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Resurnen 

En este trabajo se propone una estrategia para incorporar proteinas VP4 

heterologas dentro de particulas maduras de rotavirus. La proteina VP4 heterologa 

proviene de una cepa de rotavirus diferente a la cepa aeptora, y el gene que la 

codifica esta clonado en un vector de expresion compatible con el sisterna de 

expresion de vaccinia recornbinante. Celulas MA104 son infectadas con vaccinia 

recornbinante y transfectadas con el plasrnido que acarrea el gene de VP4 

heterologo; al cabo de unas horas se expresa la proteina VP4 y las dlulas son 

infectadas con la cepa aceptora de rotavirus, con la intencion de que durante el 

ciclo de infeccion de rotavirus, al ser ensarnbladas las particulas, las proteinas 

VP4 heterologas se incorporen dentro de las particulas virales infecciosas de la 

progenie, dando lugar a rnezclas fenotipicas. Se obtuvieron evidencias que 

sugieren la presencia de la proteina VP4 heterologa dentro de particulas 

infecciosas de la progenie, utilizando ensayos de neutralization de la infeccion con 

anticuerpos rnonoclonales especificos y ensayos de sensibilidad a neurarninidasa. 

Adernas, 10s resultados con ensayos de rescate de mutantes terrnosensibles en 

VP4 dernuestran que es posible obtener particulas de rotavirus que contengan una 

proteina heterologa expresada a partir de un gene clonado. 



Los rotavirus son un agente etiologico de gastroenteritis y se han asociado 

Principalmente al desarrollo de diarreas severas en recien nacidos y jovenes, tanto 

humanos como animales, en todo el mundo. tos efectos causados por la infection de 

rotavirus son mas evidentes en paises menos desarrollados donde llegan a c0nStituir 

una causa importante de mortalidad entre la poblacion infantil (Guerrant eta/, 1990). 

Los rotavirus constituyen un genero dentro de la familia Reoviridae. Las particulas 

virales maduras miden aproximadamente 75 nm de diametro, estan estructuradas por 

tres capas conckntricas de proteina con simetria icosahedrica y no tienen una bicapa 

de lipidos. El genoma consiste de 11 segmentos de RNA de doble cadena (dsRNA), 

donde cada segment0 codifica al menos para una proteina (Estes et a/, 1996). 

Clasificacion 

De acuerdo a sus caracteristicas inmunologicas 10s 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 serologicas 

como inmunofluorescencia, ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA) e 

inmunomicroscopia electronics. Asimismo, virus de diferentes grupos comparten 

caracteristicas morfologicas y bioquimicas, per0 no cruzan inmunologicamente 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 10s grupos, D, E y 

F incluyen solo 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 interes por su importancia 

medica ya que infectan a humanos, y animales de importancia emnomica, como 

bovinos, cerdos, caballos, etc. 



La proteina VP6 contiene un epitope que es el principal determinante de la 

reactividad antigenica del grupo A Ademas, esta proteina tiene otro epitope 

caracteristico de subgrupo que se utiliza para clasificar 10s rotavirus del grupo A en 10s 

subgupos I y II (Kapikian eta/, 1996). 

De acuerdo al nivel de reactividad que manifiesta cada cepa al someterse a un 

ensayo de neutralization, utilizando sueros hiperinmunes heterologos (producidos 

Contra cepas diferentes a la ensayada) y homologos (producido contra la misma =pa), 

se ha clasificado a 10s rotavirus en serotipos llamados G y P basados en la reactividad 

de las proteinas de superficie VP7 y VP4, respectivamente (Estes, 1996; Kapikian et a/, 

1 996). 

Proteinas virales 

El peso molecular de las proteinas codificadas por el genoma de 10s 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 ingles "viral  rotei in". Las proteinas VP1, VP2 y VP3 forman 

parte del core, mientras que VP6 lorma la capa intermedia. VP4 y VP7 forman la capa 

extema del virus. Las 6 proteinas restantes no son estructurales y se denominan NSPl 

a NSP6, por las siglas en ingles para "non structural  rotei in". Estas proteinas estan 

involucradas en 10s procesos de replicacion y maduracion viral (hnattion eta/, 1994). 

El conocimiento de la estructura y funcion de las proteinas de la capa extema, 

asi como el estudio de sus interacciones dentro del virus, es fundamental para 

entender 10s mecanismos basicos de reconocimiento, activacion y penetracion a la 

&lula huesped. Esto nos ofrece, ademas, nuevas altemativas para el diseiio de 

estrategias para prevenir la infection por estos virus. 

La proteina VP4 es codificada por el segmento genomico nljmero 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 foma de dimeros, 10s cuales wnstituyen cada una de las 60 espiculas 

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



Ademas de su contribution como componente estructural de la particula viral, la 

proteina VP4 tiene caracteristicas funcionales esenciales para 10s rotavirus (ver 

adelante). En presencia de tripsina, VP4 es cortada especificamente en 10s residuos 

231, 241 y 247, dando lugar a 10s polipeptidos VP5 (extremo COOH) y VP8 (extremo 

NH2). Estos cortes producen un increment0 de hasta mil veces en la infectividad del 

virus. 

La proteina VP7, de 326 aa, esta glicosilada y forma la capa de proteina mas 

externa del virus, a partir de la cual se proyectan las espiculas de VP4. La funcion de 

VP7 en la entrada del virus no es clara, pero podria estar involucrada en interaccionar 

con receptores virales en algljn paso posterior a la union inicial del virus a la superficie 

celular. 

Ciclo de Replicaci6n de 10s Rotavirus 

El cido replicativo del virus puede ser dividida para su estudio en: union a la 

&lula, penetration, transcripcion, replication, ensamble y liberacion. 

Solo particulas con las tres capas proteicas, y que contengan VP4, son capaces 

de unirse a la celula huesped. Cada vez hay mas evidencias que indican que el pegado 

de rotavirus ocurre via VP4, aunque el proceso de entrada podria involucrar la funcion 

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 &lulas MA104 en cultivo. Esta linea celular 

derivada de epitelio renal de mono Rhesus, es la mas susceptible a la infeccibn por 

rotavirus. Las cepas de origen animal necesitan, para ser infectivas, la presencia en la 

superficie celular de moleculas que contengan acido sialico. La infectividad de las 

cepas silvestres de origen animal es inhibida cuando se trata a la d lu la huesped con 

neuraminidasa, enzima que corta especificamente residuos de acido sialico. La 

infectividad tambien 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 

a/, 1989). 



Por otro lado la infectividad de las cepas de rotavirus aisladas de humanos no 

disminuye en presencia de glicoforina, ni por el tratarniento previo de las &lulas con 

neuraminidasa, lo que indica que estas cepas no requieren interactuar con mol6culas 

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 (hemaglutinaci6n), a traves de interaccionar con residuos de acido sialiw en 

la superficie de estas dlulas. 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 regi6n entre el aminoacido 93 y el 208, dentro del 

dominio VP8, que es suficiente para determinar la actividad de hemaglutinacion, y en 

particular 10s residuos de tyr155, tyr188 y serl90 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 sialico, se pueden reducir a 

diferencias en la proteina VP4 (Fuentes Panana, et a/ 1995; Isa, et a/ 1997). 

Para conocer que region de la proteina VP4 interacciona con la c6lula huesped 

se han utilizado anticuerpos monoclonales dirigidos contra VP4 que inhiben la 

infectividad de cepas de rotavirus que requieren de acido sialico. Se ha reportado que 

10s anticuerpos dirigidos contra VP8 previenen el pegado a celulas MA104 del virus, 

mientras que 10s anticuerpos dirigidos contra VP5 no tienen este efecto (Ruggeri et a/, 

1991). Estos resultados indican que 10s rotavirus dependientes de Acido sialico se unen 

a la superficie celular a traves 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 acido sialico para infectar 

(Mendez et a/, 1993), 10s anticuerpos dirigidos contra el dominio VP5 inhiben el 

pegado a la &Ida, mientras que anticuerpos contra VP8 no lo hacen (Mendez et a/, 

1993; Zarate et a/, 2000). Esta obse~acion, mas el hecho de que glicoforina se une al 

virus nar3 per0 no inhibe la infectividad, Ilev6 a la propuesta de que en la cepa mutante 

nar3 queda al descubierto un segundo dominio localizado en VP5 (independiente de 

acido sialico), que puede mediar la union a la celula huesped a traves de un segundo 

coreceptor resistente a neuraminidasa. 



Estudios recientes indican que la molecula de integrina a2P1 es utilizada como 

sitio de union inicial 8 la d u l a  por la cepa nar3, y ademas tambien es utilizada como 

segundo receptor por la cepa de origen animal RRV, en un evento posterior a la union 

al receptor que contiene acido sialico. Ademas, se ha mostrado que la integrina aVP3 y 

la proteina hsc70 tambien son utilizadas como coreceptores tanto por la cepa de 

rotavirus Wa de origen humano, por la cepa RRV de origen animal, e incluso por la 

cepa mutante nar3 en algun paso posterior al pegado inicial. Lo anterior indica que el 

evento de union y penetracion a la d lu la huesped esta dividido en varios pasos 

subsecuentes y se ha propuesto que el receptor para rotavirus posiblemente sea un 

complejo de "arias moleculas que forman parte de micro dominios ("rafts") sobre la 

membrana celular (Arias eta/, 2001; Guerrero et a/, 2000). 

No se conoce con precision el mecanismo o 10s eventos requeridos para que 10s 

rotavirus entren a la &lula huesped. Se ha reportado que entre O0 y 4 O  C 10s virus se 

unen a la supetficie celular, per0 no penetran al citoplasma. Tambien se sabe que para 

que 10s virus penetren requieren ser pretratados con tripsina, ya que 10s virus que 

tienen una VP4 integra, es decir no cortada en VP8 y VP5, se unen a la d u l a  per0 no 

infectan. Se ha propuesto que la entrada del virus a la &lula se lleva a cabo por 

penetracion directa a nivel de la membrana plasmhtica, sin embargo, no se ha 

descartado totalmente el ingreso del virus por endocitosis (Kaijot e f  a/. 1988 y 

Kantharidis et a/, 1987). 

Despues de que el virus ha ingresado a la celula, el siguiente paso del ciclo de 

replicacion viral consiste en la perdida 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 segment0 genomico. Estos mRNAs son 

traducidos por la maquinaria de la &lula huesped 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 

endoplasmico, y son insertadas en la membrana del reticulo endoplasmico debido a las 

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



por ribosomas libres. La acumulacion de proteinas virales en el citoplasma resuka en la 

formacion de una estructura de inclusion llamada viroplasma, en donde se ha 

PrOpUeSto que ocurre la replication del genorna e inicia el ensamble de la progenie de 

viriones. Se desconoce de que manera ocurre la segregacibn de cada uno de 10s 
segmentos genomicos en las particulas. El resultado es que se asocian 11 diferentes 

mRNAs, cada uno representando un segment0 genomico, con proteinas virales recien 

sintetizadas, suficientes para formar una subparticula viral con actividad de replicasa. 

La enzima RNA polimerasa dependiente de RNA, utiliza como templado a 10s mRNAs y 

sintetiza una cadena negativa de RNA, resultando en la formacion 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 

proteica 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 forrnando 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 perrnite que las 

particulas gemen hacia el lumen del reticulo endoplasmico, adquieriendo durante este 

proceso las proteinas VP7 y VP4. Como resultado de la gemacion las particulas virales 

en formacion quedan temporalmente rodeadas por una membrana lipidica. Las 

proteinas VP7 y VP4 se condensan y se ensamblan para producir la cubierta extema 

de 10s rotavirus y la membrana lipidica se pierde. Finalmente, las particulas maduras 

no son envueltas y salen de la celula mediante lisis celular. (Patton eta/, 1994). 

Virus rearreglantes 

Una caracteristica unica de 10s virus con genoma segmentado es la capacidad 

de intercambiar segmentos genomicos entre dos cepas diferentes, cuando estas 

coinfectan una misma dlula. Los virus que contienen segmentos derivados de las dos 

cepas infectantes se denominan rearreglantes. En la progenie viral de una coinfeccion, 

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



pueden distinguir genotipica y fenotipicarnente 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 coinfeccion con dos cepas diferentes, la 

capside de cada particula viral no necesariamente esta fonada por proteinas 

codificadas por el genorna encapsulado. Es decir, la coinfeccion con virus de diferentes 

cepas resulta en la formacibn de mezclas fenotipicas que se pueden denominar 

rnosaicos, ya que las proteinas de la dpside de una particula viral pueden provenir de 

arnbas cepas parentales. Evidentemente, las rnezclas fenotipicas que no tengan su 

respaldo genotipico se perderan en la siguiente generacion de particulas virales (Ward 

et a/. 1988). Los virus rearreglantes se han utilizado para una amplia variedad de 

estudios y han sido de gran utilidad en el asignarniento de funciones de diferentes 

proteinas virales puesto que perrniten observar la funcion de una proteina especifica 

en un fondo genetic0 diferente. Sin embargo, esta estrategia tiene limitaciones 

irnportantes por la dificultad en el metodo de selection de rearreglantes, adernas de 

que este tip0 de virus solo nos perrniten estudiar las proteinas silvestres, esto es, no se 

pueden rnanipular geneticarnente. 

Otras estrategias que tradicionalrnente se han utilizado para el estudio de 

proteinas de rotavirus son 10s ensayos de transcapsidacion (Chen et a/, 1993) ; la 

obtencion de mutantes letales condicionales (Gombold et a/, 1987); rnutantes que 

escapan a la neutralizacion con anticuerpos monoclonales (Shaw et a/, 1986); 

rnutantes con sensibilidad alterada a neurarninidasa y a glicoforina (Mendez et a/, 

1993); y la clonacion, expresion y mapeo de dorninios involucrados en funciones 

deterrninadas (Fuentes Panana et a/, 1995, lsa et al, 1997). 

Planteamiento del problema 

Actualmente no hay un sistema para hacer genetica reversa en rotavirus que 

permita, a traves de modificar la informacion genetica del virus, alterar la estructura o 

secuencia de las proteinas, incorporarlas a una particula viral infecciosa y preguntar 

cuales son las repercusiones funcionales y estructurales de tales carnbios. Son varios 

10s enfoques experimentales en exploracion que pretenden resolver este problema: 



1) El desarrollo de un sistema de replication in vitro que dependa de un templado 

exheno 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 

segment0 de RNA de doble cadena, recibn sintetizado, pueda ser incorporado a 

estas subparticulas virales. Las particulas asi obtenidas pueden ser manipuladas 

mediante las tecnicas de transcapsidacion in vitro, para recuperar particulas virales 

infecciosas susceptibles de ser estudiadas (Chen et a/, 1993; Ramig eta/, 1997). 

2) Ensayos de coexpresion en celulas eucariotas de genes virales clonados, en 

condiciones que permitan la produccion de pseudoparticulas virales (carecientes de 

genoma). Ya se cuenta con un sistema de expresi6n en baculovirus en el que se 

expresan cuatro genes estructurales y es posible reurperar pseudoparticulas virales 

susceptibles de ser analizadas mediante ensayos con anticuerpos especificos y su 

capacidad de union a las celulas huesped (Crawford eta/, 1994, Gilbert et a/, 1997). 

3) Sintesis de RNA viral de rotavirus a partir de un plasmido en presencia de un virus 

ayudador (Gorziglia et a/,1992). Se han construido cDNAs que codifican para la 

cadena positiva de un gene reportero flanqueado con 10s extremos 3' y 5' 

caracteristicos de 10s genes de rotavirus. Cuando se transfecta este cDNA en 

presencia de un virus ayudador se logra amplificar el gene y expresar estq proteina, 

sin embargo, no se ha detectado la incorporacion del dsRNA del reportero en 

particulas infecciosas de rotavirus. 

4) Rescate de un mRNA viral, transfectado en dlulas 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 eventualmente pueda 

ser incorporado como parte del genorna en particulas virales infecciosas. 

5) Expresion en &lulas de genes virgles clonados, en presencia de particulas virales 

infectivas, en condiciones que permitan la incorporacion de la proteina heterologa a 

las particulas virales de la progenie durante la infection. 

Esta ultima linea de investigaci~n es la que se propone en el presente trabajo por 10 

que el objetivo que se plantea es: 

Objetivo: 

Desarrollar un metodo que perrnita sintetizar una proteina de rotavirus a 

partir del gene clonado en un plasmido, e incorporar esta proteina 

heterbloga a particulas virales maduras. 

Para cumplir el objetivo se utilizo el sistema de expresion transitoria de proteinas 

basado en el virus recornbinante de Vaccinia, que destaca por ser una herramienta 

muy versatil y tener una alta eficiencia de expresion de proteinas heterologas. 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. Ademb, el virus 

vaccinia transcribe y replica su DNA en el citoplasma con relativa independencia del 

nircleo celular (Miner, 1990). 

Moss y colaboradores desarrollaron un sistema hibrido que aprovecha las 

cualidades de vaccinia y las ventajas de la RNA polimerasa del bacteriofago T7, qua es 

una enzima utilizada ampliamente en sistemas de expresion en procariotes. La RNA 

polimerasa T7 es monomerica, con alta actividad catalitica y estricta especificidad de 

promotor. Este sistema hibrido consiste en un virus vaccinia recombinante que expresa 

altas cantidades de la RNA polimerasa T7 en las c6lulas infectadas; el sistema se 

complements con la transfeccion de un plasmido que lleva codificado el gen de una 



proteina de interes, bajo el control del promotor para la RNA polimerasa Ti'. De esta 

manera, la RNA polimerasa Ti' transcribe el gen de interes para la posterior sintesis de 

la proteina por la maquinaria de traduccibn de la dlula hospedera (Fuerst et a/, 1986). 

Con este sistema ya se han expresado proteinas de rotavirus en las lineas celulares 

BSC40, CV1 y MA1 04 (Taylor et a/, 1992; Offit et a/, 1994; Hua et a/, 1994; Gonzalez et 

a/, 1995; Newton et a/, 1997; Affranchino et a/, 1997). 

La estrategia que se plantea en este trabajo es infectar con una cepa de 

rotavirus ya sea de origen animal o humano, &lulas que esten expresando con el 

sisterna 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 

heterologo. 

El uso de la proteina VP4 para explorar y establecer condiciones en este 

sistema facilita el analisis de las mezclas fenotipicas porque esta proteina le confiere 

diferencias funcionales a las cepas de origen hurnano y animal. 

Proponemos utilizar la cepa de rotavirus SA11 TsA778, de origen animal, como 

aceptor de proteinas VP4 heterotogas. Esta es una cepa mutante termosensible, ya 

que su infectividad a 39°C se reduce notablemente en relacion con la infectividad a 

31°C (Ramig, 1991). La alteration en esta cepa mutante ha sido mapeada en la 

proteina VP4 (Gombold, 1987). Proponemos infectar con este rotavirus mutante a las 

&lulas que expresen la proteina VP4 de otra cepa de rotavirus, ya sea de origen 

animal o de origen hurnano. Posteriormente, 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-Ti' RNA 

polimerasa, y que esta restablezca la capacidad de infectar igual en ambas 

temperaturas. 



Objetivos particulares: 

1) Caracterizar la produccion 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 Ti'. 

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

vaccinia. 

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

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

4) lnfectar con rotavirus a celulas que expresan una proteina VP4 heterologa (mediante 

el sistema de vaccinia-RNA polimerasa T7), y estudiar la progenie producida mediante 

ensayos de neutralization, sensibilidad a neuraminidasa y modification de 

termosensibilidad, en busca de mezclas fenotipicas. 



En este pmyedo se utilizamn las cepas de mtavirus YM de origen porcino, Wa de Origen 

humano y la cepa mutante termosensible S A l l  TsA778. Se utilizamn las lineas celulares MA 104, 

para replicad6n de las cepas de mtaviws y BSC40 para la replicaci6n del virus vaccinia. Se utiliz6 

la cepa de virus vaccinia recombinante VTF7-3. 

Se utiliamn 10s plasmidos denominados pEMCKU4-8 y pEMCYM4 que codifican para las 

pmteinas VP4 de rotavirus KU, de origen humano y rotavirus YM de origen porcino, 

respedivamente. 

PurificacUn de plhsmidos a gran escala limpiando con PEG 

Se crece un cultivo de E. coli con el plasmido de inter& en LB+ antibi6tico toda la noche. 

Se toman 25 pl de este crecimiento para inocular 500 ml de LB+antibi6tico en un matraz de 2 It. Se 

incuba 2.5 h a 37% con agitaci6n vigomsa y se le adiciona cloranfenicol a 170 pg/ml. Se inwba de 

12-16h a 37% con agitaci6n vigorosa. El cultivo se centrifuga a 7K por 15 min, la pastilla se 

resuspende en 100 ml de STE (NaCI 0.1 M, Tris HCI pH 8.0 10 mM, EDTA pH 8.0 ImM) frio. Se 

centrifuga a 7K por 15 min, la pastilla se resuspende en 10 ml de soluci6n I (Glucosa 50 mM. Tris 

HCI 25 mM, EDTA IOmM, pH 8.0). Se adiciona 1 ml de soluci6n de lisozima fresca (100pgIml en 

Tris IOmM, pH 8.0) y 20ml de soluci6n II (NaOH 0.2 N. SDS 1%) fresca, se invierte el tub0 varias 

veces, y se deja 5-10 min a temperatura ambiente (T.A.) 

Se adicionan 15ml de soluci6n Ill (60ml de Acetato de Potasio 5 M + 11.5 ml de acido adtico 

glacial + 28.5 ml de agua) fria, se mezcla suavemente y se inwbar en hielo 10 min. Se centrifuga a 

5 K 20 min a 4°C (sin freno). El sobrenadante viscoso se transfiere a otm tuba y se filtra a travbs de 

4 capas de gasa. Se agregan 0.6 vol de lsopropanol a T.A, se deja 10 min a T.A, y se centrifuga a 

5 K 15 min a T.A.. 

Se lava la pastilla en 3 ml de TE (Tris HCI 10 mM. EDTA 1 mM pH 8.0). La soluci6n se 

pasa a tubos corex 15 ml, se adicionan 3 ml de LiCl5 M frio y se mezcla bien. Se centrifuga a 10 K 

10 min a 4"C, el sobrenadante se transfiere a tubos corex de 30 ml. Se adiciona un volumen igual 

de isopropanol, se mezcla bien y se centfifuga a 10 K 10 min a T.A. Se desecha el sobrenadante 

cuidadosamente, se invierte el tub0 y se lava la pastilla con etanol 70%. 

La pastilla se disuelve en 500 pl de TE pH 8.0 conteniendo RNAsa libre de DNAsas 

QOpg/ml). Se transfiere a tubos eppendorf y se deja 30 min a T.A. Se adicionan 500 pl de NaC11.6 

M con 13% de PEG 8000, se mezcla bien y se incuba 2 h o toda la noche a 4%. 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-clomformo y finalmente 1 volumen de cloroformo. 

~a fase acuosa se transfiere, se le adicionan 100 p i  de acetato de amonio 10M y se mezcla bien. 



Se adicionan 2 volumenes de etanol absolute, se incuba 10 min a T.A y se centrifuga a 12 

K. 5 min a 4%. La pastilla se lava con 200 4 de etanol70%, se centrifuga a 12 K por 2 min a 4°C. 

Se aspira el sobrenadante, se deja sea r  la pastilla y se resuspende en 500 pl de TE pH 8. 

Finalmente se mide la densidad 6ptica a 2601280 y se guarda a -20%. 

Ensayo cualitativo de sensibilidada lipofectamina (Lfa) 

Se crecen dlulas MA104 hasta el 80% de confluencia en cajas de cuRivo con pozos de 

35mm, suficientes para 10s ensayos A. B y C. Se preparar diferentes mezclas de lipofectamina 

(GIBCO BRL, Life Technologies. Inc.) con 3 0 ~ ,  20pg y IOpg, cada una en un volumen final de 

1004 con agua est6ril. Cada mezcla se prepara por duplicado. 

Se retira el medio de wttivo de 10s pozos y se lava una vez con PBS y una vez con 

Optimem (Gibco). Se ailaden 3ml de Optimem a cada pozo y se agrega por goteo la mezcla de 

lipofectamina a cada pozo por duplicado. 

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

0.- Estos pozos se incuban por 4 h. se retira el medio con lipofedamina, 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 retira el medio con lipofectamina, se lava 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 10s rotavirus 

Se siembran dlulas MA104 en placas de cultivo de 96 pozos hasta que llegan a 

confluencia. Se adivan lisados de mtavirus con lpl de tripsina a1 1% por cada ml de lisado. ~e 

preparan diluciones crecientes de lisados activados por duplicado y se incuban con las dlulas 

MA104 por 12h a 37%. 

Se retira el medio de witivo y se inwban 15 min con acetona 80% en PBS frfo, para fijar y 

penneabilizar las dlulas. Se lavan 2 veces con PBS y se dejan secar 10s pozos. Se ailaden 50 pl a 

cada pozo de una diluci6n de suem anti rotavirus (el anti YM se utiliz6 1:1500) en PBS. Se incuba 

1 h a 37%. Se lava 2 veces con PBS, se arladen 50 4 de proteina A-Peroxidasa diluida 112500 en 

PBS y se incuba 2 h a 37°C. Se lava dos veces con PBS, se agregan 50 pI de substrato (3.5 ml de 

buffer acetatos 0.05 M pH 5.0. 1.5 ml de Samino etil carbazole (4 mglml en dimetil fonnamida) y 10 

4 de H202 al30%). 

Se cuenta el numero de dlulas teilidas y se calwla el numero total de unidades 

formadoras de focos (ffu). 



Este ensayo Ntinariamente se utiliza para teiiir dlulas que han sido infedadas con 

mtavirus. En este trabajo tambien se utiliz6 para detedar dlulas que expresan la pruteina VP4 de 

mtavirus con el sistema de expresi6n temporal de vaccinian (en ausencia de rotavirus) para definir 

la eticiencia de transfecci6n. 

Pmducci6n de un lisado semilla del virus vaccinia 

Se aece un wltivo de dlulas BSC40 en un frasco de 75 an2 (n5), y se infedan con una 

m.o.i.=l de vaccinia VIE'-3. Para la infecci6n se toman 20 pl de virus vaccinia (-lo7 pfu. 

'unidades formadoras de placas') y se mezcla con 200 PI de tripsina (a1 0.25% en EDTA ImM) y se 

inwba durante 60 rnin a 37°C. Se le adiciona 1 ml de medio de cultivo MEM (Gibco) con suero fetal 

bovino (SFB) al lo%, para neutralizar la tripsina. Se retira el medio de cultivo de 10s frascos con 

dlulas BSC4O y se agrega el virus vaccinia. Se adsorbe durante 1 h a 37% y luego se le adiciona 

10 ml de MEM+SFBIO% sin retirar el inoculo y se deja incubando durante 3 dias. 

Se cosechan las dlulas infedadas del frasco F75 raspando el frasco con gendarme estbril, 

las dlulas desprendidas se centrifugan 5 rnin a 1500rpm y se desecha el sobrenadante. La pastilla 

de dlulas se resuspende en 6 ml de Tris 10mM pH 9.0 y se congela y descongela tres veces 

congelando con hielo sew mhs elan01 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 rnl de MEM+SFBIO%, se mezda bien, y con esta 

mezda se inoculan 8 frascos de 150 cm2 (F150) con dlulas BSC40 previamente crecidas a 

confluencia. Se adsorbe durante 60 min a 37%. Se adicionan 10 ml de MEM+SFBIO% a cada 

frasco, sin retirar el in6culo y se incuban a 37% por 3 dias. 

Se cosechan las dlulas raspando con un sargento y se centrifugan 5 rnin a 1500rpm. Las 

pastillas de dlulas provenientes de todos 10s frascos F150 se resuspenden en 16 ml de Tris 10 

mM pH 9 a 4°C. Todos 10s pasos siguientes deben realizarse en hielo. Se homogeniza con 15 a 20 

golpes del homogeneizador. El homcgeneizado se centrifuga a 750 x g por 5 min a 4"C, para 

eliminar 10s nucleos de las &lulas. El sobrenadante se guarda y la pastilla se resuspende una vez 

mhs 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 volumenes de tripsina, se 

inwba 30 min a 37% agitando frewentemente. Se prepara un tubo de centrifuga con una soluci6n 

de sacamsa al 36% peso a volumen en tris 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 rnin a 4%. La pastilla con el virus se resuspende en 6 ml de Tris lOmM pH 9, se le 

agrega 0.6 ml de tripsina, se incuba a 30 rnin a 37% agitando frewentemente. Se pone sobre 6 ml 

de sacamsa a1 36% y se cefltrifuga a 25000 x g (12000 rpm en el mtor SW40) 80 min a 4%. La 

pastilla se resuspende en 3 ml de tris 1 mM pH 9, se reparte en alicuotas de 20 p1 y se almacena a 

-70%. 



Ensayo en placa para titular a1 v i ~ s  vaccinia 

Se crecen elulas BSC40 en cajas con pozos de 35 mm. Se descongela una aliwota de 20 

PI de v i m  vaccjnia. se le adicionan 180 )11 de tripsina (2.5 mglml) y se incuba 30 min a 37%. Se 

adidona 1 ml de M E M F B  lo%, y se preparan diludones seriadas por factor de 10 en 1 ml de 

MEMISFB. 

Se retira el medio de c u l t ~ o  de cada uno de 10s pozos con dlulas BSC40 y lavar una vez 

con PBS. Se adiciona 1 ml 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 MEMISFB por pozo, se incuba 48 h a 37C0. Se retira 

medio de cultivo y se agrega a cada pozo 0.5 ml  de 0.1% de cristal violeta (disuelto en etanol al 

20%). Se incuba 5 min a TA, se retira el cristal violeta, se lava con PBS y se dejan secar 10s pozos. 

Protocolo de coinfecci6n de rotavirus y virus vaccinia 

Este ensayo se realiz6 para conocer el comportamiento de ambos virus al coinfectar un 

wltivo de dlulas MA104. Para ello se prow infectar primer0 con vaccinia e inmediatamente 

despues con mtavirus, o viceversa, primem con rotavirus e inmediatamente despues con vaccinia. 

Se activan viales del stock de vaccinia y liados de mtavirus con tripsina. Se neutraliza la 

tripsina, de 10s viales activados de vaccinia, con SFB. Se retira el medio de wltivo de 10s pozos de 

35mm que contengan dlulas MA104 al 80% de confluencia, se agrega el virus vaccinia y se 

incuba 1 h a 37%. Se retira el medio de cultivo de 10s pozos que se infectan primer0 con rotavirus, 

se lava tres veces con MEM y se afiade 0.5 ml de lisado activado de rotavirus. Se deja 

adsorbiendo 1 h a 37C. Mientras se adsorben estos primems virus, se ponen a activar otms viales. 

pmcurando que wando termine el peritdo de adsorcidn de 10s primeros virus ya esten activados 

10s siguientes. 

A.- Los pozos, donde inicialmente se absorbi6 vaccinia y pozos extras para inocular un control de 

rotavirus sin vaccinia, se lavan tres veces con MEM y se aAade a cada pozo 0.5 ml de lisado 

activado de rotavirus y se incuba 1 h a 37%. Luego se retira el inoculo, se lava tres veces con MEM 

y se incuba por 18 h a 37%. 

9.- A 10s pozos inoculados inicialmente con rotavirus se las retira el in6culo y se lavan tres veces 

con MEM. A un pozo se le agrega l m l  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 mtavirus 

que se pruebe. Se inwba durante 1 h, se retira el segundo inoculo, se lava cada pozo tres veces 

con MEM y se incuban por 18 h. 

Al cab0 de las 18 h de inwbaci6n se oMiene el lisado celular y se ensaya para titular la pmducci6n 

de mtavirus y vaccinia. 



Protocolo de coinfeccidn con vaccinia y rotavirus a diferantes tiempos 

Seis pozos de 35 mm con dlulas MA104 se infedan con virus vaccinia y cada uno de ellos se 

coinfecta con rotavirus YM a 0, 3, 6, 9, 12, y 15 horas. Las dlulas se incuban por 18 horas 

despubs de la infecci6n con rotavirus y se recupera el lisado para ensayar tiiulo de infedividad que 

se obtiene para cada virus. 

Hrs 
vrms vaceinh I 

Expresi6n de proteinas en c6lulas MA104 

W 

W 

W 

W 

W 

W 

Se crecen dlulas MA104 en placas con pozos de 35 mm hasta alcanzar 80 % de 

confluencia. Se adiva el virus vaccinia 0: 20p1 de stock de W (equivalente a lo7 pfu). + 504 de 

tripsina + 150pl de MEM y se incuba 30 min a 37%. Antes de adicionar el virus vaccinia adivado a 

las dlulas se inadiva la tripsina agregando lml  de MEM con suem al 10% a cada vial de W 

adivado. Se retira el medio de wltivo de 10s pozos con dlulas, se aiiade el W adivado y se 

inwba 30 min a 37%. Se lava 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 + lipofedamina (Lfa) y se incuba por 8 

horas. Se retira el Optimem c/DNA+Lfa y se ailade Optimem solo, se inwba 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 @iml ~ e t - ~ ~ ~  y se incuba 4 h n  a 

37°C. Se retira la marca y se lava una vez con PBS. Se lisan las dlulas con 250 pl de buffer de 

lisis ( Trit6n 1%, 150 mM de Na CI, 50 mM de Tris pH 7.5, PMSF 20 pg/pl, Apmtinina 2W/pl, 

Leupeptina 2 d p I  ), se pasan a tubos eppendorf, se agita, se centrifuga 5 min a 14K y se guarda el 

sobrenadante a -20% 

YM 

YM 

YM 

YM 

YM 

YM 

Mezda de Lipofedamina +DNA de pl&smido :I0 p1 Lfa (20g) + 40 4 de agua= 50 pl 

10 pg Plasmido + agua = 50 pi 

Esta mezcla se hace en tubos de polipmpileno y se incuba 15 min. a temperatura ambiente 



Nota: El pmtocolo original para expresi6n de proteinas en dlulas BSC40 indica usar 30 pg de Lfa 

e inwbar las &lulas durante 18 horas, sin embargo las &lulas MA104 resultamn mas sensibles a 

Lfa. por ello se disminuyb la cantidad de Lfa y el tiempo de inwbaci6n. 

Ensayo de inmunoprecip~ci6n de pmteinas marcadas con rnet-Ss 

Se mezdan 20 4 de lisado de &lulas marcadas con met-s", 80 4 de buffer RlPA (0.1% 

SDS, 1% deoxicolato de Sodio. 1% Tritdn X-100, 150 mM NaCI. Tris 50 mM pH 7.5) y 5 p1 de 

antisum (hiperinmunes contra rotavirus, o bien el anti receptor de laminina). Se inwba 30 min a 

temperatura ambiente. Se centrifuga 5 min a 14 Ken tubos eppendorf y se cambia el sobrenadante 

a un tub0 nuevo. Se agregan 25 p1 de sefamsa-proteina A al 50% en PBS. Se inwba 30 min a 

temperatura ambiente con agitaci6n. 

Se lava una vez wn buffer RlPA con 1 rngtml BSA (en cada lavado se centrifuga a 6K por 

2 min). Se lava una vez con buffer RlPA y se resuspende en 15 pi 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 camles de geles de poliacrilamida. 

Se corn el gel, se fija, se trata con Salicilato de sodio, se seca a 80% por 2 h y se expone con 

peliculas para autoradiografia. 



Ensayo de expresi6n de la proteina LRP con el sistema de vaccinia, en pmsencia de 

rotavirus 

Cblulas MA104 crecidas en pozos de 35 mm se infectaron con virus vaccinia VTF3.5 y 

posteriormente se transfedaron con un pldsmido que codiflca por el receptor de laminina (LRP). A 

10s tiempos indicados se coinfed6 con mtavirus YM. 4 horas despu6s de infedar con rotavirus se 

di6 un pulso de marca con ~ e t - . S ~ ~  durante 4 hrs ( a). Al final de este period0 de marcaje laS 

&lulas se lisaron. El lisado celular se utiliz6 para ensayos de inmunoprecipitacidn con un 

anticuerpo policlonal anti-LRP 

Ensayo para obtenci6n de mezclas fenotipicas 

En dlulas MA104 se expred la proteina VP4 de rotavirus KU (KUl4) y VP4 de rotavirus 

YM (YMl4) con el sistema de vaccinia recombinante. y se coinfed6 con mtavirus YM o la cepa 

mutante tsA778 de rotavirus SAl1 a diferentes tiempos post-vaccinia. 24 hrs despubs de haber 

infectado con mtavirus se obtuvieron las dlulas y se procesaron como lisado de rotavirus: 

Para el caso de la cepa de rotavirus SA11 TsA778 las &lulas MA104 fueron incubadas a 

3I0c una hora antes de adiuonar este virus y el resto de la incubaci6n se realiz6 tambi6n a 31°C. 



Ensayo de neutralizaci6n 

Se preparamn diluciones de lisados de cada uno de 10s virus a pmbar para tener 

apmximadamente 1000 focw infecciosos por un pozo de caja de 96. YM 1:800 (5x10 '). Wa 1:32 

(1.7~10 7 y para la mezcla fenotipica M U 4  (1.2~10 ') y se adivamn con tripsina. Se prepah 

una diluci6n 1:16000 de cada uno de 10s anticuerpos a utilizar tanto YM6 (especifico contra VP4 de 

la cepa YM) como Y02C2 (especifico contra VP5). 

Se mezclan 60 p1 de suem con 60 pl de lisado activado y se preincuban en cajas de 96 pozos 1 

hora a 37%. CBlulas MA104 crecidas en cajas de cuitivo de 96 pozos se les retira el medio de 

cultivo y se lavan dos veces con MEM. Cada pozo se inocula con 100 pl de rotavirus preincubado 

con cada uno de 10s anticuerpos y se incuba 1 h a 37°C. Se lava 1 vez con MEM y se agregan 150 

id de MEM por pozo y se incuba de 12 a 14 h. Se tirien las &lulas con la tecnica de inmuno- 

peroxidasa y se cuenta el nlimem de focos infecciosos. 

E ~ M ~ O  de sensibilidad a neuraminidasa 

Celulas MA104 crecidas en cajas de cultivo de 96 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 (Mmbacfer urefaciens) partiendo de 40 mUlml y se incuban por I h a 37%. Se 

lavan 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 p1 de MEM por pozo y se incuba de 12 a 14 h. Las 

dlulas se tifien con la tBcnica de inmuno-peroxidasa y se cuenta el nljmero de focos infecciosos. 

Ensayo de inmunodetecci6n de focos para detenninar el titulo infeccioso de 10s rotavirus 

tennosensibles 

Se siembran dlulas MA104 en placas de cultivo de 96 pozos a 37°C hasta que llegan a 

confluencia. Las &lulas se incuban a 31% y a 39% por separado durante una hora. Durante este 

tiempo se activan lisados de rotavirus con 14 de tripsina a l l %  por cada ml de lisado. Se preparan 

diluciones crecientes de lisados adivados por duplicado para cada condicidn de temperatura y se 

incuban a 31% y a 39°C por 1 hora. Se adicionan 10s lisados respectivos de cada temperatura a 

las dlulas y se incuban MA104 por 12h a cada una de las dos temperaturas. Los pasos de fijacih, 

permeabilizacidn y tincidn se realizan como en el ensayo de inmunodetecci6n de focos. 

Una vez determinado el titulo de 10s lisados de rotavirus termosensible a ambas 

temperaturas, 31°C y 3g°C, se compara la infectividad en ambas condiciones, para conocer el 

grado de termosensibilidad de la cepa de rotavirus. 



RESULTADOS 

Expresi6n de la proteina VP4 de 10s rotavirus YM y KU, con el sisterna 

de virus vaccinia vTF7-3 

La proteina VP4 del rotavirus porcino YM y del rotavirus humano KU se 

expresaron en dlulas 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 observo la production de las proteinas del peso 

molecular esperado (Fig. 1). 

Figura 1. Autorradiografia de gel de poliacrilamida-SDS de proteinas 

inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-VP4, utilizando lisados 

celulares de ensayos de expresion transitoria con virus vaccinia, en 

10s que se expred VP4 de YM y VP4 de KU por separado. 



Caracterizacibn de la eficiencia de transfecci6n 

La deteccion de las dlulas MA104 que expresan la proteina VP4 de YM en 

10s ensayos de expresion transitoria con virus vaccinia, se realiz6 con la tecnica de 

inmunoperoxidasa, utilizando 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 tincion 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 rnenos dos 

condiciones: a) que las c6lulas Sean infectadas eficientemente con virus vaccinia, 

y b) que durante el proceso de transfeccion las mismas dlulas adquieran el 

plasmido vector con el gen de interes. Puesto que la cantidad de virus vaccinia 

recombinante con que se infecta es de 10 ufp por c6lula (m.o.i.=lO), con esto se 

asegura que el 99% de las celulas se infecten con vaccinia (Flint et a/, 2000). De 

esta manera, muy probablemente el proceso de transfeccion sea el que este 

limitando la cantidad de celulas que expresan la proteina heterologa. 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 midi6 como el porcentaje de 

celulas tetiidas del total de una monocapa. Este valor oscilo entre un 13% y un 

48%. La utilization de 10 p1 de Lfa con 1 o 5 pg de DNA ofrecio 10s mejores 

resultados (no se muestra). 



Figura 2.- Detecci6n de dlulas MA104 que expresan VP4 de YM 

a partir del sistema de expresion transitoria del virus vaccinia, 

utilizando el metodo de detection de focos infecciosos con 

inmunoperoxidasa. Las &lulas que expresan la proteina VP4 se 

observan teiiidas de rojo. 

I Produccion de rotavirus en 
coinfecciones con vaccinia 

Figura 3.- Efecto de la presencia de vaccinia sobre la producd6n de 

rotavirus en dlulas MA104. A) Rotavirus solo; B) Se infecta primero 

con vaccinia e inmediatamente despues con rotavirus; C) Se infecta 

primero con rotavirus e inmediatamente despues con vaccinia. 



Ensayos de coinfecci6n de rotavirus y vaccinia recornbinante 

Para conocer b m o  se comportan 10s rotavirus y vaccinia a1 coinfectarlos en 

un wltivo, se realizaron ensayos en 10s que dlulas 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 titul6 el 

lisado cdular para cuantificar la produccion de rotavirus. El titulo infeccioso para 

cada uno de 10s rotavirus YM y Wa, en ausencia de vaccinia (control) se muestra 

en la figura 3 (A). En la figura 3 (B) se muestra 10s resultados cuando se infecta 

primero con virus vaccinia e inmediatamente despues con rotavirus Wa o YM. Se 

observa que el titulo tanto de 10s 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 despues con vaccinia, se observa 

que el titulo del rotavirus Wa se reduce al 50% y el titulo de YM se reduce 10 

veces respecto de 10s controles (Figura 3C). La reduccion del titulo de rotavirus en 

esta ultima condicion parece no depender de la presencia de vaccinia, ya que un 

ensayo control en el que se infecta con rotavirus e inmediatamente se realizan 10s 

mismos pasos que cuando se infecta con vaccinia, solo 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 produccion de rotavirus infective no 

se altera considerablemente en presencia de vaccinia cuando se infecta primero 

con este virus e inmediatamente despues con rotavirus. Sin embargo, cuando se 

midid la producci6n de virus vaccinia en estas mismas condiciones se observ6 que 

vaccinia si se altera considerablemente en presencia de rotavirus. 

La figura 4 muestra 10s titulos de rotavirus YM y de vaccinia que se 

recuperan de diferentes ensayos de coinfeccion en 10s que se infecta primero con 

vaccinia y despues, a diferentes tiempos, se infecta con rotavirus YM. En el tiempo 

cero la infecci6n con YM se realiza inmediatamente despues de vaccinia. 



Efecto sobre el titulo del virus 
vaccinia y del rotavirus YM, durante 

una coinfecci6n. 

0 3 6 9 12 15 18 

Horas postinfecci6n con YM 

Figura 4.- Efecto sobre el rendimiento del virus vaccinia y del 

mtavirus YM, cuando se infecta prirnero con vaccinia, seguido de 

rotavirus a diferentes tiernpos. Se muestran 10s titulos de infectividad 

de la pmgenie de rotavirus y vaccinia obtenida de una coinfeccion 

con ambos virus. En todos 10s casos, prirnem se infecta con virus 

vaccinia y en cada caso particular se infecta con rotavirus YM a 

diferentes tiernpos despubs de la infeccion con vaccinia, como se 

indica. Las lineas horizontales punteadas indican 10s valores de titulo 

para mtavirus y para vaccinia cuando se infectan dlulas 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), o 3 horas despues de haber infectado con vaccinia, comparado con la 

infectividad del control en las mismas condiciones per0 en ausencia de rotavirus 

(control W). Ademas, la infectividad del virus vaccinia se recupera a medida que 

se deja transcurrir m8s tiempo entre la infeccion de vaccinia y la coinfeccion con 

rotavirus. Tambien se observa que el titulo de rotavirus no se altera 

considerablemente en las diferentes condiciones, comparado con la infectividad 

del control (control YM). 



Estos resultados sugieren que rotavirus ejerce un mecanismo de inhibicion 

sobre la produccion de virus vaccinia. Esta inhibicion puede tener importancia en 

estudios basicos sobre la interaccion de estos dos virus; sin embargo, en este 

caso podria representar un problerna, ya que podria quedar comprometida la 

expresion transitoria de la proteina heterologa en presencia de rotavirus. 

Expresi6n 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 altera la expresion de un gen bajo 

el control del promotor de la RNA polimerasa del fago l7, wando se utiliza el 

sistema de expresion transitoria de vaccinia, se realizaron ensayos de coinfeccion, 

transfeccion y expresion del receptor de laminina como una proteina control. Se 

infect0 con rotavirus a diferentes tiernpos (2, 5 y 8 horas) despues de infectar con 

vaccinia y de transfectar el plasmido que expresa el receptor de laminina. Para 

monitorear la proteina expresada en estas condiciones se adiciono metionina-sJ5 

durante 4 horas, comenzando a marcar 4 horas despues de haber infectado con 

rotavirus. Al final del ensayo las dlulas fueron lisadas y el medio clanficado. El 

receptor de larninina se inmunoprecipito con un suero hiperinmune de conejo 

dirigido contra esta proteina. Las proteinas inmunoprecipitadas se analizaron por 

electroforesis en gel de poliacrilamida, el cual se proceso y revelo por 

autoradiografia. 

En este ensayo se utilizo un plasrnido que contiene un gen que codifica 

para el receptor de laminina (LRP), una proteina no relacionada con rotavirus. De 

esta manera se puede seguir facilmente la produccion de esta proteina sin que 

haya interferencia con las proteinas de rotavirus que se expresan tambien durante 

el ensayo. 

El resultado se puede obsewar en la figura 5, se obsewa que no es posible 

detectar la expresion de la proteina LRP wando se infecta con rotavirus YM a las 

2 o 5 horas despues de vaccinia. Sin embargo, cuando se infecta a las 8 horas 

despues de vaccinia si es posible detectar una banda correspondiente a la 

proteina LRP. 
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Figura 5.- Electroforesis en gel de poliacrilamida de proteinas 

marcadas con ~et-SYS y revelado en placa de autonadiografia. Se 

PM (KDa) 

97 

69 + 

muestra el patron de inmunopreupitacion con el antiwerpo anti-LRP 

(canil 1-6) y las pmteinas totales (canil 7-12), en un ensayo de 

expresion transitoria del receptor de laminina en presencia de 
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rotavirus. 



Este ensayo nos perrnite conocer que, a tiempos cortos de coinfeccion, la 

inhibici6n 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 infeccion de vaccinia y la infeccion con rotavirus da oportunidad para que se 

exprese la proteina LRP codificada por el plasmido. En este ensayo no se 

probaron periodos de tiempo mayores debido a que, a medida que transcurre el 

tiempo despues de la infeccion con vaccinia, las dlulas se redondean y se 

desprenden con facilidad del fondo de la placa de cultivo, esto dificulta 10s 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 coinfecci6n para 

buscar mezclas fenotipicas de rotavirus en 10s lisados. Para estos ensayos las 

rklulas 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 despues de haber infectado con vaccinia, las rklulas se infectaron con 

rotavirus de origen animal YM. Los lisados obtenidos se probaron en ensayos de 

neutralizacion (Figura 6) y de sensibilidad a neurarninidasa (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 

Y02C2, especifico de VP4 de rotavirus humano Wa, neutraliza eficientemente a 

Wa y KU y no neutraliza a la cepa YM. Con estos anticuerpos rnonoclonales 

especificos fue posible detectar mezclas fenotipicas en una progenie de rotavirus 

YMIKU4, es decir, donde se expreso la protelna VP4 de rotavirus KU y se 

coinfecto con rotavirus YM. 

En la figura 6 se muestran 10s resultados como el porcentaje de infectividad 

remanente despues de incubar 10s virus con cada uno de 10s anticuerpos YM6 y 

Y02C2, y se compara con la infectividad del virus control, en ausencia de 



anticuerpos, expresada como el 100%. Se observa que la infectividad de rotavirus 

Wa se abate completamente en presencia del anticuerpo Y02C2, 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 

antiwerpo Y02C2 practicamente no le afecta. 

Ensayo de neutralizacion de la 
lnfectividad 

Wa YM YMIKu4 

Rotavirus 

Figura 6.- Comparacion de 10s niveles de neutralizacion de la 

infectividad de capas control de rotavirus (Wa y YM) y de la progenie 

YMIKU4. Cada cepa fue probada con el antiwerpo monoclonal YM6, 

el wal  neutraliza especificamente el rotavirus YM, pero no el 

rotavirus Wa, asi como con el monoclonal Y02C2 el wal  

especificamente neutraliza a 10s rotavirus de humano Wa y KU (de 

donde se deriva la proteina VP4 expresada del plksmido), per0 no al 

rotavirus YM. La barra control en cada caso es la infectividad en 

ausencia de antiwerpo que se establecio como el 100% para cada 

caso. 



La progenie de la coinfeccion YMIKU4 es neutralizada completamente por 

el anticuerpo YM6, sin embargo, cuando se prueba con el anticuerpo Y02C2 se 

observa que la infectividad se reduce a un 63%. Esto significa que Y02C2 

reconoce y neutraliza efectivamente un porcentaje de alrededor del 35% de la 

progenie infecciosa YMIKW. Esto indica que muy probablemente un porcentaje 

similar de la progenie infecciosa de YM contiene la proteina VP4 heterologa de 

KU. Sin embargo se esperaria que esta misma proportion de la progenie ya no 

fuera neutralizada por el anticuerpo YM6, per0 wmo se observa el total de la 

progenie infecciosa es neutralizada por YM6. Una explicacion para esta 

observacion es que las particulas de rotavirus con VP4 heterologa son particulas 

en forma de mosaiws que contienen ambas VP4 en su estructura por lo que 

podrian ser neutralizadas por ambos anticuerpos, YM6 y Y02C2. Ademas el dato 

de que el anticuerpo YM6 neutraliza en un 12% al virus WA indiG que particulas 

de rotavirus que wntengan linicamente VP4 heterologa 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 10s ensayos de sensibilidad a 

neuraminidasa de la progenie YMIKU4 y de rotavirus YM. Se encontr6 que en el 

interval0 de entre 0.04 y 1.25 mUlml de neuraminidasa, la progenie YMlKU4 se 

mantiene de un 20% a un 30°h superior respecto de la infectividad de YM. Sin 

embargo, a concentraciones mayores de 2.5 mUlml de neuraminidasa la 

infectividad de la progenie YMIKU4 se reduce al mismo nivel que YM. 

Este resultado indica que, a bajas concentraciones de neuraminidasa, la 

progenie YMIKU4 es 30% menos sensible, y que su requerimiento de acido sialico 

es diferente respecto a YM. Este comportarniento sugiere que particulas de 

rotavirus de la progenie YMIKW inwrporaron en su estructura la proteina VP4 de 

rotavirus KU. Este resultado es coherente con el obtenido en 10s ensayos de 

neutralizacion. En ambos ensayos se encuentra que la diferencia entre la progenie 

YMIKU4 y rotavirus YM es en promedio un 30%. Estas diferencias sugieren 

fuerternente la existencia de mezclas fenotipicas. 



Ensayo de sensibilidad a neuraminidasa 

Figura 7. Niveles de infectividad de la cepa de rotavirus porcino YM, la 

cepa de origen humano Wa y de la mezcla fenotipica YWKU4, en dlulas 

MA104 pretratadas con diferentes concentraciones de neuraminidasa. La 

ghfica representa el promedio de tres ensayos diferentes. 



Rescate de mutantes termosensibles mediante mezclas fenotipicas 

La cepa mutante termosensible TsA778 de rotavirus SAl1 se utilizo como 

aceptor de la proteina VP4 heterologa, tanto de YM como de KU. Puesto que la 

tenosensibilidad de esta cepa es debida a una mutaci6n en la proteina VP4, se 

exploro 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 

Figura 8. Gafica de infectividad de una cepa normal de rotavirus 

(YM) y la cepa mutante termosensible tsA778 (derivada del rotavirus 

de simio SA11) a la temperatura perrnisiva (3I0C) y a la temperatura 

restrictiva (3g°C) 

En la grAfica 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 



temperatura perrnisiva 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 reducci6n 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, 

cornparadas con la termosensibilidad de virus mutante control. 



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 infeccion con vaccinia y la 

coinfeccion con rotavirus. La infeccion con virus vaccinia y la incubacion previa a 

la infeccion con rotavirus de realizo a 37"C, per0 una hora antes de infectar con 

rotavirus tenosensible y todo el ciclo de replication de este ultimo la temperatura 

de incubacion fue de 31°C. LO; lisados obtenidos se titularon a 31°C y a 39°C. La 

cepa control tsA778 fue coinfectada con vaccinia except0 que no fue transfectada 

con ning~in plasmido. 

En la figura 9 se muestran 10s titulos de la cepa mutante TsA778 y de las 

mezclas fenotipicas a 3g°C, expresados como porcentaje respecto al titulo a 31 "C 

considerado como el 100%. Las progenies TsA778MvI4 y TsA7781KU4 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 despues de 

vaccinia muestra una recuperacion de infectividad a la temperatura restrictiva de 

alrededor de un 35%. Estos porcentajes de rescate de mutantes tenosensibles 

son iguales para ambas proteinas VP4 utilizadas. 



En este trabajo se montaron las condiciones para coinfectar rotavirus y virus 

vaccinia recombinante VTF7-3 en &lulas MA1 04, transfectadas con un plasmido 

vector que expresa una pmteina VP4 heterologa de rotavirus. Los lisados 

celulares se analizaron mediante ensayos de neutralization 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 

heterologa corno parte de la particula viral madura, generando particulas con 

rnezcla 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 despues 

de la infeccion. Piron et al (1998), han sugerido que el mecanbmo mediante el 

cual 10s rotavirus ejercen su efecto inhibitorio sobre la sintesis de proteinas 

celulares esta mediado por la proteina de rotavirus NSP3. Esta proteina se une 

especificamente al extremo 3' de 10s rnRNAs de 10s rotavirus, 10s cuales, a 

diferencia de 10s mRNAs celulares, no contienen una region de Poli(A). NSP3 

tambien interacciona directarnente con el factor de traduccion elF4G1. Se ha 

probado que esta interaccion desplaza la union de la proteina PABP ("poli(A)- 

binding protein"), con el factor elF4G1. La interaccion simultanea de la proteina 

PABP con elF4G1 y con la region poli(A) presentes en 10s extremos 3' de 10s 

mRNAs celulares, es necesaria para que estos rnensajeros se traduzcan 

eficienternente (Piron 1998). Todos 10s transcritos de el virus vaccinia tienen cap 

en su extremo 5', y estan poliadenilados en el extremo 3', igual que un tipico 

mRNA eucariotico (Moss 1996). Puesto que el virus vaccinia utiliza la maquinaria 

celular para traducir sus mRNAs es probable que la inhibicion de vaccinia 

observada en presencia de rotavirus sea debida a un proceso general de 

inhibicion de sintesis de proteinas celulares y del virus vaccinia por 

desplazamiento de la union de la proteina PABP al factor elF4G1, causado por la 

proteina NSP3 de rotavirus. 



Las proteinas correspondientes a 10s 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 cklulas BSC 1. Posteriormente, Taylor y col. (1992) 

expresaron la proteina NS28 en cklulas CV-1, hicieron un analisis funcional de la 

proteina expresada y demostraron que, en esas condiciones, la oligomerizacion y 

la localization subcelular de NS28 ocurre de manera similar que durante la 

infeccion de rotavirus. Estos reportes demuestran que proteinas de rotavims 

pueden ser eficientemente expresadas con el sistema de vaccinia y que pueden 

desplegar sus propiedades funcionales. 

No hay ninglin reporte hasta el momento, de trabajos en 10s 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 c6lulas COS, y a pesar de tener una eficiencia de 

transfeccion del I%, se ha demostrado que es posible recuperar viriones que 

incorporan una proteina 01 heterologa al coinfectar con un reovirus de serotipo 

diferente (Mah, 1990). 

Los tres enfoques utilizados en el presente trabajo para demostrar la 

presencia de mezclas fenotipicas sugieren que estas si estan ocurriendo, y el 

porcentaje de particulas con rnezcla fenotipica parece correlacionar con el 

porcentaje de la eficiencia de transfeccion. Es evidente que la eficiencia de 

transfeccion en 10s ensayos de expresion fue determinante, y se podria establecer 

como el paso limitante en el ensayo. 

Similares porcentajes de eficiencia de transfeccion se han reportado para 

reactivos como FuGENE6 (Roche) en celulas HEC-1B (Moser, 1999). Para lipidos 

cationicos como Lipofectamina, se han reportado eficiencias de transfeccion de 

hasta 80% en dlulas NIH-3T3 que expresan p-galactosidasa; sin embargo, la 

eficiencia de este misrno reactivo disminuye en otras &lulas (Hawley-Nelson, 

1993). Es posible que-cualquier estrategia que permita incrernentar el numero de 

celulas que expresen la proteina heterologa redunde en un increment0 en el 

porcentaje de mezclas fenotipicas de rotavirus. 



De acuerdo a 10s resultados de neutralizacion y de sensibilidad a 

neuraminidasa, se puede inferir que al menos un 30 % de las particulas virales de 

la Progenie YMIKU4 contienen VP4 heterologa; sin embargo, rnuy probablemente 

estas mismas particulas contengan tarnbien la proteina VP4 homologa, por el 

hecho de que la infectividad de esta progenie se reduce completamente a altas 

concentraciones de neuraminidasa. En estas condiciones la sensibilidad a 

neuraminidasa de las mezcla fenotipica YMIKU4 es igual que la de rotavirus YM 

Si el 30% de la progenie tuviera en su totalidad solo VP4 heterologa 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 heterologa wyo origen es de un virus humano, se vea 

alterada al incorporarse en una particula viral de origen animal. Analisis de virus 

rearreglantes y rnutantes de escape a neuraminidasa sugieren que una proteina 

VP4 puede manifestar propiedades biologicas diferentes dependiendo del fondo 

genetico en el que se encuentre, rnuy probablemente debido a las interacciones 

que establece con otras proteinas, como VP7 (Chen, 1992; Mendez, 1996). Esta 

posibilidad es dificil de evaluar con 10s resultados de este trabajo. 

La mezcla fenotipica del rotavirus YM con la proteina VP4 del rotavirus KU 

contiene suficientes moleculas de VP4 de KU para poder ser neutralizadas por el 

anticuerpo Y02C2, el cual en las mismas condiciones no neutraliza al rotavirus 

YM. Pero la presencia de estas moleculas de VP4 heterologas no es suficiente 

para conferirle resistencia a altas concentraciones de neuraminidasa. De acuerdo 

con Ruggeri (1991), anticuerpos neutralizantes dirigidos contra VP5 neutralizan la 

infectividad de particulas del rotavirus rhesus (RRV), inhibiendo un paso posterior 

al pegado del virus a las celulas huesped, y la cinetica de inhibicion indica que la 

mayoria de las moleculas de VP4 de un virion 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 fenotipicas de YMIKU4 

contienen una mayoria de VP4 de KU puesto que el anticuerpo Y02C2 (que se 

une a VP5) es capaz de neutralizarlas. 



Los resultados obtenidos sugieren que aproxirnadamente el 30 % de las 

particulas infectivas contiene la proteina heterologa puesto que son neutralizadas 

por el anticuerpo Y02C2, pero ninguna de ellas es resistente a altas 

concentraciones de neurarninidasa. Es decir, el numero de VP4 heterologas que 

contienen estos virus es suficiente para que Sean neutralizados per0 no bastan 

para conferir infectivad en ausencia de acido sialico. Esto sugiere que el nurnero o 

la distribucion de las proteinas heterologas de VP4 no es el adecuado para 

favorecer el fenotipo de resistencia a neuraminidasa. 

No hay estudios que indiquen el numero de moleculas o dimeros de VP4 

rninimos indispensables para que ocurra una adecuada union y penetracion a la 

&lula huesped. Es posible que rotavirus requiera la interaccion conjunta de un 

nurnero minimo de espiculas de la c5pside extema con una region de la &lula 

huesped, y que la accion conjunta de todas las espiculas pennita la penetracion 

productiva. Para el caso de las mezclas fenotipicas, si la interaccion de este 

numero minirno de espiculas ocurre mediante la via de 10s virus animales, o 

mediante la via de 10s virus humanos no importaria tanto, mientras cada una de 

ellas sea funcional. Con esta idea, la presencia de una sola molecula no funcional 

aljn rodeada de suficientes mol6culas funcionales seria suficiente para bloquear la 

infeccion. Es decir, con una sola rnolecula de VP4 que requiera de la union de 

acido sialico, presente entre varias moleculas de VP4 que no requieren de acido 

sialico, seria posible abatir la infectividad en presencia de neurarninidasa. 

Un enfoque que permitiria salvar algunos de 10s problemas rnencionados es 

eliminar la expresion de la proteina VP4 homologa y solo tener la expresion de la 

proteina VP4 heterologa, y asegurar que la VP4 que se quiere estudiar sea la 

ljnica presente. Con esta idea se monto el ensayo de expresion y coinfeccion 

utilizando la cepa termosensible tsA778. En este caso no se elimina la expresion 

de la proteina VP4 homologa, per0 si es posible eliminar el fondo que produce la 

poblacion de virus terrnosensible, 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 rnutante 

a la temperatura restrictiva, respecto a la temperatura permisible, de 10,000 veces. 



En este trabajo el valor que se encontro fue de 30 veces, per0 esta diferencia fue 

suficiente para estudiar el rescate de mutantes termosensibles. El valor de lo%, 

de rescate de mutantes termosensibles, que se observa a las 8 horas es menor 

que el valor observado en 10s ensayos previos de neutralization y sensibilidad a 

neuraminidasa con rotavirus YM y Wa. No hay una explication 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 infection con 

vaccinia y la coinfeccion con rotavirus, el porcentaje de la poblacion que pierde la 

termosensibilidad correlaciona con la eficiencia de transfeccion. Esto indica que se 

requiere un mayor numero de moleculas de VP4 heterologas para que se obtenga 

un mayor nirmero de mezclas fenotipicas. 

Los ensayos de rescate de mutantes termosensibles son muy claros y 

demuestran que efectivamente una proteina VP4 heterologa esta siendo 

incorporada a la particula viral madura y le confiere la capacidad de infectar a la 

dlula huesped a la temperatura restrictiva. Es interesante observar que 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 10s resultados de este trabajo las propuestas que surgen 

para mejorar el alcance de este estudio comienzan por considerar que es 

necesario incrementar el porcentaje de celulas que expresen la proteina 

heterologa, ya sea aumentando la eficiencia de transfeccion o estableciendo 

lineas transformadas permanentes. Adernas, 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 heteologas mediante este sistema de 

expresion transitoria y posiblemente se mejore el rendimiento si se utiliza la 

proteina VP4 propia de SA l l  no termosensible. Sin embargo, queda pendiente 

evaluar la utilizacion de la cepa de rotavirus mutante como aceptora de proteinas 

modificadas geneticamente, para descartar la posibilidad de que la mutacion que 

confiere la termosensibilidad interfiera con las mutaciones o modificaciones a 

estudiar. 



Los resultados de este trabajo muestran que es posible incorporar proteinas 

heterblogas, expresadas a partir de un plasrnido, en particulas rnaduras de 

rotavirus, y esto abre la posibilidad de que se pueda realizar ensayos de genetica 

reversa corno una herramienta para conocer la estructura y funcion de las 

proteinas virales. En especial perrnitiria analizar rnutaciones especificas y su 

repercusion en 10s procesos de infeccion, replicacion. y patogenesis de 10s 

rotavirus y otros rniernbros de la farnilia Reoviridae. 
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