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RESUMEN

Durante la replicacioén de los virus de RNA de polaridad positiva el genoma se
utiliza como templado para la sintesis del RNA antigendmico, que es una cadena
complementaria y de la misma longitud que el RNA gendémico. La generacion del
antigenoma involucra el reconocimiento de elementos dentro del RNA genémico que
reclutan y guian al complejo que forma la RdRp viral al sitio de inicio en su extremo
3’. Aunque en astrovirus no se conocen los elementos promotores para la sintesis del
RNA viral, se han realizado anélisis comparativos de secuencias de diferentes cepas
de astrovirus para identificar posibles regiones comunes que pudieran ser importantes
en estos procesos. Se ha encontrado que, a nivel de RNA, la NTR-3" y los tltimos 19
nt del orf2 estin muy conservados entre los ocho tipos de HAst-V descritos. Este
hecho sugiere que el extremo 3" del orf2 esta sujeto a una presion de seleccion a nivel
de RNA.

En una segunda fase en el ciclo de replicacion de los virus de RNA de
polaridad positiva, se realiza la sintesis del RNA gendémico y del/los RNAsg. De esta
manera, el antigenoma es utilizado como templado para la generaciéon del RNA
genémico que se utilizard para ensamblarse en la progenie viral. De manera general,
se han propuesto dos mecanismos bésicos para la generaciéon de los RNAsg en
diferentes virus. El primero consiste en una iniciacion interna, en el cual la replicasa
inicia la transcripciéon del RNAsg a partir del RNA antigendmico utilizando un
promotor interno. El segundo mecanismo consiste en una terminacion prematura
durante el proceso de sintesis del antigenoma, produciendo un RNA de la misma
longitud pero de polaridad contraria al RNAsg, el cual se utiliza como templado para
la sintesis del RNAsg. Se piensa que cualquiera de los dos mecanismos podria ser
utilizado por astrovirus, ya que los experimentos realizados hasta la fecha no han
discriminado la polaridad del RNAsg viral que se encuentra en células infectadas.

Los resultados que se muestran en el presente trabajo corroboran la generacién
de dos especies de RNA de polaridad positiva durante la infeccion de astrovirus,
descritas previamente, sin embargo no discriminan el mecanismo de generacion del
RNAsg. Con el propésito de determinar regiones importantes en la replicacion de
astrovirus, se intentd generar particulas defectuosas mediante pases consecutivos del
virus sin diluir. Lo que observamos fue que se generaron errores en la replicacion del
genoma viral, que no afectan la sintesis de proteina viral, aunque si tienen efecto
sobre el rendimiento de viral.



I. INTRODUCCION

1. Importancia médica.-

Los astrovirus son patégenos importantes causantes de gastroenteritis no
bacteriana en nifios, durante sus primeros afios de vida, asi como en personas ancianas
y pacientes inmunosuprimidos (9, 12, 29). Estos son virus no envueltos, es decir, que
carecen de una membrana, que muestran tropismo hacia células del tracto intestinal
en humanos, y a células de diferentes 6rganos en otras especies como pavos y pollos
(16, 19, 22).

La infeccién por astrovirus humano (HAst-V) provoca una diarrea que dura
hasta cuatro dias, con vomito, fiebre, anorexia y dolor abdominal; la facilidad para
detectar astrovirus se incrementa con la prolongacion de la diarrea, debido a la gran
cantidad de particulas excretadas (3, 12, 35). La infeccion por astrovirus se contrae
durante la edad temprana, de manera que el 70% de los nifios de edad escolar son
seropositivos; aunque la infeccion también es frecuente en la vejez, lo cual sugiere
que la inmunidad que se adquiere durante la infancia protege en la vida adulta, no asi
en la vejez (29).

Por otro lado, la mayoria de los casos de infecciones por astrovirus se detectan
en los meses de invierno en regiones templadas, mientras que en los climas maés
tropicales se detectan en épocas de lluvias (12).

Después de los rotavirus, los astrovirus constituyen el virus mas
frecuentemente detectado entre los nifios con diarrea que requieren atencién médica
(3, 12). La incidencia de hospitalizacion debida a gastroenteritis severa inducida por
astrovirus en paises desarrollados va del 2 al 3%. En contraste, en paises en vias de
desarrollo contribuye a la mortalidad observada en nifios pequefios que viven en
condiciones marginadas. Los astrovirus se han reportado como responsables de hasta
el 20% de las hospitalizaciones debidas a gastroenteritis (12, 27, 41). En un estudio
realizado en una comunidad Maya, la incidencia de astrovirus alcanz6 hasta un 61%
en la poblacién infantil, y ademas se asoci6 con el 26% del total de casos de diarrea
reportados para la poblacion estudiada. Este es el registro de incidencia mas alto de
astrovirus reportado a nivel mundial (27).

La importancia de los astrovirus, como causantes de diarrea infantil ha
cobrado relevancia a medida que se han desarrollado métodos de deteccién més -
sensibles. En los primeros estudios de epidemiologia de los astrovirus, basados en
microscopia electronica, se reportd su presencia en menos del 3% de los casos de
nifios con diarrea (24, 39). Sin embargo, la generacion de un anticuerpo monoclonal
capaz de reconocer un antigeno de grupo, es decir, que reconoce todos los serotipos
de astrovirus humano conocidos a la fecha (10), permiti6 el desarrollo de ensayos
inmunoenzimaticos (EIA) para su deteccién en muestras clinicas (11). Utilizando esta
metodologia se encontr6 que los astrovirus estdn asociados con el 8.6% de los casos



de nifios con diarrea, confirmando su importancia médica (12). Mas aun, la
determinacion de la secuencia nucleotidica del genoma de dos cepas de astrovirus
humano (17, 48) condujo al desarrollo de ensayos todavia mas sensibles para su
deteccion, tal como la transcripcion reversa acoplada con una reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) (20, 37).

A la fecha se han identificado ocho tipos de astrovirus humano basados en su
reactividad con anticuerpos policlonales, mediante inmunomicroscopia electronica,
ensayos de inmunofluorescencia (IFA), neutralizacién, ensayos inmunoenzimaticos
(ELISA) y/o anélisis de secuencia (10, 15, 23). El tipo 1 (HAst-V1) es el maés
frecuentemente encontrado (23, 41) mientras que los tipos 7 y 8 (HAst-V7 y HAst-
V8), se consideran raros, ya que solo se han aislado algunas cepas en el mundo (2,
41), sin embargo, el tipo 8 podria ser mas comun de lo que se considera actualmente y
podria representar un tipo emergente (41).

2. Particula viral.-

El primer estudio de astrovirus, por microscopia electrénica, reporté que las
particulas de astrovirus muestran un tamafio estimado de 28nm de didmetro, y que
poseen una estructura en forma de estrella en su superficie a lo que deben su nombre
(29); sin embargo, en estudios m4s recientes se observo que sélo el 10% de los
viriones obtenidos a partir de infecciones de células de rifion de mono LLCMK2
exhiben esta morfologia y que la presencia de la estructura en forma de estrella podria
corresponder a particulas virales inestables. Asi, la mayoria de las particulas virales
contienen una capside icosahédrica de 41 nm de didmetro, con espiculas en la
superficie (42). Las espiculas también han sido observadas mediante técnicas de
criomicroscopia electrénica (30).

3. Organizacién del Genoma.-

Los astrovirus pertenecen a la familia Astroviridae (17, 25, 40). El virién esta
formado por una cépside proteica sin envoltura y por un genoma de RNA de
aproximadamente 7 Kb, de cadena sencilla y polaridad positiva, es decir que el RNA
viral puede funcionar como RNAm para iniciar una infeccién productiva (17, 40, 48).
El genoma de astrovirus estd formado por tres marcos abiertos de lectura,
denominados orfla, orflb y orf2, dos regiones no traducidas (NTR) de
aproximadamente 80 nucle6tidos (nt) en cada uno de los extremos del genoma, y una
secuencia poli (A) de aproximadamente 30 nt en el extremo 3" (fig. 1).

Mediante andlisis de la secuencia del orfla y 1b, se han predicho productos
proteicos que poseen motivos indicativos de proteinas no estructurales. El producto
predicho de la traduccién del orfla contiene un motivo de serin proteasa, una sefial de
localizacién nuclear (NLS) y 4 motivos caracteristicos de hélices transmembranales,
mientras que el producto de la traduccion del orflb incluye motivos caracteristicos de



g 3

Genoma

| |
1 8797
IRNA subgendmico | 3 3;%
4314 6797
ORF 1b
2773 Pol 4320
ORF 1a RFS ORF 2
E .'

83 o Pro  NLS 2842 4325 Cépside 8712
"rl"lI!"I'IIII‘IIl'l'l'l!ll'l-'l'lIl-lV_I'_'l'!l'll'II'III'I'III'II".‘!'
0 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 8,000

Figura 1. Organizacion del genoma de HAstV. Esta sefialada la localizacion relativa de los tres marcos abiertos de
lectura (orfla, orflb y orf2), las hélices transmembranales (MB), la proteasa (Pro), la sefial de localizacién nuclear
(NLS), la estructura del cambio de lectura ribosomal (RFS), la polimerasa dependiente de RNA (Pol) y dos regiones
no traducidas en los extremos del genoma (NTR). Los orfs 1a y 1b codifican para las poliproteinas precursoras de las
proteinas no estructurales, mientras que el orf2 codifica para el precursor de la capside. En la parte superior se muestra
la longitud de los RNAs que sirven como RNAm (genémico y subgenémico) (16).



las RNA polimerasas dependientes de RNA (RdRp) (17, 48). La traduccién de los orfs
lay 1b se lleva a cabo utilizando como templado al RNA genémico una vez que éste
se ha liberado al citoplasma después de la infeccion. La traduccion de estos dos orfs
produce dos proteinas, una que es el producto de la traduccién del orfla (NSP1a), y la
otra, que deriva de los dos, orfla y orflb (NSP1ab). El producto que deriva de los dos
orfs (NSP1ab) se sintetiza mediante un mecanismo de cambio de fase, que se lleva a
cabo gracias a una sefial localizada al final del orfla y que consiste de un
heptanucleétido (A AAA AAC) seguido de una estructura de tallo-asa (17, 26, 28).
Las proteinas NSPla y NSPlab se procesan proteoliticamente para producir las
proteinas virales que se cree estdn implicadas en la replicacién del genoma viral. La
actividad de la serin proteasa viral y probablemente de alguna proteasa celular son
importantes para este procesamiento (8, 21). No se sabe si el motivo de NLS es
funcional durante la replicacion viral, ya que no se han detectado proteinas virales no
estructurales en el nucleo de la célula infectada, sin embargo por experimentos de
expresion transitoria se sabe que al fusionarse este motivo con una proteina reportera
(GFP), la dirige al nticleo (6). Respecto a las hélices transmembranales predichas,
éstas se localizan rio arriba de la proteasa y se cree que podrian estar involucradas en
el anclaje del complejo de replicacién del RNA viral a la membrana. La replicacién
del genoma viral asociado a membranas es una caracteristica de todos los virus con
genoma de RNA (+). Estudios con la cepa Yuc8 de HAst-V han revelado la ﬁresencia
de algunos productos finales del procesamiento de las proteinas nspla y nsplab con
tamafios de 57, 20, y 19 kDa, asi como dos productos de alrededor de 27kDa (33). De
estos polipéptidos, el de 57 kDa probablemente representa la RNA polimerasa viral, y
los dos productos de 27 kDa podrian corresponder a la proteasa (33). Ademas de los
mencionados, otros autores han reportado productos de 64, 38, 5.5 y 6.5 kDa como
productos del procesamiento proteolitico de la proteina NSP1a (21, 47), sin embargo
su posicion no ha sido determinada.

El orf2, ubicado hacia el extremo 3’ del genoma, codifica para la proteina
precursora de la cépside del virus (17, 25, 39, 40, 48), la cual contiene
aproximadamente 780 amino4cidos. La traduccion de esta proteina se da a partir de un
RNA subgenémico (RNAsg), que se produce durante la infeccién y que es colineal
con el extremo 3" del RNA genémico (RNAg). En algunos estudios se ha encontrado
que el RNAsg puede sintetizarse a niveles mas altos que el RNAg (39, 40). El
producto primario de la traduccién del orf2 de la cepa Yuc8 de astrovirus humano, es
una proteina de 90 kDa (VP90) que se ensambla dentro de las células para formar las
particulas virales precursoras (4, 32). Posteriormente VP90 es procesada por caspasas
(la infeccién con astrovirus induce apoptosis) en su extremo carboxilo para producir
una proteina de 70 kDa (VP70). El procesamiento de VP90 a VP70 promueve la
liberacion de las particulas virales de la célula (32). La infectividad de los astrovirus
depende del procesamiento proteolitico de la proteina de la cépside por tripsina a
través de un mecanismo complejo generando intermediarios de 28 - 50 kDa, lo cual



resulta en la generacién de las proteinas estructurales finales VP34, VP27 y VP25, y
el incremento concomitante en la infectividad (31). El mecanismo por el que ocurre el
aumento en la infectividad se desconoce.

II. ANTECEDENTES

1. Fases del ciclo de replicacién de los virus de RNA de polaridad positiva.-

La primera fase en el ciclo de replicacién de los virus de RNA de polaridad
positiva, después de su entrada a la célula, es la traducciéon de su genoma para
sintetizar las proteinas responsables de la replicacién del mismo. El genoma se utiliza
como templado para la sintesis del RNA antigendmico, que es una cadena
complementaria y de la misma longitud que el RNA gendmico (7). La generacién del
antigenoma involucra el reconocimiento de elementos dentro del RNA genémico que
reclutan y guian al complejo que forma la RdRp viral al sitio de inicio en su extremo
3’. Por lo que secuencias y estructuras del RNA que actian como promotores podrian
estar localizados en el extremo 3 del genoma (7); aunque en algunos casos,
elementos de RNA que contribuyen al reclutamiento de la RdRp se han localizado en
regiones distales del extremo 3" (1).

Aunque en astrovirus no se conocen los elementos promotores para la sintesis
del RNA viral (gendmico o antigenémico), se han realizado anélisis comparativos de
secuencias de diferentes cepas de astrovirus para identificar posibles regiones
comunes que pudieran ser importantes en estos procesos. Se ha encontrado que, a
nivel de RNA, la NTR-3" y los ultimos 19 nt del orf2 estdn muy conservados entre los
ocho tipos de HAst-V descritos. En cambio, a nivel de proteina, la region que
corresponde a la mitad carboxilo de la proteina precursora de la capside codificada
por el orf2 es altamente variable entre los diferentes virus, con identidades tan bajas
como el 30%. Este hecho sugiere que el extremo 3° del orf2 esté sujeto a una presién
de seleccion a nivel de RNA, y no en la secuencia de aminoacidos (38). Al analizar la
posible estructura secundaria del RNA en esta region del genoma, se ha encontrado
que la secuencia de la mayoria de las cepas analizadas es capaz de formar ocho tallos-
asa desde el nucleétido 6500 hasta el 6820 (fig. 2) (38). El primer tallo-asa que se
forma a partir del extremo 3°, tallo-asa I, presenta dos pares de nucledtidos no
apareados en su base, y a pesar de que las secuencias de los diferentes tipos presentan
variaciones nucleotidicas en estas posiciones, estas burbujas estdn conservadas (38,
40). Por otro lado, en el asa de esta estructura se localiza una secuencia octamérica
que es complementaria a una secuencia en la NTR-5" (38). En el caso del tallo-asa II
presenta variaciones en la secuencia nucleotidica en los diferentes serotipos de HAst-
V, que corresponden a cambios compensatorios que mantienen el apareamiento de la
estructura predicha (38, 40). El tallo-asa III, a pesar de presentar una secuencia
nucleotidica diferente, mantiene una estructura secundaria similar predicha (40), sin
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Figura 2. Estructura secundaria predicha del extremo 3" del RNA de HAst-V2. La
estructura forma ocho tallos-asa, e incluye desde el nucle6tido 6500 hasta el 6820, lo que
corresponde a la regioén 3" no traducida y los tltimos 19 nt del orf2 (36).



embargo tanto este tallo-asa como los tallos-asa IV al VIII varian en longitud entre los
diferentes serotipos (38). Como antes se menciond, la estructura secundaria
conservada en el extremo 3" del genoma podria funcionar como sitio de
reconocimiento durante la replicacion del RNA viral (40). Se ha sugerido que el
extremo 3 del RNA gendmico viral podria tener varias funciones al interactuar con
factores de la célula huésped, con proteinas virales, 6 con otras regiones del RNA
viral (18).

Ademas de los motivos conservados en la NTR-3", en la NTR- 5 del genoma
s6lo se ha encontrado un bajo grado de similitud en secuencia y por lo tanto no se ha
podido predecir algin tipo de estructura secundaria conservada entre virus de
diferente serotipo. Por otro lado, al comparar las NTR de los extremos 3" y 5" de
astrovirus, se ha encontrado una secuencia de 8 nt complementaria entre estas dos
regiones (nucleétidos 6766-6773 del extremo 3" y 13-20 del extremo 5°). Esto
indicaria, que esta secuencia de 8 nt se encuentra tanto en el extremo 3" del RNA
genomico como del RNA antigenémico. El hecho de que este octamero esté
conservado entre los HAst-V que se han descrito (algunos contienen un cambio en
una sola posicién) (38), sugiere que esta secuencia podria ser importante en la
replicacion del genoma viral.

Durante la segunda fase en el ciclo de replicacién de los virus de RNA de
polaridad positiva, se realiza la sintesis del RNA genémico y del/los RNAsg (segin
corresponda). De esta manera, el antigenoma es utilizado como templado para la
generacion del RNA gendmico que se utilizard para ensamblarse en la progenie viral
y, en algunos casos, para la sintesis de uno o varios RNAsg. En el caso de astrovirus,
se piensa que la replicacion de su genoma y la produccion del RNAsg utilizado como
templado para la sintesis de las proteinas estructurales, sigue los pasos descritos
previamente, ya que se han detectado dos especies de RNA de polaridad positiva,
correspondientes al RNA gendmico y al RNAsg. De manera general, se han propuesto
dos mecanismos basicos para la generacion de los RNAsg en diferentes virus. El
primero consiste en una iniciacion interna, en el cual la replicasa inicia la
transcripcion del RNAsg a partir del RNA antigendmico utilizando un promotor
interno (fig. 3.A). El segundo mecanismo consiste en una terminacién prematura
durante el proceso de sintesis del antigenoma, produciendo un RNA de la misma
longitud pero de polaridad contraria al RNAsg, el cual se utiliza como templado para
la sintesis del RNAsg (fig. 3.B) (36, 46). Se piensa que cualquiera de los dos
mecanismos podria ser utilizado por astrovirus, ya que los experimentos realizados
hasta la fecha (40) no han discriminado la polaridad del RNAsg viral que se encuentra
en células infectadas.

Considerando que la transcripcién del RNAsg de astrovirus pudiera realizarse
mediante un promotor interno, se esperaria que éste estuviera localizado en la regién
de transicion entre el orflb y el orf2. El anélisis de una secuencia de 120 nt localizada
en la region de transicion entre el orflb y el orf2, revel6 un alto grado de identidad
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(93-98%) entre todas las cepas humanas; limitando el andlisis a solo 52 nt en esa
region, el grado de identidad se increment6 a 99-100% (45). Al analizar la formacién
de posibles estructuras secundarias del RNA en esta region se predijo una
conformacién muy estable con tres tallo-asa (fig. 4). Como se esperaba, debido a la
alta identidad en secuencia, todas las cepas humanas son potencialmente capaces de
formar esta estructura en el RNA. La estructura predicha incluye el codén de inicio
para la proteina de la cépside, asi como el codén de término para la RNA-polimerasa
(45). Considerando que el inicio del RNAsg ha sido mapeado once nucleétidos antes
del codén de inicio de la proteina de la cépside (40), el sitio de inicio de la
transcripcion del RNAsg estaria incluido en esta estructura (45).

2. Particulas Defectuosas Interferentes.-

Durante la infeccion de una célula con cualquier tipo de virus,
independientemente de la clase de genoma que contenga, se generan defectos a
distintos niveles del ciclo replicativo que resultan en particulas virales incapaces de
replicarse por si mismas. Entre éstas, las particulas virales defectuosas interferentes,
comuinmente nombradas DIs, son mutantes con genomas incompletos, que se
enriquecen en los lisados de manera ciclica, de acuerdo a los niveles de replicacién
del virus silvestre (fig. 5). El ensamblaje de las particulas DIs y la replicacién del
genoma deletado que contienen éstas, requiere de que particulas parentales,
denominadas “ayudadoras”, infecten simultdneamente a la célula huésped, ya que
éstas deben proporcionar las funciones de las que carecen las DIs para lograr su
replicacion y ensamblarse. Las DlIs, a su vez, interfieren con la replicacién del virus
infeccioso parental al secuestrar su maquinaria de replicaciéon y encapsidacién. De
manera que la acumulacion de errores durante la replicacion resultan en particulas
virales incapaces de replicarse por si mismas; y cuando la maquinaria de replicacion
del genoma silvestre no es suficiente para replicar ambos tipos de genomas, la
poblacién del genoma silvestre comienza a disminuir. Una reducciéon en la
disponibilidad de la maquinaria de replicacion del genoma silvestre, provoca una
disminucioén en las DIs. Cuando la concentracién de DIs alcanza niveles muy bajos,
de manera que su efecto de interferencia en la replicacién del genoma silvestre no es
significativo, la poblacién silvestre empieza de nuevo a recuperarse a sus niveles
normales. El incremento de genomas silvestres resulta en la disponibilidad de
magquinaria de replicacién, lo que permite una nueva acumulacién de DIs. Este efecto
de interferencia y la facilidad con la que se generan estos RNAs defectuosos puede
depender del tipo celular en el que se propagan los virus (13, 14, 44). La mayoria de
las particulas DIs interfieren marcadamente con la replicacion del virus ayudador, sin
embargo, existen DIs que provocan muy poca interferencia. Las deleciones en el
genoma de las DIs implican la pérdida de diferentes regiones del genoma del virus
parental que las generé (fig. 6). El porcentaje del genoma viral perdido durante las
deleciones puede variar desde uno muy bajo hasta mas del 90%; sin embargo el hecho
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Figura 4. Estructura secundaria predicha del
RNA que corresponde a la regién de transicion
entre el orflb y el orf2. En la estructura de
tallo-asa estan sefialadas las posiciones del
codon de inicio del orf2 y del codon de paro
del orflb. En la base de la figura se sefiala
la secuencia consenso de la region de
transicion de los 8 serotipos humanos. Los
nucleétidos marcados en minuscula indican
89% de 1dentidad y los marcados en
mayusculas indican 100% de identidad entre
los 8 serotipos humanos. Los puntos
representan las posiciones divergentes de la
secuencia, y la secuencia subrayada sefiala
los 52nt que forman la regioén que presenta
99-100% de identidad entre los 8 serotipos
humanos. En la secuencia consenso estan
sefialados, en recuadros, el codén de inicio
del orf2 y el coddén de paro del orflb ( 43).



Concentracién de
RNA defectuoso
Concentracién de
virus parental

Tiempo en dias (varios pases del virus)

Rendimiento de virus infeccioso o de RNA defectuoso

Figura 5. En los primeros pases sin diluir el virus parental se replica
normalmente, mientras se inicia la acumulacién de DIs (1). Cuando la
replicacion de las DIs alcanza los niveles de replicacién del virus
parental (2), y la maquinaria de replicacion sintetizada por el virus
parental ya no es suficiente para replicar ambos tipos de genomas,
provocando una disminucién de la poblacién del virus parental (3). De
esta manera, la funcién “ayudadora” del virus parental se ve
disminuida,por lo que la replicacién de las DIs también decrece (4). Con
la baja replicacién de las DIs, se disminuye su efecto de interferencia, lo
que permite que la poblacién del virus parental aumente iniciando un
nuevo ciclo. La linea punteada representa la concentracion de particulas
defectivas en un lisado viral. La linea continua representa la
concentracién de particulas parentales, modificado de (42).
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Figura 6. Representacién esquemaética del RNA de DIs del virus
Semliki Forest. El bloque central representa el genoma del virus
silvestre, con lineas verticales que demarcan los cuatro
polipéptidos no estructurales y los cinco estructurales. En la parte
superior e inferior, se muestran amplificados los bloques de
secuencias que componen dos DIs diferentes. La correspondencia
entre las secuencias que componen a las DIs y las del genoma no
defectuoso se ilustra con bloques igualmente sombreados (42).

.\_.?“T-\GSij;-ht




de que este genoma sea replicado y ensamblado implica que debe contener las sefiales
importantes en estos eventos de la replicacion (44).

A pesar de la variabilidad en la estructura del genoma y en la estrategia de
replicacién de los virus con genoma de RNA en los que se han estudiado las DIs, se
ha observado que en la generacién de estos genomas deletados parecen existir factores
comunes. La estructura secundaria que forma el RNA viral en ciertas regiones parece
contribuir a la generacion de deleciones o recombinaciones, a través de un mecanismo
de seleccién de copiado (“copy-choice”) (13) en el que la replicasa se libera de su
templado y se lleva consigo la cadena naciente para terminar la sintesis y continuar la
elongacion de la cadena naciente de RNA en un nuevo templado, o en un nuevo sitio
sobre el templado original. Cabe mencionar que en el caso de astrovirus, el andlisis de
una cepa aislada de humanos ha revelado que la region que representa el posible
promotor para el RNAsg y que podria formar estructuras secundarias estables, se ha
descrito como un posible sitio de recombinacion (45).

Es importante enfatizar que pueden generarse muchos tipos diferentes de
deleciones durante la replicaciéon de un virus, sin embargo, pueden no detectarse
porque carezcan de ventajas para generar una poblacién mas grande que la silvestre.
Para ser viable, incrementar su poblaciéon y provocar una disminucion del genoma
silvestre, el RNA de las particulas DIs debe contar con secuencias eficientes para el
inicio de su replicacién en el extremo 3 tanto de la cadena positiva como de la
negativa y con las regiones necesarias para ser encapsidado (13, 14).



III. JUSTIFICACION

Son pocos los estudios que se han realizado para conocer el mecanismo de
replicacion del genoma de astrovirus y de los determinantes presentes en el RNA viral
que estan involucrados en la replicacion. Por similitud de la organizacién genémica de
astrovirus con respecto al genoma de virus pertenecientes a la familia Alphaviridae, se
piensa que existen algunos elementos en comun, que se podrian extrapolar. Sin
embargo, existen muchas diferencias que hacen pensar que el mecanismo de
replicacion podria ser diferente. Un ejemplo de esto es el hecho de que astrovirus no
codifica para proteinas con motivos de RNA helicasa y guanilil-transferasa. De esta
manera, no se sabe con precision si el genoma viral posee “cap” en su extremo 5,
cdmo ocurre la sintesis del RNAsg, cudles son las regiones del RNA viral que podrian
actuar como promotores durante la replicacién y transcripcién del genoma, etc.

Con el presente trabajo se inici6 la caracterizaciéon de las especies de RNA
viral presentes durante la infeccién, asi como las regiones importantes para su
replicacion mediante analisis de particulas defectuosas, con el propdsito de acercarnos
al mecanismo de sintesis del RNAsg en astrovirus.

IV. OBJETIVOS

a) ldentificar las diferentes especies de RNA de origen viral producidas durante una
infeccién con la cepa Yuc8 de astrovirus.

b) Analizar la posible generacion de particulas defectuosas.



V. METODOS

1. Virus y Células.-

Se utiliz una linea celular derivada de un Adenocarcinoma de colon humano
(Caco-2). Las células se cultivaron en monocapa bajo una atmésfera de 15% de CO* a
37°C con Advanced D-MEM (GIBCO) suplementado con glutamina (2mM), 1000
unidades/ml de penicilina, 10pg/ml de estreptomicina, y 2% de suero fetal bovino. Se
utilizé la cepa de astrovirus denominada Yuc8, previamente caracterizada y adaptada
a crecer en células Caco-2 (34) Para la propagacion del virus Yuc8, las células se
lavaron dos veces con Medio Minimo Esencial, MEM (SIGMA), suplementado de
igual manera que el D-MEM, pero sin suero fetal bovino; se inocularon con Yuc8 que
habia sido tratado previamente con 200ug/ml de tripsina durante 1 hora a 37°C. El
inoculo viral se diluyé con MEM hasta una concentracién de 20 pg/ml de tripsina
previo a la adsorcion del virus a las células. Las células se incubaron a 37°C 1 hora
para permitir la adsorcién del virus a las células. Finalmente, se afiadié suficiente
MEM sin suero para que la concentracién de tripsina se mantuviera a 3.3pug/ml. Las
células asi infectadas se incubaron a 37°C y el virus se coseché a las 24 horas post-
infeccién.

2. Generacion de particulas defectuosas interferentes (DIs).-

Como se ha descrito previamente (13, 14, 44), la generacion de particulas DI se
facilita al realizar pases consecutivos de un virus sin diluir. Para ello se iniciaron los
pases con un lisado de titulo viral de 3.1x107 de pase 23, y 8.4x10’ de pase 25. La
infeccién se realizé sobre tubos de 5 cm® de células Caco-2 como se describié
previamente, pero con algunas modificaciones: El inoculo con el que se realizaron las
infecciones se trat6 con un inhibidor de tripsina (Sigma) a 400pg/ml después del paso
de activacion de la infectividad y antes de la inoculacién, para evitar que-1a monocapa
celular se desprendiera antes de cosechar el RNA total. Posterior a la adsorcién del
virus, se afiadieron 2 ml de MEM sin suero y se incub6 4 horas a 37°C para permitir
la adsorcién y penetracion del mayor nimero de particulas infecciosas, después de lo
cual el inoculo se removid, las células se lavaron dos veces y se afiadi6 MEM. Se
incubd a 37 °C para que la infeccién prosiguiera. Debido a que a tiempos tardios de la
infeccidn se acumula el RNA, se realizaron infecciones paralelas para hacer cosechas
a las 12 y a las 24 horas post-infeccion, para ello las células infectadas se incubaron a
37 °Cy a las 12 horas post-infeccion se cosecharon con trizol para el analisis de RNA
por Northern Blot y por RT-PCR, y a las 24 horas post-infeccién se congelaron para
la obtencidn de lisado enriquecido en DIs. El lisado de cada uno de los pases de las
DIs se utiliz6 para realizar el siguiente pase consecutivo sin diluir y para un ensayo de



rendimiento viral.

3. Rendimiento Viral.-

Con la finalidad de determinar el nivel de infectividad de los lisados
enriquecidos en particulas defectuosas, se realizaron ensayos de titulaciéon por
inmunocitoquimica como se describe a continuacién: Se sembraron células Caco-2 en
cajas de 96 pozos y se infectaron como se describié antes, realizando varias diluciones
de cada uno de los diferentes lisados. Después de incubar a 37 °C por 16 a 18 horas,
las células se fijaron con acetona (80%) durante 15 minutos a temperatura ambiente,
posteriormente la monocapa de células se lavé dos veces con PBS (0.8% NaCl, 0.02%
KCl, 0.115% Na,HPO,, 0.024% KH,PO,; pH 7.4). Como anticuerpo primario se
utilizé un suero dirigido contra la particula viral purificada, (Anti-Yuc) y para la
deteccién se usé proteina A-peroxidasa; la incubacién de cada reactivo fue de dos
horas a 37°C. Las células se lavaron dos veces con PBS, después de cada incubacion,
posteriormente se afiadié el sustrato de la peroxidasa, carbazol (1.5ml Carbazol-
4mg/ml en Dimetilformamida-, 4ml de Buffer de Acetatos y 10 pl de H,0,), para la
deteccién de las células infectadas. Finalmente la infectividad de cada uno de los
lisados se determiné mediante cuantificacién de las células infectadas, y se report6
como particulas infecciosas por mililitro.

4. Purificacién de YucS8.-

El lisado total de células Caco-2 infectadas con Yuc8 proveniente de 1,120
cm’ de células se congel6 y descongeld 3 veces y se centrifugd a 125,892¢ durante 4
horas (rotor Beckman SW28). Durante la purificacion, todos los pasos se realizaron a
4°C. El “pellet” se resuspendié en 5 ml de buffer TNE (50mM Tris pH 7.4, 0.1M
NaCl, 10mM EDTA), y se agregaron 2 vol de Genetrén (trichlorotrifluorometano;
Cydsal 1/Quimiobésicos) para realizar una extraccidn; el sobrenadante se colectd
después de una centrifugacién a 4,020g durante 30 minutos (rotor Brinkmann 16F6-
38). Este sobrenadante se centrifugé a 240,000g durante 2 horas (rotor Beckman
SW.50.1) para obtener el virus en una pastilla, la cual se resuspendié en 500ul de
buffer TNE y luego se coloco en una solucién de Cloruro de Cesio con una densidad
inicial de 1.36 gr/cm® en TNE. El virus se separd de acuerdo a su densidad después de
centrifugar de 16 a 20 horas a 210,000g (rotor Beckman SW.50.1), y se observé como
una banda opalescente la cual se colecté por puncion. Para eliminar el CsCl, la
muestra extraida del gradiente se aforé a 5 ml en buffer TNE y se centrifug6 a
240,000g por 2.5 horas (rotor Beckman SW.50.1). El pellet se resuspendi6é en 200ul
de TNE, y se almacené a 4°C hasta su uso.



5. Purificacion de RNA a partir de lisado celular o de virus purificado.-

Para el analisis del RNA, éste se purificé a partir de un lisado de células
infectadas o de virus purificado por gradiente de Cloruro de Cesio. En el primer caso,
monocapas de células infectadas con Yuc8, a las 4, 6, 8, 10 y 12 horas post-infecciéon
se lavaron una vez con PBS libre de RNAsas y se homogeneizaron con trizol (1 ml
por cada 10 cm’ de células). Después se agregé 1/10 del volumen de cloroformo, y se
agité vigorosamente; las muestras se centrifugaron a 25,000g durante 5 minutos, para
separar la fase acuosa donde se queda el RNA. Para precipitar el RNA se agregd
Ivolumen de isopropanol, se incub6 10 minutos a -20°C y se centrifugd a 25,000g por
25 minutos. Posteriormente se lavo el pellet de RNA con etanol absoluto frio para
después disolverlo en agua libre de RNAsas. Para la extracciéon de RNA a partir de
virus purificado por gradiente de Cloruro de Cesio, una muestra de éste se mezcl6 en
una proporcién 1/1vol con fenol. Después se agregd 1/2 del volumen de cloroformo, y
se agité vigorosamente; las muestras se centrifugaron a 25,000g durante 5 minutos,
para separar la fase acuosa donde se queda el RNA. Para precipitar el RNA se agrego
1/10 volumen de acetato de sodio, 2.5vol de etanol absoluto, se incub6 30 minutos a -
20°C y se centrifug6 a 25,000g por 25 minutos a 4°C. Posteriormente se lavo el pellet
de RNA con etanol absoluto frio para después disolverlo en agua libre de RNAsas.

6. Electroforesis de RNA en gel de agarosa.-

El RNA se separd por electroforesis en geles desnaturalizantes de agarosa,
como se describe a continuacion. Para desnaturalizar el RNA, éste se mezcla en una
proporcién 1:5 volimenes con el buffer para la reaccién de glioxal (Dimetil Sulfoxide
—DMSO- 60%, Glioxal desionizado 1.2 M, glicerol 4.8%, EtdBr 0.2mg/ml, en buffer
BTPE). La muestra se dejé incubar a 55°C durante 1 hora y se cargé en un gel de
agarosa (Sigma) al 1%, con buffer BTPE (Bis-Tris 30 mM y PIPES 10mM, pH 6.5)
manteniendo la corrida durante 3 horas a 5 volts/cm. La migracién del RNA se
monitored con una lampara de luz UV, ya que el RNA se tifie por el EtBr contenido
en el buffer de muestra. El marcador para RNA que se utiliz6 fue el RNA Ladder
0.24 - 9.5 Kb (Invitrogen). Al finalizar la corrida se captur6 la imagen del gel, bajo
iluminacién con luz UV.

7. Transferencia del RNA.-

El RNA contenido en los geles se transfirié por capilaridad a una membrana
de nylon (NEN, o Hybond-N de Amersham). La transferencia se realizé6 con buffer
alcalino (NaOH 7.5mM, NaCl 3M) y con 30 capas de papel Whatman de 3MM
durante 6 horas a temperatura ambiente. Con la finalidad de verificar que la cantidad
de RNA cargada en cada carril fuera homogénea, se verificé el contenido de RNA
ribosomal. Después de la transferencia las membranas se enjuagaron con 2xSSC/0.1%



SDS para eliminar cualquier resto de agarosa que se hubiera quedado adherido a éstas,
y finalmente el RNA se fij6 con luz UV (Biotechniques).

8. Templado para sintetizar la sonda.-

Uno de los plasmidos utilizados fue el pGEM3Zf(+) que contiene dos
promotores que son reconocidos por la RNA polimerasa de los fagos T7 y SP6, lo
cual permite sintetizar sondas especificas complementarias al RNA a ser detectado.
Este plasmido fue utilizado para dos construcciones, una que contiene un fragmento
de 337nt del orf 1a, pGEM3Zf-orfla (esquema 1.A) y una segunda de 573 nt que
contiene un fragmento del orf2, pGEM3Zf-orf2 (esquema 1.B).

Un tercer plasmido utilizado para generar sondas de astrovirus fue el
polyEMC, el cual contiene insertado un fragmento de 2.9 Kb, que corresponde al orf 2
completo del genoma de Yuc8, polyEMC-orf2L (esquema 1.C).

Para obtener una cantidad suficiente de templado, se crecieron bacterias
transformadas con cada una de las construcciones mencionadas previamente,
utilizando medio Luria con Carbenicilina, a 37°C, toda la noche. Los plasmidos se
purificaron utilizando columnas Wizard (Promega) para minipreps, o por el sistema
de purificacion QiaFilter Midikit (Qiagen).

En el caso de las construcciones pGEM3Zf-orfla y pGEM3Zf-orf2, se
linearizaron utilizando un sitio de restriccion distal al promotor a ser utilizado durante
la transcripcion. Para eliminar las enzimas de restriccidn, se extrajo el DNA con
fenol-cloroformo, y se precipitdé con acetato de sodio. Este DNA se utiliz6 como
templado para sintetizar ribo-sondas por transcripcion in vitro utilizando la RNA
polimerasa correspondiente (esquema 2).

El inserto de la construccién polyEMC-orf2L, se utiliz6 como fuente del
templado para sintetizar una sonda de DNA mediante Random Primer (esquema 2).
Para obtener el templado, el plasmido se trat6 con Nhel que genera un fragmento de
2.9kb. El fragmento se purifico por separacién en un gel de agarosa al 1.5% utilizando
Resina y columnas Wizard. El DNA contenido en la columna se lavé con isopropanol
y se eluy6 con agua.

9. Marcaje de la Sonda e Hibridacién

a) Marcaje con Digoxigenina.-

La transcripcion a partir de los plasmidos pGEM3Zf-orfla y pGEM3Zf-orf2 se
hizo en presencia de Digoxigenina siguiendo el protocolo que se sugiere en el DIG
Northern Starter Kit (ROCHE) y que se describe brevemente a continuacién: 1 pg del
templado de DNA purificado, una mezcla de 4 nucleétidos que contiene UTP-11-
DIG, buffer de transcripcién, inhibidores de RNAsas, y 40 unidades de RNA
polimerasa SP6 o T7. La mezcla se incuba durante una hora a 37°C y posteriormente
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se aflade Dnasa I para remover el templado de DNA. Para determinar la eficiencia del
marcaje se realizo una serie de diluciones 1:10 del transcrito marcado y se aplico 1pl
de la muestra en una membrana de nylon. Este se fijé con luz UV, y luego se incubd
en una solucién para bloquear durante 30 minutos. Finalmente se realizé una
inmunodeteccion con anticuerpos anti-digoxigenina acoplada a fosfatasa alcalina y el
transcrito se visualizd con el sustrato quimioluminiscente CDP-Star, para finalmente
exponerse en un film.

Hibridacion.- La membrana se prehibridé con la solucion Dig Easy Hyb
precalentada a la temperatura de hibridacion (68°C) durante 30 minutos. Se
desnaturalizé la sonda de RNA marcada con DIG hirviéndola durante 5 minutos. La
sonda desnaturalizada se afiadié a una solucion precalentada de DIG Easy Hyb. Se
desecho la solucién de prehibridacion y se afiadié la mezcla de hibridacién y la sonda.
Se dej6 incubar toda la noche a 68°C. Posterior a la hibridacién se realizaron dos
lavados en 2xSSC [SSC 10X (150mM Cloruro de sodio, 15mM Citrato de sodio)],
0.1% SDS a 25°C, y dos lavados mas en 0.1xSSC, 0.1% SDS a 68°C, para finalmente

realizar la deteccién con anticuerpos.

b) Marcaje con dUTP-*’P.-

Para marcar la sonda con UTP-*?P por transcripcién in vitro se utilizé como
templado las construcciones pGEM3Zf-orfla y pGEM3Zf-orf2 linearizadas, con la
enzima de restriccién correspondiente, y se siguid el protocolo que se sugiere en el
Strip-EZ RNA kit (Ambion), que se describe a continuacién: la reacciéon de
transcripcién se mont6 en un tubo a temperatura ambiente afiadiendo agua libre de
RNAsas, 1ug de templado de DNA, buffer de transcripcién, 500uM ATP, 100uM
CTP modificado, 500uM GTP, 250uM UTP, 10uCi UTP-*?P, 20 unidades de RNA
Polimerasa SP6 6 T7. Esta mezcla se incub6 1 hora a 37°C. Para remover el templado
de DNA se agregé DNAsa I y se incubé 15 minutos a 37°C. Para remover los
nucleodtidos libres, la reaccién se precipité con acetato de amonio/etanol, y para
verificar la eficiencia de incorporacion de los nucle6tidos radiomarcados en la sonda,
se precipit6 una alicuota con écido tricloroacético (TCA 5%) para después cuantificar
el marcaje en el contador de centelleo.

Hibridacion.- Se prehibridé la membrana con la soluciéon Dig Easy Hyb
precalentada a la temperatura de hibridacién (68°C) durante toda la noche. Se
desnaturalizé la sonda de RNA marcada con DIG hirviéndola durante 5 minutos. La
sonda desnaturalizada se afiadié a una solucién precalentada de DIG Easy Hyb. Se
desecho la solucién de prehibridacion y se afiadi6 la mezcla de hibridacién y sonda.
Se dejo6 incubar 6 horas a 68°C. Posterior a la hibridacion se realizaron dos lavados en
2xSSC, 0.1% SDS a 25°C, y dos lavados més en 0.1xSSC, 0.1% SDS a 68°C, para
finalmente exponerse en una pelicula.



c) Marcaje con dCTP-*P.-

Para marcar el fragmento de Yuc8 insertado en la construcciéon polyEMC-orf2
mediante Random primer se utiliz6 el Random Primer Labeling kit (STRATAGENE).
El marcaje se realizé como se describe a continuacion: el templado mas la mezcla de
random primer se hirvieron durante 5 minutos, a lo cual se afiadié “primer buffer”
dCTP, dCTP-**P (50uCi), enzima Klenow Exo-, y se incub6 a 37°C durante 10
minutos. Para eliminar los nucleétidos no incorporados, la reaccién se precipité con
acetato de sodio, y para verificar la eficiencia de la incorporacion de la marca se
precipité con écido tricloroacético (TCA 5%) y se determind la radioactividad en el
contador de centelleo.

Hibridacion.- Se prehibridé la membrana con la solucién Dig Easy Hyb
precalentada a la temperatura de hibridacién (55°C) durante 2 horas. Se desnaturalizé
la sonda hirviéndola durante 5 minutos. La sonda desnaturalizada se afiadié a una
solucion precalentada de DIG Easy Hyb. Se desechd la solucién de prehibridacién y
se afiadié la mezcla de hibridacién y sonda. Se dej6 incubar 6 horas a 55°C. Posterior
a la hibridacién se realizaron dos lavados en 2xSSC, 0.1% SDS a 50°C, y dos lavados
mas en 0.1xSSC, 0.1% SDS a 55°C, para finalmente exponerse en un film.

10. RT-PCR a partir de RNA de lisados a alta multiplicidad.-

Con el RNA obtenido a partir de infecciones de los diferentes pases
consecutivos sin diluir se realizaron RT-PCR con oligos que hibridan en los extremos
del genoma de Yuc8 (esquema 3). Las especies obtenidas fueron el producto de una
transcripcion reversa con el oligo Ast-end y de una amplificacién con los oligos Ast
1-20 y Ast-end (esquema 3). Las especies detectadas mediante RT-PCR se separaron
en geles de agarosa 1.5% de bajo punto de fusién y se purificaron por columna
Wizard. Posteriormente la secuenciacién se realizé con el oligo Ast-end y se
analizaron las secuencias mediante alineamientos con el programa Clustal-W.

11. RT-PCR a partir de RNA de virus purificado.-

Con el RNA obtenido a partir de virus purificado a por gradientes de Cloruro
de Cesio se realizaron RT-PCR con oligos que hibridan en los extremos del genoma
de Yuc8. Las especies obtenidas fueron el producto de una transcripcion reversa con
el oligo Ast-end y de una amplificacion con los oligos Ast 1-20 y Ast-end (esq. 3).
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Esquema 3. Oligonucle6tidos utilizados para la deteccién de posibles especies de RNA defectivas. (A) Esquema del genoma
de Yuc8 y de la posicién relativa de los oligonucledtidos utilizados en este trabajo. En (B) se muestran algunas caracteristicas
de estos oligonucleo6tidos.



VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Se sabe que durante la replicacién de astrovirus se producen dos especies de
RNA de polaridad positiva, (RNAg y RNAsg), sin embargo no se ha estudiado la
presencia del RNA antigenémico ni la posible generaciéon de un RNA
antisubgenomico. Debido a que no se sabe cual de los dos mecanismos para generar el
RNAsg (si iniciacion interna o replicacion truncada, descritos en antecedentes) opera
en astrovirus, el estudio de las diferentes especies de RNA presentes en células
infectadas con astrovirus podria sugerir cual es el mecanismo de su sintesis.

1. Deteccién de las especies de RNA de polaridad positiva producidas durante una
infeccién con astrovirus.-

Para estudiar las especies negativas y positivas del RNA viral, decidimos
generar ribosondas por transcripcion in vitro a partir de plasmidos que contuvieran
secuencias de diferentes regiones del genoma de astrovirus flanquedas por promotores
para las RNA polimerasas de los fagos T7 y SP6 (esquema 1, métodos). De esta
manera, se generarian sondas para detectar especificamente las cadenas positivas y
negativas. Iniciamos el trabajo montando las condiciones para detectar el RNA viral a
partir de cultivos de células Caco-2 infectadas con la cepa Yuc8 de astrovirus por la
técnica de Northern Blot. Para obtener la ribosonda se realiz6 transcripcion in vitro a
partir de los plasmidos previamente descritos, en presencia de digoxigenina. La sonda
que se utiliz6 inicialmente permitiria detectar tanto el RNA genémico como el
subgendmico, ya que contiene clonada una porcién del orf2. Como se observa en la
figura 7.B, al analizar el RNA viral, 8 hpi con esta sonda, se detectaron el RNA
gendmico (7kb) y el RNA subgenémico (2.4kb). Como era de esperarse, al utilizar la
sonda negativa derivada de la transcripcion del plasmido pGEM3z-YucORFla se
detect6 inicamente al RNA gendmico (resultados no mostrados).

2. Sintesis de RNA viral en presencia de Actinomicina D.-

De manera general, la mayoria de los virus con genoma de RNA codifican
para su propia RNA polimerasa. Existen sin embargo algunos virus como Influenza
que, a pesar de que sintetizan su RNA polimerasa, requieren de una RNA polimerasa
celular activa en algun paso de su ciclo replicativo para generar transcritos celulares
que son utilizados por el virus para expresar sus genes (43). De esta manera, la
presencia de drogas como Actinomicina D que bloquean la sintesis del RNA cuando
se usa como templado el DNA, afectan la replicacién del virus Influenza. Para
determinar si en el caso de astrovirus se requiere la transcripcién de genes celulares
para la replicacién de su genoma, analizamos el RNA viral proveniente de cultivos
infectados en presencia de Actinomicina D. Encontramos que los niveles de RNA
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Figura 7. Analisis de RNA de astrovirus en células infectadas. Células Caco-2 se infectaron con la cepa Yuc8 de
astrovirus a una multiplicidad (moi) de 2. 8 hpi, el RNA se extrajo con trizol, se separé en geles de agarosa en
condiciones desnaturalizantes y se transfiri6 a una membrana de Nylon. La deteccion se realizé con EtBr para verificar
la integridad del RNAr (A) y por hibridacién con una ribosonda de polaridad negativa marcada con digixigenina que
comprende los nucleétidos 4373-4946 del genoma del virus (B) C: células sin infectar; Yuc8: RNA de Yuc8.
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Figura 8. Analisis del RNA viral proveniente de cultivos infectados en presencia de Actinomicina D. Células Caco-2 se
infectaron con la cepa Yuc8 de astrovirus (HAst-V8) a una moi de 2 en presencia de 1.5ug/ml de Actinomicina D. 8 0 10
hpi, el RNA se extrajo con trizol, se separd en geles de agarosa en condiciones desnaturalizantes y se transfiri a una
membrana de Nylon. La deteccién se realizé con EtBr para verificar la integridad del RNAr (A) y por hibridacién con una
ribosonda de polaridad negativa marcada con digoxigenina que comprende los nucle6tidos 4373-4946 del genoma del
virus (B). Act-D: Actinomicina D. C: células sin infectar; (- / +) infeccidn en ausencia o presencia de Act-D.



viral genémico y subgenémico no parecen ser afectados de manera significativa por la
presencia de esta droga (fig. 8). Esto implica que los astrovirus no parecen necesitar la
transcripcion de genes celulares, ni la expresioén de proteinas celulares, para completar
la sintesis de su RNA, ya que experimentos realizados en el laboratorio confirmaron
esta observacion al encontrar que la Actinomicina D no afecta el rendimiento de
particulas infecciosas (resultados no mostrados). Los resultados obtenidos con sondas
de RNA marcadas con Digoxigenina fueron poco reproducibles y poco sensibles, por
lo que en experimentos posteriores marcamos las sondas producidas por transcripcion
in vitro con UTP-P%,

3. Cinética de sintesis de las especies positivas del RNA viral.-

Con la finalidad de definir el tiempo al cual se empieza a detectar la sintesis de
las especies positivas del RNA viral se obtuvo RNA de células infectadas con
astrovirus a distintos tiempos de infecciéon. Los resultados mostrados en la figura 9
revelan que bajo estas condiciones de infeccién y deteccién con la ribosonda marcada
con UTP-P*, la acumulacién de los RNA genémico y subgenémico es claramente
observable a las 6 hpi, aunque el RNAsg parece empezar a detectarse desde las 4
horas. En este experimento en particular parece haber mas RNAsg que RNAg, sin
embargo esto no fue reproducible y probablemente las proporciones observadas en
este experimento se deban a una ligera degradacién del RNA.

4. Deteccién de las especies de RNA de polaridad negativa producidas durante una
infeccién con astrovirus.-

Se han propuesto dos mecanismos basicos para la generacién de los RNAsg en
diferentes virus (descritos en antecedentes). En el primero ocurre una iniciacién
interna, debido al reconocimiento de un promotor sobre el RNA antigenémico;
mientras que en el segundo mecanismo ocurre una terminacién prematura para
generar un RNA subgendmico de polaridad negativa, el cual después sirve como
templado para la sintesis del RNAsg positivo. Para definir el mecanismo que utiliza
astrovirus, se investigd la presencia de las especies de polaridad negativa, que se
generan durante la replicacién del genoma de Yuc8 utilizando una sonda de polaridad
positiva, producida por transcripcién in vitro a partir del plasmido pGEM3Z-
Yuc8orf2. La sonda reconocié una sola especie de polaridad negativa en extractos de
células infectadas con Yuc8, que corresponde a la cadena complementaria del RNA
genomico (resultados no mostrados). Estos datos sugieren que el RNAsg no se
sintetiza a partir de una especie truncada de RNA sino que se estaria sintetizando a
partir de la misma molécula de RNA que el RNA genémico. Sin embargo este
resultado no se pudo repetir, por lo que no es conclusivo. Los resultados con sondas
de RNA producidos por transcripcién in vitro no fueron reproducibles en nuestras
condiciones debido en parte a la posible degradacion de éstas. Para tratar de resolver
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Figura 9. Cinética de sintesis de especies positivas del RNA viral. Células Caco-2 se infectaron con la cepa Yuc8 de
astrovirus (HAst-V8) a una moi de 2. A las 4, 6, 8, 10 y 12 horas post infeccién (hpi), el RNA se extrajo con trizol, se
separd en geles de agarosa en condiciones desnaturalizantes y se transfirid a una membrana de Nylon. La deteccion se
realiz6 por hibridacién con una ribosonda de polaridad negativa marcada con UTP-P3? que comprende los nucleétidos
4373-4946 del genoma del virus C: células sin infectar; Yuc8: RNA de YucS.



estos problemas, en experimentos posteriores utilizamos sondas de DNA marcando
con CTP- **P por Random Primer. Estas sondas sin embargo, no permitirian distinguir
la polaridad de los RNAs.

5. Rendimiento de particulas infecciosas en cada pase de infecciones consecutivas de
astrovirus sin diluir.-

Ademas del andlisis de los RNAs de origen viral, intentamos generar y
caracterizar genomas de particulas DIs, las cuales podrian revelar posibles regiones
importantes en la replicaciéon del genoma de astrovirus. Como se menciond en
antecedentes, los RNAs de las particulas DI representan genomas con deleciones que
conservan la capacidad de replicarse y encapsidarse con la ayuda del virus silvestre.
Pensamos que al caracterizar el RNA de particulas DI generadas por pases
consecutivos de astrovirus en cultivo, podriamos encontrar regiones del genoma
importantes en su replicacién. Para la obtencién de DIs de astrovirus se realizaron
pases consecutivos del virus sin diluir; tal como se ha descrito para otros virus (44).
Debido a que las DIs son particulas que interfieren con la replicacion de las particulas
silvestres, y por tanto bloquean la infeccién, el analisis del titulo de particulas
infecciosas en cada pase y la ausencia de efecto citopatico podria indicar el pase en el
que se generan este tipo de particulas (tabla 1). Ademads, esperdbamos que al analizar
el RNA total extraido de células infectadas por tincién con EtBr se observara una
banda adicional correspondiente al RNA DI, probablemente més pequefia, debido a
que los genomas de las DIs generalmente son mucho mas abundantes que el RNA
silvestre.

La presencia de particulas defectuosas en un cultivo, provoca que el
rendimiento de particulas infecciosas disminuya, de manera tal que en pases
consecutivos, el titulo se comporte de manera ciclica entre niveles altos y bajos (44).
Al cuantificar el rendimiento viral resultado de cada pase, observamos una variacion
en el rendimiento de particulas infecciosas entre los diferentes pases resultando en una
diferencia de hasta dos 6rdenes de magnitud entre el titulo mas alto y el mas bajo (fig.
10). El anélisis de estos resultados sugeria que en el pase que presento el titulo mas
bajo podrian haberse generado las particulas defectuosas interferentes.

Considerando que la infeccién en cada pase se hizo con el lisado total de
células infectadas, la disminucién en el titulo viral podria deberse a un efecto
inespecifico de algun factor celular. Para evaluar esta posibilidad, hicimos dos
experimentos: en el primero, incubamos monocapas de células no infectadas con
diferentes cantidades de un lisado celular proveniente de células no infectadas, pero
tratado de la misma manera que un lisado celular infectado, previo a la infeccién con
Yuc8 y determinamos el rendimiento viral; en el segundo experimento, mezclamos
diferentes cantidades de lisado celular con la misma cantidad de virus antes y durante
el periodo de adsorcién y determinamos el titulo viral. Con estos experimentos
esperabamos observar que si algun factor de origen celular fuera responsable de



Tabla 1. Condiciones de infeccién y rendimiento viral de cada pase realizado

mediante infecciones consecutivas sin diluir de dos experimentos independientes.

1)

Numero de pase moi utilizada Rendimiento Efecto citopatico
1 66 4.6 x 10’ Pronunciado

2 36 9.5x 10’ Pronunciado

3 75 6.5x10° Pronunciado

4 5 3.2 x 10’ Pronunciado

5 25 3.2x10° Reducido

6 0.25 1.1x 10’ Pronunciado

3 87 2.4 x 107 Pronunciado

8 19 1.3 x 10’ Reducido

2)

Numero de pase moi utilizada Rendimiento Efecto citopético
1 23 1.89x 10’ Pronunciado

2 15 1.09 x 10’ Pronunciado

3 8.5 8.7 x 107 Pronunciado

4 70 2.63 x 10’ Pronunciado

5 21 3.1 x 10’ Pronunciado

6 24 8.6x10° Pronunciado

7 0.6 6.9 x 10° Pronunciado

8 5 1.6 x 107 Reducido
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Figura 10. Rendimiento de particulas infecciosas en
cada pase de infecciones consecutivas de astrovirus
sin diluir. Se realizaron infecciones consecutivas
del virus sin diluir en células Caco2 en dos
experimentos independientes (A) y (B). El lisado se
cosechd 24 hpi y se determind la variacién del
rendimiento de particulas infecciosas mediante
cuantificacién de células infectadas por tincién con
peroxidasa. Esta se expresa como porcentaje de
variacion con respecto al pase 1.



interferir al virus, se veria una disminucion en el titulo viral. En ninguno de los dos
casos se afecté el titulo viral de la manera en que se afecté en los experimentos
mostrados en la figura 10 (tabla 2). Con base en estos resultados, dedujimos que la
disminucién en el titulo viral por pases consecutivos del virus sin diluir podria deberse
a la generacion de particulas DIs en el cultivo.

6. Nivel de expresién de proteinas estructurales de los diferentes pases del virus sin
diluir.-

Una disminucién en el titulo de particulas infecciosas durante el experimento
mostrado en la figura 10 podria reflejar una disminucién concomitante en la expresion
de la proteina estructural, producto del RNAsg; sin embargo la expresién de la
proteina en cantidades equivalentes podria significar que ésta se estaba produciendo y
ensamblando en particulas virales, infecciosas 6 no infecciosas. Para determinar el
nivel de expresion de las proteinas estructurales, realizamos un Western Blot con
lisados provenientes de cada uno de los pases del virus del experimento mostrado en
la figura 10.B utilizando un suero producido contra virus purificado, que reconoce a
las proteinas estructurales de Yuc8. Lo que encontramos fue que se sintetizaron
cantidades equivalentes de proteina total en todos los pases, sin embargo existieron
diferencias en las proteinas detectadas. El suero fue capaz de reconocer, en todos los
pases, a una de las proteinas finales del procesamiento de la capside por tripsina, la
proteina VP27, y s6lo en los pases 3, 4, 5 y 7, a uno de los intermediarios del
procesamiento por tripsina, la proteina de 50 kDa (fig. 11). Estos resultados sugieren
que: a) Debe existir RNAsg funcional que sirva como templado para la sintesis de la
proteina de la capside, la cual probablemente se estd ensamblando en particulas
virales, silvestres o defectuosas; b) Posiblemente parte de la proteina sintetizada no
estd siendo correctamente procesada por la tripsina.



Tabla 2. Condiciones de infecciones en presencia de diferentes cantidades de lisado
celular proveniente de cultivos sin infectar y su rendimiento viral.

Una misma cantidad de virus se pre-incub6 con diferentes cantidades de un lisado
control, y posteriormente se analizo el rendimiento viral de cada una de las muestras.

VIRUS LISADO RENDIMIENTO
CONTROL VIRAL
200u1 Opl 6,4 X 10’
200ul 50ul 4,3 X 10°
200ul 100ul 21X 10°
200ul 200ul 1,4 X 108

La monocapa de células se pre-incub6 con diferentes diluciones de un lisado control,
y posteriormente se analizé el rendimiento viral de cada una de las muestras.

DILUCION DE LISADO CONTROL TITULO VIRAL
Sin diluir 2,5X10°
1:2 8,5 X 10°
1:4 2,1 X10°
1:8 3,5 X 10°

Tabla 3. Condiciones de PCR utilizadas para identificar posibles RNAs defectivos.

Par de oligonucleétidos Temperatura annealing Fragmento obtenido
[ | 48°C 1.4 Kb
Ast1-20/AstMdt 3 52°C Ninguno
58°C Ninguno
50°C 0,3kby 1,1 Kb
Ast1-20/Astend 1 53°C 0,3kby 1,1 Kb
v |60°C 0,3kby 1,1 Kb
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Figura 11. Nivel de expresion de proteinas estructurales de los diferentes pases del virus sin diluir. Se realizaron
infecciones consecutivas del virus sin diluir en células Caco-2. El lisado se cosech6 24 hpi y se analizé por Western blot
utilizando anticuerpos policlonales contra las proteinas estructurales de Yuc8. C: células sin infectar. Las

proteinas virales estan sefialadas con flechas.



7. Andlisis de las especies de RNA de los distintos pases de infecciones consecutivas de
Yuc8 sin diluir.-

Para evaluar la posible presencia de RNAs con deleciones de origen viral, se
realizaron experimentos tipo Northern Blot, utilizando una sonda derivada del orf2.
Esta sonda incluye la secuencia 3" del genoma viral que estd conservada entre los
astrovirus, de manera que esperdbamos detectar RNAs que contuvieran esta region del
genoma. Para verificar que esta sonda, marcada con dCTP-’P por Random Primer
estuviera funcionando adecuadamente, la evaluamos con RNA obtenido de cultivos
infectados en condiciones normales cosechados a diferentes tiempos post-infeccion.
Como se muestra en la figura 12, esta sonda es capaz de reconocer tanto al RNA
gendémico como al RNA subgenémico de manera especifica. Con base en este
experimento, determinamos cosechar el RNA 12hpi para tener suficiente RNA viral
acumulado y para asegurar que el RNA ribosomal, que sirvié como control de carga,
no estuviera degradado, ya que se ha visto que la infeccion con astrovirus induce
apoptosis en la célula y en estas condiciones el RNA ribosomal se degrada (5). Al
analizar el RNA viral derivado de los diferentes pases del virus sin diluir, con la sonda
del orf2, encontramos, como se esperaba, la presencia del RNA genémico y del RNA
subgenomico, pero no detectamos RNAs adicionales aun en condiciones de baja
astringencia (fig. 13). Existieron, sin embargo diferencias en la cantidad del RNA
viral, especialmente en el pase 6, en donde se detecté muy poco. El hecho de que el
RNA gendémico y subgenémico se detectara en muy poca cantidad no coincide con el
hecho de encontrar mucha proteina estructural en esa preparacion (fig. 11).

8. Amplificacién de las especies de RNA presentes en los diferentes pases del virus sin
diluir.-

Considerando que muchos RNAs defectuosos caracterizados en varias familias
de virus contienen deleciones con respecto al genoma silvestre, pero se conservan los
extremos 5"y 3" del genoma viral, pensamos que se podrian identificar posibles RNAs
defectuosos realizando RT-PCR con oligonucleétidos de los extremos del genoma. Se
aisl6 RNA de celulas infectadas con cada uno de los pases del virus y se utilizé para
obtener cDNA con el oligonucledtido AstMdt (esquema 3; métodos). El ¢DNA se
amplifico por PCR con los oligonucleétidos Ast 1-20 y Ast-end (esquema 3;
meétodos), bajo condiciones en las que se buscaba amplificar fragmentos menores de
3 Kb. Estos oligonucleétidos se utilizaron porque su secuencia estd contenida en
regiones altamente conservadas entre los astrovirus y que se han predicho como
regiones que podrian ser importantes en la replicacién del genoma. Con el RNA
extraido de células infectadas con el virus del pase 8 se obtuvieron dos fragmentos (de
0.3 y de 1.1 Kb) cuando se usé el par de oligonucle6tidos Ast 1-20 / Ast-end a
diferentes temperaturas de apareamiento (fig. 14.B), atn a 60°C, condiciones
consideradas como més estrictas. Se obtuvo un fragmento de DNA de 1.4 Kb cuando
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Figura 12. Determinacion de las condiciones de cosecha de RNA para el analisis de RNAs DI, y verificacion de
especificidad de la sonda. Células Caco-2 se infectaron con la cepa Yuc8 de astrovirus (HAst-V8) a una moi de 2. A las
0,1,2,4,6,8, 10y 12 horas post infeccion (hpi), el RNA se extrajo con trizol, se separé en geles de agarosa en
condiciones desnaturalizantes y se transfiri6é a una membrana de Nylon. La deteccion se realizé con EtBr para verificar
la integridad del RNAr (A) y por hibridacién con una sonda de DNA marcada con dCTP-*2P que contiene la secuencia
del orf2 a partir del primer AUG hasta el codon de paro (B).
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Figura 13. Andlisis de RNA de los distintos pases de infecciones consecutivas de Yucg§ sin diluir. EIl RNA de los pases
del virus sin diluir se extrajo con trizol 12 hpi, se separd en geles de agarosa en condiciones desnaturalizantes y se
transfirio a una membrana de Nylon. La deteccion se realizd con EtBr para verificar la integridad del RNAr (A) y por
hibridacioén con una sonda marcada con dCTP-32P por Random Primer, que contiene la secuencia del orf2 a partir del
primer AUG hasta el codon de paro (B). C: células sin infectar.
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Figura 14. RT-PCR de las especies de RNA presentes en en el
p—— ] «— 0.3kb pase 8 de virus sin diluir. El RNA del pase 8 de infecciones
consecutivas sin diluir se extrajo con trizol a las 12 horas post
infeccion. Con este RNA se realizé RT con el oligo AstMdt, y
50°C 55°C 60°C el cDNA resultante se amplifico por PCR con los oligos: Astl-
20/AstMdt (A), y Astl-20/Ast-end (B). (C) Tabla con los
productos del RT-PCR en las diferentes condiciones ensayadas.
vol: volumen utilizado de cDNA para la reaccion de PCR.




se usé el par de oligonucle6tidos Ast 1-20 / AstMdt, aunque en este caso, sélo se
obtuvo este fragmento cuando la temperatura de apareamiento fue de 48°C (fig.
14.A). Debido a su tamafio y al hecho de que fueron amplificados con
oligonucledtidos derivados de los extremos 5° y 3" no traducidos pensamos que los
fragmentos obtenidos por PCR, podrian representar moléculas equivalentes a RNAs
defectuosos. Si se tratara de este tipo de RNAs, se esperaria que estuvieran presentes
en pases altos del virus pero no en los pases iniciales del virus, por lo que se realiz6
RT-PCR con RNA extraido de cada uno de estos pases, para verificar su presencia.
Encontramos que el fragmento de 0.3 Kb se generd a partir del RNA extraido de los
pases 4, 5, 6, 7, 8, y aunque en muy poca cantidad, también en el pase 1 (fig. 15),
sugiriendo que las especies de RNA, a partir de las cuales se sintetizan, podrian
generarse regularmente en el cultivo 6 haberse generado rapidamente en los pases del
virus sin diluir. Por otro lado, el fragmento de 1.1 Kb se detect6 claramente a partir
del RNA extraido de los pases 4,5 6 y 8; aunque también se amplific6 pobremente a
partir de los pases 1 y 7 (fig. 15). El hecho de encontrar estos dos fragmentos
claramente a partir del pase 4 del virus, podria significar que los RNAs a partir de los
que se estan generando los fragmentos de DNA son mas abundantes en esos pases.

Debido a que en los experimentos tipo Northern no identificamos RNAs que
pudieran corresponder al tamafio de los DNAs amplificados, cabia la posibilidad de
que fueran artefactos de la técnica de PCR al amplificar el RNA silvestre. Para
descartar esta posibilidad, se realiz6 RT-PCR con RNA extraido de particulas virales
purificadas por gradientes de Cloruro de Cesio utilizando dos diferentes
oligonucledtidos para la reaccién de transcripcién reversa y 4 diferentes
oligonucleétidos para PCR. Se incluyeron reacciones de PCR con un solo
oligonucleodtido para valorar si los productos de PCR pudieran ser un artefacto de la
técnica. No se detecto producto alguno cuando se utiliz6 un s6lo oligonucleétido en la
reaccion de PCR. La reaccion de PCR con los oligonucledtidos Ast end/Ast Beg, que
sirvié como control de la integridad del RNA, rindieron el producto esperado de
acuerdo a su localizacién (esquema 3, métodos) lo cual indica que el RNA viral se
encontraba en buen estado. Asi mismo, encontramos que el fragmento de 0.3kb
también se generd a partir de RNA de virus purificado, no asi el de 1.1 Kb (fig. 16).
El hecho de detectar fragmentos de DNA de tamafio similar (0.3 Kb) con dos pares de
oligonucledtidos, uno de los cuales es comun (Ast end) a partir del RNA de virus
purificado sugiere que el fragmento de 0.3 Kb obtenido con los oligonucleétidos
Ast1-20/Astend podria ser producto de una amplificacién inespecifica a partir del
RNA silvestre.

9. Andlisis de las secuencias de los fragmentos obtenidos por RT-PCR a partir del RNA
de los diferentes pases del virus sin diluir.-

Para verificar el origen de estos fragmentos decidimos secuenciar los
fragmentos de 0.3, y 1.1 Kb (obtenidos con Ast 1-20 / Ast end) y de 1.4 (obtenido con
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Figura 15. Amplificacion de las especies de RNA presentes en los diferentes pases del virus sin diluir. El RNA de los pases
de infecciones consecutivas sin diluir se extrajo con trizol a las 12 horas post infeccién. Con este RNA se realizé RT con el
oligo AstMdt, y el cDNA resultante se amplificé por PCR con los oligos Ast1-20/Ast-end, a una temperatura de annealing
de 55°C. (p): numero de pase a partir del cual se extrajo el RNA; (C): control, RT del pase 8, que previamente habia
amplificado los fragmentos de 0.3 y 1.1kb; vol: volumen utilizado de cDNA para la reacciéon de PCR.
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Figura 16. RT-PCR a partir de RNA de virus purificado. Células Caco-2 se infectaron con la cepa Yuc8 de astrovirus
(HAst-V8) a una moi de 1 cosechando a las 24 horas post infeccion (hpi), Se purifico el virus por gradientes de Cloruro de
Cesio. El RNA de las particulas purificadas se extrajo con fenol/cloroformo. Con este RNA se realizé transcripcion reversa
(RT) con los oligos Ast end o Ast Mdt, y el cDNA resultante se amplifico por PCR con los oligos Astl-20, Ast-end, Ast
Mdt y Ast Beg a una temperatura de annealing de 55°C o 48 °C como se indica. Se incluyeron controles con solo uno de los
oligonucleotidos como se indica. C, control: I) RNA del pase 8 del virus sin diluir; II) RNA purificado a partir de una
infeccion en condiciones normales con Yuc8 cosechada a 12hpi.



Ast 1-20 / Ast Mdt). La secuencia se determind con el oligo Ast end. El anélisis de la
secuencia de los fragmentos de 0.3, 1.1 y 1.4kb revel6 lo siguiente: El fragmento de
1.4 Kb es idéntico a la secuencia del virus silvestre entre los nucle6tidos 5381 y 6180.
La amplificacién de este fragmento se explica si se considera que el oligo positivo 5
es capaz de hibridar entre los nucledtidos 5364 y 5380 del genoma silvestre; este
fragmento es, por lo tanto, producto de un PCR inespecifico. Con respecto al
fragmento de 1.1 Kb, resulté que su secuencia estaba mezclada por lo que no se
pudieron identificar las bases en algunas posiciones, a pesar de lo cual result6 ser
similar a la secuencia de Yuc8 entre los nt 5698 y 6703 cuando se alined con el
genoma completo de Yuc8, usando el programa Clustal-W (fig. 17). La secuencia del
fragmento de 0.3 Kb tampoco resulté ser una secuencia completamente limpia,
aunque también pudo alinearse con el extremo 3" del orf2 de Yuc8 (nt 6401 al 6669)
usando el mismo programa.

El hecho de que los fragmentos de 0.3 y 1.1 Kb tuvieran una secuencia
mezclada, a pesar de ser productos muy homogéneos por RT-PCR podria sugerir que
éstos se generan de RNAs con secuencia heterogénea presentes en los lisados
analizados. No es claro si los fragmentos de 0.3 Kb y 1.1 Kb representan productos de
RNAs defectivos, aunque en este caso, estos debian encontrarse de manera poco
abundante, ya que no fue posible su deteccién por la técnica de Northern.

Para determinar si existian cambios de estos fragmentos a lo largo de los
pases, se determino la secuencia del fragmento de 0.3 Kb, resultante de los pases 1, 4,
5,6, 7y 8,y se comparod con la secuencia del virus silvestre. La secuencia derivada de
cada uno de los distintos pases es diferente, incluyendo inserciones/deleciones
pequefias, y en muchos casos, una mezcla en ciertas posiciones. Al alinear las
secuencias obtenidas, se observo que el fragmento de 0.3 Kb corresponde a la region
de astrovirus que va del nucle6tido 6401 al 6669 (Gltimos 269 nucleétidos del orf2 en
el genoma de Yuc8) con un porcentaje de identidad que va del 43 al 91%. Como se
puede observar en la figura 18, la secuencia derivada del pase 1 es la mas parecida a
la secuencia del virus silvestre, existiendo solo unas cuantas diferencias. A partir del
pase 4, empiezan a notarse inserciones/deleciones, cambios y una mezcla de
secuencias, lo que sugiere que, como resultado de los pases del virus en las
condiciones utilizadas en este trabajo pueden estarse generando errores en la
replicacion que resultan en RNAs con secuencias distintas. La regién del genoma de
Yuc8 con la cual muestra identidad el fragmento de 0.3 Kb corresponde a los tallos II
al VIII de la estructura de ocho tallos asa de RNA predicha como importante para la
replicacion de los astrovirus (38).

Con base en los resultados mostrados anteriormente, no hemos demostrado la
generacion de particulas defectivas interferentes de astrovirus. Los pases consecutivos
del virus en cultivo parecen ser importantes en la generacion y acumulacién de errores
en la replicacion de su genoma, lo cual podria explicar la disminucion en el
rendimiento de particulas virales infecciosas a lo largo de los pases. Esta observacion,
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Figura 17. Alineamiento de las secuencias de los fragmentos de 1.1kb que se obtienen por RT-PCR a partir del RNA de infecciones
consecutivas de células Caco-2 con la cepa Yuc8 de astrovirus humano. La secuencia del fragmento se compara con la secuencia del virus
silvestre. Los guiones sefialan gaps, las posiciones subrayadas corresponden a nucleétidos no definidos, los asteriscos muestran las posiciones
que presentan100% de identidad.



sin embargo, no estd de acuerdo con la cantidad de proteina viral observada en el
experimento de la figura 11.

El presente trabajo se llevé a cabo con el fin de entender algunos aspectos de
la replicacién del genoma de astrovirus de la cual se conoce muy poco. Finalmente, el
estudio del mecanismo de replicacidén de astrovirus cobra importancia al ser un
potencial agente de control, como vector de expresién, de enfermedades
gastrointestinales.
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Figura 18. Alineamiento de las secuencias de los fragmentos de 0.3kb que se obtienen por RT-PCR a partir del RNA de infecciones consecutivas
de células Caco-2 con la cepa Yuc8 de astrovirus humano. La secuencia del fragmento se compara con la secuencia del virus silvestre. Los
guiones sefialan gaps, las letras en negrita son los nucleétidos diferentes al consenso del alineamiento, las posiciones subrayadas corresponden a
nucleétidos no definidos, C sefiala la secuencia consenso.



b)

VII. CONCLUSIONES

Se corrobor6 la Presencia de dos especies de RNA de polaridad positiva, el
RNAg y el RNAsg, durante la infeccién con astrovirus por la técnica de
Northern.

Los resultados obtenidos sugieren que la replicacién de astrovirus no requiere
de la transcripcion de genes celulares.

No se pudo demostrar la generacién de RNAs DI en astrovirus, aunque parece
incrementarse el numero de errores durante la replicacion del genoma viral, en

pases del virus sin diluir.

La acumulacion de errores durante la replicacién no parece afectar la sintesis
de proteina viral, aunque si afecta el rendimiento del virus.

VIII. PERSPECTIVAS
Montar un ensayo de replicacion in vitro que permita evaluar la capacidad de
replicacién de las posibles DIs.

Realizar genética reversa para el estudio del papel, en la replicacion, de la
region que forma la estructura de ocho tallos-asa.
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