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4E-BPs: Proteinas de unién a elF4E (elF4E Binding Proteins)

DLP: Particular viral de doble capa (Double-Layered Particle)
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mRNA: RNA mensajero

NAD: Nicotinamida adenina dinocledtido
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PABP: Proteina de unidn al poli(A) (Poli-A Binding Protein)

PCR: Reaccion en cadena de la DNA-polimerasa

RE: Reticulo endoplasmico

RF: Rotavirus bovino, cepa UK

RNA: Acido Ribonucleico

RNAdc: RNA de doble cadena

RRV: Rotavirus de simio, cepa RRV

$*: Metionina con isotopo radiactivo de azufre

SA11: Rotavirus de simio, cepa SA11

SiRNA: RNA pequeiio interferente



TLP: Particular viral de triple capa (Triple-Layered Particle)
tRNA: RNA de transferencia

UK: Rotavirus bovino, cepa UK

W(C3: Rotavirus bovino, cepa UK

Y/R: Mezcla de RNA de los rotavirus YM y RRV

YM: Rotavirus porcino, cepa YM
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RESUMEN

La inhibicion de la sintesis de proteinas celulares (shut off) de la célula hospedera es un proceso en el cual la
sintesis de proteinas celulares es severamente inhibida debido al control viral durante una infeccion. El
apagado de la sintesis celular es ventajoso para los virus, ya que les permite disponer de recursos celulares,
incluyendo la maquinaria para la traduccion de sus proteinas. Sin embargo, el virus debe contender contra
mecanismos celulares que responden especificamente a este shut off celular y generar mecanismos para: a)
evitar los programas apoptoéticos celulares y b) controlar la respuesta traduccional antiviral impuesta

principalmente mediante la fosforilacion del factor elF2 a.

Se ha observado que durante el ciclo replicativo de rotavirus ocurre la fosforilacion de elF2a, de manera que
se ha propuesto que el apagado en la sintesis de proteinas celulares puede deberse a dos factores: 1) la
interaccion de la proteina no estructural NSP3 con el factor celular elF4G, evitando que PABP se una a este y
que la traduccion de proteinas celulares no se lleve a cabo y 2) la fosforilacién del factor elF2a que evita la
formacion del complejo ternario con lo cual se evita la formacion de complejos de inicio de la traduccidn de
proteinas. En nuestro laboratorio se encontré que el grado en el que rotavirus apaga la sintesis celular y el
grado de fosforilacién del factor elF2 varia dependiendo de la cepa de rotavirus que se utilice. Dos cepas de
rotavirus, la cepa porcina YM y la cepa de simio RRV presentan caracteristicas fenotipicas notables en cuanto

al modo en que apagan la sintesis de proteinas celulares y el grado de fosforilacion del factor elF2.

En el caso de la infeccién con rotavirus YM se observé una menor fosforilacién del factor elF2o con
respecto a la presentada por RRV y aun asi la inhibicidon de la sintesis celular es mas severa en células
infectadas con YM. Para determinar cual o cuales segmentos genéticos estan relacionados con
caracteristicas fenotipicas especificas de apagado de la sintesis de proteinas celulares y la fosforilacién del
factor elF2a se generaron rearreglantes entre las cepas de rotavirus YM y RRV mediante co-infecciones en
células MA104. En este estudio se observd que ciertos rearreglos genéticos favorecen la modificacion de los
fenotipos analizados de apagado de la sintesis de proteinas celulares, de liberacién de LDH y de fosforilacidon
del factor elF2, principalmente aquellos rearreglos que se dan entre las proteinas estructurales del rotavirus,
codificados por los genes 1, 2, 3, 6 y 9 cuando estos co-segregan juntos o en el caso de VP3 cuando segrega
de manera independiente. Esto podria ser explicado en parte a la gran interaccién entre ellas, se sabe que
estas interacciones son criticas para los procesos de replicacion y transcripcion del genoma de los rotavirus.
No obstante, son necesarios mas estudios para determinar especificamente, cual gen es el responsable de
estos fenotipos o si se necesita la co-segregacion de estos genes en particular y posteriormente estudiar el

mecanismo por el que estas proteinas favorecen el apagado de la sintesis de proteinas celulares.
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INTRODUCCION

Como parasitos intracelulares obligados, los virus utilizan la maquinaria celular para su
replicaciéon y propagacidon a otras células. Mientras que algunos virus codifican o llevan la
magquinaria necesaria para la replicacidn o transcripcidon de su genoma, otros usan la maquinaria
del hospedero. En contraste, ningln virus tiene la maquinaria necesaria para la traduccién de sus
mMRNAs y en consecuencia, la sintesis de proteinas virales es completamente dependiente de la
magquinaria traduccional de la célula hospedera. No es sorprendente, por lo tanto, que los virus
hayan desarrollado diversas estrategias para re-direccionar la maquinaria biosintética de la célula
a favor de la traduccidn de las proteinas virales, mientras que inhiben la sintesis de proteinas

celulares.
TRADUCCION DE PROTEINAS CELULARES Y REGULACION

La sintesis de proteinas celulares es un proceso complejo que como primer paso involucra
la unién del tRNA-metionina a la subunidad ribosomal 40S. Este paso es facilitado por la formacion
del complejo ternario elF2-GTP-Met-tRNA. La formacién de este complejo ternario facilita la unién
del tRNA-metionina al sitio P del ribosoma durante el inicio de la traduccion. El complejo ternario
se une a la subunidad ribosomal 40S para formar un complejo 43S que incluye ademas a elF3,
siendo este ultimo el encargado de facilitar la unién al mRNA via el complejo de unién al CAP,
elF4F, que ha sido previamente ensamblado alrededor de la estructura m’G del CAP (fig. 1). La
formacién del complejo elF4F es dependiente de elF4E, el cual reconoce y se une especificamente
al CAP en el extremo 5°del mRNA. Una vez que el complejo elF4F ha sido ensamblado alrededor
del CAP éste se asocia al complejo 43S y se genera el complejo 48S, el cual se desplaza en el
MmRNA hasta encontrar el codén de inicio, entonces, elF5 favorece la hidrdlisis del GTP del
complejo ternario lo que promueve a su vez la insercidon del tRNA-metionina y la liberacién de los
factores de inicio, asi como la unién de la subunidad ribosomal 60S para iniciar la traduccién del
mRNA® 3 E| factor intercambiador de nucleétidos de guanina, elF2B, es el encargado de realizar el
intercambio de elF2-GDP por elF2-GTP, asegurando asi una nueva ronda de inicio de la

traduccién® (Fig. 1).
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Fig. 1- Inicio de la traduccién de los mRNAs celulares®.

La regulacidon traduccional ofrece una rapida respuesta a cambios en las condiciones
fisiolégicas. Esta regulacion es principalmente mediante eventos de fosforilacién y defosforilacion

de factores clave para el inicio de la traducciéon como lo son el factor elF2 y la proteina elF4E.

Un mecanismo para la regulacién traduccional es impuesto mediante la fosforilacién de la
proteina de union al CAP, elF4E, por la cinasa asociada a elF4G denominada Mnkl. Esta
fosforilacién reduce la afinidad de elF4E por la estructura m’G del CAP ubicada en el extremo 5’de
los mRNA celulares. Un segundo punto de control es impuesto mediante una familia de pequeiias
proteinas que se unen al factor elF4E, denominadas 4E-BP’s. La acumulacién de formas
hipofosforiladas de las 4E-BPs parece ser un evento importante para la regulacién de la traduccion
de los mRNAs celulares, presumiblemente mediante el secuestro de elF4E, inhabilitando su unidn

con elF4G y, por consiguiente, la formacién del complejo de inicio de traduccién elF4F®** %%,

La capacidad que tiene la célula para responder a numerosos tipos de estrés que van
desde la falta de nutrientes, estimulacidn mitogénica, estrés por calor o frio, regulacion del ciclo

celular, infecciones virales, etc. involucra en parte, su habilidad para regular la actividad de elF2,
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un factor critico para el inicio de la traduccidn. elF2 es un heterotrimero formado por 3 diferentes
subunidades llamadas a, B y . En condiciones de estrés, la subunidad a es fosforilada en la serina
51 por cuatro diferentes cinasas celulares que responden a condiciones especificas. Estas cinasas
son: la cinasa regulada por hemo HRI (Heme Regulated-Inhibitor), la cinasa que se activa en
presencia de RNAdc PKR (Protein Kinase RNA), la cinasa activada en condiciones de estrés en el
reticulo endoplasmico PERK (PKR-like Endoplasmic Reticulum Kinase) y la cinasa activada en
respuesta a falta de nutrientes GCN2 (General Control Nonderepressible 2 kinase). La cinasa PKR
es la encargada de fosforilar al factor elF2 en presencia de infecciones virales, ya que se activa
ante la presencia de RNA de doble cadena o RNA altamente estructurado en el citoplasma celular
como producto de la replicacién viral*'. Cuando el factor elF2 se encuentra fosforilado en su
subunidad q, se estabiliza la asociacidn entre elF2 y el intercambiador de nucleétidos de guanina,
elF2B, impidiendo el intercambio de GDP por GTP necesario para la formacién del complejo
ternario e inactivando a elF2a. Dado que el factor elF2B se encuentra en cantidades limitantes en
la célula, pequefios cambios en la fosforilacidon e inactivacién de elF2 ejercen grandes efectos

sobre la velocidad de traduccién® (Fig. 2)

Fig. 2- Ciclo de elF2 y regulacion por diversas cinasas>’.
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REGULACION TRADUCCIONAL MEDIADA POR VIRUS

Los virus han desarrollado diversas estrategias para evadir estos mecanismos de
regulaciéon, permitiendo que los complejos traduccionales estén disponibles para la sintesis de sus
proteinas. Algunos virus inhiben la sintesis de proteinas celulares mediante la inactivacion de uno
o mas componentes del complejo de inicio de la traduccidn. Los picornavirus, tales como los
poliovirus, rinovirus, coxsackie virus y FMDV, codifican para una proteasa (2A-pro) que corta el
factor elFA4G en su extremo N-terminal. Los picornavirus utilizan un sitio interno de entrada al
ribosoma (IRES) para reclutar tanto al fragmento C-terminal de elF4G y a los factores asociados
(elF4A y elF3) para iniciar la traducciéon de sus mRNAs. Los Hantavirus posee una proteina de la
nucleocapside (N), la cual puede unirse establemente al complejo de inicio 43S, al factor elF2a no
fosforilado, asi como mediar la disociacion del RNA duplex en el mRNA, pudiendo remplazar la

funciéon de algunas de las proteinas del complejo elF4F 2% 2% 3

. Se ha demostrado que el virus de la
encefalomiocarditis (EMCV) tienen la capacidad de activar al represor de la traduccién 4E-BP1,
esta proteina inhibe la traduccion cap dependiente al unirse y secuestrar al factor de inicio elF4E,
aunque el mecanismo por el cual estos virus activan a 4E-BP1 no es conocido®®. Al modificar a
estos diferentes factores, los virus aseguran la disponibilidad de los componentes necesarios para

la traduccidn de sus proteinas, mientras inhiben la sintesis de proteinas celulares.

La importancia de la cinasa PKR en la respuesta antiviral es reiterada para la mayoria de los
virus animales, los cuales han desarrollado diversas estrategias para evadir su activacién durante
el curso de la infeccién. Por ejemplo, la cinasa PKR es rapidamente degradada en células
infectadas con picornavirus, mientras que otros virus codifican proteinas que inhiben ya sea
directa o indirectamente la activacion de esta cinasa. Algunas de estas proteinas virales como la
NS1 del virus de la influenza, E3L de vaccinia, o la proteina o3 de reovirus, tienen la habilidad de
secuestrar el RNAdc resultado de la replicacién del genoma viral, al secuestrarlo lo ocultan de PKR
y ésta no se activa. Por otra parte, productos virales tales como el RNA asociado a virus (VAI RNA)
de los adenovirus, los pequefios RNAs nucleares codificados por el virus Epstein-Barr (EBER RNAs)
o las proteinas E3 o NS5A del virus de la hepatitis C (HCV) parecen prevenir la activaciéon de PKR
mediante la unidn a esta cinasa. El virus del herpes simple tipo 1 (HSV-1) expresa la proteina ,,34.5
que promueve la defosforilacién del factor elF2a al activar a la fosfatasa celular PP1a, a fin de
mantener una cantidad suficiente de elF2 activo, no fosforilado, que permita la generacion de
complejos de inicio de la traduccién. Otro ejemplo es la proteina K3L de vaccinia que funciona
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como un pseudo-sustrato evitando que la cinasa PKR interactie con su verdadero substrato.
Existen numerosos ejemplos de cdmo los virus regulan diversos componentes de los complejos de

inicio de la traduccién y de regulacion a la respuesta en condiciones de estrés** %,

En algunos casos, la sintesis de proteinas virales puede proceder bajo condiciones de
elevada fosforilacion de elF2a, como se ha demostrado para el virus de la pardlisis del grillo (CrPV)
en el cual, un elemento IRES dirige la traduccién del segundo cistrdn del RNA gendmico del CrPV.
Este IRES mimetiza un tRNA vy dirige la incorporacion del primer aminoacido alanina en vez de la
metionina en el sitio A del ribosoma®. Los alfavirus también son capaces de sobrepasar la
fosforilacién del factor elF2, la manera en que lo hacen parece estar mediada por una estructura
de RNA denominada DLP, la cual parece localizar a los ribosomas en el sitio adecuado para el inicio
de la traduccion en el codon AUG. Se ha propuesto que cuando el factor elF2a esta fosforilado
estos virus utilizan al factor de inicio elF2A (factor ortélogo de elF2), que puede llevar a cabo la
funcién de elF2 durante el inicio de la traduccion™. Los rotavirus también muestran independencia
para la traduccién de sus proteinas cuando el factor elF2 se encuentra fosforilado, ya que a
tiempos tempranos de la infeccion el factor elF2 a es fosforilado, manteniéndose durante todo el
ciclo de replicacion viral®®; sin embargo, la estrategia por la cual los rotavirus sobrepasan la
inhibicion causada por la fosforilacion del factor elF2 y se lleva a cabo la traduccidon de sus

proteinas se desconoce aun.

LOS ROTAVIRUS
Generalidades

Los rotavirus forman parte de la familia Reoviridae y son el principal agente causal de
gastroenteritis severa en nifios menores de cinco afios, causando cada afio alrededor de 111
millones de episodios de gastroenteritis, 25 millones de visitas clinicas, 2 millones de
hospitalizaciones y 611,000 muertes, principalmente en paises en desarrollo*® **. La incidencia de
la infeccion por rotavirus es similar en paises industrializados y en desarrollo, sugiriendo que un
control adecuado de esta enfermedad no puede ser obtenido sélo mediante mejoras en las
condiciones higiénicas y sanitarias. Se estima que alrededor de 1 de cada 293 niflos enfermos

2, s . .
2.4 En América Latina,

mueren y un 82 % de estas muertes son en paises pobres o en desarrollo
los rotavirus son responsables de aproximadamente 15, 000 muertes y de 75, 000

hospitalizaciones anualmente, representando alrededor de un 50% de todas las hospitalizaciones
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causadas por diarrea®. En México se estima que aproximadamente 2, 000 nifios menores de 3
afios mueren cada afio por diarrea ocasionada por rotavirus®>.

Los rotavirus han sido agrupados acorde a sus caracteristicas seroldgicas en seis grupos (A-
F), siendo los grupos A, By C los mas frecuentemente encontrados en animales y humanos, en
tanto que los restantes solo se han aislado de animales. El grupo A de rotavirus es el principal
agente causal de enfermedades diarréicas en infantes y en crias de otros mamiferos, el grupo B ha
sido asociado con epidemias de diarrea severa en adultos, principalmente en Chinay el grupo C

sélo ha sido encontrado esporadicamente en nifios y adultos alrededor del mundo™.

Dada su importancia en salud publica el grupo A es el mas caracterizado, refiriéndose a
éste el resto de la introduccién. En los rotavirus del grupo A la designacién estd basada en
determinantes de neutralizacidn ubicados en las proteinas de la capa externa VP4 (serotipo P, por
proteina sensible a proteasa) y VP7 (serotipo G, por glicoproteina). Existen un total de 15
diferentes serotipos G, de los cuales al menos 10 han sido asociados con infecciones en humanos y
existen también 24 genotipos P de los cuales sélo 13 han sido correlacionados con serotipos. Los
segmentos que codifican para las proteinas G y P pueden segregar independientemente, pudiendo
dar lugar a cepas con al menos 42 combinaciones de tipos G-P; sin embargo, sélo un pequefio
numero de cepas en los rotavirus que contienen los serotipos G1-G4 y G9 y los genotipos P1B,
P2A y P1A son predominantes en humanos alrededor del mundo. En estudios recientes, cuatro
tipos G (G1-G4) en conjunto con P1A o P1B representan alrededor del 88% de las cepas
encontradas alrededor del mundo. La distribucion de los serotipos G y P difiere geogréficamente,
la cepa P1A[8]G es la mas predominante en el mundo, representando alrededor del 70% de las
infecciones de rotavirus en humanos en Norte América, Europa y Australia, pero sélo el 30% de

las infecciones en Sur América y Asia y alrededor del 23% en Africa’.
Estructura y Genoma

La particula viral de rotavirus no posee una envoltura lipidica, tiene forma icosaédrica vy
mide alrededor de 100 nm. La particula esta constituida por tres capas concéntricas de proteina
qgue engloban a los 11 segmentos de RNA de doble cadena (RNAdc) que conforman el genoma
viral. La capa externa del virién estd constituida por la glicoproteina VP7, de esta capa lisa se
proyectan 60 espiculas constituidas por la proteina VP4, cuya base interacciona con la capa

intermedia del virus. La capa intermedia esta constituida por trimeros de la proteina VP6, que es
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la proteina mds abundante del virién, mientras que la capa interna estd formada por dimeros de la
proteina de uniéon a RNA, VP2, la cual engloba al genoma viral. La cara interna de VP2 estd
asociada a su vez con la RNA polimerasa (VP1) y la guanililtransferasa (VP3) que estan localizadas
en los vértices del icosaedro y cuya funcidn es la de replicar y modificar los genes del virus,

respectivamente (Fig. 3).

El genoma de los rotavirus esta constituido por 11 segmentos de RNA de doble cadena,
qgue no es infeccioso en ausencia de proteinas virales; el tamafo de los segmentos varia de 660pb
(segmento 11) del mas pequeiio, a 3300pb (segmento 1) del mayor, esta diferencia en tamafios
permite la separacién de los segmentos de RNAdc por electroforesis, generando un patrén
caracteristico, tipico y Unico (Fig. 3). Los mRNA de rotavirus estan provistos de un CAP en su
extremo 5’, pero carecen de la cadena poli(A) tipica de mensajeros celulares en su extremo 3.
Cada segmento de RNA estd flanqueado en los extremos 5" y 3" por secuencias no traducidas que
varian en longitud y secuencia dependiendo del gen, pero que son conservadas en segmentos
equivalentes entre las diferentes cepas del mismo grupo. Esta caracteristica permite la formacién

14, 34

de rearreglos génicos cuando una célula es co-infectada con diferentes cepas de rotavirus . Los

rearreglos genéticos son una fuente de variabilidad genética entre los rotavirus del mismo grupo,

generando incluso cepas de importancia epidemiolégica > *'.
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Fig. 3- Rotavirus, a) Criomicroscopia electrénica de la particula viral, b) genoma vy c) proteinas del virus™.
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En los rotavirus del grupo A cada segmento de RNA codifica para una proteina viral, excepto el
segmento 11 el cual tiene dos marcos abiertos de lectura. Seis de los genes virales 1, 2,3,4,6y9
codifican para las proteinas que forman la particula viral y se denominan VP1, VP2, VP3, VP4, VP6
y VP7, respectivamente. Los cinco genes restantes codifican para las proteinas no estructurales
(NSP, Non Structural Proteins) llamadas NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 Y NSP6. Estas proteinas
son sintetizadas durante la infeccidn, tienen funciones relacionadas con el control de la sintesis de
proteinas celulares y virales, la replicacién viral, el empaquetamiento del genoma y la maduracion

de las particulas virales™ .

Ciclo replicativo de los Rotavirus

El ciclo replicativo de los rotavirus se lleva a cabo en el citoplasma celular. Después que el
virus entra a la célula pierde su capa mds externa formada por las proteinas VP4 y VP7 y se
convierte en una particula de doble capa, la cual es transcripcionalmente activa. Esta particula de
doble capa o DLP (Double layered particle) sintetiza RNAs que pueden ser utilizados ya sea para la
traduccién de las proteinas virales o como molde para la generacién de RNA complementario para

la formacidn del genoma viral.

Fig. 4- Ciclo replicativo de los Rotavirus.
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Una vez que se acumula una masa critica de proteinas virales en el citoplasma celular,
alrededor de 3-4 horas después de iniciar la infeccidén, se forman unas estructuras electro-densas
llamadas viroplasmas, compuestas por las proteinas NSP2, NSP5, NSP6, VP1, VP2, VP3 y VP62,
Estas son estructuras clave para la replicacion de los rotavirus, donde la sintesis del RNAdc se lleva
a cabo y se ensamblan las DLPs. La sintesis del RNA (-) se ha propuesto que ocurre a la par con el
empaquetamiento del RNA (+) en particulas intermediarias de la replicacién (compuestas por VP1,
VP2, VP3, NSP2 y NSP5) donde se empaqueta y replica cada uno de los 11 segmentos del RNA
viral. Posteriormente, a estos intermediarios de replicacion se les adiciona la proteina VP6 para
formar las DLPs que son (nuevamente) transcripcionalmente activas. Posteriormente las DLPs
geman al interior del reticulo endopldsmico (RE), este proceso es mediado por la afinidad de la
proteina de la capside VP6 hacia el dominio citosélico de la proteina transmembranal NSP4. Dos
de las proteinas de rotavirus VP7 y NSP4 son sintetizadas en asociacién con el RE y se mantienen
asociadas a la membrana de este organelo. La NSP4 forma complejos con VP7 en el RE, creando
regiones a través de las cuales las DLPs geman al interior del RE, NSP4 también interacciona con
la proteina VP4, la cual forma parte de la capa externa del virus. Durante este proceso de
gemacioén las DLPs adquieren una envoltura lipidica temporal, la cual es liberada para dar lugar a la
particula madura con tres capas de proteina, por un mecanismo todavia no conocido (Fig. 4).

Finalmente las particulas virales completas son liberadas mediante lisis celular'®*® 3°,

En cuanto al papel que tienen las proteinas no estructurales en el ciclo de los rotavirus, se
sabe que la proteina NSP1 estd involucrada en la evasion del sistema inmune innato marcando a
ciertos factores celulares como IRF3, IRF5 e IRF7 para su degradaciéon en el proteosoma®™. La
proteina NSP3 tiene la funcién de inhibir la sintesis de proteinas celulares mediante su interaccion
con el factor elF4G. Las proteinas restantes NSP2, NSP4, NSP5 Y NSP6 tienen papeles mas directos
en la replicacién del genoma y en el ensamblaje de la particula viral. La proteina NSP4 como se ha
mencionado anteriormente, estd involucrada en la morfogénesis de los rotavirus. Se ha propuesto
que NSP2 y NSP5 son las responsables de la formaciéon de los viroplasmas y, a su vez, de la
acumulacidn de las proteinas VP1 y VP2 en estas estructuras, esto mediante la afinidad de NSP2
por VP1 y NSP5 por VP2. NSP2 y NSP5 son proteinas que se unen al RNA y se ha propuesto que
podrian contribuir a la acumulacién del mRNA dentro de los viroplasmas vy asi llevar a cabo la
replicacion®®. Estas proteinas son cruciales para la formacién de viroplasmas, ya que en ausencia

de cualquiera de estas dos no se forman estas estructuras vy el ciclo replicativo se interrumpe® > ®

20



2! La proteina NSP6 es la menos conocida y su papel en el ciclo replicativo parece no ser esencial,

ya que se han encontrado cepas humanas que no poseen un coddn de inicio para NSP6, mientras
que las cepas Alabama (de conejo) y OSU (de cerdo) parecen tener truncado el marco de lectura

para NSP6*.

Algunas caracteristicas del ciclo viral que son importantes de mencionar son: a) el mMRNA
es el Unico acido nucléico viral que puede ser encontrado en el citoplasma de células infectadas, b)
el RNA gendmico ya sea parental o de la progenie estd asociado a las particulas, por lo tanto, el
RNAdc nunca es encontrado libre en el citoplasma; c) la actividad de la RNA polimerasa

dependiente de RNA estd asociada a la particula viral®*.

REARREGLOS GENETICOS EN LOS ROTAVIRUS

La naturaleza segmentada del genoma permite a los rotavirus, al igual que a otros virus
con genomas segmentados (reovirus®, virus de la influenza®, etc.), intercambiar genes por medio
de un mecanismo conocido como rearreglo. Durante el ciclo replicativo de los rotavirus los
segmentos génicos completos pueden intercambiarse cuando existe una co-infeccidon de dos cepas

diferentes en una misma célula.

. .2 s . . 34 .
Fig. 5- Representacion esquematica de un posible rearreglo en los rotavirus™. Los genomas virales

rearreglantes son analizados mediante migracion electroforética de cada segmento.
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El método mas usado para diferenciar los segmentos génicos de cada cepa viral es mediante

migracion electroforética de los segmentos en geles de poliacrilamida®*** (Fig. 5).

El mecanismo de intercambio de segmentos génicos parece ser azaroso durante la co-infeccién en
cultivos celulares, aunque se ha observado que el hospedero puede modificar la posible
constelacion de segmentos gendmicos presentes en los rearreglantes aislados. Un andlisis
estadistico de rearreglantes de rotavirus en cepas bovinas y humanas en células MA104 y BSC-1
revela diferencias significativas en la frecuencia de los diferentes rearreglantes aislados,
mostrando que ciertas constelaciones de genes son seleccionados diferencialmente en una linea

celular sobre otra .

La capacidad de generacidon de rearreglos génicos en los rotavirus ha permitido el
desarrollo de vacunas atenuadas en las que el fondo genético es de cepas animales, las cuales
poseen una limitada capacidad de replicacion en humanos y que generalmente no causan diarrea;
entre estas cepas se encuentran NCDV, UK, WC3 y RRV y los genes de VP7 de distintos serotipos
de origen humano. Esto se logra mediante co-infeccion de cepas animales con cepas humanas,
seleccionando aquellas rearreglantes que posean el gen VP7 de algin serotipo de importancia

|10, 42

epidemioldgica (G1-G4) y el fondo genético de los rotavirus de origen anima . Como ejemplos

mas representativos tenemos a las vacunas RotaShield y RotaTeq, las cuales fueron generadas

mediante este método®* **.

lturriza-Gomara et al., estudiando cepas de rotavirus aisladas de humanos, encontré
algunas cepas que poseen la proteina VP4 del tipo P[9] con una relacién cercana con secuencias
correspondientes con cepas de rotavirus felino, lo cual es indicativo de un posible rearreglo
génico™. Los rearreglos genéticos de rotavirus también han sido implicados en la generacién
natural de cepas de significancia epidemioldgica in vivo, tales como la cepa G1P [4] en Argentina, o
la cepa G2P [8] en Bangladesh. Se han encontrado también genes en rotavirus humanos que
tienen secuencia similar con algunas cepas de origen animal, siendo estas cepas infecciosas e
incluso mas prevalentes en humanos. Como ejemplo esta la cepa 5P [8] aislada en Brasil, la cepa
GI9P [11] en la India y la cepa G9P [6] también aislada en la India y mas recientemente en los

Estados Unidos y Europa™.

Los rearreglantes génicos de rotavirus se han utilizado como una poderosa herramienta
para mapear las funciones de los genes virales y otros determinantes de fenotipos bioldgicos a
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segmentos gendmicos especificos, esto mediante la generacidn de rearreglantes y el posterior
andlisis de segregacion del fenotipo deseado con alglin segmento genético®. Este andlisis requiere
de marcadores genéticos con fenotipos especificos que pueden ser diferenciados en la progenie
generada mediante las co-infecciones. Estos rearreglantes también han sido utilizados para
detectar mutaciones letales condicionales tales como mutantes resistentes a la neutralizacién por
anticuerpos, entre otros®*. Entre los fenotipos que han sido determinados mediante el uso de
rearreglantes se encuentran: los determinantes de virulencia y patogénesis® **, cambios en las

propiedades hemaglutinantes® **, determinantes de expansion ectdpica de las infecciones®,

determinantes de neutralizacién®, determinantes de crecimiento viral en cultivos celulares, etc*.

La capacidad para determinar fenotipos mediante el uso de rearreglos ilustra la utilidad de
este método. Este sistema no soélo ha sido aplicado a los rotavirus, también en otros virus con
genomas segmentados como el virus de la influenza. Pappas et al, reemplazaron los genes del
virus de la influenza de 1918 con virus contempordneos humanos HIN1 mediante rearreglos y
encontraron que los genes de la hemaglutinina, neuraminidasa y la subunidad PB1 del complejo
de la polimerasa viral son esenciales para alcanzar la mdxima capacidad replicativa y de virulencia

del virus pandémico de 1918,
ANTECEDENTES

El apagado de la sintesis de proteinas celulares (shut off) de la célula hospedera es un
proceso en el cual la sintesis de proteinas celulares es severamente inhibida debido al control viral
durante una infeccidn. La traduccion selectiva de los mRNAs virales durante este apagado celular
es un proceso de multiples componentes que han sido atribuidos a una serie de factores tales
como: la perturbacién de la concentracién intracelular de iones, la alteracion de la estabilidad de
los RNA celulares, el procesamiento, exportacién y el reclutamiento de factores celulares
especificos®. El apagado de la sintesis de proteinas celulares es ventajoso para los virus, ya que les
permite disponer de recursos celulares, incluyendo la maquinaria para la traduccion de sus
proteinas. Sin embargo, el virus debe contender con mecanismos celulares que responden
especificamente a este apagado celular y generar mecanismos para: a) evitar los programas
apoptoticos celulares y b) controlar la respuesta traduccional antiviral impuesta principalmente

mediante la fosforilacion del factor elF2. Al evitar estos mecanismos de respuesta celular se
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facilita la replicacién viral, ya que se mantiene la integridad de la célula hospedera y se asegura la

disponibilidad de los componentes traduccionales® **.

Al igual que con muchos otros virus, durante la infeccidn por rotavirus ocurre el apagado
de la sintesis de proteinas celulares, favoreciendo de esta manera la traduccién de los mRNAs
virales sobre los mRNAs celulares. El mecanismo por el cual los rotavirus llevan a cabo el apagado
de la sintesis de proteinas celulares parece depender de la proteina NSP3, la cual se une a una
secuencia consenso del extremo 3° de todos los mRNA virales (...GACC) por medio de su extremo
N-terminal, asi como a elF4GI mediante su dominio C- terminal de un modo similar a como lo hace
PABP (Poly-A Binding Protein) pero con una mayor afinidad. Se ha propuesto que NSP3 evita la
union de PABP al elF4Gl, provocando el cese de la traduccion de los mRNA celulares y

23, 24

favoreciendo la traducciéon de los mRNA virales . Se ha propuesto también que NSP3 podria

conferir estabilidad a los mRNAs virales % %*

. También se ha reportado que cuando se expresa la
proteina NSP3 en células testiculares de cerdo disminuye la expresiéon de proteinas cuyo mRNA
tiene CAP y Poli-A o cuando se expresa NSP3 a partir de un virus vaccinia recombinante se observa
una disminucién en el nivel de la sintesis de proteinas celulares, la cual correlaciona con la
concentracién de NSP3 producida en la célula?’. Recientemente, en nuestro laboratorio se
encontré que cuando se “silencia” la expresion de NSP3 mediante RNAs pequefios interferentes
(siRNAs), se incrementa la sintesis del RNAdc y mRNA, también se observé un aumento de tres
veces en la produccion de progenie viral. Bajo esta condicién, las proteinas virales se siguen
traduciendo aun en ausencia de NSP3, observandose ademas un incremento en la tasa de sintesis
de proteinas celulares, lo cual sugiere que NSP3 estd involucrado directamente en el apagado de

la sintesis de proteinas celulares, pero no en la sintesis de proteinas virales®> **.

Aunque se observd que en ausencia de NSP3 la tasa de sintesis de proteinas celulares se
restablece, esta no alcanza a ser igual a la sintesis en células no infectadas**. Aunque muchos virus
poseen mecanismos para evitar la respuesta a estrés inducida mediante la fosforilacién del factor
elF2, en nuestro laboratorio se observé que durante el ciclo replicativo de rotavirus ocurre la
fosforilacién de elF2a**, de manera que se ha propuesto que el apagado o inhibicién en la sintesis
de proteinas celulares puede deberse a dos factores: 1) la interaccion de la proteina NSP3 con el
factor celular elF4G evitando que PABP se una a éste y que la traduccién de proteinas celulares se

lleve a cabo y 2) la fosforilacién del factor elF2a evita la formacion del complejo ternario con lo
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cual se evita la formacion de complejos de inicio de la traduccion y por ende el cese de la sintesis

de proteinas.

Para determinar que proteina es la encargada de inducir o mantener el estado de
fosforilacién del factor elF2 durante la infeccién por rotavirus, Montero et al., silenciaron la
expresion de todos los genes de rotavirus RRV, evaluando el efecto que el silenciamiento de cada
proteina viral tiene sobre la sintesis de proteinas celulares y virales. Se encontré que cuando se
silencian las proteinas VP1, VP3, VP4, VP7, NSP1, NSP3 y NSP4 la cantidad de las proteinas virales
no cambia, y en todos estos casos existe el apagado en la sintesis de proteinas celulares, excepto
cuando se silencia la expresién de la proteina NSP3 que, como se menciond anteriormente, juega
un papel importante en la inhibicién de la sintesis de proteinas celulares®.

En contraste, el silenciamiento de las proteinas VP2, NSP2, NSP5, y en menor medida VP6,
causa una reduccidon general en la sintesis de proteinas virales, lo cual correlaciona con un
incremento en la sintesis de proteinas celulares. Cuando se silencia la expresién de los genes VP2,
NSP2 y NSP5, el estado de fosforilaciéon de elF2 se ve drasticamente disminuido, sugiriendo que
estos genes tienen un papel importante ya sea en la induccion del estado de fosforilacion o bien
en mantenerlo. Las proteinas NSP2 y NSP5 estan involucradas en la generacién de viroplasmas vy si

17.24 Todavia no es claro

son silenciadas la cantidad de viroplasmas disminuye o bien no se forman
el porqué la ausencia de estas proteinas provoca la pérdida del estado de fosforilacién del factor
elF2.

Algunos virus, sin embargo, no contienden contra el estado de fosforilacion de elF2,
pudiendo incluso inducirla. Smith et al., estudiando cepas de reovirus, demostraron que la
fosforilacion del factor elF2 promueve la traduccion de la proteina ATF4, una proteina de
respuesta celular a estrés, que promueve un incremento en la eficiencia de replicacién en reovirus
y facilita la infeccién, ademas de provocar la formacién de granulos de estrés*. Basado en este
resultado se propuso que reovirus se beneficia de la fosforilacién del factor elF2 mediante dos
vias: a) induciendo un programa de expresion dependiente de ATF4 y b) creando un ambiente con
abundantes transcritos de reovirus como una ventaja competitiva para los componentes de la
magquinaria traduccional.

En nuestro laboratorio, M. Rojas encontré que el grado en el que rotavirus apagan la

sintesis celular y el grado de fosforilacion del factor elF2 varia dependiendo de la cepa de rotavirus

(Fig. 6). En el presente trabajo se estudiaron dos cepas de rotavirus, la cepa porcina YM*®y la cepa
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de simio RRV, estos virus presentan caracteristicas fenotipicas notables en cuanto al modo en que
apagan la sintesis de proteinas celulares y el grado de fosforilacidn del factor elF2. Mientras que la
cepa porcina YM apaga severamente la sintesis de proteinas celulares, RRV permite una mayor
traduccidn de proteinas celulares. Ademas, durante la infeccion con estas dos cepas se
encontraron diferencias en cuanto al estado de fosforilacion del factor elF2a. En el caso de la
infeccidon con YM se observé una menor fosforilacién del factor elF2o con respecto a la presentada

por RRV y aun asi el apagado en la sintesis celular es mas severa en células infectadas con YM

(Fig. 6).

C RF RRVSAl1lYM UK

) | |
elF2 o

elFR2a’

Fig. 6- Marcaje metabdlico de proteinas con s* y western blot del factor elF2 total o fosforilado en células
MA104 infectadas con diferentes cepas de rotavirus®. a) Células infectadas con diferentes cepas de
rotavirus a 8 Horas post-infeccién (Hpi) marcadas con S*, b) Deteccién del factor elF2 total (elF2 a) o

fosforilado (elF2 o). C=Control de células sin infectar

Para determinar cual o cuales segmentos genéticos estan relacionados con caracteristicas
fenotipicas especificas del apagado de la sintesis de proteinas celulares y la fosforilacion del factor
elF2a, en este estudio se generaron rearreglantes entre las cepas de rotavirus YM y RRV mediante

co-infecciones en células MA104.
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HIPOTESIS

El analisis de rearreglantes entre los rotavirus YM y RRV nos permitira identificar el o los genes
virales involucrados en el apagado celular diferencial de la sintesis de proteinas entre estas dos

cepas.

OBIJETIVO

Determinar cudl o cudles genes virales estan involucrados en el apagado de la sintesis de proteinas

celulares durante la infeccién por rotavirus.

OBIJETIVOS PARTICULARES

1) Obtener rearreglantes de cada uno de los segmentos de los virus YM y RRV.

2) Determinar el origen parental de cada uno de los segmentos de los virus rearreglantes aislados.

3) Analizar las diferencias fenotipicas obtenidas en cada uno de los rearreglantes seleccionados en

cuanto a la sintesis de proteinas celulares y la fosforilacion del factor elF2a.

4) Establecer con cudl o cudles segmentos génicos segrega el fenotipo de inhibicién de la sintesis

celular.
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MATERIALES Y METODOS

Co-infeccion de rotavirus en células MA104

Para obtener rearreglantes entre las cepas YM y RRV, células MA104 confluentes fueron
co-infectadas a diferentes multiplicidades de infeccién (MOI) con estos dos virus. Inicialmente los
virus parentales tanto RRV y YM se activaron separadamente con 10ug/ml de tripsina durante 30
minutos a 37°C, posteriormente ambos virus fueron mezclados y se dejaron adsorber en capas
confluentes de células MA104 durante 60 min a 37°C. Transcurrida la incubacién, se lavé la
monocapa con medio MEM sin suero para retirar el exceso de virus y se afiadid medio MEM,
dejando incubar nuevamente las células hasta que se observé efecto citopatico. El lisado

resultante se cosechd y los virus resultantes se aislaron por plaqueo.
Aislamiento de rotavirus en placa

El aislamiento de los rearreglantes se realizd en placas de 6 pozos con células MA104
confluentes, el lisado viral obtenido de la co-infeccion entre las dos cepas se activé con 10ug/ml
de tripsina durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente cada pozo se infecté con diferentes
diluciones del lisado viral activado y se dejé absorber durante 60 min a 37°C. Se lavaron los pozos
con medio MEM sin suero para quitar el exceso de virus no absorbidos y se adicionaron 3 ml /pozo
de MEM/agarosa al 6%, suplementado con 29 mg de glutamina y 5 mg/ml de tripsina, permitiendo
la gelificacidon de la agarosa en una superficie plana, se incub6 de 2-3 dias a 37°C con 5% CO,.
Transcurrida la incubacién se afadié a cada pozo 500 ul de una dilucién 1:50 de rojo neutro en
MEM sin suero, se dejo incubar 2 horas en obscuridad, posteriormente se retird el colorante y se
visualizaron las placas virales. Las placas se recuperaron y se re-suspendieron en 1 ml de MEM sin

suero.

Para determinar que placas pertenecen a virus rearreglantes, se seleccionaron aquellas placas
cuyo RNA presentd un patrdn electroforético mixto de bandas con respecto a las cepas parentales
(YM y RRV). Las placas seleccionadas fueron posteriormente re-plaqueadas para asegurar que las

particulas virales fueran infecciosas, viables y sin contaminacidn con otro rearreglante.
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Extraccion de RNA viral

A 300ul de lisado de células infectadas se le adicionan 30ul de amortiguado de lisis 10X (Tris-
Base 2.6M, EDTA 750mM, SDS 450mM, NaCl 6.8 M, B-Mercaptoetanol 1.8M) y se agitd. Se le
afiadié 300ul de fenol saturado pH 8.0, se agita en vortex durante dos minutos, posteriormente se
le adicionan 300pl de una solucidn 24:1 de cloroformo y alcohol isoamilico respectivamente y se
agita en vortex durante otros dos minutos, para posteriormente centrifugarse a 12,000 rpm
durante 5 min. Se toma la fase superior acuosa y se le agregan 2.5 volumenes (750ul) de etanol
absoluto, se agitan en vortex durante dos minutos y se centrifuga 15 minutos a 12,000 rpm. Se
desecha el sobrenadante y el pellet se resuspende en 20ul de agua destilada. Al RNA extraido se le
agrega un volumen igual de solucion de carga (glicerol 30%, azul de Bromofenol 1%, 20mM Tris-

150mM glicina).

Las muestras fueron analizadas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% (9ml
de agua destilada, 3.8ml de Tris 2M pH 8.8, 6.6ml de Acrilamida-Bis 30-0.8%, 250 pl de Persulfato
de amonio 10% y 6 ul de TEMED), en amortiguador de corrida Tris-Glicina (20mM Tris, 150mM

glicina) las muestras se separaron a 13 mA durante 13 horas.

La visualizacién del RNA se realizé mediante tincidén con nitrato de plata, para esto el gel se
coloco en una solucién fijadora (287 ml de etanol, 3ml de acido acético para solucion 10X) durante
30 minutos y se mantiene en agitacidon constante. Se retird la solucidn fijadora y se le adicioné
solucién de nitrato de plata (11 mM) dejando 30 min en agitacién constante, para posteriormente
retirar la solucién de plata y lavar dos veces con agua destilada. Por ultimo se le adiciona solucidn
reveladora (700 mM NaOH, 0.8% formaldehido) hasta que se observé la aparicion de bandas,

entonces se retira la soluciéon reveladora y se detiene la reaccién con acido acético al 10%.

Titulacion viral

La titulacion de los virus seleccionados se realizd en placas de 96 pozos con células MA104. Los
lisados de células infectadas fueron activados con 10pg/ml de tripsina durante 30 minutos a 37°C,
posteriormente se realizaron diluciones seriadas de estos lisados y cada una de ellas fue adsorbida
sobre la monocapa de células MA104 en un pozo de la placa de 96 durante 1 hora a 37°C, una vez
transcurrido este tiempo los pozos se lavaron dos veces con 100ul de medio MEM sin suero para
retirar el excedente de virus y se dejé incubar a 37°C, 5% CO,. El titulo viral se obtuvo mediante

ensayo de “foco” con inmunoperoxidasa a las 16 horas post-Infeccién®.
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Ensayo de focos de inmunoperoxidasa

En este método las células son fijadas con acetona al 80% v/v en PBS durante 30 min.
Posteriormente se realizéd un lavado con amortiguador PBS (NaCl 137mM, KCl 2.7mM, Na,HPO,
10mM, KH,PO, 1.7mM para solucidén 10X), se retiré el PBS y se agregd el anticuerpo primario
policlonal contra rotavirus (generado en este laboratorio) a una dilucion de 1:2000 v/v en PBS
durante 60 min a 37° C, se realizd un segundo lavado con 100ul de PBS, se retird y se agregd
Proteina A peroxidasa (Amersham- Pharmacia Biotech) a una dilucién de 1:3000 v/v en PBS. Para
la deteccién de células infectadas las placas se lavaron con PBS y se le agregaron 50ul de una
solucidon de 1.5 ml de 3-amino-9-etil carbazole (0.8g de carbazole en 200ml de N,N-dimetil
formamida), 5ml de amortiguador de acetatos (acido acético 0.5N, acetato de sodio 500mM) y
15ul de solucion de peroxido de hidrogeno 3.35%, obteniendo un color rojizo en las células
infectadas debido a la precipitacién del sustrato, una vez que se observan las placas, se lavan los
pozos con agua para detener la reaccidén. La determinacion del titulo viral se realizé contando
células infectadas (focos infecciosos) en cada una de las diluciones y el titulo se obtiene al
multiplicar el nimero de focos observados x la dilucidn del virus x 20 (factor de volumen, 50ul) x

5= Unidades formadoras de focos infecciosos por mililitro (UFF/ml)

Caracterizacidn génica de los rearreglantes

A los segmentos génicos que no se distinguen por diferencias en su migracion electroforética o
bien para corroborar el origen de los segmentos génicos en las clonas rearreglantes, se amplificé
cada gen con oligonucledtidos especificos. Para la obtencién del RNA inicialmente se infectaron
cajas de seis pozos con cada uno de los rearreglantes para posteriormente ser cosechados a las
seis horas post-infeccion y se realizd la extracciéon del RNA con Trizol (Invitrogen) acorde a las
instrucciones del proveedor. Brevemente, a 100ul de lisado de células infectadas se le agregan 9
volumenes de Trizol y se agitd en vortex, se agregaron 200ul de cloroformo y se agitd en vortex. Se
centrifugd 15 minutos con 14,000rpm a 4 ° C, se recupera la fase acuosa superior y se agregd un
volumen igual de isopropanol y se centrifugd nuevamente 15 minutos con 14,000rpm a 4 ° C. Se
decantd el sobrenadante y el botdn que contiene el RNA se lavd con 200ul de etanol absoluto
centrifugando 10 minutos a 13,000rpm a temperatura ambiente. Se retird el etanol y el RNA se

resuspendio en 10ul de agua.
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Transcripcion reversa y PCR

Para la realizacidn de la transcripcidn reversa se mezclaron 500ng de RNA total, con 40pmol de
oligo 3" y agua para un volumen total de 5ul. La soluciéon se hierve durante 3 minutos e
inmediatamente se pasd a hielo durante 2 minutos. Para los genes 6, 9 y 10 se utiliz6 la
trascriptasa reversa M-MluV, para ello se prepard una solucién de 4.4ul de Buffer M-MIuV-RT 10X,
4.4l de solucién 5mM de dNTPs, 1.1ul de inhibidor de RNAsas, 0.66ul de la transcriptasa reversa
M-MIuV y 22.44ul de agua para un vol. final de 33ul. Se toman 15ul de la solucién para cada
reaccioén, se mezclan con los 5ul de la solucion RNA-oligo para un vol. final de 20ul y se mantienen
60 min. a 42 °C, finalmente la transcripasa reversa se inactiva a 65°C durante 20 min. Para los
genes restantes (1, 2, 3, 7 y 8) se utilizd la transcriptasa reversa SuperScript lll, prepardandose una
solucion de 8.8ul de buffer 5X, 4.4ul de solucién 5mM de dNTPs, 4.4ul de DTT 0.1M, 1.1ul de
inhibidor de RNAsas, 0.66ul de SuperScript 1l y 13.64ul de agua para un vol. final de 33ul. Se
toman 15pul de la mezcla para cada reaccidn, se mezclan con los 5ul de la solucion RNA-oligo para

un vol. final de 20ul y se incuban 60 min a 55 °C, se inactiva la SuperScript Ill a 85°C durante 5 min.

Para el PCR se realizd la siguiente mezcla: 4.5 de una solucion 5mM de dNTPs, 11.25ul de
amortiguador “Buffer” Termo Pol 10X, 1.35ul de Vent DNA polimerasa y 77.4ul de agua para un
Vol. Final de 94.5, se toman 21l de esta mezcla de PCR para cada reaccidn y se mezclan con 1l
de 50pmol/ul de oligos 5 y 3" y con 2ul del producto de la reaccion de transcripcidon Reversa para
un vol. final de 25ul. Las condiciones para el PCR fueron similares, variando solo la temperatura de
alineamiento (X) y el tiempo de extension (X). Tanto las condiciones de temperatura y tiempo se

muestran en la seccién de oligonucleédtidos.

Ciclos Tiempo Temperatura
1cido 3 min 94°C
30 seg. 94°C
30ciclos 30 seg. X
X 72C
1cido 5 min 72C
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Cada uno de los productos de PCR fue digerido con enzimas de restriccién especificas para cada
cepa de acuerdo a las condiciones del proveedor, determinando asi el origen de los genes acorde

al patrdn de corte en sitios Unicos para cada cepa (Tabla 1).

Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de genes por PCR

Los oligonucledtidos utilizados para la amplificacién por PCR, las temperaturas de alineamiento y

el tiempo de extensidon para cada uno de los genes se muestran en la siguiente tabla:

Secuencia de Oligos para la amplificacion por PCR

Temp. Alin. | Tiempo (min)

YM1-5" cagacccgggtacctattaaagctataca

Gen1l |YM1- 3’ gttgtcttgattcacc 52 °C 2
YM?2-5" cagacccgggtacctattaaaggctcaat

Gen 2 |YM2-3’ cagacccgggccgeggtcatatctccacagtg 49 °C 13
YM3-5" cagacccgggtacccattaaagcagtacc

Gen 3 |YM3-3" cctctatcagttcttatgtc 52°C 2
YM6-5" cagacccgggtaccttttaaacgaagtcttc

Gen 6 |YM6-3’ cagacccgggccgeggtcacatectctcact 50°C 1
YM7-5" cagacccgggtaccttttaatgcttttcagtgg

Gen 7 |YM7-3" cagacccgggecgeggtcaacataacgcccctatag 50 °C 2
YMB8-5" cagacccgggtaccttttaaagcgtctcagtc

Gen 8 | YM8-3" cagacccgggccgeggtcacataagegcetttct 50 °C 2
YMS9-5 gctccttttaatgtatgg

Gen9 |YM9-3" cagacccgggccgeggtcacatcatacaattc 52°C 2
YM 10-5" cagacccgggtaccttttaaaagttctgttcc

Gen 10 | YM 10-3" cagacccgggccgeggtcacattaagaccgttc 50°C 1

Enzimas utilizadas para el RT-PCR y digestion de los productos de PCR

Como se menciond anteriormente, la trascripcion reversa fue realizada con las enzimas
Superscript Il RT y M-MIuvRT acorde a las instrucciones del proveedor, las reacciones de PCR
fueron llevadas a cabo con la Vent DNA polimerasa y las enzimas utilizadas para todas las
digestiones fueron: Accl, BamH1, Bcl1, BspHI, Dral, EcoRI, Haell, HinCll, Hindilll, Tth111l, Xbal,
todas obtenidas de New England Biolabs y usadas de acuerdo a las instrucciones del proveedor.
Los sitios de corte fueron determinados mediante busqueda y seleccion de sitios Unicos de

restriccion para cada gen, utilizando el programa DNA Strider 3.0
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Marcaje metabdlico

Las células MA104 fueron sembradas en cajas de 48 pozos y se infectaron con una multiplicidad
de infeccién (MOI) de 5, a 7.5 horas post-infeccidn el medio fue retirado y substituido por medio
MEM sin metionina, suplementado con 25uCi de Easy Tag Express (S*°) durante 30 minutos. Se
retird el medio vy se lisaron las células en amortiguador con inhibidor de proteasas y fosfatasas
(50mM Tris pH 7.4, KCI 100mM, EDTA 1mM, NaF 50mM, ortovanadato de sodio 10mM, ditiotreitol
1mM, glicerol 10%, Triton X-100 1% e inhibidor de proteasas). A las muestras se les adiciond 30 pl
de amortiguador de carga (30% glicerol, SDS 5%, azul de bromofenol 1%, B-Mercaptoetanol 5%,
Tris 0.3M pH 8.8) y se separaron en geles de poliacrilamida-SDS al 10% (1.9ml de agua destilada,
720ul de Tris 2M pH 8.8, 1.3ml de Acrilamida-Bis 30-0.8%, 36.5 ul de SDS 10%, 25 ul de persulfato
de amonio y 4 ul de TEMED) en amortiguador Tris-Glicina SDS (20mM Tris, 150mM glicina, SDS
0.08%). Los lisados de células infectadas se separaron en geles de poliacrilamida al 10% y se
expusieron a placas de rayos X para visualizar las proteinas marcadas. Las proteinas marcadas
también fueron visualizadas mediante deteccion con el programa phosphoroimager mediante el

Typhoon Trio™ Variable Mode Imager.
Western blot del factor elF2 total y fosforilado

Los lisados de células infectadas fueron separados en geles de poliacrilamida al 15%;
posteriormente las proteinas se transfieren a una membrana de nitrocelulosa por 1 hora a 130 mA
en amortiguador CAPS-10% metanol. La membrana se bloqued 12 hrs a 4°C en solucién PBS,
Tween 1%, BSA 5%. Se le adicioné el anticuerpo anti-elF2 fosforilado (Ser51) en una dilucién
1:1000 en PBS, Tween 1%, BSA 5% vy se incubd durante 24 hrs a 4°C. Transcurrido el tiempo de
incubacién, la membrana se lavé 3 veces (10 min c/u) con PBS-Tween 1% vy se incubd con el
anticuerpo secundario anti-conejo acoplado al fluoroforo alexa 647 a una dilucién 1:5000 en PBS,
Tween 1%, Leche 5% durante 60 minutos. La membrana se lavé tres veces (10 min c/u) con PBS,
Tween 1% y se determind la fluorescencia utilizando el Typhoon Trio™ Variable Mode Imager. Se
usé el mismo procedimiento para el elF2 total, solo cambiando el anticuerpo primario por el
anticuerpo anti-elF2. Los anticuerpos para la forma fosforilada y no fosforilada de elF2 se

obtuvieron de Cell Signalling.
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Deteccion de LDH liberado

La deteccion de lisis celular se realizé6 mediante la determinacidn de LDH liberado al medio como
una funcién de la integridad de la membrana, para ello se utilizé el Kit TOX7-1KT (SIGMA) de
acuerdo a las instrucciones del proveedor. Se preparé una mezcla de deteccién con cantidades
iguales de substrato de LDH, Cofactor NAD y la solucién colorante. Para determinar el LDH
liberado se tomé un volumen de medio removido de cada muestra y se colocé en una placa de 96
pozos, agregandose un volumen igual de la mezcla para deteccion de LDH, la placa se protegié de
la luz y se mantuvo a temperatura ambiente por 20- 30 minutos. La reaccion finalizé con la adicidn
de 1/10 del volumen de 1N HCl a cada pozo, se midié la absorbancia a una longitud de onda de
490 nm, a esta medida se le resta el fondo de la reaccion que se mide a 630 nm. Para determinar
la absorbancia de las muestras se utilizé el espectrofotémetro Bio-Tek EL311 AutoReader. Todas

las reacciones fueron llevadas a cabo por triplicado.

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados mediante la prueba de ANOVA de una via para determinar
si las medias en los diferentes grupos es igual, posteriormente se aplicé la prueba de Diferencia
Honestamente Significativa de Tukey para comparar cada grupo con todos los demas, y
determinar el “tipo de fenotipo”. Ambas pruebas se realizaron con un intervalo de confianza del
95%, y se utilizo el programa ORIGINLAB 8. El andlisis de regresidn no lineal realizado a los datos
de liberacidon de LDH en las cepas parentales y rearreglantes fue realizado utilizando el programa

Prisma 4.0
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RESULTADOS y DISCUSION

Generacion y caracterizacion de rearreglantes

El primer paso de este proyecto fue la seleccién de rearreglantes a partir de coinfecciones de
cepas de rotavirus YM y RRV. Las células MA104 se infectaron a una multiplicidad de infeccién
(MOI) de 3, e inicialmente se seleccionaron 60 placas de diferente tamafo. EIl RNA de cada placa
fue extraido y analizado en geles de poliacrilamida al 10%, revelando mediante tincién de plata. Se
seleccionaron las placas que mostraran un patrén de bandas de RNA de doble cadena (RNAdc)
diferente al de las cepas parentales (figura 7). Ademas se les realizdé un re-plaqueo para descartar
gue existieran mezclas de virus, que los virus seleccionados no fueran estables o infecciosos.
Posteriormente se realizd una segunda ronda de seleccion en geles de poliacrilamida para
asegurar el electroferotipo de cada placa seleccionada. Al término de estas selecciones nos
guedamos con 15 probables rearreglantes de las 60 placas analizadas inicialmente. En la figura 7
se muestran los geles con los 15 rearreglantes elegidos con base en su patrén de migracion
electroforética (la clona 30-2 fue posteriormente excluida), los nimeros indican el nimero de

placa de la que provienen y el numero del segundo re-plaqueo realizado.

v,

v

RRV 3-1 6-3 9-2 11-3Y/R 15-2 16-1 29-330-2 YM RRV 34-437-337-4 39-3 Y/R 44-2 47-3 50-1 52-2 YM
Fig. 7- Geles de poliacrilamida-SDS al 10% con rearreglantes seleccionados. RRV y YM son las cepas

parentales; Y/R es la mezcla del RNA extraido de ambos virus parentales, la estrella indica la zona de mayor

variabilidad visible en los rearreglantes.
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Como se puede observar, existen segmentos génicos que son dificiles de clasificar con base en su
migracion electroforética, en especial los segmentos 1, 3, 6, 8, 9 y 10, ya que presentan co-

migracion con los genes parentales o bien migran muy juntos para poder distinguirlos.

Una caracteristica que se observa en los geles es que la mayoria de los genes que pueden ser
diferenciados con facilidad parecen ser de la cepa YM, quizds esto se deba a que YM tiene una
velocidad mayor de crecimiento en cultivo que RRV, por lo cual no encontramos un mosaico de
bandas, sino pequefias variaciones que corresponderian a algunos genes de RRV o bien a que los

genes de YM presenten alguna ventaja funcional o biolédgica a los rearreglantes obtenidos.

Como segundo objetivo de este trabajo verificamos el origen parental de los segmentos génicos
de cada rearreglante, para esto realizamos la amplificacién de cada uno de los genes problema
mediante RT-PCR con oligonucleotidos especificos para cada segmento (ver tabla en metodologia),
en particular aquellos que no pudieron ser correctamente asignados mediante electroforesis. Los
oligonucleotidos utilizados han sido usados en nuestro laboratorio para la amplificacién de los
genes tanto de YM como de RRV; los cuales flanquean los extremos 5 y 3" de su respectivo gen,
por lo tanto, amplifican la secuencia completa para los genes 6, 7, 8 y 10, en tanto que para los
genes 1, 2, 3y 9 se disefiaron oligonucleotidos para amplificar un fragmento del gen. En la figura 8

se muestra el producto de RT-PCR de los genes 8 y 10 de los primeros rearreglantes obtenidos.

“a) b) -
—
1000pb_> -
-_ . w - 1000pb
[N S S —— e
500pb —»
t— 500pb
100pb >
<« 100pb

MW 3-1 63 92 11-3 15-2 16-1 MW 3-1 6-3 9-2 11-3 152 16-1

Fig. 8— Productos de amplificaciéon por RT-PCR del gene 10 y del gen 8 de algunos rearreglantes. Los
fragmentos de PCR que esperamos de cada amplificacion para: a) para el gen 10 de alrededor de 768 pb y

b) el gen 8 es de alrededor de 1050 pb.
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Ademads, amplificamos los genes 1, 2, 3, 6, 7 y 9. Una vez que logramos amplificar los
genes, procedimos a hacer digestiones con enzimas de restricciéon en sitios Unicos y especificos
para cada gen que nos permitiera distinguir su origen. Los genes y las enzimas utilizadas, asi como

los pesos esperados de los productos de corte se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Enzimas de restriccion y pesos esperados con cada gen parental YM y RRV.

Tamafio esperado / cepa Gen

Enzima YM RRV

BspH | NC 669y 550 Genl
Ban Il 1100y 183 NC Genl
Acc | NC 990y 211 Gen2
Tth111l 1055y 156 NC Gen2
Bcl | NC 688y 363 Gen3
Dral 929y 121 NC Gen3
HinClIl NC 672y 542 Gen6
Haell 953y 403 NC Gen6
Hindlll NC 838y 240 Gen7
Xbal 538y 537 NC Gen7
Bcll NC 825y 233 Gen8
Accl 950y 150 NC Gen8
Tth111l NC 730y 332 Gen9
EcoRl 793y 249 NC Gen9
BamHI NC 631y 137 Genl0
Accl 434y 316 NC Gen10

*NC= no corta

Estos sitios fueron determinados por medio del programa DNA Strider 3.0, con el que
seleccionamos sitios cuyos productos de corte fueran facilmente distinguibles mediante

electroforesis en geles de agarosa al 1.5 %.

En la figura 9 se ejemplifican los productos obtenidos de la amplificacién por RT-PCR para el gen
10, como se observa, los rearreglantes se cortan de acuerdo al patrén esperado para la cepa YM
con la enzima Accl y no se corta el producto de amplificacion de la cepa RRV, lo contrario sucede

con la enzima BamHI tal y como se espera si los productos de corte son especificos para cada cepa.
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Fig. 9- Digestiones del producto de PCR del Gen 10 con enzimas de restriccion a) Accl y b) BamHI.

En la figura 10 observamos el producto de amplificacién del gen 7 y el corte con enzimas de
restriccion para cada cepa, observandose que existen una combinacién de genes en los
rearreglantes, las clonas 3-1, 6-3, 11-3 y 16-1 son de origen YM, ya que se cortaron con la enzima

especifica para esta cepa, mientras que las clonas 9-2 y 15-2 tienen el gen 7 cuya cepa parental es
RRV.

a) b)

1000pb—> -

1000pb
500pb

500pb —»
100pb —p

100pb

—

MW RRV YM 16-1 15-2 11-3 92 63 31 MW RRV YM 161 152 11-3 92 63 3-1
Fig. 10- Digestiones del producto de PCR del Gen 7 con enzimas de restriccion a) Xba I y b) Hind .

Se realizo la amplificacién de los genes 1, 2, 3,6, 7, 8,9y 10 y el corte de los genes con las enzimas
de restriccion para cada gen. Los genes 4, 5y 11 sélo fueron corroborados mediante migracién en

geles de poliacrilamida al 10%, ya que pueden ser claramente distinguibles por electroforesis.

La tabla 2 muestra un resumen con todos los resultados obtenidos. Lo primero que resalta es la
ausencia de rearreglantes que tengan los segmentos génicos de RRV de los genes 1, 2, 3, 4, 6,y 10.

De entre las clonas seleccionadas se encuentra la clona 3-1, que a pesar de tener diferencias en
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cuanto a la migracién de algunos segmentos resultd ser idéntica a la cepa YM. Otra clona
seleccionada que presenta diferencias en la migracion de los segmentos 2 y 3, fue la 52-2, esta

clona es monogenica, con el segmento 9 de la cepa RRV en el fondo genético de la cepa YM.

Tabla 2. Origen parental de los segmentos génicos de cada rearreglante (primera co-infeccién).

GENES 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

VIRUS VP1 VP2 VP3 VP4 NSP1 VP6 NSP3 NSP2 VP7 NSP4 NSP5/6
RRV RRV RRV RRV RRV RRV RRV RRV RRV RRV RRV RRV
™ M \ ™ M W ™ M W ™ M 1
3 M \ i M i ' M i ' M ™
63 0 W ! 0 1 1 M RRV 1 M ™
92 7 M ™ M M 1 RRV 1 1 M ™
113 ™ M ™ M RRV 1 M 1 1 M i
152 M \ ™ 0 i i RRV i i M i
161 M i i M i ' M \ RRV M i
293 M \ i M ™ ™ M ™ ™ M RRV
344 M \ ™ M ™ ™ M ™ RRV M ™
3713 0 M ™ M M 1 0 RRV 1 M RRV
374 ™ M ™ M M 1 RRV 1 RRV M W
393 M W ™ M RRV ™ M W ™ M W
44 M i ™ M i ™ RRV i ™ M \
473 ™ ™ ™ M RRV ™ RRV ™ RRV M ™
501 ™ ™ ™ M ™ ™ RRV ™ ™ M ™
52 0 M ™ M M 1 M ™ RRV M ™

Los genes de RRV estan indicados en color verde y los de la cepa YM en azul.

Entre las clonas seleccionadas se obtuvieron rearreglantes monogénicos en los genes 5,7, 8, 9y
11, sdlo dos rearreglantes que son digénicos en los genes 8 y 11 (37-3) y 7 y 9 (37-4) y sélo un
rearreglante con genoma de mds de dos genes, que es la clona 47-3 con los segmentos 5, 7,y 9 en
el fondo genético de la cepa YM. Los rearreglantes seleccionados no fueron sometidos a presion
de seleccién vy, sin embargo, ciertos genes fueron favorecidos, por ejemplo, el gen 7 que fue
seleccionado 6 veces en las 15 clonas (4 en rearreglantes monogénicas) y el segmento 9 que fue

seleccionado 5 veces (3 en rearreglantes monogénicas).

Continuando con la caracterizacion de los segmentos genéticos de cada rearreglante se realizé un

andlisis de sintesis de proteinas virales mediante marcaje metabdlico con S* para corroborar lo
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observado mediante cortes con enzimas de restriccidon, ya que las proteinas VP1, VP2 y VP7
codificadas por los genes 1, 2 y 9, respectivamente, presentan una migracién diferencial entre las
proteinas de ambas cepas parentales, permitiendo tener otro método de asignar y/o corroborar el
origen de los segmentos génicos. En la figura 11 se muestran las diferencias en la migracién de los
productos de los genes 1y 2 entre las cepas YM y RRV. Como se observa en la imagen, ninguno de
los rearreglantes en las proteinas VP1 y VP2 migran a la altura de las proteinas correspondientes
para RRV, con lo cual se confirma que todos los rearreglantes seleccionados durante la primera co-
infeccidn tienen los segmentos 1 y 2 provenientes de la cepa YM, tal y como se determind

mediante el analisis con enzimas de restriccién.
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Fig. 11- Autoradiografia de la electroforesis de lisados de células infectadas con cepas rearreglantes. La
flecha indica los virus rearreglantes que presentan la proteina VP7 de RRV y las diferencias en migracion de
las proteinas VP1 y VP2. Las células se infectaron con cada uno de los rearreglantes y a 7.5 horas post
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infeccidn se realizé el marcaje de proteinas celulares con S™°.

En la figura 11 se resalta la migracién de las proteinas VP7, VP1, VP2, las cuales, migran
diferencialmente entre las cepas YM y RRV. La migracion diferencial de la proteina VP7 permitié
corroborar el resultado obtenido mediante la amplificacidon del gen 9 y el corte con la enzima de

restriccion Tth111l, que corta de manera especifica la cepa RRV (Fig. 12).
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Fig. 12- Corte del producto de PCR del gen 9 con la enzima Tth111l. La enzima de restriccion Tth111l corta

de manera especifica al gen 9 de la cepa RRV, pero no la cepa YM.

Una vez que logramos determinar el origen de cada segmento para cada rearreglante se,
seleccionaron aquellas clonas que tuvieran combinaciones Unicas para cada segmento génico y se

infectaron células MA104 para obtener altos titulos virales.

Debido a la falta de clonas que tuviesen segmentos génicos 1, 2, 3, 4, 6 y 10 de RRV en el fondo
genético de YM, se realizé una segunda ronda de co-infecciones, pero esta vez utilizando una MOI
de 12 para RRV y de 3 para YM, a fin de favorecer la seleccidn de rearreglantes con los segmentos
génicos de RRV sobre los de YM. Al igual que en la primera seleccidn, se eligieron 60 placas a las
cuales se les extrajo el RNA y fue analizado en geles de poliacrilamida al 10%. Se seleccionaron las
placas que mostraran un patron de bandas diferente a las cepas parentales, realizdndoseles
ademads un re-plagqueo. De las clonas inicialmente elegidas durante la segunda co-infeccién vy
posterior re-plaqueo se seleccionaron 20 clonas con base en diferencias en la migracién de sus

segmentos génicos.

Para determinar el origen de los segmentos de cada rearreglante se realizé un marcaje
metabdlico de las proteinas sintetizadas en las células infectadas, para determinar el origen
parental de cada gen mediante la migracion de las proteinas codificadas por los genes 1, 2 y 9,
ademas de tener en cuenta a los genes 4, 5y 11, cuyo origen se puede determinar por migracién
del RNA en geles de poliacrilamida al 10%. Asi mismo, se realizé el RT-PCR para los genes restantes

3,6,7,8,9y 10.
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Para verificar la asignacién obtenida mediante geles de proteinas marcadas, se realizaron
cortes en los productos de RT-PCTR de los genes 1, 2 y 9 de los rearreglantes de la segunda co-
infeccion, dando como resultado una correcta correlacidn entre el origen de los segmentos
determinados por corte del producto de RT-PCR y por la migracién de las proteinas virales

marcadas radiactivamente.

En la Tabla 3 se presenta el origen de los segmentos génicos de los nuevos rearreglantes,
esta segunda seleccidn permitié obtener clonas con los segmentos génicos 1, 2, 3,4y 6 de RRV en
el fondo genético de YM, no obstante, continuamos careciendo de clonas con el gen 10 con
rearreglo. La falta de rearreglantes en el segmento génico 10 quizas sea debido a la falta de
analisis de una cantidad suficiente de rearreglantes que nos impide seleccionar clonas con este
gen en particular. Al igual que en la primera seleccién, se observd que los rearreglantes obtenidos
presentan en su mayoria un fondo genético de la cepa YM con uno o varios genes rearreglados de

la cepa RRV.

Tabla 3. Rearreglantes seleccionados durante la segunda co-infeccién.

GENES 1 2 3 4 5 6 i 8 9 10 11
VIRUS VP1 VP2 VP3 VP4 NSP1 VP6 NSP3 NSP2 VP7 NSP4 NSP5/6
RRV RRV RRV RRV RRV RRV RRV RRV RRV RRV RRV RRV
™ ™ ™ ™ ™ Y™ ™ ™ Y™ ™ ™ ™
¥4 ™ ™ ™ M M ™ M M RRV M Y™
5 ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ RRV ™ ™
02 ™ M ™ M M RRV RRV RRV RRV ™ RRV
03 RRV RRV ™ RRV Y™ RRV RRV ™ RRV ™ Y™
201 ™ ™ ™ ™ Y™ ™ ™ Y™ RRV ™ Y™
22 ™ RRV ™ RRV ™ RRV RRV ™ RRV ™ Y™
%1 RRV RRV ™ ™ Y™ RRV ™ Y™ RRV ™ ™
34 RRV RRV ™ ™ ™ RRV ™ ™ RRV ™ RRV
35 RRV RRV ™ ™ ™ RRV ™ ™ RRV ™ RRV
381 ™ ™ ™ ™ Y™ ™ ™ RRV ™ ™ ™
%3 M M RRV M M ™ M M Y™ ™ ™
42 ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ Y™ RRV ™ ™
483 ™ ™ ™ ™ Y™ ™ ™ RRV RRV ™ Y™
484 ™ ™ ™ M M ™ M RRV RRV M ™
53 ™ ™ ™ ™ Y™ ™ ™ ™ RRV ™ ™
504 ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ RRV ™ ™
51 ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ RRV ™ ™ ™
52 ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™ RRV RRV ™ Y™
54 ™ ™ ™ M M ™ RRV RRV RRV ™ RRV

Los genes de RRV estan indicados en color verde y los de la cepa YM en azul.
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En esta segunda seleccidn se obtuvieron ocho nuevos rearreglantes con genes Unicos y al igual que
en los primeros rearreglantes, se observé una mayor capacidad de rearreglo del segmento génico
9 de la cepa RRV (Ver tabla 3). Soélo tres clonas poseen el gen 9 de la cepa YM, seis de los
rearreglantes son monogénicas para el gen 9, rearreglantes monogénicos similares a éstos habian

sido ya obtenidos en la co-infeccién anterior.

Entre las clonas obtenidas durante esta segunda seleccidn se encontraron también:
cuatro clonas con los genes 8 y 9, asi como un rearreglante con los genes 7, 8, 9y 11, uno con los
genes 5y 9, uno con el gen 3, uno con los genes 1, 2,4,6,7y9, uno con los genes 1, 2,6y 9, dos
con los genes 1,2, 6,9y 11, uno con los genes 2,4, 6, 7 y 9 y por ultimo uno con los genes 6, 7, 8,
9, y 11, todas estas clonas presentan un fondo genético de YM y los genes mencionados
corresponden a genes de RRV. La clona 10-3 es la Unica de todas las clonas analizadas que tienen

el fondo genético de la cepa RRV y los genes 3, 5, 8, 10 y 11 de la cepa YM.

En la tabla 4 se muestra la proporcién de los genes de la cepa RRV en los rearreglantes
obtenidos, los cuales tienen un fondo genético de la cepa YM y fueron generados con diferente
MOl en la co-infeccién. Como se observd, existe una seleccién preferencial en algunos segmentos
génicos sobre otros, los genes 8 y 9 segregan mas frecuentemente cuando se incrementa la
cantidad de virus RRV en la co-infeccidn, principalmente notorio para el segmento 9. Los
segmentos génicos 5, 7 y 11, que fueron seleccionados durante la primera co-infeccidén, no
mostraron un aumento claro en su tendencia al rearreglo. Entre los rearreglantes seleccionados
durante la segunda co-infeccidn se observé un aumento en la cantidad de genes de RRV en las
clonas seleccionadas, tal y como se muestra en la Tabla 4, esto muy probablemente debido a la

estrategia de co-infeccidn que se utilizé en la que se incrementd la cantidad de RRV.

Tabla 4. Relacién de segmentos génicos derivados de RRV en los virus rearreglantes.

Na MOl Fraccidn del segmento génico

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
15 RRV 3:YM 3 SR SR SR SR 0.2 SR 04 0.13 0.33 SR 0.13
19 RRV 12: YM 3 0.2 0.25 0.05 0.1 0.05 0.3 0.2 0.35 0.85 SR 0.2

Na= Numero de rearreglantes analizados, SR= Genes sin rearreglo génico.
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Estudios con rearreglantes en virus con genomas segmentados han demostrado que no
todos los genes segregan independientemente y que ciertas constelaciones de genes parecen
estar unidas genéticamente. Heiman et al., estudiando 10 cepas de rotavirus encontraron que
algunos presentan ciertas combinaciones de genotipos en sus proteinas. Analizando la secuencia
de aminoacidos de 25 cepas de rotavirus humanos de los genotipos 1, 2 y 3, encontraron cambios
especificos de cada genotipo, muchos de los cuales se encuentran en sitios de interaccion

proteina-proteina™.

Entre las proteinas que han sido relacionadas por segregar juntas se encuentran NSP4 y
VP& . Como se menciond anteriormente, durante la morfogénesis del virus las DLPs geman al
interior del reticulo endopldsmico, este proceso es mediado por la afinidad de la proteina de la
capside VP6 a la proteina NSP4, que forma complejos con VP7 en la membrana del RE a traves de

las cuales, las DLPs geman al interior del RE.

Durante este estudio no se obtuvieron rearreglantes de la proteina NSP4 (codificada por el
segmento 10) quizas debido a que es una proteina multifuncional que interactta no solo con VP6,
sino que también interactda con VP4, con la membrana de la célula hospedera y con proteinas
celulares (tubulina, caveolina, calnexina, Proteina disulfuro isomerasa, etc.) durante la replicacién
viral, por lo tanto, las presiones de seleccidn ejercidas sobre NSP4 no se encuentran limitadas a sus

interacciones con proteinas virales®'*.

Entre los rearreglantes obtenidos encontramos que ciertos genes presentan tendencia a
segregar juntos, principalmente las que codifican para las proteinas VP1, VP2, VP6 y VP7. Esta
tendencia podria estar determinada por las interacciones que tienen estas proteinas durante las
etapas de morfogénesis del virus. Por ejemplo, la interaccion de VP2 con VP1 mediante su
extremo N-terminal, ya que se ha encontrado que esta union es critica para la sintesis de RNA
(replicacidon y transcripcion del genoma viral). Asi mismo, VP2 interacttda también con VP6 durante
etapas tempranas de la morfogénesis del viridn, y esta interaccién es esencial para la formacion de

. . . . . s 11
las DLPs e influencia la capacidad transcripcional de la particula™.

El intercambio de proteinas en los rearreglos podria modificar las interacciones favorables,
llevando en ultima instancia a cambios que modifiquen 1) el ensamblaje de VP6 sobre VP2, 2) la

estabilidad de la DLP y 3) la capacidad transcripcional de VP1, la cual estd mediada por VP2.
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Aunque se ha propuesto la co-segregacidén genética de mas proteinas, en este estudio no
encontramos la tendencia de mds genes a segregar juntos, aunque esto puede ser debido al bajo

numero de rearreglantes analizados.

McDonald et al., estudiando la capacidad de transcripcidn entre rotavirus del grupo Ay C
encontré que las polimerasas (VP1) de estos grupos de virus tienen la capacidad de reconocer y
replicar los RNAs de ambos grupos. Sin embargo, la expresién de las proteinas VP1 del grupo Ay C
con las proteinas VP2 A y C mostré que estas polimerasas sdlo son activas con sus respectivas
proteinas VP2, sugiriendo que las interacciones proteina-proteina de VP1 y VP2 pueden influenciar
la supervivencia de cepas rearreglantes, lo cual es una de las limitantes para que ocurran

rearreglos génicos entre rotavirus del grupo Ay C*°.

En la tabla 5 se muestran las clonas seleccionadas para la caracterizacion fenotipica,
ademas de 5 clonas obtenidas previamente en el laboratorio por el Dr. Ernesto Méndez, dichas
clonas tienen el fondo genético de la cepa RRV y los genes rearreglantes 4, 5, 8, 11 y 4-5 de la cepa
YM. Estas clonas nos permitieron conocer si el cambio fenotipico observado con alguno de estos
rearreglantes es reciproco cuando se intercambia el segmento génico en ambas cepas o si el
cambio es dependiente del fondo genético en el que se encuentra el gen. También se muestran
17 de los rearreglantes obtenidos durante las dos co-infecciones y que tienen combinaciones

especificas de uno o varios ganes.
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Tabla 5. Clonas utilizadas para la caracterizacion de fenotipos y genes con rearreglo.

GENES 1 2 3 4 5 b 7 8 9 10 1

VIRUS VP1 VP2 VP3 VP4 NSP1 \P6 NSP3 NSP2 VP7 NSP4 NSP5/6
RRV RRV RRV RRV RRV RRV RRV RRV RRV RRV RRV RRV
™ M ™ ™ ™ ™ M ™ M ™ ™ M
55 RRV RRV RRV RRV ™ RRV RRV RRV RRV RRV RRV
98-5 RRV RRV RRV RRV RRV RRV RRV M RRV RRV RRV
99-2 RRV RRV RRV RRV RRV RRV RRV RRV RRV RRV M
137 RRV RRV RRV ™ RRV RRV RRV RRV RRV RRV RRV
134 RRV RRV RRV ™ RRV RRV RRV RRV ™ RRV RRV
383 M ™ RRV M ™ M ™ M ™ ™ M
113 M ™ ™ ™ RRV M ™ M ™ ™ M
9- M ™ ™ ™ ™ M RRV YM ™ ™ ™
381 M ™ ™ ™ ™ M ™ RRV ™ ™ M
344 M ™ ™ ™ ™ M ™ M RRV ™ M
293 M ™ ™ ™ ™ M ™ M ™ ™ RRV
522 M ™ M ™ ™ M ™ M RRV ™ M
374 M ™ M ™ ™ M RRV M RRV ™M M
483 M ™ M M ™ ™ ™ RRV RRV ™ M
473 M ™ ™ M RRV M RRV M RRV ™ M
373 M ™ ™ ™ ™ M ™ RRV ™ ™ RRV
103 RRV RRV ™ RRV ™ RRV RRV M RRV ™ ™
20-2 M RRV ™ RRV ™ RRV RRV M RRV ™ ™
26-1 RRV RRV ™ ™ ™ RRV ™ M RRV ™ M
335 RRV RRV ™ ™ ™ RRV ™ M RRV ™ RRV
584 M ™ M ™ ™ M RRV RRV RRV ™ RRV
102 M ™ M ™ ™ RRV RRV RRV RRV ™M RRV

Genes de RRV (verde), genes la cepa YM (azul)

Curva de crecimiento de los rotavirus YM y RRV

Se realizd una curva de crecimiento de las cepas parentales YM y RRV para determinar si
existen diferencias en sus caracteristicas de generacién de progenie viral que permitan diferenciar
fenotipos entre los rearreglantes obtenidos. Para ello se realizaron infecciones de células MA104 a
una MOI de 1 de cada una de las cepas parentales en placas de 48 pozos y se tituld el virus

presente en las células y en el sobrenadante a diferentes tiempos post-infeccion.
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Fig. 13- Titulo de virus intracelular obtenido en células infectadas con YM o RRV y cosechados a los

tiempos post-infeccién indicados.

En la figura 13 se muestra el resultado obtenido a partir de los virus presentes en las
células a los diferentes tiempos post-infeccidn. Los resultados obtenidos al titular los virus que se
encontraron en el medio de cultivo a los diferentes tiempos fueron poco reproducibles, por lo que
se decidié solo titular el virus presente en las células. Cuando las células se infectaron con la cepa
YM se observod la aparicion de progenie viral a tiempos tempranos de la infeccidn, llegando a un
maximo a las 10 horas y permaneciendo constante de las 15 a las 30 horas post-infeccidn; en
cambio, al infectar células con la cepa RRV, la progenie viral infecciosa aumentd mads lentamente
que la cepa YM, alcanzando un maximo alrededor de las 20 horas post-infeccién. Sin embargo, la
cantidad intracelular de virus RRV que se produjo llegd a ser hasta de un orden de magnitud
mayor. Ramig encontré que al analizar la cinética de formacién de rearreglantes entre dos cepas
de rotavirus mutantes ts*, la maxima frecuencia de rearreglos ocurre a tiempos tempranos de la
infeccidn, lo cual podria explicar en parte la tendencia hacia la seleccidén de los segmentos génicos
de la cepa YM en comparacion con RRV. De hecho, con base en estos resultados se podria disefar
una nueva estrategia de co-infeccién, en la que se infectan las células con cada uno de los virus

parentales a diferentes tiempos para obtener preferencialmente los genes de una cepa sobre otra.
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Liberacion de LDH durante la infeccion

Para determinar si esta limitante en la generacion de progenie viral intracelular en la cepa
YM era debida a una muerte celular mas temprana causada por la infeccion de este virus en
comparacién con RRV, se midié la cantidad de LDH liberada al medio como una medida de la
integridad celular en el transcurso de la infeccién. Para esto se infectaron células MA104 en placas
de 96 pozos a una MOI de 1 y se determind la cantidad de LDH liberado al medio mediante el kit

TOX7-1KT (Sigma) a diferentes tiempos post-infeccion.

Fig. 14- Porcentaje de LDH liberado al medio durante la infeccion con rotavirus YM o RRV a distintos

tiempos post-infeccion.

Encontramos que a las 10 horas post-infeccién se liberd al medio alrededor del 50% del LDH en las
células infectadas con YM. En contraste, esta liberacidon de LDH se alcanza posterior a las 20 horas
post-infeccion con RRV, lo que sugiere que hay una mayor lisis celular a tiempos mas tempranos
durante la infeccidn por la cepa YM, lo cual podria ser una de las razones por las que esta cepa no

alcanza titulos virales intracelulares mas altos (Fig. 14).

A los datos de liberacién de LDH obtenidos con las cepas parentales y los virus
rearreglantes se les realizé un analisis de regresidon no lineal, ajustada a una curva de dosis-
respuesta, esto a fin de poder analizar todos los datos en su conjunto. Para ello se utilizé el
programa Prisma 4.0 y se realizaron graficas para cada cepa rearreglante, tal y como se muestra
con las cepas parentales (Fig. 15). Para definir a las cepas como “tipo RRV” o bien como “tipo YM”

se realizé un analisis de varianza (ANOVA) y la prueba Tukey (ver metodologia). Se tomé el valor
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de LogEC50 como medida de la tendencia de liberaciéon de LDH durante la infeccidn con cada virus

rearreglante, los resultados se muestran en la tabla 6.
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Fig. 15- Analisis de regresion no lineal de LDH liberado al medio durante la infeccién con YM o RRV.

En la tabla 6 se observan los resultados obtenidos con cada rearreglante, mostrandose en
color el fenotipo de lisis celular al que corresponde cada virus. Se observa que en los rearreglantes
monogénicos 13-7, 5-5, 98-5 y 99-2 con el fondo genético de la cepa RRV y los genes 4, 5,8 y 11 de
la cepa YM, respectivamente, no se modifica el fenotipo de muerte celular, ya que no hay
diferencias significativas en comparacién con la cepa parental RRV. En tanto que en la clona 13-4
que también tiene el fondo de RRV, pero tiene los genes 4 y 9 de YM, se observd un cambio en el
fenotipo de lisis celular hacia un “tipo YM”, en este caso parece que la proteina VP7 o bien Ila
combinacion VP4-VP7 de YM en el fondo de RRV es capaz de modificar el fenotipo de lisis celular.
Un cambio en las interacciones de las proteinas VP4 y VP7 podria modificar i) el ensamblaje de
particulas infecciosas, ii) la estabilidad de la particula en la naturaleza vy iii) la eficiencia del
desensamblaje después de la entrada a la célula hospedera®, el modo el que estos genes de YM

causan el cambio fenotipico de lisis celular necesita ser estudiado.
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Tabla 6. Resumen de rearreglantes y tendencia de liberacién de LDH al medio.

LDH: Tendencia a la liberacion de LDH durante la infeccidon con virus rearreglantes. P=0.05: Similitud
fenotipica de cada cepa rearreglante con respecto a las cepas parentales YM (azul) o RRV (verde),

determinada mediante andlisis estadistico (ver metodologia).

En los rearreglantes 11-3, 9-2, 37-3, 34-4 y 29-3 que tienen un fondo genético de YM y los genes
5,7,8-11,9y 11 de RRV respectivamente, no se modificd el fenotipo de lisis celular, siendo su
fenotipo similar al de la cepa YM. Combinaciones con los genes 7-9, 8-9, 8-11, 5-7-9 y 6-7-8-9-11
de RRV en un fondo génico de YM, no afectaron el fenotipo de lisis celular observado en la cepa

parental. Sorpresivamente, en la clona 38-3 que tiene el gen 3 (que codifica para la proteina VP3
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qgue es la proteina con actividad de Guanililtransferasa) de RRV en el fondo genético de YM, se
observé un cambio en el fenotipo de lisis celular. En las clonas 10-3, 20-2, 26-1, 33-5 con uno o
varios genes rearreglados de RRV que son componentes de la capside del virus (proteinas VP1,
VP2, VP3, VP6 y VP7), se observd una modificacién en el fenotipo de lisis celular, aunque no se ha
reportado que estos genes intervengan de manera directa en la muerte celular causada por los

rotavirus.

La muerte celular causada por los rotavirus ha sido atribuida a la pérdida de la integridad
celular, se ha determinado que al menos parte de este efecto es causado por alteraciones en la
homeostasis celular de Ca** inducidas por la infeccién. Cuando se utilizan quelantes de calcio como
el BAPTA en el citoplasma o se adiciona D600 (un inhibidor de los canales de calcio) se retrasa la
muerte celular®’. El hecho de que la tunicamicina (inhibidor de la sintesis de glicoproteinas) inhiba
el incremento en la permeabilidad de la membrana plasmatica al Ca** inducida por la infeccién,
sugiere que una de las proteinas glicosiladas del virus (NSP4 y/o VP7) pudieran estar involucradas
en este efecto. Mutantes de rotavirus deficientes en la glicosilacidn de VP7 revelan que la
glicosilacién de esta proteina no es necesaria para inducir los cambios de calcio que conlleva la
infeccidn viral®, sin embargo, también se ha demostrado que cuando la proteina VP7 es silenciada
por siRNAs se inhibe parcialmente el incremento en la permeabilidad al Ca*" *'. NSP4 es
considerada como la principal causante de la liberacién de Ca**, ya que si se bloquea su expresion
este efecto desaparece completamente. Asi mismo, cuando NSP4 es expresada en células de
insecto (Sf9) y en otras lineas celulares, se inducen cambios en la concentracién de Ca**, lo cual ha
sido interpretado como consecuencia de un incremento en la permeabilidad al Ca** en la

membrana del RE, pero no en la membrana citoplasmatica®’.

Se sabe que el calcio tiene un papel crucial en la apoptosis inducida por diferentes virus,
por ejemplo, la apoptosis inducida por la proteina gp169 del HIV es mediada por un incremento
intracelular de calcio; de manera similar, la apoptosis inducida por la proteina X del virus de la
hepatitis B es marcadamente reducida por las alteraciones en la sefializacion de calcio®. Aunque
se sabe que la NSP4 es suficiente para llevar a cabo este efecto, el mecanismo definido es todavia

desconocido.

Los resultados de este trabajo no permiten establecer claramente si la proteina VP7 y/o

NSP4 son las responsables del fenotipo de lisis la celular en células infectadas con rearreglantes.
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Anadlisis del fenotipo de apagado de la sintesis de proteinas celulares

Como se mencioné anteriormente, durante la infeccidn viral hay un severo apagado en la
sintesis de proteinas celulares, el cual es mucho mds evidente en la infeccidn por el virus YM que
en la del virus RRV. Para determinar el tiempo en el cual el fenotipo del apagado de la sintesis de
proteinas es facilmente diferenciable y determinar el o los genes responsables de este fenotipo, se
infectaron células MA104 con las cepas parentales YM y RRV, y a diferentes tiempos post-infeccion
se substituyé el medio de cultivo por MEM sin metionina suplementado con 25 uCi de metionina
marcada con azufre (S*°), 30 minutos después las células fueron lisadas y estos lisados fueron
analizados en geles de poliacrilamida al 10%. Los geles fueron posteriormente tefiidos con
solucién coomassie para observar la carga de proteina en cada una de las muestras (Fig. 16 a).
Posteriormente los geles se secaron y se expusieron a placas de rayos X para visualizar las

proteinas marcadas con $* (Fig. 16 b).

a) b)

Fig. 16- Marcaje metabdlico de células infectadas con YM o RRV y proteinas tefiidas con azul de
coomassie. a) proteinas tefiidas con azul de coomasie y b) Autoradiografia del marcaje metabdlico a
diferentes tiempos de infeccion con los rotavirus YM y RRV, el recuadro indica el drea de anilisis de
proteinas celulares. C= control de células sin infectar

Para determinar de manera cuantitativa la disminucion en la sintesis de proteinas celulares, se
realizd autoradiografia a los geles con proteinas marcadas y se eligié un area (recuadro en la Fig.
16 b) en la cual no estuvieran presentes las proteinas virales y que permitiera cuantificar el nivel
de sintesis de proteinas celulares. Este procedimiento se realizé a diferentes tiempos de infeccién
tanto de YM como de RRV, el area sefialada se analizd por densitometria usando el programa

phosphoroimager del Typhoon Trio™ Variable Mode Imager (Fig. 17).
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Fig. 17- Densitometria de proteinas celulares sintetizadas durante la infeccién con los rotavirus YM y RRV.

Como se puede observar, existe una buena correlacién entre la disminucién del fondo de
proteinas celulares visualizados en el gel de la figura 16 (b) y los datos de la figura 17, en donde se
observa una clara disminucién en el fondo de proteinas celulares tanto en células infectadas con
YM y RRV, alcanzando un méximo de inhibicidn para ambos virus a las 8 horas post infeccidn y
manteniéndose hasta las 10 horas, siendo ademas, el fondo celular durante la infeccidon por RRV
aproximadamente el doble que el presentado durante la infeccion por YM ya sea a las 8 6 10

horas.
Sintesis de proteinas en células infectadas con los rearreglantes

Basado en los resultados anteriores, se infectaron células con cada uno de los
rearreglantes a una MOl de 5 y se marcaron con un pulso (de $*) media hora antes de ser
cosechados a las 8 horas post-infeccidn para determinar los fenotipos del apagado de la sintesis de
proteinas celulares. En la tabla 7 se muestran los rearreglantes analizados y en el fenotipo de
apagado de la sintesis de proteinas celulares determinados por densitometria, ambos fenotipos

|ll

se muestran clasificados en color que indica el “tipo” de fenotipo ya sea YM (azul) o RRV (verde),
que presenta cada cepa rearreglante. La asignacion del “tipo de fenotipo” se realiz6 mediante

analisis estadistico ANOVA de una via y Tukey, ver metodologia.
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Tabla 7. Resumen de rearreglantes y fenotipo del apagado de la sintesis de proteinas celulares.

% SP’= Incorporacion de s¥a proteinas celulares sintetizadas durante la infeccion con rotavirus. P=0.05:
Similitud fenotipica de cada cepa rearreglante con respecto a las cepas parentales YM (azul) o RRV (verde),

determinada mediante analisis estadistico (ver metodologia).

En el caso del fenotipo del apagado de la sintesis de proteinas celulares las clonas
rearreglantes monogénicas que tienen el fondo genético de YM y los genes 3, 5, 7, 8,9, 11 de la

cepa RRV, asi como las clonas con dos o mas genes 7-9, 5-7-9, 8-9 y 7-8-9-11 de la cepa RRV en el
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fondo genético de YM no modificaron el fenotipo de inhibicién de la sintesis de proteinas

celulares.

La clona 9-2 que tiene el gen 7 (proteina NSP3) de YM no mostrd la capacidad de inducir
un cambio en este fenotipo, aun y cuando se ha descrito la importancia de la proteina NSP3 en la
inhibicidn de la sintesis de proteinas celulares®’; asi mismo, se ha observado gue cuando se inhibe
la expresién de NSP3 mediante siRNAs en células infectadas por rotavirus el fondo celular se

%24 Este resultado sugiere

incrementa, demostrando una mayor sintesis de las proteinas celulares
que la proteina NSP3 de ambas cepas YM y RRV es intercambiable funcionalmente, sin embargo,
NSP3 no determina por si sola, la severidad del apagado de la sintesis de proteinas celulares
durante una infeccién por rotavirus. Se ha propuesto que la fosforilacion del factor elF2a es, junto
con NSP3, responsable de la inhibicién de la sintesis de proteinas celulares, por lo que también se

analizo el fenotipo de fosforilacion de elF2 (ver mds adelante).

Observamos también que la clona rearreglante 37-3 que tiene los genes 8 y 11 (NSP2 y
NSP5 respectivamente) de RRV en el fondo génico de YM fue capaz de modificar la sintesis de
proteinas celulares, no asi cuando estos mismos genes segregan de manera independiente (clonas
38-1 y 29-3). Las clonas 58-4 y 10-2 que poseen también entre sus genes rearreglados los
segmentos 8 y 11 no muestran un cambio en el fenotipo, lo cual pudiera deberse a que alguna de

las proteinas ya sea directa o indirectamente pueda enmascarar el cambio en el fenotipo.

Los rearreglantes con los genes 1, 2, 6 y 9 (proteinas VP1, VP2, VP6 y VP7,
respectivamente) de RRV fueron los que mostraron mayor capacidad para modificar el fenotipo de
inhibicidn de la sintesis de proteinas celulares. El hecho de que los rearreglantes monogénicos en
el gen 9 no causen el cambio de fenotipo sugiere que el producto de los genes 1, 2 y 6 son los
principales responsables de este efecto. Para definir especificamente que genes intervienen o no
el cambio en este fenotipo es necesario el estudio de rearreglantes monogénicos. Los
rearreglantes 10-3 y 20-2 que poseen rearreglo en los genes 1, 2, 4, 6, 7 y 9 no mostraron un
cambio en el fenotipo de la inhibicién en la sintesis de proteinas celulares, lo cual sugiere que los
genes 4 y/o 7 de manera directa o indirecta impiden la modificacién del fenotipo, la razén por la

cual se enmascara un cambio fenotipico necesita ser estudiado.
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Fosforilacion del factor elF2 durante la infeccidon con rotavirus

Como se menciond previamente en la introduccion, en nuestro laboratorio se observé que
durante el ciclo replicativo del rotavirus ocurre la fosforilacion de elF2a*? y que el grado de

fosforilacién puede variar dependiendo la cepa que se utilice.

Para definir que gen o genes virales estan involucrados en este fenotipo, se realizaron
ensayos de Western blot a lisados de células infectadas con las cepas YM y RRV, asi como a los
rearreglantes obtenidos. El estado de fosforilacidn se determind utilizando anticuerpos especificos
dirigidos ya sea contra la forma fosforilada (anti-elF2 o Ser-51) o total del factor elF2, vy
cuantificando con un anticuerpo secundario acoplado a alexa 647 y midiendo la intensidad de la
fluorescencia utilizando el Typhoon Trio™ Variable Mode Imager (Fig. 18). Para determinar el
grado de fosforilacién de elF2 durante la infeccién con cada cepa parental o rearreglante, se

analizo la relacion de la cantidad de elF2 fosforilada sobre la cantidad total de elF2.

a) anti-elF2 o’

b) anti-elF2 Total

c ¢ YM YM YM YM RRV RRV RRV RRV
4 6 8 10 4 6 8 10 Hpi

Fig. 18- Western blot contra elF2 durante la infeccion por rotavirus a diferentes horas post-infeccion. a)

Deteccion de forma fosforilada de elF2 a-P, b) Deteccion de elF2 total.

En la figura 18 se muestra la fosforilacion del factor elF2a durante la infeccién por
rotavirus a diferentes tiempos post-infeccidn, siendo la cepa RRV la que induce una mayor
cantidad de elF2a fosforilada con relacidn al elF2 total y en comparacién con la cantidad de elF2«a

fosforilada durante la infeccidén con la cepa YM.

El estado de fosforilacidn del factor elF2 a para cada una de las cepas rearreglantes se analizd a 8
horas post- infeccién (Fig. 19). Tal y como en los resultados anteriores, los datos fueron analizados

mediante ANOVA de una via y Tukey para determinar la similitud fenotipica de cada cepa
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rearreglante con respecto a las cepas parentales YM o RRV, asignando como Tipo RRV o Tipo YM

segun su comportamiento.

Fig. 19. Estado de fosforilacion del factor elF2 durante la infeccion por rotavirus a 8 Hpi.

Los resultados obtenidos al cuantificar el grado de fosforilacién del factor elF2 mostraron
una gran variabilidad; en la figura 19 se muestran los rearreglantes para los cuales esta
caracterizacion fenotipica fue mas reproducible. Los rearreglantes que mostraron fenotipos “tipo
RRV” (mayor relacién elF2 fosfo/total en comparacion con YM) fueron las clonas 99-2, 98-5, 5-5,
26-1, 33-5, 37-3 y 47-3. Las clonas 99-2, 98-5 y 5-5 tienen un fondo genético de RRV y los genes
rearreglantes 11, 8 y 5 de YM respectivamente, mostrando que dichos genes individualmente no
influyen en el grado en el que los rotavirus inducen la fosforilacién del factor elF2, sugiriendo una
escasa o nula participacién. La clona 47-3 con un fondo genético de YM vy los genes 5, 7 y 9
rearreglados de RRV, muestra a su vez un cambio en el estado de fosforilacién a un “tipo RRV”, sin
embargo, los rearreglantes monogénicos de los genes 7 y 9 no mostraron cambios en este
fenotipo, asi como ninguno de los fenotipos analizados anteriormente, sugiriendo que

posiblemente la combinacidén de los genes 7 y 9 es necesaria para este cambio.

Las clonas 26-1 y 33-5 que presentan el fondo genético de la cepa YM y los genes
rearreglados 1, 2 ,6 y 9 de la cepa RRV, muestran un cambio en la capacidad de fosforilacién del
factor elF2 a un “tipo RRV”, estos resultados al igual que en los fenotipos anteriores sugiere la
participacion de las proteinas VP1 (gen 1), VP2 (gen2)y VP6 (gen 6) ya sea directa o indirecta en
mantener o inducir el estado de fosforilacion de elF2 durante la infeccidn por rotavirus. En la tabla
8 se muestra un resumen de los rearreglantes analizados, los fenotipos analizados de muerte
celular, de apagado de la sintesis de proteinas celulares y del estado de fosforilacion del factor
elF2a.

57



Tabla 8. Resumen rearreglantes, tendencia a la liberacién de LDH al medio, fenotipo del apagado de la

sintesis de proteinas celulares y fosforilacion del factor elF2.

GENES 1 2 3 4 5 6 7 8 9 ] 1| logecso| %" p:005% | GF2PT | P:005%
Log
VIRUS W1 W2 W3 VP4 Nsp1 6 Hsp3 Nsp2 W7 Nsp4 Nsps/6 (0 | %° el
RV RV RV RV RV RV RV RV RV RV RV M| | s 03
W W W W W W W ™ W ™ W (1 58 | BIS 016
55 RV il RV RV W RV RV RV RV ARV T S TC N 0
%5 il RV RV RV RV ARV il ™ ARV ARV M| w3 | w8 047
%2 il RV ARV ARV ARV il il ARV RV ARV M| s | 68 03
137 RV RV RV W RV RV RV RV RV RV RV | 29 | 5206 D \D
134 RV RV RV W RV RV RV RV ™ RV RV | g | 205 016
%3 W W RV W W W ™ ™ W W W x| u D \D
13 W W W W RV ™ W W ™ ™ W us | 163 D )
92 W W W W W ™ RV (1 (1 W 1 1“9 | 195 01
% W W W W W W W RV W W W 9| 8 008
g W W W W W W W W RV W (1 59 | 07 0
23 W W W W W W ™ W W W MV | s | n4 D \D
522 W W W W W W ™ ™ RV W (1 U8 | 1945 D \D
34 W W W W W W RV ™ RV W W o9 | 18 D \D
183 W W W W W ™ ™ RV RV W (1 5| Bu 0
03 W W W W RV ™ RV (1 RV W W 85 | 37 03
313 M M M W W {1 ™ ARV M ™ M| 152 | a8 03
103 ARV ARV M ARV M il ARV W RV W W 196 | nu 01
0 W RV W RV W RV RV ™ RV W W | D \D
%1 RV RV W W W RV ™ W RV W W s o 03
35 RV RV W W W RV ™ ™ RV W RV | us | 5 05
54 W W W W W W RV RV RV (1 RV n | s D \D
02 W W W W W RV RV RV RV W RV 6| % D )

LDH= Tendencia a la liberacion de LDH durante la infeccion con virus rearreglantes. % $¥= Incorporaciéon de
azufre marcado a proteinas celulares sintetizadas durante la infeccidn con rotavirus. elF2 P/T= Relacién del
factor elF2 fosforilado y total. P=0.05: Similitud fenotipica de cada rearreglante con respecto a YM (azul) o

RRV (verde), determinada mediante analisis estadistico. ND= No determinado
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En este estudio observamos que cierto intercambio de genes favorece la modificacién de
uno o varios fenotipos analizados, principalmente aquellos rearreglos que se dan entre las
proteinas estructurales del rotavirus, siendo principalmente notorio el caso de los genes 1, 2,3,6y
9 cuando éstos co-segregan o en el caso de VP3 cuando segrega de manera independiente. Esto
podria ser explicado en parte, debido a la gran interaccion entre las proteinas codificadas por
estos genes, tal es el caso de la proteina estructural VP2, la cual interactia con la RNA
dependiente RNA polimerasa (VP1) y con la Guanililtransferasa (VP3), se sabe que estas
interacciones son criticas para los procesos de replicacidon y transcripciéon del genoma de los
rotavirus. La proteina VP2 interacciona con la proteina VP6, dicha interaccién es esencial para la
formaciéon de DLPs e influencian la capacidad transcripcional de la particula™. Libersou et al.,
estudiando modelos de VP6 en las TLPs y modelos de ensamblaje de VP2/6, VP2/6/7, VP6 y VP6/7,
encontraron que VP7 lleva a la reorientacidn de los trimeros de VP6 alrededor del eje y contrae el
didmetro del canal tipo |, provocando una mejor organizacién de la particula, siendo este efecto
mds notable cuando VP2 estd presente. Esta reorganizacion en la estructura de VP6 impuesta por
VP7 sugiere que modificaciones estructurales constituyen un regulador potencial para la actividad
transcripcional de las particulas de rotavirus'®. La co-segregacidon de la proteina VP2 con las
proteinas VP1, VP6 y VP7 en los rearreglantes y los resultados obtenidos sugieren que los cambios
fenotipicos podrian ser el resultado de modificaciones que afectan la estructura de la particula,
aunque se ha observado en el caso de Influenza que la proteina PB1 del complejo de polimerasa
tiene la capacidad de modificar la virulencia®, no obstante, son necesarios mas estudios para
determinar especificamente qué gen es el responsable de estos fenotipos o si se necesita la co-
segregacion de estos genes en particular y posteriormente estudiar el mecanismo con el que estas
proteinas inducen la fosforilacion del factor elF2 y la inhibicién en la sintesis de proteinas

celulares.

La co-segregacion de las proteinas NSP2 y NSP5 (codificado por los genes 8 y 11) resulta
también en la modificacion de los fenotipos de apagado de la sintesis de proteinas celulares o en
la fosforilacion del factor elF2. Como se menciond en la introduccidn, las proteinas NSP2 Y NSPS5,
(codificada por los genes 8 y 11, respectivamente) se unen al RNA y se ha propuesto que podrian
contribuir a la acumulacién del mRNA dentro de los viroplasmas y asi llevar a cabo la replicacion®.

Estas proteinas son cruciales para la formacidn de viroplasmas y para que se lleve a cabo el ciclo
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replicativo, no obstante, el sistema de rearreglos no permite determinar qué funcién tienen estas

proteinas en la inducciéon o modificacion de estos fenotipos.

Debido a que aun no se ha desarrollado un sistema de genética reversa eficiente para el
estudio de los rotavirus, el sistema de rearreglos génicos representa una valiosa herramienta, no
obstante sus limitaciones en cuanto al nimero de fenotipos que pueden ser analizados o la
problemdtica de la obtencién de cepas rearreglantes, este sistema permite obtener datos
funcionales de proteinas virales en el contexto del ciclo replicativo y de la patogénesis durante una

infeccion viral.
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CONCLUSIONES

El fenotipo viral de apagado de la sintesis de proteinas celulares es complejo y parece

estar dado por mas de un gen viral.

Los genes 4y 9 de YM (VP4 y VP7, respectivamente) en el fondo de RRV son capaces de
inducir un cambio fenotipico con respecto a las caracteristicas analizadas de liberacién de
LDH, de apagado en la sintesis de proteinas celulares y del grado de fosforilacion de elF2,

siendo similares a la cepa YM.

El gen 3 de RRV (proteina VP3) es capaz de modificar el comportamiento de lisis celular

en la cepa YM, hacia un fenotipo tipo RRV.

Los rearreglantes monogénicos en los genes 5, 7, 9 y 11 de RRV en el fondo de YM no

modifican los fenotipos analizados cuando segregan de manera individual.

La co-segregacion de los genes 8 y 11 de RRV en el fondo génico de YM son necesarios
para inducir el cambio en el apagado de la sintesis de proteinas celulares y modificar el

estado de fosforilacion de elF2 haciéndolos parecidos a la cepa RRV.

Los virus rearreglantes en los genes 1, 2, 3y 6 (VP1, VP2, VP3 y VP6, respectivamente) de

RRV en el fondo genético de la cepa YM tienen la capacidad de modificar los fenotipos

analizados, haciéndolos parecidos a la cepa RRV.
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PERSPECTIVAS

Estudiar el papel que tiene la proteina VP3 de RRV en el proceso de lisis celular en el fondo

genético de YM.

Determinar si existen cambios estructurales entre las cepas rearreglantes de las proteinas

VP1, VP2, VP6y VP9 que expliquen el cambio fenotipico en la cepa YM a un “tipo RRV”.

Estudiar la relacion existente entre las proteinas estructurales VP1, VP2, VP6 y las proteinas

no estructurales NSP2 y NSP5, con el estado de fosforilacion del factor elF2.
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