién temporal de vaccinian (en ausencia de rotavirus) para definir
la eficiencia de transfeccién.

Produccidén de un lisado semilia del virus vaccinia

Se crece un cultivo de células BSC40 en un frasco de 75 cm? (F75), y se infectan con una
m.o.i.=1 de vaccinia VIF7-3. Para la infeccibn se toman 20 pl de virus vaccinia (~107 pfu.
*unidades formadoras de placas”) y se mezcla con 200 ul de tripsina (al 0.25% en EDTA 1mM) y se
incuba durante 60 min a 37°C. Se le adiciona 1 mi de medio de cultivo MEM (Gibco) con suero fetal
bovino (SFB) al 10%, para neutralizar |2 tripsina. Se retira el medio de cultivo de los frascos con
Células BSC40 y se agrega e! virus vaccinia. Se adsorbe durante 1 h a 37°C y luego se le adiciona
10 ml de MEM+SFB10% sin retirar el inoculo y se deja incubando durante 3 dias.

Se cosechan las células infectadas del frasco F75 raspando el frasco con gendarme estéril,
las células desprendidas se centrifugan 5 min a 1500rpm y se desecha el sobrenadante. La pastilla
de células se resuspende en 6 mi de Tris 10mM pH 9.0 y se congela y descongela tres veces
congelando con hielo seco mas etanol y calentando a 37°C. Se adicionan 0.6 ml de tripsina 0.25%
y se incuba 30 min a 37°C. Se adicionan 80 ml de MEM+SFB10%, se mezcla bien, y con esta
mezcia se inoculan 8 frascos de 150 cm’ (F150) con células BSC40 previamente crecidas a
confluencia. Se adsorbe durante 60 min a 37°C. Se adicionan 10 ml de MEM+SFB10% a cada
frasco, sin retirar el indculo y se incuban a 37°C por 3 dias.

Se cosechan las células raspando con un sargento y se centrifugan 5 min a 1500rpm. Las
pastillas de células provenientes de todos los frascos F150 se resuspenden en 16 mi de Tris 10
mM pH 9 a 4°C. Todos los pasos siguientes deben realizarse en hielo. Se homogeniza con 15 a 20
golpes del homogeneizador. El homogeneizado se centrifuga a 750 x g por 5 min a 4°C, para
eliminar los nacleos de las céluias. E! sobrenadante se guarda y la pastilla se resuspende una vez
mas en Tris 10 mM pH 9, se recentrifuga en las mismas condiciones. Ahora se desecha la pastilla y
el sobrenadante se junta con el sobrenadante anterior. Se adicionan 0.1 volimenes de tripsina, se
incuba 30 min a 37°C agitando frecuentemente. Se prepara un tubo de centrifuga con una solucién
de sacarosa al 36% peso a volumen en tis 10 mM pH 9, y se pone encima sin mezclar el
sobrenadante con virus vaccinia y se centrifuga a 25 000 x g {(equivalente a 13,500 rpm en el rotor
SW27) 80 min a 4°C. La pastilla con el virus se resuspende en 8 mi de Trs 10mM pH 9, se le
agrega 0.6 mi de tripsina, sé incuba a 30 min a 37°C agitando frecuentemente. Se pone sobre 6 mi
de sacarosa al 36% y se centrifuga a 25000 x g (12000 rpm en el rotor SW40) 80 min a 4°C. La
pastilla se resuspende en 3 mi de tris 1 mM pH 9, se reparte en alicuotas de 20 ul y se almacena a

-70°C.
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Ensayo en placa para titular al virus vaccinia

Se crecen céiulas BSC40 en cajas con pozos de 35 mm. Se descongela una alicuota de 20
ul de virus vaccinia, se le adicionan 180 pl de tripsina (2.5 mg/ml) y se incuba 30 min a 37°C. Se
adiciona 1 ml de MEM/SFB 10%, y se preparan diluciones seriadas por factor de 10 en 1 mi de
MEM/SFB.

Se retira el medio de cultivo de cada uno de los pozos con células BSC40 y lavar una vez
con PBS. Se adiciona 1 mi por pozo de las diluciones de virus vaccinia, y se incuba 1 h a 37°C. Se
remueve el inoculo y se agregan 3 ml de MEM/SFB por pozo, se incuba 48 h a 37C°. Se retira
medio de cultivo y se agrega a cada pozo 0.5 mi de 0.1% de cristal violeta (disueito en etanoi al
20%). Se incuba 5 min a TA, se retira el cristal violeta, se lava con PBS y se dejan secar los pozos.

Protocolo de coinfeccién de rotavirus y virus vaccinia

Este ensayo se realizd para conocer el comportamiento de ambos virus al coinfectar un
cultivo de células MA104. Para ello se probd infectar primero con vaccinia e inmediatamente
después con rotavirus, o viceversa, primero con rotavirus e inmediatamente después con vaccinia.

Se activan viales del stock de vaccinia y lisados de rotavirus con tripsina. Se neutraliza la
tripsina, de los viales activados de vaccinia, con SFB. Se retira el medio de cultivo de los pozos de
35mm que contengan ¢élulas MA104 al 80% de confluencia, se agrega el virus vaccinia y se
incuba 1 h a 37°C. Se retira el medio de cultivo de los pozos que se infectan primero con rotavirus,
se lava tres veces con MEM y se aiflade 0.5 mi de lisado activado de rotavirus. Se deja
adsorbiendo 1 h a 37C. Mientras se adsorben estos primeros virus, se ponen a activar otros viales,
procurando que cuando termine el periédo de adsorcién de los primeros virus ya estén activados
los siguientes,

A.- Los pozos, donde inicialmente se absorbi¢ vaccinia y pozos extras para inocular un control de
rotavirus sin vaccinia, se lavan tres veces con MEM y se afiade a cada pozo 0.5 ml de lisado
activado de rotavirus y se incuba 1h a 37°C. Luego se retira el inoculo, se lava tres veces con MEM
y se incuba por 18 h a 37°C.

B.- A los pozos inoculados iniciaimente con rotavirus se las retira el indculo y se lavan t‘res veces
con MEM. A un pozo se le agrega 1ml de vaccinia, a otro pozo control solo se le agrega 1 ml de
MEM+SFB al 10% (no incluye tripsina ni vaccinia). Se hace lo mismo para cada cepa de rotavirus
que se pruebe. Se incuba durante 1 h, se retira el segundo indculo, se lava cada pozo tres veces
con MEM y se incuban por 18 h.

Al cabo de las 18 h de incubacién se obtiene el lisado celular y se ensaya para titular la produccién
de rotavirus y vaccinia.
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Protocolo de coinfeccidn con vaccinia y rotavirus a diferentes tiempos

YM

Seis pozos de 35 mm con célutas MA104 se infectan con virus vaccinia y cada uno de elios se
coinfecta con rotavirus YM a 0, 3, 6, 9, 12, y 15 horas. Las céiulas se incuban por 18 horas
después de ia infeccion con rotavirus y se recupera el lisado para ensayar titulo de infectividad que
se obtiene para cada virus.

Expresion de proteinas en células MA104

Se crecen células MA104 en placas con pozos de 35 mm hasta alcanzar 80 % de
confluencia. Se activa el virus vaccinia (VV): 20ul de stock de VV (equivalente a 10 pfu), + 50l de
tripsina + 150pi de MEM v se incuba 30 min a 37°C. Antes de adicionar el virus vaccinia activado a
tas células se inactiva la tripsina agregando 1ml de MEM con suero al 10% a cada vial de VV
activado. Se retira el medio de cultivo de los pozos con células, se afiade el VV activado y se
incuba 30 min a 37°C. Se fava 1 vez con PBS y una vez con Optimem y se agregan 3 ml de
Optimem a cada pozo. Se agrega por goteo la mezcla DNA + lipofectamina (Lfa) y se incuba por 8
horas. Se retira el Optimem c/DNA+Lfa y se ailade Optimem solo, se incuba 12 horas, se retira el
Optimem y se agrega 1 ml de MEM sin metionina durante 30 min a 37°C.

Se retira el medio, se agrega MEM sin metionina + 40 pCi/ml Met-S* y se incuba 4 hrs a
37°C. Se retira la marca y se lava una vez con PBS. Se lisan ias células con 250 ut de huffer de
lisis ( Trit6n 1%, 150 mM de Na Cl, 50 mM de Tris pH 7.5, PMSF 20 ug/ul, Aprotinina 2ug/pl,
Leupeptina 2ug/ul ), se pasan a tubos eppendorf, se agita, se centrifuga 5 min a 14K y se guarda el
sobrenadante a -20°C

Mezcla de Lipofectamina +DNA de plasmido :10 ul Lfa (20g) + 40 pi de agua= 50 ul
10 pg Plasimido + agua = 50 pl
Esta mezcla se hace en tubos de polipropilenc y se incuba 15 min. a temperatura ambiente.



17

Nota: Ei protocolo original para expresitn de profeinas en células BSC40 indica usar 30 ug de Lfa
e incubar las células durante 18 horas, sin embargo las células MA104 resultaron mas sensibles a
Lfa, por ello se disminuy6 la cantidad de Lfa y el tiempo de incubacion.

Ensayo de inmunoprecipitacion de proteinas marcadas con met-5*

Se mezclan 20 ul de lisado de células marcadas con met-S>, 80 wl de buffer RIPA (0.1%
SDS, 1% deoxicolato de Sodio, 1% Tritén X-100, 150 mM NaCl, Tris 50 mM pH 7.5) y 5 pl de
antisuero (hiperinmunes contra rotavirus, o bien el anti receptor de laminina). Se incuba 30 min a
temperatura ambiente. Se centrifuga 5 min a 14 K en tubos eppendorf y se cambia el sobrenadante
a un tubo nuevo. Se agregan 25 pl de sefarosa-proteina A al 50% en PBS. Se incuba 30 min a
temperatura ambiente con agitacién.

Se lava una vez con buffer RIPA con 1 mg/ml BSA (en cada lavado se centrifuga a 6K por
2 min). Se lava una vez con buffer RIPA y se resuspende en 15 pul de buffer de carga para geles de
poliacrilamida. Se hierven las muestras 4 min, se centrifugan a 14 K 3 min y se carga el
sobrenadante en carriles de geles de poliacrilamida.
Se corre el gel, se fija, se trata con Salicilato de sodio, se seca a 80°C por 2 h y s5e expone con
peliculas para autoradiografia.
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Ensayo de expresion de la proteina LRP con ¢l sistema de vaccinia, en presencia de
rotavirus

Q3 46(® 6 7(® 9 10 11 12 13 14 15 16 17 Hs.

W+lp  [YM

Wilp

VV+irp

VW+Lrp

Células MA104 crecidas en pozos de 35 mm se infectaron con virus vaccinia VTF3.5 y
posteriormente se transfectaron con un plasmido que codifica por el receptor de laminina (LRP). A
{os tiempos indicados se coinfectd con rotavirus YM. 4 horas después de infectar con rotavirus se
di6é un pulso de marca con Met-S* durante 4 hrs ( ). Al final de este periodo de marcaje las
células se lisaron. El lisado celular se utilizd para ensayos de inmunoprecipitacion con un
anticuerpo poticlonal anti-LRP

Ensayo para obtencién de mezclas fenotipicas

23456?9 10111213141516171819@21222324 Hrs
VV+KU/4 YM
VV+YM/4 TsAT78
VV+KU/4 TsA778
VV+YW/4 TsATTS
VV+KU/4 TsA778

En células MA104 se expresé Ja proteina VP4 de rotavirus KU (KU/4) y VP4 de rotavirus
YM (YM/4) con el sistema de vaccinia recombinante, y se coinfectd con rotavirus YM o la cepa
mutante 1sA778 de rotavirus SA11 a diferentes tiempos post-vaccinia. 24 hrs después de haber
infectado con rotavirus se obtuvieron las células y se procesaron como lisado de rotavirus.

Para ¢l caso de la cepa de rotavirus SA11 TsA778 las células MA104 fueron incubadas a
31°C una hora antes de adicionar este virus y el resto de la incubacién se realizé también a 31°C.
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Ensayo de neutralizacién

Se prepararon diluciones de lisados de cada uno de los virus a probar para tener
aproximadamente 1000 focos infecciosos por un pozo de caja de 96. YM 1:800 (5x10 ?), Wa 1:32
(1.7x10 % y para Ia mezcla fenotipica YM/KU4 (1.2x10 7) y se activaron con tripsina. Se preparb
una dilucién 1:16000 de cada uno de los anticuerpos a utilizar tanto YM6 (especifico contra VP4 de
la cepa YM) como YO2C2 (especifico contra VP5). _
Se mezclan 60 ul de suero con 60 ul de lisado activado y se preincuban en cajas de 96 pozos 1
hora a 37°C. Células MA104 crecidas en cajas de cultivo de 96 pozos se les retira el medio de
cultivo y se lavan dos veces con MEM. Cada pozo se inacula con 100 i de rotavirus preincubado
con cada uno de los anticuerpos y se incuba 1 h a 37°C. Se lava 1 vez con MEM y se agregan 150
ul de MEM por pozo y se incuba de 12 a 14 h. Se tifien las células con la técnica de inmuno-
peroxidasa y se cuenta el niumero de focos infecciosos.

Ensayo de sensibilidad a neuraminidasa

Células MA104 crecidas en cajas de cultivo de 86 pozos se les retira el medio de cultivo y
se lavan dos veces con MEM. A cada pozo se le agregan diluciones seriadas por factor de 2 de
neuraminidasa (Artrobacter urefaciens) partiendo de 40 mU/ml y se incuban por 1 h a 37°C. Se
tavan dos veces con MEM. Cada pozo se inocula con igual cantidad de rotavirus y se incuba 1 h a
37°C. Se lava 1 vez con MEM y se agrega 150 ui de MEM por pozo y se incuba de 12 3 14 h. Las
células se tiften con la técnica de inmuno-peroxidasa y se cuenta el namero de focos infecciosos.

Ensayo de inmunodeteccién de focos para determinar el titulo infeccioso de los rotavirus

termosensibles

Se siembran células MA104 en placas de cultivo de 96 pozos a 37°C hasta que llegan a
confluencia. Las células se incuban a 31°C y a 39°C por separado durante una hora. Durante este
tiempo se activan lisados de rotavirus con 1ul de tripsina al 1% por cada ml de lisado. Se preparan
diluciones crecientes de lisados aclivados por duplicado para cada condicién de temperatura y se
incuban a 31°C y a 39°C por 1 hora. Se adicionan los lisados respectivos de cada temperatura a
las células y se incuban MA104 por 12h a cada una de las dos temperaturas. Los pasos de fijacion,
permeabilizacién y tincidn se realizan como en el ensayo de inmunodeteccién de focos.

Una vez determinado el tituio de los lisados de rotavirus termosensible a ambas
temperaturas, 31°C y 39°C, se compara |a infectividad en ambas condiciones, para conocer el
grado de termosensibilidad de 1a cepa de rotavirus.
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RESULTADOS

Expresién de la proteina VP4 de los rotavirus YM y KU, con el sistema

de virus vaccinia vTF7-3

La proteina VP4 del rotavirus porcino YM y del rotavirus humano KU se
expresaron en células MA104 con el sistema del virus vaccinia que expresa la
RNA polimerasa del fago T7. Los lisados celulares obtenidos se
inmunoprecipitaron con sueros hiperinmunes contra rotavirus y se analizaron en
geles de poliacrilamida. Se observé la produccion de las proteinas del peso
molecular esperado (Fig. 1).

ggd

Figura 1. Autorradiografia de gel de poliacrilamida-SDS de proteinas
inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-VP4, utilizando lisados
celulares de ensayos de expresidn transitoria con virus vaccinia, en
los que se expresé VP4 de YM y VP4 de KU por separado.
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Caracterizacion de la eficiencia de transfeccion

La deteccion de las células MA104 que expresan ia proteina VP4 de YM en
los ensayos de expresion transitoria con virus vaccinia, se realizé con la técnica de
inmunoperoxidasa, utitizando un suero hiperinmune anti-rotavirus (Figura 2). Esto
muestra que la expresion de VP4 en este sistema es suficiente para ser detectado
por esta tecnica de tincidn mediada por anticuerpos.

Para que una proteina se sintetice mediante el sistema de expresion
transitoria con el virus vaccinia, es necesario que se cumplan al menos dos
condiciones: a) que las células sean infectadas eficientemente con virus vaccinia,
y b) que durante el proceso de transfeccién las mismas células adquieran el
plasmido vector con el gen de interés. Puesto que la cantidad de virus vaccinia
recombinante con que se infecta es de 10 ufp por célula (m.0.i.=10), con esto se
asegura que el 99% de las céiulas se infecten con vaccinia (Flint ef a/, 2000). De
esta manera, muy probablemente el proceso de transfeccidn sea el que esté
limitando la cantidad de células que expresan la proteina heterdloga. En un intento
de trabajar en las condiciones mas eficientes posibles se probaron condiciones de
transfeccion en las que se combinaron diferentes cantidades de DNA y de
lipofectamina (Lfa). La eficiencia de transfeccion se midido como el porcentaje de
células tenidas del total de una monocapa. Este valor oscild entre un 13% y un
48%. La utilizacion de 10 pl de Lfa con 1 & 5 ng de DNA ofrecid los mejores

resultados (no se muestra).



Figura 2.- Deteccion de células MA104 que expresan VP4 de YM
a partir del sistema de expresion transitoria del virus vaccinia,
utilizando el método de deteccién de focos infecciosos con
inmunoperoxidasa. Las células que expresan la proteina VP4 se
observan teflidas de rojo.

Produccion de rotavirus en
coinfecciones con vaccinia
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Figura 3.- Efecto de la presencia de vaccinia sobre la produccién de
rotavirus en células MA104. A) Rotavirus solo; B) Se infecta primero
con vaccinia e inmediatamente después con rotavirus; C) Se infecta
primero con rotavirus e inmediatamente después con vaccinia.
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Ensayos de coinfeccion de rotavirus y vaccinia recombinante

Para conocer cdmo se comportan los rotavirus y vaccinia al coinfectarlos en
un cultivo, se realizaron ensayos en los que células MA104 fueron infectadas ya
sea con rotavirus YM o con rotavirus Wa y coinfectadas con virus vaccinia,
utilizando diferentes condiciones. Al cabo de 18 hrs de incubacion se tituld el
lisado celular para cuantificar la produccion de rotavirus. El titulo infeccioso para
cada uno de ios rotavirus YM y Wa, en ausencia de vaccinia (control) se muestra
en la figura 3 (A). En la figura 3 (B) se muestra los resultados cuando se infecta
primero con virus vaccinia € inmediatamente después con rotavirus Wa o YM. Se
observa que el titulo tanto de los rotavirus Wa (cepas de origen humano) como de
YM no se altera significativamente respecto del control sin vaccinia. Cuando se
infecta primero con rotavirus e inmediatamente después con vaccinia, se observa
que el titulo del rotavirus Wa se reduce al 50% vy el titulo de YM se reduce 10
veces respecto de los controles (Figura 3C). La reduccidn del titulo de rotavirus en
esta ultima condicidon parece no depender de la presencia de vaccinia, ya que un
ensayo control en el que se infecta con rotavirus e inmediatamente se realizan los
mismos pasos que cuando se infecta con vaccinia, sélo que a este no se le
adiciona el lisado activado de vaccinia, sino medio de cultivo con suero, sucede lo
mismo {no se muestra). Ya previamente se ha reportado que el suero, en el medio
de cultivo, inhibe la infectividad de rotavirus.

Los resultados anteriores indican que la produccién de rotavirus infectivo no
se altera considerablemente en presencia de vaccinia cuando se infecta primero
con este virus e inmediatamente después con rotavirus. Sin embargo, cuando se
midid la produccién de virus vaccinia en estas mismas condiciones se observéd que
vaccinia si se altera considerablemente en presencia de rotavirus.

La figura 4 muestra los titulos de rotavirus YM y de vaccinia que se
recuperan de diferentes ensayos de coinfeccidon en los que se infecta primero con
vaccinia y despues, a diferentes tiempos, se infecta con rotavirus YM. En el tiempo
cero la infeccion con YM se realiza inmediatamente después de vaccinia.
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Efecto sobre el titulo del virus
vaccinia y del rotavirus YM, durante
una coinfeccioén.
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Figura 4.- Efecto sobre el rendimiento del virus vaccinia y del
rotavirus YM, cuando se infecta primero con vaccinia, seguido de
rotavirus a diferentes tiempos. Se muestran los titulos de infectividad
de la progenie de rotavirus y vaccinia obtenida de una coinfeccion
con ambos virus. En todos los casos, primero se infecta con virus
vaccinia y en cada caso particular se infecta con rotavirus YM a
diferentes tiempos después de la infeccién con vaccinia, como se
indica. Las fineas horizontales punteadas indican los valores de tituio
para rotavirus y para vaccinia cuando se infectan células MA104 por
separado.

En esta figura se observa que la produccion de virus vaccinia (vv)
disminuye considerablemente cuando se coinfecta con rotavirus al mismo tiempo
(tiempo 0), 0 3 horas después de haber infectado con vaccinia, comparado con la
infectividad del control en las mismas condiciones pero en ausencia de rotavirus
(control WV). Ademas, la infectividad del virus vaccinia se recupera a medida que
se deja transcurrir mas tiempo entre la infeccién de vaccinia y la coinfeccién con
rotavirus. También se observa que ei titulo de rotavirus' no se altera
considerablemente en las diferentes condiciones, comparado con la infectividad
dei control (control YM).
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Estos resultados sugieren que rotavirus ejerce un mecanismo de inhibicion
sobre la produccion de virus vaccinia. Esta inhibicién puede tener importancia en
estudios basicos sobre Ia interaccion de estos dos virus; sin embargo, en este
caso podria representar un problema, ya que podria quedar comprometida la
expresion transitoria de la proteina heterdioga en presencia de rotavirus.

Expresion transitoria de una proteina control, el receptor de laminina,

con el sistema del virus vaccinia en presencia de rotavirus.

Para conocer si la presencia de rotavirus aitera la expresion de un gen bajo
el control del promotor de la RNA polimerasa del fago T7, cuando se utiliza el
sistema de expresion transitoria de vaccinia, se realizaron ensayos de coinfeccion,
transfeccién y expresion del receptor de laminina como una proteina control. Se
infectd con rotavirus a diferentes tiempos (2, 5 y 8 horas) después de infectar con
vaccinia y de transfectar el plasmido que expresa el receptor de laminina. Para
monitorear la proteina expresada en estas condiciones se adicioné metionina-S®
durante 4 horas, comenzando a marcar 4 horas después de haber infectado con
rotavirus. Al final del ensayo las células fueron lisadas y el medio clarificado. El
receptor de laminina se inmunoprecipitd con un suero hiperinmune de conejo
dirigido contra esta proteina. Las proteinas inmunoprecipitadas se analizaron por
electroforesis en gel de poliacrilamida, el cual se procesdé y revelé por
autoradiografia.

En este ensayo se utilizé un pldsmido que contiene un gen que codifica
para el receptor de laminina (LRP), una proteina no relaciocnada con rotavirus. De
esta manera se puede seguir faciimente la produccion de esta proteina sin que
haya interferencia con las proteinas de rotavirus que se expresan también durante
el ensayo.

E! resultado se puede observar en la figura 5, se observa que no es posible
detectar la expresion de [a proteina LRP cuando se infecta con rotavirus YM a fas
2 6 5 horas después de vaccinia. Sin embargo, cuando se infecta a las 8 horas
después de vaccinia si es posible detectar una banda correspondiente a la
proteina LRP.



virus vaccinia + + + + o+ -
Plasmido LRP + + + o+ - -
, Proteinas totales
rotavirus YM + + + -
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Figura 5.- Electroforesis en gel de poliacrlamida de proteinas
marcadas con Met-S¥® y revelado en placa de autorradiografia. Se
muestra ef patrén de inmunoprecipitacion con el anticuerpo anti-LRP
(camil 1-8) y las proteinas totales (camil 7-12), en un ensayo de
expresion transitoria del receptor de laminina en presencia de
rotavirus.

¢ LRP
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Este ensayo nos permite conocer que, a tiempos cortos de coinfeccion, la
inhibicién que ejerce rotavirus sobre vaccinia si se refleja en la expresion de la
proteina codificada en el plasmido. Ademas, indica que un lapso de 8 horas entre
la infeccién de vaccinia y fa infeccién con rotavirus da oportunidad para que se
exprese la proteina LRP codificada por el plasmido. En este ensayo no se
probaron periédos de tiempo mayores debido a que, a medida gue transcurre el
tiempo después de la infeccién con vaccinia, las células se redondean y se
desprenden con facilidad del fondo de la placa de cultivo, esto dificulta los pasos
posteriores de coinfeccion con rotavirus y el marcaje con metionina radioactiva.

Una vez estandarizadas las condiciones de transfeccion y de coinfeccion
con vaccinia recombinante y rotavirus, se realizaron ensayos de coinfeccidn para
buscar mezcias fenotipicas de rotavirus en los lisados. Para estos ensayos las
celulas MA104 fueron infectadas con vaccinia VTF7-3 y tranfectadas con un
plasmido que lleva el gen de VP4 de la cepa de rotavirus de origen humano KU. 8
horas después de haber infectado con vaccinia, las células se infectaron con
rotavirus de origen animal YM. Los lisados obtenidos se probaron en ensayos de
neutralizacion (Figura 6) y de sensibilidad a neuraminidasa (Figura 7).

Ensayos de neutralizacion

La infectividad de las cepas de rotavirus se puede neutralizar utilizando
anticuerpos monoclonales especificos dirigidos contra la proteina VP4 (Ruggeri
1991). El anticuerpo neutralizante YM6, especifico de VP4 del rotavirus YM,
neutraliza eficientemente a YM y no neutraliza a la cepa Wa. El anticuerpo
Y0O2C2, especifico de VP4 de rotavirus humano Wa, neutraliza eficientemente a
Wa y KU y no neutraliza a la cepa YM. Con estos anticuerpos monoclonales
especificos fue posible detectar mezclas fenotipicas en una progenie de rotavirus
YM/KU4, es decir, donde se expresé la proteina VP4 de rotavirus KU y se
coinfectd con rotavirus YM.

En la figura 6 se muestran los resultados como el porcentaje de infectividad
- remanente después de incubar los virus con cada uno de los anticuerpos YME y
YO2C2, y se compara con la infectividad del virus control, en ausencia de
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anticuerpos, expresada como el 100%. Se observa que la infectividad de rotavirus
Wa se abate completamente en presencia de! anticuerpo YO2C2, mientras que
con el anticuerpo YM6 se reduce en un 12%. Por otra parte la infectividad de
rotavirus YM se inhibe completamente con el anticuerpo YM6, mientras que el
anticuerpo YO2C2 practicamente no le afecta.

Ensayo de neutralizacion de la
Infectividad

1

1 B Control

EBYM6
oyo2c2

% de infectividad
o 3 8383 88H

Wa YM YM/Ku

Rotavirus

5 e

4

Figura 6.- Comparacion de los niveles de neutralizacién de la
infectividad de cepas control de rotavirus (Wa y YM) y de |la progenie
YM/KU4. Cada cepa fue probada con el anticuerpo monoclonal YM8,
el cual neutraliza especificamente el rotavirus YM, pero no el
rotavirus Wa, asi como con el monoclonal YO2C2 el cual
especificamente neutraliza a los rotavirus de humano Wa y KU (de
donde se deriva la proteina VP4 expresada del plasmido), pero no al
rotavirus YM. La barra control en cada caso es la infectividad en
ausencia de anticuerpo que se establecié como el 100% para cada
caso.
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La progenie de la coinfeccion YM/KU4 es neutralizada completamente por
el anticuerpo YM6, sin embargo, cuando se prueba con el anticuerpo YO2C2 se
observa que la infectividad se reduce a un 63%. Esto significa que YO2C2
reconoce y neutraliza efectivamente un porcentaje de alrededor del 35% de la
progenie infecciosa YM/KU4. Esto indica que muy probablemente un porcentaje
similar de la progenie infecciosa de YM contiene la proteina VP4 heterdloga de
KU. Sin embargo se esperaria que esta misma proporcioén de la progenie ya no
fuera neutralizada por el anticuerpo YM6, pero como se observa el total de la
progenie infecciosa es neutralizada por YM6. Una explicaciébn para esta
observacion es que las particulas de rotavirus con VP4 heterdloga son particulas
en forma de mosaicos que contienen ambas VP4 en su estructura por lo que
podrian ser neutralizadas por ambos anticuerpos, YM6 y YO2C2. Ademas el dato
de que el anticuerpo YM6 neutraliza en un 12% al virus WA indica que particulas
de rotavirus que contengan unicamente VP4 heterdloga podrian ser neutralizadas,

sobre todo si su porcentaje dentro de la progenie infecciosa es bajo.

Sensibilidad a neuraminidasa

En la figura 7 se muestra el resultado de los ensayos de sensibilidad a
neuraminidasa de la progenie YM/KU4 y de rotavirus YM. Se encontré que en el
intervalo de entre 0.04 y 1.25 mU/ml de neuraminidasa, la progenie YM/KU4 se
mantiene de un 20% a un 30% superior respecto de [a infectividad de YM. Sin
embargo, a concentraciones mayores de 2.5 mU/ml de neuraminidasa la
infectividad de la progenie YM/KU4 se reduce al mismo nivel que YM.

Este resultado indica que, a bajas concentraciones de neuraminidasa, la
progenie YM/KU4 es 30% menos sensible, y que su requerimiento de acido sidlico
es diferente respecto a YM. Este comportamiento sugiere que particulas de
rotavirus de la progenie YM/KU4 incorporaron en su estructura la proteina VP4 de
rotavirus KU. Este resultado es coherente con el obtenido en los ensayos de
neutralizacion. En ambos ensayos se encuentra que la diferencia entre la progenie
YM/KU4 y rotavirus YM es en promedio un 30%. Estas diferencias sugieren
fuertemente la existencia de mezclas fenotipicas.
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Figura 7. Niveles de infectividad de la cepa de rotavirus porcino YM, la
cepa de origen humano Wa y de la mezcla fenotipica YM/KU4, en células
MA104 pretratadas con diferentes concentraciones de neuraminidasa. La
grafica representa el promedio de tres ensayos diferentes.
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Rescate de mutantes termosensibles mediante mezclas fenotipicas

La cepa mutante termosensible TsA778 de rotavirus SA11 se utiliz6 como
aceptor de la proteina VP4 heteréloga, tanto de YM como de KU. Puesto que la
termosensibilidad de esta cepa es debida a una mutacién en la proteina VP4, se
exploré la posibilidad de que cualquiera de las proteinas VP4 de YM o VP4 de KU,
por separado, se pudieran incorporar a particulas virales del mutante TsA778 y asi

restablecer el fenotipo normal, esto es, eliminar o disminuir la termosensibilidad de
la cepa.

Termosensibilidad del rotavirus YM y del
mutante SA11 tsA778
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Figura 8. Gréafica de infectividad de una cepa normal de rotavirus
(YM} y la cepa mutante termosensible tsA778 (derivada del rotavirus
de simio SA11) a la temperatura permisiva (31°C) y a {a temperatura
restrictiva (39°C)

En la gréafica de la figura 8 se muestra la infectividad de la cepa
termosensible TsA778 respecto a la cepa YM. La infectividad de YM a 39°C baja a
un 64.5% respecto a su infectividad a 31°C. La infectividad de TsA778 a la

temperatura restrictiva de 39°C es de un 3.8% respecto a su infectividad a la
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temperatura permisiva de 31°C. Es decir, con las condiciones de cultivo probadas
en este trabajo, la infectividad del mutante termosensible TsA778 a la temperatura
restrictiva se reduce alrededor de 25 a 30 veces, respecto a la temperatura
permisible. La reduccion reportada originalmente para esta mutante es de mas de
10,000 veces (Gombold 1987).

Mezclas fenotipicas de SA11 tsA778
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Figura 9. — Termosensibilidad de las mezclas fenotipicas de la cepa
tsA778 con la proteina VP4 de rotavirus YM y VP4 de rotavirus KU,
comparadas con la termosensibilidad de virus mutante control.
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Los ensayos para generar mezclas fenotipicas consistieron en expresar la
proteina VP4 del rotavirus KU o del rotavirus YM con el sistema de vaccinia y
coinfectar con rotavirus mutante TsA778 de SA11. En ambos casos se probaron
dos condiciones de tiempo, 8 horas y 20 horas, entre la infeccién con vaccinia y la
coinfeccién con rotavirus. La infeccion con virus vaccinia y la incubacion previa a
la infeccién con rotavirus de realizé a 37°C, pero una hora antes de infectar con
rotavirus termosensible y todo el ciclo de replicacion de este uitimo la temperatura
de incubacién fue de 31°C. Los lisados obtenidos se titularon a 31°C ya 3¢°C. La
cepa control tsA778 fue coinfectada con vaccinia excepto que no fue transfectada
con ningan plasmido.

En la figura 9 se muestran los titulos de la cepa mutante TsA778 y de las
mezclas fenotipicas a 39°C, expresados como porcentaje respecto al titulo a 31°C
considerado como el 100%. Las progenies TsA778/YM4 y TsA778/KU4 que se
obtienen al infectar con rotavirus a las 8 horas post-vaccinia, muestran una
recuperacion de infectividad a la temperatura restrictiva de hasta un 10%. La
progenie que se obtiene cuando se infecta con rotavirus 20 horas después de
vaccinia muestra una recuperacion de infectividad a la temperatura restrictiva de
airededor de un 35%. Estos porcentajes de rescate de mutantes termosensibles

son iguales para ambas proteinas VP4 utilizadas.
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DISCUSION

En este trabajo se montaron las condiciones para coinfectar rotavirus y virus
vaccinia recombinante VTF7-3 en células MA104, transfectadas con un plasmido
vector que expresa una proteina VP4 heterbloga de rotavirus. Los lisados
celulares se analizaron mediante ensayos de neutralizacién de' la infectividad,
sensibilidad a neuraminidasa y ensayos de rescate de mutantes termosensibles.
Los resultados sugieren que rotavirus es capaz de incorporar la proteina VP4
heterdloga como parte de la particula viral madura, generando particulas con
mezcia fenotipica dentro de la progenie.

Los primeros resultados de este trabajo mostraron que rotavirus es capaz
de inhibir la infectividad de vaccinia durante una coinfeccion. Se conoce que
rotavirus inhibe la sintesis de proteinas celulares en las primeras horas después
de la infeccion. Piron et al (1998), han sugerido que el mecanismo mediante el
cual los rotavirus ejercen su efecto inhibitorio sobre la sintesis de proteinas
celulares estd mediado por la proteina de rotavirus NSP3. Esta proteina se une
especificamente al extremo 3’ de los mRNAs de los rotavirus, los cuales, a
diferencia de los mRNAs celuiares, no contienen una region de Poli(A). NSP3
también interacciona directamente con el factor de traduccidon elF4G1. Se ha
probado que esta interaccién desplaza la unidn de la proteina PABP (“poli(A)-
binding protein”), con el factor elF4G1. La interaccién simultanea de la proteina
PABP con elFAG1 y con la regién poli(A) presentes en los extremos 3 de los
mRNAs celulares, es necesaria para que estos mensajeros se traduzcan
eficientemente (Piron 1998). Todoes los transcritos de el virus vaccinia tienen cap
en su extremo 57, y estan poliadenilados en el extremo 37, igual que un tipico
mRNA eucaridtico (Moss 1996). Puesto que el virus vaccinia utiliza la maquinaria
celular para traducir sus mRNAs es probable que la inhibicibn de vaccinia
observada en presencia de rotavirus sea debida a un proceso general de
- inhibicibn de sintesis de proteinas celulares y del virus vaccinia por
desplazamiento de ia unién de la proteina PABP al factor elF4G1, causado por la
proteina NSP3 de rotavirus.
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Las proteinas correspondientes a los genes 2, 4, 6 y 9 (Andrew 1987, Offit
1980) de rotavirus SA11 ya han sido expresadas previamente, con el sistema de
vaccinia recombinante, en células BSC 1. Posteriormente, Taylor y col. (1992)
expresaron la proteina NS28 en células CV-1, hicieron un analisis funcional de la
proteina expresada y demostraron que, en esas condiciones, la oligomerizacion y
la localizacién subcelular de NS28 ocurre de manera -similar que durante la
infeccion de rotavirus. Estos reportes demuestran que proteinas de rotavirus
pueden ser eficientemente expresadas con el sistema de vaccinia y que pueden
desplegar sus propiedades funcionales.

No hay ninguin reporte hasta el momento, de trabajos en los que se haya
incorporado una proteina recombinante a una particula de rotavirus. Los trabajos
que mas se aproximan han logrado coexpresar varias proteinas estructurales y asi
obtener particulas pseudovirales (Gonzalez, 1995). Para el caso de reovirus,
utilizando el sistema de células COS, y a pesar de tener una eficiencia de
transfeccion del 1%, se ha demostrado que es posible recuperar viriones que
incorporan una proteina o1 heterdloga al coinfectar con un reovirus de serotipo
diferente (Mah, 1990).

Los tres enfoques utilizados en el presente trabajo para demostrar la
presencia de mezclas fenoctipicas sugieren que éstas si estan ocurriendo, y el
porcentaje de particulas con mezcla fenotipica parece correlacionar con el
porcentaje de la eficiencia de transfeccion. Es evidente que la eficiencia de
transfeccion en los ensayos de expresion fue determinante, y se podria establecer
como el paso limitante en el ensayo.

Similares porcentajes de eficiencia de transfeccidn se han reportado para
reactivos como FUGENES (Roche) en células HEC-1B (Moser, 1999). Para lipidos
catidénicos como Lipofectamina, se han reportado eficiencias de transfeccion de
hasta 80% en células NIH-3T3 gue expresan B-galactosidasa; sin embargo, la
eficiencia de este mismo reactivo disminuye en otras células (Hawley-Nelson,
1993). Es posible que-cualquier estrategia que permita incrementar el nimero de
células gue expresen la proteina heterdloga redunde en un incremento en el
porcentaje de mezclas fenotipicas de rotavirus.
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De acuerdo a los resultados de neutralizacién y de sensibilidad a
neuraminidasa, se puede inferir que al menos un 30 % de las particulas virales de
la progenie YM/KU4 contienen VP4 heterdloga; sin embargo, muy probablemente
estas mismas particulas contengan también la proteina VP4 homdioga, por el
hecho de que la infectividad de ésta progenie se reduce completamente a altas
concentraciones de neuraminidasa. En estas condiciones la sensibilidad a
neuraminidasa de las mezcla fenotipica YM/KU4 es igual que la de rotavirus YM

Si el 30% de la progenie tuviera en su totalidad sélo VP4 heterdloga se
esperaria que este mismo porcentaje de la poblacion mantuviera la resistencia aun
a altas concentraciones de neuraminidasa. No se puede descartar la posibilidad
de que la funcion de la VP4 heteréloga cuyo origen es de un virus humano, se vea
alterada al incorporarse en una particula viral de origen animal. Andlisis de virus
rearregiantes y mutantes de escape a neuraminidasa sugieren que una proteina
VP4 puede manifestar propiedades biolégicas diferentes dependiendo del fondo
genético en el que se encuentre, muy probablemente debido a ias interacciones
que establece con otras proteinas, como VP7 {Chen, 1992; Méndez, 1996). Esta
posibilidad es dificil de evaluar con los resuitados de este trabajo.

La mezcla fenotipica del rotavirus YM con la proteina VP4 del rotavirus KU
contiene suficientes moléculas de VP4 de KU para poder ser neutralizadas por el
anticuerpo YO2C2, el cual en las mismas condiciones no neutraliza al rotavirus
YM. Pero la presencia de estas moléculas de VP4 heterdlogas no es suficiente
para conferirle resistencia a altas concentraciones de neuraminidasa. De acuerdo
con Ruggeri (1991), anticuerpos neutralizantes dirigidos contra VPS5 neutralizan la
infectividad de particulas del rotavirus rhesus (RRV), inhibiendo un paso posterior
al pegado del virus a las células huésped, y la cinética de inhibicion indica que la
mayoria de las moléculas de VP4 de un viridn deben estar bloqueadas con
anticuerpos para que la infectividad se abata completamente. De acuerdo con lo
anterior, se puede pensar que las particulas con mezclas fenctipicas de YM/KU4
contienen una mayoria de VP4 de KU puesto que el anticuerpo YO2C2 (que se
une a VP5) es capaz de neutralizarlas.
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Los resultados obtenidos sugieren que aproximadamente el 30 % de las
particuias infectivas contiene la proteina heteréioga puesto que son neutralizadas
por el anticuerpo YO2C2, pero ninguna de ellas es resistente a aftas
concentraciones de neuraminidasa. Es decir, el nimero de VP4 heterdlogas que
contienen estos virus es suficiente para que sean neutralizados pero no bastan
para conferir infectivad en ausencia de acido sialico. Esto sugiere que el nimero o
la distribucién de las proteinas heterdlogas de VP4 no es el adecuado para
favorecer el fenotipo de resistencia a neuraminidasa.

No hay estudios que indiquen el nimero de moléculas o dimeros de VP4
minimos indispensables para que ocurra una adecuada .unién y penetracion a la
célula huésped. Es posible que rotavirus requiera la interacciéon conjunta de un
numero minimo de espiculas de la capside externa con una regién de la célula
huésped, y que la accidn conjunta de todas |as espiculas permita la penetracion
productiva. Para el caso de las mezclas fenotipicas, si la interaccion de este
numero minimo de espiculas ocurre mediante fa via de los virus animales, o
mediante la via de los virus humanos no importaria tanto, mientras cada una de
ellas sea funcional. Con esta idea, la presencia de una sola molécula no funcional
aun rodeada de suficientes moléculas funcionales seria suficiente para blogquear la
infeccion. Es decir, con una sola molécula de VP4 que requiera de la unién de
acido sidlico, presente entre varias moléculas de VP4 que no requieren de acido
sidlico, seria posible abatir 1a infectividad en presencia de neuraminidasa.

Un enfoque que permitiria salvar alguncs de los probliemas mencionados es
eliminar la expresion de la proteina VP4 homéloga y sdlo tener la expresién de la
proteina VP4 heterdloga, y asegurar que la VP4 que se quiere estudiar sea la
Unica presente. Con esta idea se montd el ensayo de expresion y coinfeccién
utilizando la cepa termosensible tsA778. En este casc no se elimina la expresion
de la proteina VP4 homdéloga, pero si es posible eliminar el fondo que produce la
poblacién de virus termosensible, cuando se infecta a la temperatura restrictiva.

Con las condiciones utilizadas en el presente trabajo no se pudo reproducir
el dato previamente publicado para la diferencia de infectividad de la cepa mutante

a la temperatura restrictiva, respecto a la temperatura permisible, de 10,000 veces.
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En este trabajo el valor que se encontrd fue de 30 veces, pero esta diferencia fue
suficiente para estudiar el rescate de mutantes termosensibles. El valor de 10%,
de rescate de mutantes termosensibles, que se observa a las 8 horas es menor
que el valor observado en los ensayos previos de neutralizacion y sensibilidad a
neuraminidasa con rotavirus YM y Wa. No hay una explicacién clara para esto, es
posible que sea reflejo de que el rotavirus termosensible es crecido a una menor
temperatura. Cuando se aumenta el tiempo a 20 horas, entre la infeccién con
vaccinia y la coinfeccidn con rotavirus, el porcentaje de la poblacion que pierde la
termosensibilidad correlaciona con la eficiencia de transfeccion. Esto indica que se
requiere un mayor nimero de moléculas de VP4 heterblogas para que se obtenga
un mayor numero de mezclas fenotipicas.

Los ensayos de rescate de mutantes termosensibles son muy claros y
demuestran que efectivamente una proteina VP4 heterdloga esta siendo
incorporada a la particula viral madura y le confiere la capacidad de infectar a la
célula huésped a la temperatura restrictiva. Es interesante observar gue tanto la
proteina VP4 de origen porcino como la proteina VP4 de origen humano son
capaces de rescatar las mutantes termosensibles, del rotavirus de simio, con
iguales valores de recuperacion de infectividad a la temperatura restrictiva.

De acuerdo con los resultados de este trabajo |as propuestas que surgen
para mejorar el alcance de este estudio comienzan por considerar que es
necesario incrementar el porcentaje de células que expresen la proteina
heterdloga, ya sea aumentando la eficiencia de transfeccion o estableciendo
lineas transformadas permanentes. Ademas, es claro que el uso de la cepa de
rotavirus termosensible SA11 TsA778 es la que ofrece mejores perspectivas para
demostrar la capacidad de integrar proteinas hetedlogas mediante este sistema de
expresidn transitoria y posiblemente se mejore el rendimiento si se utiliza la
proteina VP4 propia de SA11 no termosensible. Sin embargo, queda pendiente
evaluar la utilizacién de la cepa de rotavirus mutante como aceptora de proteinas
modificadas genéticamente, para descartar ia posibilidad de que la mutacién que
confiere la termosensibilidad interfiera con las mutaciones o modificaciones a

estudiar.
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Los resultados de este trabajo muestran que es posible incorporar proteinas
heterdlogas, expresadas a partir de un plasmido, en particulas maduras de
rotavirus, y esto abre la posibilidad de que se pueda realizar ensayos de genética
reversa como una herramienta para conocer la estructura y funcion de las
proteinas virales. En especial permitiria analizar mutaciones especificas y su
repercusién en los procesos de infeccidn, replicacién.y patogénesis de los

rotavirus y otros miembros de la familia Reoviridae.
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