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INTRODPUCEION,

Uho de loz princreales problemss de salud que afectan & la
pobilacidn infaptal en bodo el mundo son laz gastroeenteritls agudas,
ya que Frecuentenente Son cadsid de muerte e ese arupo de pabilasyar.

S considera que en todo el mundo, slvededor de 500 mallorwes de ninoz

merores de 5 ahms se ven af andalinemte por gaztroenteritise
saudas (13, 17), de las cualez laz causadas por rotavirus ccupar ub

lugar nuy mRor tante,

En palses subddesarrollados, e considera que los rotavirgs son
responzables del 64 de loz eprsodios de gaslroenteritiz aaudaz v del
20X de las muertes provocadas por diagrrea en rmanos penores de S5oaros,
1o cusl es debido a la desindratacicn barn severa Gue Se produce comeo
resultiado de la infeccidn (17). En pafwes desarrollados, en dorde el
numero botal de diarreas es menor, el porcentags de dastroerteritiz
azociadas & rotavirus ez payar, v se considera que estos virgs son
responzable; de aproximadamente el 30 de loz ep ,ndxo" de dixrrea &m
MNos que reauieren hos pitalizacion v de la mitad de los caszos de
deshidratacidn. Por estudios realizadoz en distintazs poblacicres, ze
ha erncontrade que la incidernczia de gacstroenteritiz causadas gor
rotaviruz ez zimilar en palzes dezarrollados y ﬁubdeﬁarruliados (0,2 &
0.8 epasodioz / mifc /7 afo) (17), la gue confirma que la infeccion por

estos virus no estd directanente relacicnada habitoz higigrmcos o

status socicecondmice de la poblacibn afectada.



Loz rotavirgs Cambaen zon causa de sactroenteritiz aauda en
muchias esrecires aniinales y por la facilidad que tirenen los rotavirus
mumales para crecer en lineas celulares (8 diferencia de loz

robavirus bumaros) ,  en un principio se utilizaron éztozs como CeRpas

O
s

referencia,  Actualnente, ze han podido adaptar a cultivos celulares
nchas cepas de rotavirus bumancsz, 1o que ha gropiciradd un aran avarce

en el conocimiento de los estos virwz (33b, S2a, 78a).



General sdades
Log votavaruws son mienbroz de la Fanilia Reoavairidae @ la que
Lambaen pertenecen Lo VIS cuyo genoms eshd oonstituado por RNA de

dobile caderna seamentado (deRNA)Y - (42,

El viridh madw o estd constibuico par dos caras de proteiras,
dermminadas capa o capside externs y capa o capside interna. ya AR
externa asta formada por las proveinas VWY y VP7, gue son amporbantes
en las prameras interacciones del virus con la célula budsped; la CapE
nterna esta forpada por VPE, que rodea al rdclen del viridnm, que, &
zu ver, lo corztituven laz proteireasz VPL, VFE y VI, adends del deckNA

gendmics (46) (Fraura 1),

Aundue la(s) Furendnles) especificals) de cada una de las
proteinas ectruczturales no scste Lotalmente clara, e ha cugerido, en
base a su estructura Framaria v a su localizacidn en el viridn que VPL
podr fa tener la furcion de RNA polimerasa (15) y que VW2 poﬁr{a zer la
proteing asborade directamente al gercmd viral, ez decair, Emdr(a Ser
la proteine de la nucleocapside (2, 4% . La presencie de VPE en la
particula viral es imprescindible para que se produzcen los nRNAz
virales (€9), pero ne =e sabe su funcidn con exactitud., En lo que
respecta & las proteinas de capa externa (W4 y VE?), ze sabe %ue
ambas zon inductoras de anbiouereos neubtralizantes  en ] Huééped (36,
52), vy que Juedan un papel muy inportante en la adsorcidn y

penetracidn del viruz.a la cfiula hudsped (24, 25, 6.
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Figura 1. Representacién esquemstica de rotavirus.




Purarte la 1nfeccidn viral, se producen ademas, obtras proteinaz
que ne estin grezentes en la particoule viral madure y gque por lo tantao

ze derminapar erotelngs "No estructuralesz" (NS (42). Dichas protefnas

Sty NEA4, NSZE y NE2&, denominadas azl pol W peso
molecular abarente @7 aelez de poliacrilamida /SDS. La funcadn

NS2% y NE349 ze deccornoce peto e ha observads que

especitica de N
NS5 vy NS4 formarn parte de parbticulas subvirales con actavidad de
replicase (26); ademds, en un ectudle reciente (6), se sugirid que
NSI% ez en realided una proteina sstructural gue se encuentra 2 auy

N ’, . . .
equena BFroporsion e el vividn y que posiblenente interviens en la

T

adsoreidn del virus a la edlula. La protefns NSZE ez una alicoproteing

’ , . .
que Jjusds wn papel muy inporbtante en la morfogsresic del virus, ya que

. N s .
catnde se inkibe cificamente la alicofilacidn de esta proteima,

. S
se obhzerva la acumulacion de alaunas particulaz irbermediarias en la

mor foashesrs viral (&5, 73,

Aunsue alaunes autores bian reportado al producto del gene 11
CME L& prétefna estruztural (54), =ze ha demcstrade que en la cepa de
ratavirus de simo SAll, el producto del gene 11 ez una fosfoprotelina
e ezstructural Aue pudiera tener actividad de kinasa v ze ha zugerido
que juega un papel importante en la replicacidn del RNA vifal (78). La"
Frecencia de esta proteina en particulasz subwvirales con actividad de
rerlicasa (26) apoya ezba hipdtesis. En la tabla I se reszumen alaunas
caracteristicas de las probeines virales, asi coms el asignamiente

. .
aerice para cada una de ellaz.



TABLA | ASIGNAMIENTO GENICO Y CARACTERISTICAS DE LAS PROTEINAS DE ROTAVIRUS
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El azigrmamuzhts astiace de cada i de los 1] seamentoz de JdoRNA

de rotavirus ce ke establecids por esperimentosn de braduccaon it vatro

de low RNAZ virales () y & braveés de virus teaszociantes (36), loz
cualez son &l resuyltade de wne cognfecoidh con 2 cepar dizlantas de

Fobavarus,  Los virus reasos s

5 ocontienen Seanentos gz JoRNA

provenlenhez de ambes cepras por 1o que pozesn las  caracteristicas

fenot{pacas de anbos peoger bo SEAreldan Con los gernes
respectives (d2), Lo estudiozn won virus reasoclanies tanbien bae
SErVIgo pare caracberizar la o las funcionss de uha protefné (10), =ik
ek @, et un echuadio reald imado recientensntee oon varlantes del
robavituz e Samte SALL Yy con uma cepa bovira ze desmoshted que e
Fepobipo deter minsds por un gene puech: verse mncd: floads en clarto
grade por el forads gendtico en el gue ze encusntre (1),

Come = ha mercionade, el gsroms de Loz totavirus consta de 11

i

seamentos de doRNAs 2l tamane de eztoz seanemtos varia desde

aprosimadamnentie &0 po para =1 gene 11 (rapsradozs por el orden de
.
wigraclon elaecty

B

~Staca)  kazta aprodinadamente JA0U gL para el gene

1 (42), =zin embaras estoz Lamahos varian entre Q15tinta5 cepas, lo que
‘origing, jJunto con la composicidn particular de cada gene, que cada
cepa de rotavirus Lergs un pabtrdn electroforétaceo caracterizstico,
(tambirern )lanado electroferotipa). En la figﬁra 2 ze puede aprectatr el
electroferctips de ciztintaz cepaz de rotavirus entre laz cuales e
distinguen ceras con patrdn largo (carriles 1 v 7), con pétrén corto
<

(zarrilez 2, 2, 4 y &) y con pabrdn supsrcorto (Carvil %), dencomilnadaz

asit por la movilidad relativa de los zegmemtoz 10 y 11. Se hi;



o~

_Figura 2

Patrones electroforéticos de las cepas de Rotaviius en geles de Poliacrilamida.



’
arcortrade que log aenes [l de las cepas de patror Qaro son
equivealentes a lop seanettoz 10 de las cepas de pabrorss cordo y

SUpercorto (60, 74)

B Loz rrobtavaruws, o amerto Jde deRNA representa ure Qere, lo
cual ha zidoe confirmadoe por la zecusncia de distantos geres Jde
rotavirus aazlados de diferentes especies, en las que e ha encontrado
un sola marce ataerto de lectursa, con excepoldh del aene 11, que

contiene 2 (31), aunque hasta ahora no ge sabe ‘e1 anbos marcos de

lectura son funcionales.

La caders de polaridad positiva en =l deRNA gendmico ez
1deftaca & la molécula de mRNA, corblene Cap 2 sy extrems Sy carece
de sefales de poliaderm lacidn en su extremo ', Una caracteristica
mobrezaliente ez que todos los gerses de rotavirus secuenciados hasta
la fecha contilenen zecuenclas conservadas de 10 y & bazes en sus

extremsz 5 y 3 respectivamente 33, 42).,

Al 1aual que en loz rotavirus, en todos los arupos de v:rﬁzy
cuyc fenuma ez segnentado, exlolen. Secusnclas consecvadas en loz
e%tremuﬁ de cada segmento que con caracteristicas para cads grupo de
virus, alaunoz ejemploz se abservan en la Tabla Z (79), La fﬁncldh de
dichag secuerzias ro e conoce, pero e alaurmz viruz de la Familia .
Recviridae, l1&a micma a la que pertenscen 1oz rotaviruzs, ze ha

Bropueste que tales zecuencias podrfan funcionar coma sefiales de
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TARBELA 2.

SECUENCIAS

CONSERVADAS  EN LOS EXTREMOS DE LOS

SEGMENTOS DE RNA BN ALGUNDGS VIRUS CON GENOMA SEEGMENTALO.

FAMIt.IA GENERD

Reuviridae Orthoreavirus .
(IcRiNA)

Fhytoreovirus
Robavirus
Or oy xoviridae Influenza A

(=RN@)

Influenza B

-y

Influenza C

Bunyaviridae Buryavairus

(+RNA)
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encapzidacidn (2, 7% vy, tanbien e ba supe 1do Gue Son senales que
’
recorwce la polinerasa viral durarte la transcripeidn y/o rerlicacidn

(&, am.

Beplicacidn de Rotavirus,

El ciclo de replicacidn de los rotavirus ze lleva a cabo en el

. N . ”’
citoplazma de la c€lula (42). La infeccidn comienza =on la adzoroidh

del virus a la célulay alounos autores (

&2) - han sugerido que la
aduorcidn del virus es & través de V7, bacados en  eztudics de
mompetencia con anticuerpos monoclonales v estudios bioquinicos: zin
entatran, un estudio reciente (6) denuzztra que la proteina NSIS ez en
realidad una Froteina estructural y gque ez zta, v no VF7, 1a que s=2
adzorbe & la cé€lula . Algurws experimentoz de unidh de distintas
cepas de rotavirys humancs v oanunales & eritrocitos y odlulas MA 104
(permizibles para todaz las cepas de rotaviruz adaptadaz al
crecimiento en cultives celulares), sugileren gque VP4 podria tambien

participar en l& adsorcidn del viruz a la célula (24).,

La peretracidn del viruz a la célula es un procezo en el que .
VP4 ez la proteina rezponzabile, para lo cual rejquiere de un corte
especifico con tripsina (produciendo VRS y V&) (20, 47, 70)s en
algurias Ccepazs de rotaviruz ezte rompimierto ez inprezcindible para una
infece1dn productiva (208),mientras que eh otraz, el tratamiento con
tripzing increments )& 1nfect1vidad.hasta 1 veces (96), En baze a
la secuencia aming terminal de VRS en la oepa de simio SAII; s& sabe

v

aque existen 2 ziticoz zobre loz gue actda la Gripzing (47), (geparados



PO

L4 - d
ahibre $1 por & aminoecidos), Que estan concervados em todas las cepas
de rotavirue hazta abore ahalizedes (41, 43), 1o cuxl ez indicio del

papel icldarco tam inportantbe que tiere este corte com Lripsina.

Se ha zuaeride gue al peretiar el virus & la célula, plerde
laz proteinas de capa exterrna, de marera que laz particulas con capa
e

interns son laz que ze artreducen a la célula e irncian la zintesiz de

1oz mRNAs.

Las particulas con uma sola cdpside pusden producirse jn vitre
& partir de particulas con doble cdpzide mediarbe un tralamienbo con
agentes gqueslantes coms EDTAR (14) y zon furcionalmnente activaz, es
decar, zorn capacesz de produzir mRNA: funcionales tomando como temelado
el deRNA gerdmico enddaens (14, 69), por lo gue ze anfiere gue alauna
o oalaunas de las proteinas que conztituyer eztaz particulas  (VF1,

VPZ, VIP3 vy VIFE) Lianrmen la acﬁividad de transcriptasa viral (zintesiz

de mRNA & rartir de docRNA) .

Purante una infeccidn de células en cultivo con rotavirus, la

@

:intesis del KNA viral ze empleza & detectar a laz 3 horas
postinfeccidn (40, 54, 71) v ze incremerta con el tiempo hazta
alecanzar un micamo & las #-12 ke (40). Loz mRNAs producidos oe

utilizam para la sintesiz de protefras y forman un complelo con Estas,

- e 4

s mmarne et
&

ofiginande partfculas zubvirales (34), en lazs que, Zu ver, sirven
come templados para la sintezis de su cadena complementaria, formardo

ani el doRNA gerdmico (26, 24). Se ha consaiderads que entre el 1y el




177, deperdiends de cada gere, de los mkNAzZ producidoes en una
infeocidh son encapzidador y de €xtoz, zolamente Nk PeIUERE

progorcidn estan contenidos en partfculas infecciosas maduras (40).

La ekpresidn genslica en lon robavirus Fatece estar reauladsad
studios renlentes cor Uni cepa bovina muestran gque existe resulacidh
& hivel transcripc:onai y Lraduccianal ya que los mRNAS san
sinbetizadot en diztintaz proporciones vy los niveles de cada una de
laz proteings no estd en relacidh directa con la cantidad del mRNA

‘correspondiente (40),

Lur arte el ciclo de replicacidn de los rotaviruzs se producen
diferentesz tipos de particulaz subvirales que contieren diskbinta

coamposicidn de proteinas (34). En ba & zu morfologfia sz han

diztinauide 4 tipoz de particulaz en c€lulaz infectadas: el micleo
viral que mide aproximadanente 37 runs Farticulas de 55 om ocon ung zola
cépzide; particulas con membranas v, particulsa:s maduraz con doble
cépuide de 70 rn (11. &%, &&, 73).

Se ha propuesto que las particulss de 27 nm con particulaz
lzubviraleg que presentan actividad de replicaza (produccidh de chNA
a partir de mRNA) ., compuestaz por laz proteimas VPL, VPE, VP2, NS35,
NS34 v NSZé&; adaméz,.se ha sugeride que €ztaz  reprezentan el primer

estadio en la morfoadrezis del viruz (26). Auraue ho se

bte cual de
laz proteinas mencicornadas ez la responzable directa de la actividad de
replicacza, €% muy Frobable que alaunazs de ellas sean rejqueridas pars

‘la =intecis del deRNA, va que por estudics con matantes termozenﬁxblez



(t2) @y la cepa de rotaviru: de zimio SAll, e zabe que VW1, VP3 Y
NS3% somn requeridas para tal efecto (28). Durante la sinteciz del
deRNA, ezlazs parbiculas con actividad de replicaza adawieren lac
protefnas VP2 y VFE y posteriormente plerden laz proteinas mo

estrycturales (N

N&Z4 vy NSZ&), formardo azi particulazs con une B

sule carside (26, &9),

!
[
Fosteriormente, las particulas con una sola capside geman a
de la membrana del reticule endoplézmico hacia el lumen de €ste
: ]
MEc&rl s de reconccimiento entre VFE prezente en la particula
|
presente en la menbeans, producisndose azi, laz particulas
"envueltaz" (4, 57). El mecaracme por el que las particulas ;
1
"emvueltas" pilerden la membrana y adquieren las proteinas de capa ;
t
extarna para dar cono resgltade particulas virales maduras, ce !
.
desconoce adi. o
=
A
) N
P I .
Farticylas defectivas, . ) i

Durante una 1nfeccidn con cualquier tipo de virus,
frecuentemente ze generan particulaz que tienen defectos eh Tu geroma,

come resultado de rearreglos v deleciones del getoma viral silvestre,

Laz particulas que poseen estoz aenomas modificadoz ze han 1lamacdo

particulas virales defectivas (defecting inter Fering particles = 0I),

ya que son incapaces de replicarse por zi mizmaz y requieren de un

virwus ayudador que les progorcione la(s) proteirna(s) de la(z) gue ;
. L . . -

carecen; zin embargoe, a zu vez, interfieren con la replicacion de

éstos (64) .



Er viruz de RNA que contienen uh genoma de unk sola molécula,
ze han enconbiado RNAL defectiver tan peguehos que zolamerts tlenen
tapacxdad rat@ replicarsze vy encapgidarze, como en el caszo del virwus de
estomatitiz vesacular (VEV), pero bambien ze har enconbrado particulaz
defectivas que contiener urn genomna deletado Fera conservar alguros

fenes funciorales, como el poliovirus (3%a), v VSV (64),

Er viruz coh gernoma de RNA cegmentads (por ejemplos anfluernza vy
reaviruz), se han detectads particulaz Jdefecktivas que poseen molé&ulaz
de RNA peguefias, que son el rezultade de delecione:s de denes Jde alto
Feso moelecular, pero ziguen conservardo los asnes silvestres de ﬁenar

pass molecular (E4).

Todes los RNAs defectives estudiades & la fecha contienen uno o
anbozs extrencs %' y 3 idénticoz al RNA zilvestre. Emn virus con geroms
o segmentado, ez comdn gue e encuentre solo uno de loz extrenos
conzervados; mientras que, en viruz con genoma seamentado, laé RNAz
defectivos contienen amboz extremnos idéntices &l RNA silvestre pero
poﬂgeh'deleciones et la parte interna del gene (64)., En la figura 3-A
solegquematiza la estructura de RNAs defectivos del viruz de
eztomatitiz vesicular, loz mejor eztudiados bhasta atcra, los cualéﬁ
trerern similitud core RNAz defectivos de otros virus de RNA (64). En

baze a la estructura de estoz RNAD, ze han propussto algurnos modeloz

I

rara explicar el mecanizmo de su gereracidn, los cuales e resumen’ en

la figura 3~B (€4).




L (-} M NS N Genoma

-t pr——— ¥ silvestre
5! 30
DI CLASE I (no~transcritos)
(-) '
5! 3

PYIN S 3 Y

e mpm———r Tipo 2
L e ad

50 & (-) a'

:) ' Tipo 3

3" ai (+) a

G M NS N

. : o
5t ___\\g\v////////,#:, A ~F 43' Tipo 4

Tipo 5

5 ‘\/"~ ) j

Figura 3-A. Tipos de rearreglos genSmicos en RNAs DI del virus
VSV. E1 genoma silvestre (aproximadamente de 11 Kb) codifica
para cinco proteinas (L, G, M, NS y N). La 1fnea punteada indica

‘gecuenclas de la cadena positiva y a' es la copia complementaria

de a. La 1fnea delgada indica deleciones (64).
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Figura 3-B, Modelo general para explicar algunos rearreglos que dan
lugar a RNAs DI, Se ilustran cinco tipos de rearreglos én ‘genomas de

#:izcadeng-négativa. 1 y 2 corresponden a un mecanismo denominado

"copy
back".

3, 4y 5 se ilustran como una suceaic‘m de ewlrent’os. en-los que
el resultado es una deleciGn interna, una repetici&n y una aparente
insercién, respectivamente (64).



Li caracterizacicn de los RNAz de particules defectivas de
®lounoz viruz bk 2ado util parEs determingr Ciertaz Secuencime
toportartes durante la replicacidn de sstoz virus, va que estos RNAS
e encapsidan y replicen tmemalmerte. Aszf, e han identa faicado
secuenCiEs. IMEortantes en la replicacich vy encapsidacidh de Wownd
Tumar Virug (2) y del_v;rui L-A de levadura (21); vy zefiales que
pérecen Zer recesariaz en el inicio de la transcripcidn del gerwoma del
viruz de sarampidn (19%a) 3 ademaz, el estudio de los KNAs defectivos ha
sidao Gtzl‘para diluuxdar el meﬁanxﬁmo de rerlicacidh en el cororavirus

de hepatitis de ratdy (Boa),

Variabilidad gendmica en virus de RNA,

La mayoria de los viruz de RNA de cadens zencilla zon una

poblacidn de variante: virales hetercgdheas, cuyos gerncmnaz estan
relacionados pero que difieren ertre zi por una cantidad considerable
de mutacionez e €l genoma silvestre. Se ha considerado que la alta

velocidad de mutacidh en estos virus e debe a la carercia de un

ziztema de correccidn ("procfreading”) en la replicacidh del RNA (35). -

A pezar de la helerogeneidad, bajo condiciones de equilibrga,
éxiate L@ qulaci&h honogénea predominante que ez capaz de replicarse
por largos perfodoz sin canbios aparentes en su fenotipo, por eijiemplo,
el virue de esztomatitis vesicular (VSV), =e mantiene esztable despues
de 593 paces en cultivoes celhlares & baosas malliplicidadesz de

4 - . . . . . 1y
tnfeccion (71a); cuando se modifican esas condiciones de equilibrio,
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Fueder: predominar 1az varlantes viralez que eztabar presentes er bajs
Broporcidn Fero que poseen ventejss selectivas zobre laz Priineras, &n

estar ruevaz conchiciones,

Lo factores 1derti ficades que conbribuyen al desequilaibrio
dertro de una pobilacicn de virus de RNA, parea el suraimento de MMEVARE
variasntes vairales, zont la interferencia por Frarticulas defectivas
(D1 (ejemplo: virus VEV); diferente hudsped o limeaz celulares
(ziemplos poliovirus)s seleccidn inmune (ejemplu:_vxrus'de 1wfluenza) s
cambrioz de temperalbura e infecciones perz:ztehtEﬁ (ejemplos virus del

saramplon) (71a).

Antecedentes.

En 1984, por estudios de epidem1olugfa molecular mediante el
ardliziz electroforético el deRNA gsnchico de rotavirus en muesliras de
heces, e detectaron algunos paciertes inmunodeprimido:z que excretaban
rotavirus cor pabrones electrﬂforétiﬁaﬁ armcimales; en eztos
electroferotipos destacaba la ausencia de los segmentos de RNA 11 o 9

v, la aparicidn de zegmentos adicionales de mayor peso molecular.

Exte tipo de variaciones en el eléctroferotipo de fog rotavirus
S tambien ze detectd en uma cepa bovina despues de varios Pases
caneeﬁutivoz a altas multiplicidades de infzccidn (no1)s en este cawo,
se atslaran variantez virales viables y cada una de ellas carecia ded
sagmento O (que codifica por la proteina NSS3), que estaba zusztituido

par otro zegmento de mayor peso molecular (37). Azimisno, en otros



estudios, algunos 1nvestigadores lograrar gernerar vird: reasvciantes
que careclel de gernez zilvesties y en zu lusar contenfsr segmertos

ancrmikles de mayor peso molecular (1, 7).

La presencia de los cegmentozs "ancormalez” en particulsz de
rotavirus viables zugiriJ que Estas ru eran particulas defectiva:; Y&
que o recez)taban de un viruz ayudador para replicarze, y por otro
lado, que dichos zegmentor debfarn de conservar la capacidad de
endificar por una protefna Funcional vy de ser rep}:cadd Yy encapzidado

de marnera zimilar & la del @ene silvestre al gue sustitula.

Er experimentos de hitridacidn bipo Northers con clones de cDNA
proavenlentes de diztintos seanento: de rotavirus se obaeryé que log
zegmertoz "arwrmales” contenien secusrwiaz del gene al que sustituian,

”, . 4 N
aunyue ro se demostrd i excluszivanente Lenla secuencias de ese qene
(33, 63, En baze a eztoz experimenios, e plante6 la ices de que lou
sagmento:s "ancrmales" eran el producto de rearrealos en los genes
. : , 7
zilvestres que eztaban musztiltuyends, lo cual rezultaba e la Formacion

”’ I
de concatamero: de estosz, cuya estructura exacta se descoroc{a,

Aunaque ze han detectado genesz anormalez o rearrejlantez de

rotaviruz gque contienen cecuencias de log genes 5, 6, ], 9, 10 vy 11,

zulamente ze han podide aislar particulss viablez que possen sedmentos

rearreglados  provernentes de los genes 5, 8, 9, 10y 11, que

codifican para proteinaz no estructuwrales (1, 31, &7, 2@, 51, 53, 3.,




Frobablemente, alguros genes concatamerices no sean capaces de
productr una proteing funcionel, sor modificacidh en $u merco de

lectura, v por Io tanto no darn lugar & particulas viables.

Duratite el dezarrolleo del prezente Lrabaio, aparecierorn alaunos
reportes en los que se caracterizaron geres 11 rearreglados
provenientes de cepas aislades de la naturaleze y gque pozelan patrones
cor Yy supercorto (Eﬁ, a1, 51, &), En glaunos de estor cases, se
obperved que oz geres rearreglades zon &l rezultado de una dupli&aciﬁn
parcial del gere 11, en la que se ha perdidoe la regidm I' del éene‘

Cutncade hacia el estrenc 9 (que reculia zer el gs=re funcional), vy Ia
regidn G del gane ubicado al extreme 3'. En otros casos, el gers 11

t entre el coddh de

cortiere une Lhsercich rica en AT de 18% y 322 n

4 . . - Py
terminacion v la regidn ' rwo codificadora (51, &0,

En loz estudioz con genez 11 resrreplados ze encarbro que todon
ellos poseen algunas caracteristicas en coming
I. Una insercidn, aue en alouncs canos carrespbnde a secusnciasz del
i s gené Y, &n otros, @ secuenciasy wjernas & €l, que estd colocads &
4-9 nt despuez del coddn de terminecidn funcional, de manera que todos
ellos codifican Pira unabprotefna del mismo peso molecular aue»tl §en§
silveztre, 7
’2. Laz regionesz S5' vy 3' eztan muy conservadas y no ce repiten en la
rarte iﬁterna de dichoz geres.
. Tados los genas rearveglados que e han caractarizado forman Fatta

de particulas viables, ' .




En términcs gererales, loz cegmentos “rearregladez” de los
rotavirug tienen clertes cimilitudes con los KNAz defectivo: deé otroz
virus de RNA, por ejemplor parecen ser producto de rearreglos
gendmices y son capaces de sobrecrecer &l RNA  zilvestre por paszez
cornsecutivos del virus & altas moa (37) . Sin enbarao, tambaien tieren f
diferenciaz notables con respecto a aquel}os,Asxendo la prarciprsal Jue,
al mencs alauncs de elloz, & encuentran en partfculaz»viables, es \j
cdecar que representan aenes furcionale: capaces de replicarze vy
encapsidarse come los RNA's de lwz.V1rus z1lvestres y no necesitan,
‘por 1o Lanto, de un virvuz ayudador pava replicarze (), 7, a7, S53). A
mencs, @n un cazo (6a), e comprobd Gue las variantes virales sue

pozeen U 9Ene rearregladt conzervar su virdlerncia.

Ecte fendmenc de variacidn gendimca cbeervado en los rotavirus
Farece interssante, yva que, come se ha mehciconado, estas veriantes sony

viables y nu dependen para zu replicacidn de un viruz ayudador; lo que:

implica que la susbibucidn de un sesmento de RNA mormal por otro cey
megmentc de mayor peso molecular (que contierne, por lo menoz, Fparte
del zegmento sustituwido), no 1nterfiere con laz funcionez del virus,

. . .’
incluyerdo las de replicacidn y encapsidacion de ezos segmentos.

El prezente t}abaJa fue realizado en baze a los ziguientes
objetivos:
1;'Ub£ener variantes de rotaviruz que posean ganes rearreglados &
partir de cepas viralez adapladaz a crecer en cﬁltivos celulares, y.
2; Caracterizar molecularmente los. segnentos rearreglados de esas. o

variantes.




Fencames que el estudic de este Lipo de variantes gancmicas vy Mhas
ezpecificanente, de 10z cepunertos tearredlados de esss variantes,

comparades con Jos aenes hondlogos nornkles, podria sugerir alaunas de

laz w

sefales prezettes en estos RNAS para garantizer su replicacidh y

A
encapsidacaar.
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MATERIALES v METODOS,

Linea celular, La lirnes celular dermirada MA104 derivade de
células epitellalez de rifion de mono Rhesuz ze utilizd pare la
prupag&cxdﬁ-de todes los vairus, la cuart ficacidn de rarticulas
infecciozpes ¥ el enzays € pleaca.

Estas cflulaz se cultivaron con Medio mirime eszencial con sales
de Eaale (MEM) GIBUG y 2% de suero fetal bovirg GIBRCOH come suplemento,

en una atmosfera himeda con 5% de COZ & 37°0.

Cepas V:rales, La cepazs utilizadaz fusrom: la cera Wa, de
ar 1320 hunano, proporclonada por el Dr. Luaz Fadilla del Intatuto
ﬂexxcanu del Seguro Sacial, México; la cera de origen porcine YM,
gislada y adaptada &l crecimiento en cultivos celulares por nuestro
laboratorio (€7a); vy, la ceps WaH, de origern humano perc cor
moedi ficacrones en su electroferotipo, proporcicnada Fror el Dr Y.
Hostuno de los Institutos Nacionalez de Salud de los Estados Unidos,

Washington.

Fropagacion de virus, El indculo viral fue tratado con 10 o 15
pg‘de trapzina por ml de lizado (tLrapsinea DIFCO 11250) durante 1| hors
i F7°C para activar ei virus., La monocaps celular una vez confluente

se lavd doz vecez cun FBS artes de agreger el irdculo, el cual ze

" mantuve cobre la monccara celular durante 1| hora a 37%°C. Finalmente

e agregd MEM cin suerc y se incubd & 37°C hesta que aparec1d efecto

<At



citopitice (ecp). El lizade de c€lulas infectadas se congeld a -20°C
haste su ubilizacidn, y laz infecciones ze realizaron zobre cé€lulas
crecidas e cultaive rotatorio,

Fara realizar loz pazes en loz gque el virus fue concentrado,
1oz l1zados. de eflulas anfectadas se extraleron cor fredm
(dicloerodi fluctoetany), e centrifuldaron para zceparar la fase acuosa y
& €ste se le anadio 0.1% ml de Folietilenalicol €000 (PEG 6000) al 50%
por cada ml de lisadoe para precipitar el virus; despuez de una
incubecioh de 10-14 hrs & 4%, loz lxsadps_ge centrifugaron & 2000
Fim durante 30 minutos & $°C. La pastilla que contenia ;l virug, ze
resuzpendid en 1.5 wl de MEM v con €sto ze infectd la MoICCaE &
celular. Este procediniento fue repetido consecutivamente durante

Val 1ags pases,

Titulacion de particulas infeccicozas. Las ce€lulaz ze infectaron

de la mizma manera que la que e describid ardericrmerte, sole que en
acte cazo, =@ utilizaron diferentes dilucione:s de log licados y la

infeccidn e realize en cajas de cultive deé %6 pozos, utilizando S0l

. . . z -
de la dilucion respectiva e cada poizo. Las celulas ze lavaron 2 veces

con PBS 14-16 hrs poﬁtxnfecclén y & Fijaron con acatona &l 80% en PBS .

durante. 20 minutos.

FPuster iormente las células sa lavaron 2 veces con FBS y’se
agregarcn SO pl de zuero antirotavirus (1:1000 o 1;2000) a cada pozo.
Se ancubd 1 hr oa 37°%C.

L4 =, A= o, 5
Lag celulas ze lavaron 2 veces con FBS y ze agregaron 50 ul de

protefra A-peroxidasa (Amerzham) (1:2500), Se incubd a 37°%C durante 2

hre,




Lus células se lavaron 2 veces con PES y ze agregaron 50 M1 de
sustrate (1.5 ml de carbazole (4 m@/ml en dametilformanida), 4 ml de
buaf far acetatos 0.05 M pH 5 v 10 ul de perdxido de hidrdgenc al 0%,
filtrado & btraves de una mentrana millipore de 0,45 micras),
He incubd a. 37°C hasta que las cdlulas infectadas se tiferon y se lave
Variss veces con aaua desiilada,

La cuantificacidh de particulas infGCCiUE&S-SE determing
cbzervande al microscopio las c€lulas infectadaz que tenfan el
precipitado coloridoe v relacionande con el voluhen y dilucich del

lizado utilizadoes,

Enzaye en placa. El virus se activd con tripsina, como se
describid anteriormerte vy, se hicieron diluciones decimales del lisade
en MEM =sin suero. La monocapa celular, en pozoz de 6 cm de diémetrd,
ze inoculd con V.4 ml de laz dilucivres respectivaz por pozo y se
incubd 1 hr a 37°C agitando suavemente cada 1% minutosz. Fostericrmente
ce retird el indoculo v ze lave la monocapa con FES una vez., Se

agregaron 2 ml de la sigulente mezcla a cada uno de los pozos:

MEM 2x zin rojo de fenol GIBCO lU.Eyml.
HEPES 1M S 0.8 ml.
NaHCU3 4.4% S ~ 0.8 ml.
Tripsira 1% (DIFCO 13250) ’ 30 pl.
fAnarcsk 2% an agua esteril S 3,0 ml,

La temperatura de ecta mezcla fue de 459C vy dezpues que solidificd la
agarcsa, se 1ncubo 379 durante 2 o 3 diaz. Laz cdlulaz ze tifieron
con Fojo neutro, agregando uma sedunda cara de agarcosa a 45’0,

preparvada de la ciguierte marera:



MEM Z# =1 rogo de fenol GIRCGO 10.5 ml

HEFES 1M i Ui ml

NaHCOs 4. 4% 0.8 ml
R neutro 0, 3% . O sl
Agar oz 27 G0 ml

Se deja solidificar la agarcsa v ze incuba & 37°C, proteslendo la

caja de la luz con papel aluminio hasta la aparicidn de las placas.

(1

Furificacich de partfculas virales con actividad de

transcriptasa. El lisado de célﬁlas'inféctadaz con rotavirue . se
etk @ o ot wun volumen 1gual de freén, aa1tando violentamente  hasts
farmar uns enulzidn, -

G cantbrifugd en un robor JS7.5 & 7000 rem por 30 minutos & 4°0.

La fase acucsa e mezcld con PEG E000 (0,19 ml al 50% por ml de faze
amucsal), vy se neubd boda la hoche 490,

Se cenbrlfuad a 2000 repm durante 30 mirutos & 4% en el rotor JS13.
La pastilla ce resuzspendid e 0.5 ml de TSM (Tric 20 mid gH 8.2,

cloruro de sodio 150 mM y clerure de magnesio 1 aM). La suspersidh de

) ” . .o, ]
virus se depoasilo sobre un aradiente dizcomtinue de C:zCl Formade por

1.8 ml con una densidad de .9 g/em3d y 2.3 ml con una denzidad de 1.3
a/cnd en TM (16 sin clorure de scdio).
e centrifugd 2 he a 3JB000 rem a 4% en un robtor SW Ul .

La banda oralescente de virus formada en la inkerfacze del aradiente de

CzCl ze recupsro por F’U"l(.'l".'"l"l Corune Jeritga.

El virus recuperado se diluyd con TSM y se centrifugd durante 2 hr &

40 00 rpm oa 49 en un rotor SWoS0.1 .



Le pastilla ze r&zuzpend1d ern el mizing tub corn U.2 ml de Traiz-EDTA
(20 mM~-1% mM pH 2.1), ze incubd durante HU minubos & teoesralurs

amb ente.

Se agregd clorure de cezio con derzided de 1,36 g/emd vy se uentrifugﬁ
& equilibraic & 35 000 rem durante 17 hr & 9°C en el rotor SW S0.1

El virus ze recurerd del gradienmte por puncidh de la barda opalescente
y se cohcantrd, centrifuzands durshte 2 he & 40 000 rpm oz 4°C en el
rotor SWS0.1 .,

ga‘paztxlla se resuspendic en I0-100 yl de aqua deztillada esté?il,
derpendiendy de ia intensidad de la banda ubzervada scbre el 3radiente

e cloruro de cesio,.

Transcripcidn_ in vitro, Fara ezte ensayo se utilizaron las

partfculas virales de una zola cdpzide purificadas, de acusrdo al
giguiente protozolas

25 pl de particulas cor ure sola cépside purificadas

0 ) de bentonita al 3%

45 pl de agua bidestilada estéril

100 pl de buffer de transcripoldn Zx (F#)
‘Esta mezcla se agitd y ce incubd & hr & 42°C, ag}tando wcazichalmente.
Se cantrifuad a 12000 »3 durarte S mirutos & 4°C .
El éohﬁenadante ﬁe.extraja rapidamente con un volumen igual de fenol
destilado saturado con Tris-EDTA (10-0.1 mM pH &.1) .
Ge extra)oe con un volumen igual de cloroformo.
e zepard la faze acuoza y el WRNA se precipitd, agreganda un volumer
"igual de LIiCl 4 M e incubando durante'tada la riockhe & 4°C,

E]l mRNA ze recuperd por centrifusacidn & 14 000 rem durante 15 min.



El precipitado se lave con etanol frio al 70%, z& zecd y se
rezuspendic en agus bidestilads ent€ril.
La concentracich del mRNA se calculd sobre ur el de agarosa xl 1% en
bt fer TEE (Traiz Luw mM. EDTA 20 mM, sjustards el pH con &cado bérace
#OE.3), teMide con bromure de gtidic,
(#%) El buffer de Lranscripoidh 29 contienes Trio 70 mM pH &, acetato
de sodio 100 oM, acetato de masnesio 20 oM, rATF & mM , 2.5 M de cada
unt de loz nucledtidoz rGTR, vCTP y P y, S-aderizilmeticnina 0.5 mM,
Cuande =& prodg)c mRNA marcado r'a-ﬁiact-i_vayner'-t.e, ze utilizd una
zolucidn de tranzeripoidh que contenia 1/% de la CCuncen’;v'aciér'o ric mal
de rUGTF y se aaread adsmas 10 /.Jtii de rCTP-FP32 (DUPUONT, 200 C1 Zinnol ,

270mMBa/m), 10 wCis/ml) .

Hibradizacidn RNA-RNA. Laz hibridizacicrez de KNA ze realizaron

en baze al prolocola degcrito por Flores, et &l. (23), de la siauiente
NENEr @8 ‘

1 pa de dcRNA

1 pl de EDTA 0.5 M pH 7.6 v,

10 000 cpm de mRNA marcado con rCTR-F32
ze mezclaron en un volunen final de 100 M1 de agua t‘idestilad;“
eét-e'ril, R4 esta mezcla se incubd a 95°C durante 4 mins se paso
inmediatamente & hielo, er el cual ze mantuve durante S minutoz,
Sg agread un volumen igual de una solucidh de Triz 0.1 M pH 2.1,
cloruro de zodio 0.4 Moy SDS 0, 2%,
Se imcubd a 65% durante toda la noche y postericormente el RNA se
pr'ecipité con 3 volumeresz de etarol absc-lutc- '

El RNA se resuspendid en 10 Ml de agua bidestilada estdril,



Los hibridos de RNA ze zepararon er un gel de poliacrilamida &l 5%,
utilizande triz-glicina como buffer de corrida & 100 voltes durante
ﬁ.ﬁ (3108

El gel ze tifx con bromare de etidio, =e tomd wne fotoarafia y

-

posberiormente e mecd vy 22 expuso sobre una pelicula KODAK HK-OMAT.

Electrofuresiz e geles de poliacrilamida, El andliziz del '

doRNA viral ze lleve & cabo ern geles de poliacrilamida al Sy 104

[

sigulende el protocolo de Laenmli modificado por quzt(GVa), zir SDS y
zin gel concentrador. Loz geles se corriercom & 100 volts durante 5.5
horeas (aelec al 9%) o a 12 wAmnp durante 14 horas (gelez al 10%), Estog
geles e tiheron con nitrate de plata.

Log geles wtilizados pare el andliziz de cecuehcia fuerch geles

de poliacrilamida &l 8% com urea 7 My se corrieron en buffer TRE &

5% Watzs., Estos geles se expusieron e peliculas KODAK X-OMAT.

Purificacidn de Oliacrucledtidoz. Los oligorucledtides se

sintetizaron en la Unidad de Sintesis de Macromoldoulas del CIIGH,
UNAM, e un zintetizador automdtico Modelo Microsyn 1450-A Sykes Inc,
Loz oligorucledtidos ze purificaron por gel, utilizando geies
deghaturalizantez de poliacrilamida al 20%-bizecrilamida 1% con Urea 7
M. La banda correspondiente al oligonucledtide ze detectd por ‘
iluminacidn con luz WV de onda larga sobre una placa de cromatoaraftia
KC18F reversed-phaze TLE Millipore. El oligorucledtido ze eluyd con

agua deztilada . ze liofilizd =z hicleron extracciornes SUCREIVAS Con

!
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atarol. L cuartificacicn y pureza de log cligorucledtidos ce evalud
por Lincidn con bromure de etidic sobre gele:s de poliacrilamida al

0% -bizacrilamda 1% con Wrea 7 M.

Electroforesiz en geles de adarosa pars la separacich de los

mRNAs Se realizd de acuerdo al protocolo descrite por Lizardi (46a),
utilizando geles horizontules de agarosa &l 2% con formamida y
formaldehido., Esztos seles ze corrieron a €0 volts durante 23 horas
utilizando una solucidh de traietanclamina-EDTA come buffer de corrida.
Las musstras de mRNA e precipartaron vy e desnaturalizaromn, incubando

& €2°C antes oe cargar en el gel.

Secuenciacion_del RNA viral, Se realizd por el método de

terminacidh con dideoxinucledtides utilizarde transcripltasa reversa
del virus AMV y mRNA ¢ dcRNA viral como templadeo, segdn el casco. El
protocolo realizado fue bésicamente el mizmo Jue aquel dezcrito por -

Ruiz (67,



RESULTADOS

Freviamente se habfa reportade la generacidh de  variantes
gercnicaz de rotavirus in vitro, a través de pazes consecutiveos

de un lizade viral a altas multiplicidedez de infece1dn (me)

(37). Ba

radous e este esztudic, pnosobros quizimoey cobtener
variliantes:s genéhxcas de rotavirus que contuvieran senez
reartedlados producidos ip vitro vy caracterizarlesz. lricialmerte,
elegimcz Jdoz depas de rotaviruzs: una cepa gizlada de humarns (cepa
Wa), qué zabiamoz (For reportez previos) «aue era capaz de formar
rearreslos gendmicos; ¥, uha cepa de rotaviruz porcinc (YD Qque

ha cido enpleada como modelo de estudico en ruestro laboratorio.

En el reparte antez mencicnado, se utilizearon altazs
multiplicidades de infeccidh (mas de 100 particulasz virales
infecciozaz por c€lula). En huestro caso, hicimez varicos pazes
consecutivos (entre 9 y 13 paszes) de las preparaciongs virales
concentrandoe, en cada pase, el virus ocbtenido, con
polietilenglicol (FEG). Debido & que ectas cepasz no crecieran tan
pien en el laboratorio, nunca pudinos obgener laz moi que

reportaron como nececarias (>100) para la generacidn de ecte tipo

‘de variantes gendmicas in vitro (37). Las mo: utlizadas, en el

cazo del -viruz YM siempre fuercn menorez de (.4, comn excepcidn de

—

os pazes 8 y 10 que fueron de 2,6 y 0,87, respectivamente; en el

caszo de la cepa Wa, las mol no sobrepazaron de 0,3, Aunque



wirlazamno:s ol mencres de 2,46, al analizar &)l RNA viral deé los
lizedos de c€lulas infectades provenientes de cads pace,

gncontranes alounos:s genes rearrealados,

En la figura 4 se muesbra el patron electrofordtice de
deRNA de log péases © y 9 de la cepa YM, v de low pazes 11 v 12 da
la cepa Wa comnparados con el deRNA de la cepa orasinal

respectiva, en los cuales ze pusde cbservar la aparicidn de

[}

segwertos de doRNA adicionales, gensredos en loz pazes 2y 11 d
las cepas YM vy Wa respectivamente y que no se encontraban
presentes en &)l viruzs parental con el que se parbid (silvestre).
Er el caso de la cepa Y ze puede obwervar desde el paze & la
aparicich de tres segmertos adicionales denominedoz A B y L. Por
otro lado tambien se cbserva una dizminucidn de intenzidad del
segmento F. En esta figwa ne se observa €l zegnento 11 de la
cepa Y ya que el gel se corrid en condiciones Que nos
permitieron separar claramsnte loz seamentos de mayor peso
malecular, perc en ninadn case rotamos alteraciohe:s en este

seanarnbo,

En la cepa Wa, a partir del pase 11 se obzervd la

aparicidn de un sesmento adicional (DY v al mismo tiempo se hotd

la disminucicn del sedgmento & de RNA.
Como =e ha menciohado, se obzervd Jue 1oz seanerton - & de

Wa v 9 de Y Ffusron dizsminuyendo en cuncentrac16ﬁ, concomnitante a

la aparicién da zesmertos adicicnales de mayor peso mnolecular,
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Figura 4 .

'.'Elec(rnhroﬁpos de distintos pases de Ym y Wn on geles de poliacrilamide. Los segmentos novmales de dcRNA se
.anumeun del 1 al 11 y los seg se d por las letras A, B, C y D.




lo gque sugerisa fuertenerte que los zeanertos & y 9 estaban siendu
suztituidos por los zegnentoz de mayor tamsfo. Loz seanentos € v
9 codifican pars laz proteinas estructurales VFe vy VFP7,

rezpecl i vamnente.

El lizado de loz pazes 9 vy 11 de YM y Wa, rezpectivamente,
fueron pasades por cultivoz celulares cuatro veces mas corn el
virus corcentrado v sin corcertrar, sin enbaras, aparentemerte
las variantesz gerdmicas que conternian los rearregloz cbservados
no fueron ectables va que el rendimiento de particulas virales
infecciosas fué dismirmyendo poco & poco hasta que no se pudieron
detectar; lo mismo ccurrid cot la cantidad de deRNA preszente en

el lizado,

A partir del pase 11 de la cera YM, en donde el seanento ¥
tabia desaparecido tobalmerde del patrdn electroforétice v la
cantidad de dcRNA total era escasa, intentamos aiclar por ensayo

en place, variantes viralez que contuvieran los genesz

rearreglados pero no pudinos recurerarlas.

Paralelamente 8l intento de obtener en el laboratoria
variantes gendmicas de loz rotavirus Wa y YM, al analizar el
electroferotipo de una coleczidn de cepaz de rotavirus humanos
Qque ‘obituvimoys del Dr Y. Hoshine de loz Institutos Nacionales de
Sxlud de log Eztados Unidos, enconbranoes una cepa de rotavirus
humario (Wa) que contenia un electroferctipo anormal, va que se

11

o

observaban al menoz 4 zegnentoz de dcRNA adicionalezs a lo




encontrados mornalinente (Figura &, carril WaH g0, en este gel
zole e observan doz de ezxtuz: A Yy B, lug otroz doz segmentos
€ran aparentes en geles en log que se sobrecargaba  docRNA
extraldo del lizade viral),. Ademgs,la proporcidh relativa de loz

seginentor de RNA D y 7 (figura S, carriles gt v F1,

respectivamente), =sbaca may disminuida con respecto a los olron

wegmentos, Cabe mnercionar, que esta cepa nos fue enviada como
silvestre, ez decir que, hatzta dunde nosolros sabemes, nunca fus
pasada a altas mol, por lo que panzamos que 1oz rearreglos
cbeervadoz en esta preparacidh se generaron espontdneamente, lado
que esta cepa de rotaviruz Pumano Wa (que llamamcs WaH) parecia
tener laz caracterizticas proplas de laz variantes gencmicas

previamente descritas, decidimos caracterizarla.

Inicialmente, pensando que las variantes que contenian los
aenes rearreglados pudieran ser inestables como aquella:s que
fueton generadas en nuestro laboratorio a partir de lazs cepaz Wa
y YM, se hicieron varios pases consecutivos de esta gpreparacidn

de viruz WaH a mol menores de U, .

Al analizar el dcRNA rezultante de cadq unc de &5£05 pases
(Figura 3-A) encontramoes que el zzamento O empezaba & désaparecer
& bartir del pase cerco (pQ), v que el zeamento 7 r ée velia en el
patrch electruforébice a bartir del primer pazed en zu lugalr, se
encontraban los segmertos sefalados como A y B en la misma
figursa, que aran de mayer pezo molecular, (los otrog segmentos

adicionales tambien se dejaron de cbservar). Este patroh se



marituve constante Jdurante los dos pasez subgecuentez (p2 vy p3,
Figura 9), de marers que los: segnentos adiciornsles A y B
preduninaron sobre lon seguentos Sy 7 en la poblacidn de virus,
La caracterizacidh de la cera WaH se inicid con un lizado
de cé€lulaz infectadaz no clonado, es decir que partines de una
poblacién de viruz que podria conterer varias especies de

variantes,

. rd
Ya que, como ze menciond, los genes rearredladoz se
marituvieron constantes y el rendimiento de particulas infeccicsas
tambaer e mantuve sin disminuir despues de Varios pases,

penzanos que la o las variantes Jue contenian estos rearveglos

Teran lo suficientemente estables para intertar purificarlas,

Pecidimos aizlar, por un enzayo en placx, la o las variantes de
esta cepa de rotavirus que contuvieran los qsres rearvealadoz
cbservados en el patrdn electroforética, partiends de la

preparacidn de viruz correspondiente al pase 3 de la Figura S.A.

Se aislaron un total de 20 placas de virus, de las cuales
o
al analizar su patrdn electrofurdtico, el 90% (18/20) tenia los
genes 5 vy 7 rearregladoz, ya gue estos genes estaban ausentes Y

@n su lugar ze encontraban los zegmentoz A v By el 54 (1/720) de

18z clonss contenia el seamento A en sustitucidh del gere S v la

clona restante contenia un electroferctipe "normal' idehtico a la

cepa Wa =ilvezire.
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Figura 5

A: Patron elec(voforélléo de la cepa Wa H en distintos pases, asl como de las variantes H5 y H57 aisiadas a partir del
pase 3 de WaH. ) '
. B: Patrén electroforético de la Cepa Wa y de las variantes H5 y H57.



Farg contiruar la caracterizacidn ze eligieron dos de las
vatiante: de la cepa WeH de rotaviruz humano aizladas & partir
de la preparacidr del virus original:s una, denominada HS? en la
que los geres By 7 no se observabarm y oen su luaar esteban loz
seunentos Ay By, la obtra, denominada HS, en la que el aene 5

estaba sustitwnda por &l zegnents A (Figura S.B) .

Estas varlantes ze purificarcr tres veces mas en placa
pars azegurar que tie eshuvieran contaminadas con obraz variantes
O Ccan virﬁs silvestre. Ademds, e pasaron 1) veces consecutivas
para azegural que contirnuvaban zlendo estables. En la flgura‘ﬂmﬂ
3@ muestrar los patrones electroforéticos obtemdos finalinente de

stas variantez, en 1oz que e puedse cbzervar Jue Ze Conzelrvaron

las caracteristicas de cada patrdn.

Auraue no se realizd un estudio detallado de la ciné€tica
de creciniento de las variantes HS y H37 v, de la cepa silvestre
en culbives celulares, erncontramos que tenfan un comportamiento
ﬁimilar, en lo que respecta & zu crecimiento, s decir,
inoculande la nizne cantidad de cé€lulas con el mizmo volumen de
lisado de las variantes v de la cera cilvestre, obteniamo: efecto
citopatico en el mizmo tiempo'y el rerdimiertc de particulas

e Lnidades formadoras de

infeccicsas era similar (entre 105 y 10
facos /2 ml)., En base a €uto, concluimes aue las variantes eran

capacey de crecer tan bien como la cepa silvestre vy sin la

necesidad de un viruzs ayudador.



zintetizados correspondian en tamafc & loz geres rearreglados

Imcialmente, decardimoz eztudiar los productos de

Lranzcripcidn de estas varaentes para ver si 1oz mRNA's

[x]

=1 eran Jdel tamanco corresporidients a loz genes que suztituian (5
- ’ . . .
y 7, o come obtra posibialidad i1 ze sintetizaban tanto mRNA's

rearreslados como MRNA's del tamafbo original,

Fara €sto, purificamns particulas virales con una sola

cépzide  de

e

az varianbkes HI y HI7., que tienen la propledad de
sintetizar mRNA‘s utilizaﬁdo coeme templade el doRNA enddgenco
(actavidad de Lranscriptasa), vy sintetizamocs mRNAE en prasercia
de rCTF-F32. Los nRNAz marcados cor P-32 resul tantez fueron
separadog  en asles dezpaturalizartes de afarosé. En la fiaura 6,
ze muestra la autorradicografia de une de estos geles en donde
encontramos que loz mRNAs producidos por laz variantes
corresponden en tamane a loz JdeRNAz respectivow, v que no se
producen mRNAz adicionalez como recsultado de un defecto en la

trangcrxpcxdh, que podria haberze originade durante el rearreglo.

Como se conoce €l tamafio de Lodoz los genes de rotavirus,
en bace a la miaracicn relativa de cada uno de ellos en geles de
poliacrilamida, determinames €l tamano de loz segmertos A y B. be
esta manera, encontramnos que los viriones de la variante HS7
contieren aproximadament€ 2200 pb de dcRNA adicional al del virug

silvestre, lo que indica que los rotavirus tienen la capacidad

. e v R
Fara encapsidar aproximadamente L12% mnee del material gendtico

. . .. A .
recesario para su replicacion y continuan siendo estables.




Fquro 6
RNA! obunidol in vmo & partir de ia ceps W. y de ias variantes NS y H67 La separacién de lol mRNAs se Mm "
Igeles di de ag como se describié. en materiales y métodos.




Fara caracterizer ne: profundanerde & loz geneé resrreslados
Ay B, decadimes estudiar $1 e3toz estaban constituidos
exclusivamente por secuenclas del gene que zustituian o zi eran
estructuras tipo mozaico, como laz observadas con RNA: defectivos
(DX) del virus de influenza (3%a), constiluidas por ecuercias de
duos o maz genes. Fara explorar estas posibilidades ze realizarqn
experinentos de hibridacidn en solucidn, utilizando doRNA
gencomico y mRNA-F3Z provernentes de las variant&s HS, HE7 vy de la
cepa Wa, En este tipo de hibridaciones, el doRNA es
‘desnaturalizado y posteriormente se rematuraliza en presencia de
MmRNA mavcado, los hiberidos marcados resultantes son analizades en

ur gel de poliacrilanida.

La metodologfe utilizads en estos experimentos es3 la misina
qQue han utilizado otros investigadores (22, 23, 3%, para agrupar
a los rotavarus en familiag, de acuerdo a las homolegfas de sus
geﬁeﬂ. En ezte Lipo de'hfbridaciones, un canbls en la migracich o
la desaparicidn de unc de los segmentos indica que la homologla
entre dos genez ho ei total.

Los resultados de gﬁtéa'eXPErimentas dé hibridizacidh se
muestran en la figura 7. Observamcs que el patrdh electroforético
dﬁl dcRNA se conservata snlémenté cuando la hibridizacidn era
entre el mRNA-F32 v el decRNA hondloaos (carriles 2,7,y 123
cuantde ce hibridizd el decRNA da la cepa zilvestre con mRNA-F3Z de

o ) , o, .
la variante H3, ze obzervo un cambio en la migracidn del segmento
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-  Figura 7

Hibridizacién de dcRNA de Wa, H5 y H57 con mRANA - P32 de Wa, HG y HE7, Despudsde la hibridizacién, los hibridos se ’
~ precipitaron y se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida. A.- Tincién con bromuro de etidio.
. 8. Autoradiografia.




E (carral &) y, tantien se cbservd un ceankao en la mgracich de
lot zegnentos 5 y 7, cuando la hibridizacidn ze realizd con
MRNA-F32 de la variante HS7 (carrxi 1) . Por otro lado, cuando la
hibradacidh era entre el HNA de HS y &€l de HH7, em log que la
hica diferencia ez que el segnento B ezta suztituyerdo &l qerms 7

(Fraura SB), encontramoz que solamente e modificaba ] zeamento

7 (carriles 2 y 11), Ya dque en estos experimentos de
hibridacidr no se modificed la movilidad, r ze cbserve la
desaparicidn de ningﬁn otro gene (diferermte a los seanentoz 5y
7) &n el electroaferolipo, cansiderancs ue los segmentos A Y B
cortenian secuercias Frovemientes excluzivamante de los qenes Sy

7, vezpestivanerite,

En baze al tamaho de los agenes rearresladosz, calculamos
que contenian aproximadamente un S04 de RNA adicicnal; por olro
lade, los experimento:r de hibraidacidn sugerian fuertemente que
loz genes rearrealadoz contenfan exclusivamente zecuerciaz del
gene al que suztituian cin embaras aun no sabianos cdmo estaban
eﬁtructuradoﬁ dichos genes. Fara corrobotar si1 ern efecto ¢
contenian una‘pprciéh adicional del misno gene al que sustituian,
cOmo e encontraban organizados estog genez rearreglantes y
definir si €ztos eran concatamercs (come se habia zugerido en
estudios previosz con rotavirus (63)), o z1 =& tratabea de
estruéturaz mosalico come laz descritas en RNAs DI del virus de

»influenza (3%a), decidimos determirar la secusricia rucleohidica

de alaunas regiones de eustos geres,



Laz resicnes 3' y 3 no codificadoras v especislmente las
regiones congsenzo Jde todos loz geanes de rotavirus Son muy
conservedis, por 1o que alaunc: autoresz lac bhan propuesto comos
regicres regulatorias en la transcripcidn v replicacidn del KNA
viral, beszde este punto de vista, decidinos determiver i log

-

sagmerntos rearrealados tantiien las poze{an, i ezt

e

;> S

encontraben &n La mizma posicidn vy si estaban o no duplicadss.

L secuencia nuuleatfdi;a e determired por el método de
Sataer (modi facade parea tranzcriptazsa reversa), watilizande KNS
vairal como templado v los oligonucledtados seroplados que nos
Fermitieran defirir la zecusncia de los extremoz 3 y 8, Pars
determirar la secuencia del extremo ' del gerne 7 vy del seamento
B (gere 7 rerreglacde), se eligieron log oligonucledtidos uk®3 y
uk94 zeflalados en la Figura 2. Estos se diseRaron tomardo coma
bace laz zecuerwiazs de log geres homdlogos en las cepas UK
(boving) (76) v SA11 (simio) (8), en lawy que los Jdltimosz 86 nt
estan muy congervédog, Ya que se descoroce la secuencia del gesne
7 della cepa Wa, Con respectu al gerne %, utilizamos la dnica
secuencia disponitle del segmenté S (cepa bovira RF, 9&), como,
base rara disehar varioz oligonuc}eé&idog utilizados en el ensavo

de secuencia pero, e este cazo, ningunc furcliond,

La secuencia del extreme 3° de loz gerwes 7 de Wa y HS7
resultd cer muy similar a la zecusncia de genes homdﬁoguﬁ
Freviamente reportadas (8, 76). En la Figura 9~F e ancuertrin

“las secuencias determinadas de 10z genes de Wa, HS7 v de los
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C e WAl Uk95 cmmrrnnny
«rrrrramme 1k 94

Uk93 ey

uk93 (1004-1018) ATGACCCTCTATGAGCAC
uk94 (1018-1004) GTGCTCATAGAG@GTCAT

uk95 (926-943) GGACTTTTGAAGCAATGC
wad  (90-71) GCAGCTTCAAAAGAAGTGTT
5! -3
Figurs 8 :

Secuencia y localizacién relativa de los oligonucleo-
tidos utilizados, sobre él gene 9 de la cepa de rotavirus
bovino UK.



Id N .
@eres homologos de las cepas UK y SA11; en esta fidgura, estd como

bace la zecuencik de We y e shoten zolamernte laz Jdiferenciaz de
los  guenez de luws obtras cepas. bLa homoloafa en la regidm 3
analizada (nt 295-1076), de) gene 7 de Wa con respecto al

segmento B de la variasnte HES7 yv a loz aeres homdlogos de lasz

cepas UK y SAll ez de 90X, 334 y 72.24, respectivanents, S
consideraines exclusivanente loz Jltinos 86 nt del gene, la
bumoloafa se ircremerta a 94.2%, 96,54 y 944, respecltivamente. La
homeloada con el gene de SAL1 se evalud sin considerar un total

- ’ . .
de 28 rucledbidos extra que ze encuentran inceriados en este gens

et particular (Figura 7-R).

Fara verificar y exterder esta secusncia, e utilizd el
oligonucledtido uk?s, Que fue disefiade en basze a la secuencia
previamente determirnada corn el oligo uk94 (ver figura 8). Cuando
emprleamos este oliqgo zobre el gene silvestre, la secuseriila que e
abtuvo fue la esperada, comparada con la secuencia conocida del
gere homdﬁogu de la cepa UK y ze encuentra zefalada en la f;guré

9-B.

'Por‘otro lado, cuando e utilizd el'oligo uk9s para
determinar la ﬁecuenﬁla del gere 7 de la variante HS7,
encontranos uﬁa secuencia diferente & la obtemida con el gene
zilvestre que no correspondia a 1a regidh ubicada hacia el
extraens ' al conparar la secuencia obtenida con la del asre
hdmdiugo de la cepa UK, encontramos que habia wuna gran homeloada

cdn 1a regidh comprendida entre los nt 812 y 972 (incluyendo el
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Wa GGCTTTTTATNCTTTTCAGTTGTTG ATG CTC AAG ATG GAT TCT ﬁCN NAG CAG
H57 N

UK A G TC

SAll A A G G G:.C

Wa ATG G....
HS7 NN ....
UK cean
SAll PN
nt 56

Figura 9-A. Secuencia del extremo 5' del gene que codifica
por la proteina NS34 de las cepas Wa,‘UK, SAl11 y de la variante
H57. Solamente se'denotan las diferencias con respecto al gene.
de 1a cepa Wa. N=nt no determinado.
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H57
UK

SA11

Wa
H57

SA1l1

Wa
H57

SAl1
Wa
H57
SAl11
Wa
H57

UK
SAl1

e CTA GTA TAT GAT ATC GAA TCG TTN ATT AGA AAT TTC ATT CAA

«ee. GC ATG CT NG
«eea GC ATG CT ATT A C A T
eees GCT T TG CTA AGA ACT G A TCT
nt 855
GAT TAT GAC AGA ACG TCT TTA ATG TTA AAA GGA CTT TTG AAG CAA
C N . ’
C T AT T G A ACG
A TTA TCCT C TAAAC_ AT
’ . AGATGT

TGC AAC TAT GAA TAT GCA TNT GAG Iﬁg TCACAT- NATNA--AAATATTAACC
N G G

A A T AAT CCC T

AT C A T6 T GI GC A C TTE G A TC % I -

ATgTACACATGACCCTCTATGAGCACAATAGTTAAAAGCNAAC ACNNTCAAAAACCTAAA
A TC

ANN A
T - T6
TG A T - T6

TGGCTATAGGGGCGTTATGTGACC

G
nt 1076
3

Figura 9-B. Secuencia del extremo 3' deligene que codifica
por la proteina NS34 de las cepas Wa, UK, SAll y de la variante
H57. Solamente se denotan las diferencias con respecto al gene
de-la cepa Wa, Las secuencias marcadas, corresponden a 1nserc10nes
en el gene de SA1l, Nent no determ1nado.



coddn de term:nac;dﬂ), por uUnk parte y, entre Joz nt S0y 196,
por la otra (Figura 10-A). Ezte rasultade sugeria fuertenente que
la zecusncia vbLenide correspondia al zilic sdyacente a donde ze

daba el rearveglo,

En ;a figura 10-A se encuentra la secuencia del zeamento B
determinada con €l oligonusledtido ukeS comparada con 1s
secueticla del cere 7 de la cepa UK vy en la figura 10-B, un
eﬁquéma»que itterprets loz resultadoes oblernidos con loz

cligorscledtidos uk9s y wad,

Coms se pusde observar en el esquena v oen base s log datos
de secuencia abbenidos supanencs que &l gsne 7 rearrealado
consiste de una duplicacicn parcial del gene silvestre, en el que
1a primera porcidh comprends los pramercoz 972 nt del gers
silvestre incluyetide el coddn de terminacidh. Cince nucledtides
despues de este coddn, enconbramos una SecUsncie JUe Cortesponde
al extremn 5' a partir del rucledtide 50 del cane silvestres en
el zitio de la duplicacidn se han perdide loz 103 nucledtidos
'terminikles (I73-1076) y los primeros S0 nucledtidos 5°
terminales con respecto al éene gilvestre.

\

Fara cornocer la secyercia del extremcs %' del rearrsglo y

TRV P eTIe A e

A e g e o et 10 e e e T
de In Fepa silvesire, "te dizefid el oliguiuciedtido wad, @ patrtir
de la secuencia del segmentoe B determinada con k93 y azumiendo
que la secuencia complemeriaria a wat ectaba tambrien presente en

el extremo %' : ’ ' .
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H57
UK

HS57
UK

H57
UK

H57
UK

UK

H57
UK

H57
UK

H57
UK

5"

... AA CAA CAA CTG AAT TCA ATT GAC ACN ATT ATT CCC ATN TAT GCC
.o C G A AA A
nt 812
ATN GAT GAT ATC GAA TTG TTN ATT AGA AAT TTT ATT CAA GAT TTT GAC
T CT AT A € A T € A T

AGA ACG TTT TTT ATG TTT --- GGA CTA TTA CGG CAA TGC AAC TAT GAA
A A AAG

TAT GCA TAT GAG TAG TCACA CAGA ANN GGA ACC TCC ATN ATT AAC ACT
A T ...
nt 972

e TGG C GT T T
nt 50

TCT TTT GAA GCT GCA GTT GTT GCT GCC ACT TNA ACA TNA GAA TNA ATG

G CG CT T
GGT ATT CAA TAC GAT TAC AAT GAA GCC ATT TAC -- NAN AGT TAA AAC
T --- ACTG G
NAN NTT TNA TGT GAT TNA TNA CTC T
TAG G GG G T .
: nt 196

30

Figura 10-A. Comparacién de la regién adyacente al sitio
del rearreglo en el gene 7 de la variante HS57 con su homélogo
de la cepa bovina UK. La secuencia nucleotidica, corresponde a
la regién marcada 812-196 del esquema (Fig. 10-B). Los ndmeros
indican las posiciones en el gene de UK; el—codén de terminacién
esta subrayado. N=nt no determinado. ’
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Regitn no codificadors

Regién codificadora

Secuencia determinads del sogmento B

R YN

oligonucleotidos utidizados

1 4o ' 812 50 196 855 1076

Figura 10-B. Esquema de la estructura del gene 7 de la variantg H57..
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Al utilizar este clige Fark primar la secuencis del gere 7
zilvestre logramos obtenier la secuencila que = muestra en la
Figura 9-A. Tambiern en esta figura ze musstra la secuencia
cbtenida & partiv del sene rearredlade o seamnenta Bi zin embargo

sta Ultima se dedujo & Fartir de uhik mezcla de dog ;ecuénczaz,
una de las cuales ya concciamos (agquella determinacs con ukSh
sobre HE7). Ezta mezcla de do:= secuencias se produje a lo largoe
de 50 hucledbides va que~g1‘01190nucleéindm wad h;bridxz& cor B
dos regilones complementarias, precentes en el gene rearreglado,
comprerwidas &n 1oz nt 21-%0 vy 25 & 44 nt despuss del coddn de

e o - . . .
termnacion. Estas regiones ce assquematizan en la figura 10-R,

Al comparar la regidn de 56 nt del extremc 5' del aete 7
de Wa con trespecto &l zegmento B de la variante H37 yv & loz genes
homdlogoe de laz cepas UK y SALL (Figura 9-A), resultd haber una

homoleaia de 96.%%, F4.6% y 92.8Y%, respectivamente.

La secusncia determinada con los olxgunuclgétidos,uk94
(figura I-B) vy uk95/wad (fiaura 1U-A), sobre el gene 7
renrréglado nos permitid cbservar que la hvmologfa exi1gtente
entre lags secuencias dupltcadaz'en el gene 7 reafreeladn
({zeamento B) (nt 855 a ¥72), ez de 0%, zimilar a la exiztente

-l g i

ertré genes homdloaos de distintas ceras; aque es de €4-92% (77).



\
?
H
§
H

Bt

En loz ensayos en 1ot que ubllizamo:s &) ol tgorucledtice
uk?% pars prinar la secuencla del gene resrreglado, este
cligenuciedtide solamerte pramd la sintesis a partir de la rggx&m
adyacente &l sitao del rearreglo y no en la regidn ubicada hacia
el extrems 3 (ver ezquema, figuwra 1U-B), que sabemoz, e
'hwmcﬁoga ya aue, &3 precizamente de esa regidn de dormle se derive
la secuencia de uk%h, Para explicar este hecho, pensamoz que la
secusncia complenantaria & este oligonucledtido en la regich 3¢
del RNA pudvia estar .formande parte de una estructura secundaria,
de maners que rno estaba accezible a hibridar con el
oligorucledtida. Fara corroborar esta bupdtesis, ubilizamos un
proarama desarrcellado por Suker (30), que predice la estructura
secundaria mas estable en moléculas de RNA. El andlisiz de la
estructura secundaria se realizd con la secuencia del gene
completo (con las zecusncias conocidas de los genes hondlegos de
SA11 v LK, &, 76) vy con diferentes regivres aisladas de dicha
secuencia; tambien se utilizaron laz secuencias del extrems 3' de

los gueres 7 de la cepa Wa y de la variante HS7,

El reéulpado del hnél;siﬁ estructural no parecid indicar
algo significativo puesto que, en base a este andlisis, existen
estructuras zecundarias a lo largo de todu el gene, incluyendo
aqu€llas que involucran secughcias complementarias a loz
“O11HERLE 1 edLIdeE " Uked Ty Uke3, aua sl TFlEYon CRpacEE T He T

M . ’ . .
tabridizar con €stos. En baze a este mizmo andlizis, en muchos
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Figura H

Estructura secundaria en'la regién 3' no codifi-
cadora del gene que codifica por 1a protefna NS34 en
‘los virus SA11, Wa, UK y H57. La secuencia del recua-
dro corresponde a una secuencia similar a 1la 3' con-
senso.
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Coson, te obiervd 1a formacicth de urg estructurs securdaris uUE
1velucra los nucledtidos 998 & 1076 del gere y que ze iluztra en

la figura 11.

Er &launoz vairuz de RNA (policvirug y coronavirus) se ba
encontrado que la formacidn de estructuras secundar tas estd
éorrelacionada corn sitios en donde existe una alta frecusncis de
recant inaclon (3, 44a). Nozobros quizimes axplorar =i en‘el Caso
del gere 7 rearreaglado era,v{lida esta observacich, para lo cual
utilizamoz €l mismo programa. No encontramos nihauna estructura
secundaria gue fuera obviamerite responsable de un rearreglo cono

el del zegmento B en la variante HI7.

Laz secuencias consenso de todos log genes de rotavirus en

log extremez %' y 3" (GEGCTTTTAAR. « o ATATHACE, rezspectivamente),

ze han relacionado come posibles sitioeg de reconocimiento para

‘la polimeraza viral en el inicio de la transcripcicdh vy la

replicacidn. Nosotros buscamos estas zecUencias ern regiones
cercanas &l ziti1o del rearreglo para explorar la pozibilidad de

que la polimerasa viral los reconociera en uria parte interna dael

gene, reiniciandoe ahi la sintesiz del RNA viral, y originando ia

duplicacidh parcial del gere. Solamente encontramos 4que existe

un  Sitio con una secuerncia nuy parecida & la zecusrecia 3!

v concanso - (5'- ACATEACE 3') entre los nucledtides 999y 1006, Qi T e

€std ubicada & 27 mb del sitio en donde ocurre el rearredlo, v

forma parts de la estructura secundaria mencironada- anter iormente.
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B ISCUSIUN,.

Se ha reportade la exisztencila de variantes Jde rotavirus

QuE puoneen geners tesrreglados en ailzledos hetuwalez de diztinteas

SEEC &S (3}, 83, 74, 73) incluyerdo bamarme (1%, 28, 63) v cam
resultade de pazez conzeculivos de un rotavirus bovine & altas
nultiplicidades de 1nfeccidn en cultives celulares (37). Este
trabejc dezcribe la generacidh de varianber fendmicas de
rotavirus i vitro v el aislamiento de 2 variantes de la cepa Wa
de robtavitus humarc cdyoﬁ geres 5 y 7 eztdn reérregladus. A pesalr
de cbtener estas variantes, solamente ze determingd la cecuencia
parcial del gens 7 rearreslado, con la cual e hizo un andlizis

de la estructura del rearreglo.

Previamerte, ze habia descrito que los rearregalos
gerimicos de rotavirus se groducian in vitre por pases
consecutivos del virug & altaz mulliplicidades de infeccidh
(me1=100-1000) (37). Nocotros quisines generar rearredlas
ashdmicos de robavirus siguiends el mizms pracedlmlemgo con las
cepas Wa (humana) v YM (porcina). $in entargo, debido a que estas
cepas no crecieron Lan bien en cultivoes celulares, no pudimos
ubteneF las moi que se babian utilizado en el estudic mericionado

pare ‘generar los reartveglos (en nuestrd cazao, siempre fueron

R -V TNT o z,dgAE.EL;NaMpesan-deAjomanterxon..ubsaﬁvamoz.qua‘deﬁpuéﬁuwwwﬁmw,

de varios pazes, COMSNZaron & aparecer  mzamenlos de doRNA

adicionale:z ern los electroferotipos de laz cepas Wa y YM,

desapareciendo, a U vez, an paces pocteriores, loz zegmentos 6 y



W, respectivemente. Loy lizsados correzpondientes & loz pases 7y
11 de YN v Wa rezpectivamerte, L& PRLEION VEL LIRS VECEEZ mas coh el
VP Concentrado y o osin concentrar, pero se ocbservd que el
rerdimiente de particulas 1tnfecoiozas y la cantidad de RNA
Frecente en el liszade dizmiridyeron gradualmnente hasta que ro s

pude debtectar mas virus infecciozo.

Loz resultados del preszente tirabayo o corncuerdan con el
veporte de Hundley (37), ya que laz mol necesarlas para obbener
105. geres rearreglados de las cepas Y y Wa nunca fuercon mayore:s
de 2.6 v, zim embarac, ntan se progujer o, e acuerdo a 1o
antaeriar, aurgue la nol no parece ser la responsable directa en
la generacidn de loz rearregloes, podrla contribuir junto con otro
u otres factoresz, a su formacidh, FPor otro lade, la cantidad
total de partioulaz viralez presantez durante la infeccich of
parece influir en la formacich de los rearvegloz gendmicosz, ya
que, nuchaz cepas de rotavirus que han sido pazadas por cultivosz
celulares en el laboratorico por mucho tienpo, ro harn sufrido
modificaciones e =us 9erwes, y la diferencia con este trabeoo e
que estasz ceFas, en rmngdh caso son concentradaz para la
infeccidn. - Durante una infﬁccidh por rotaviruz, alfededor del
0% de laz rarticulaz viralesz producidas son no infecciosas  (40),
por 1o que el 1rdeule concentrade utilizada en la infeccidn
contiarne una grian proporcidn de partfculas no infecciosas R p—
daefecltivaz, que pueden eziat interviniendeo en la [enstracidn de

log rearrealos,
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Las variantes geru.‘flnxca'-:. Hque conternyat geres rearreglados

producidoes 8 peirtir de laz cepaz Wa vy YM (penes & y 9

respectivamnente) fuerorn 1imestables va jue, dezpuez de varioz
FREEE, dxsminuyé’ el rendimiento de particulas infecciosas
viralez hazpa que no e pudierorn detectar, Existe la posibilidad
diz que exztor genes rearreslado: hubireran gsrdido la capacidad de
encapzidarse o qQue, cone resultado del rearreglo, =e hava
nodificade =4 marco de lectura lcome ha zide descrito pata otraz
variantes gercimicaz, 37) afectande la furiomalidad yv/o la
estructura de la protelna. En particular, en las var:antés.
obhtemdas a partir Jde Yl v Wa, loz genes rearrealados sustitulan
& GeRNeT ue cud1f1c§n patra prﬁtefnaz eﬁtructurales,.lo cual ez
inportante porque, en este caso, una modificacidn en la proteina

rpuede afectar la sstructura del virys y zu viabilidad,.

Contrariamente a lo que ocurrid com las variantes de las
cephs Wa v Y que obtuvinog i1nicialmente, con la cepa WaH no ze
perdic la infectividad v el rendimiento de virus se marituvo
durante varlos pases consecublvos aun cuardo la corcerbracich de
loz geres 5 v 7 disminuyd paulatinamente, mientras que los
sigm,ntos A y B predominaron en la poblacidi, Algunoz sesnentos
adic:oniles ce observaron zolamente en algunos pazes Fero despueas

dezaparecieron del patrdh electroforético.

ey e - e s o - ; © e s A i DR
Ern un estudio realizado con variantes varales gque poae{an_
genes rearrealados se obzervd wna mayor rrecusncia de aizlamiento

de virus reasociantes (resultarites de umd coinfeccidn con dos
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CeFas de rolaviruz) que contenian Qsnes rearkegladoa (32), ademés

se cheervd que loz geres que codifican para las proteinas NSS3 y
.o ’. . -

NS34  (homoleogoez & loz aenez 5 y 7 de Wa), ode log cuales odlo el

.
ultime ezlaba rearvegladoe, segregaron jJuntos en una alta

FrOpcr s Lon s enta observacidh coancide con el heche de que el
F07% de lag clonas de WaH que e recuperaran en este trabajo

tieren el electroferctipe de HE7.

Tomarge juntos estos dakos, parecsria que alaunos  qenes

rearreglados  sor mé: facilnente encapsidablez y que los geres

rormales son sysztituidos vy desplazad dentro de la poblacion

viral, porque squellos, ur@ vez que e asherat, predomina sobre
los geres normales. Sin embarao, en este trabajo, tanmbien s=
etcontrd que alauncs seamentos rearveslades de la cepa WaH,
estuvieron presentes en la poblac;dﬁ de marera tranzitoria, lo
cual pudo debersze a que estoz tegnenkos cortenian aladn defecto
que los nzo inestables en lasz condiciones de infeccidhn

utilizadsz en el laboratoric.

Fara explicar la prezencia de loz segmentoes A y E en el R L
electroferotipo de la cepa WaH teniamos varias ﬁosibilidadea: ).

que estos seamentos representaran genes funcicnales, a pecar de

esbar rearredlacdoz, vy que susg marcos de lectura no estuvieran

modi ficados; b)) queﬂlué,gegmantos A vy B tuvaeran modificados, SUS. s i
marcoz de lectura (come ze ha abserv#do en otroz caszog), pero que

las protefnas codificadas por ellos fueran funcionales al ne

requerir una estructura muy rigida, va que ambaz son protefhnas no 7



structuwrales; v, €) que le cegmentos A v B fueran defectives y
que requirieran protelna: funcionalez para Su repliceacich, par 1o
tarnto los geres rormnales deter {an @star precentes er la poblacich
&t ndy bala propurc;éﬁ, auh cuahde Mo De detectararn, Coms Qourte

con particulas defectivas (£4).

El andlisizs de las dos prunsras posibalidades requeria de
la abtencid del KNA gendmica viral y de las proteinas
provenientes de células infectadas cuon variantes 3ue cortuvieran
los segmentos‘anormales en sustitucidn de los genes silvestres.
Fara llevar a cabo ese andliciz, debiamoz purificar en placa
dichas variantez, lo cual serviria, & su vez, Para aralizar =1 en
efecto loz szaygmentoz A y B eran defectivoz, En ezte trabajo,
sr1zlance varilantez de rotavirus & parkir de la cera WaH coriainal
no clorada, en la que se apreciaba un patrdn electrofordtica con
loz zegmertoz A'y B en sustitucidn de 1oz senes Sy 73 el
aislamienta y purificacxéh tres veoes en placa de las variantes
HS y HES7 confairmd que loz zegmentoz A y B no requerfan de un
virus ayudador (si1lvestre) para replilcarczce, por lo que ze
concluyd que estas variantes no eran defectivas. El andlisis
Fosterior de los geneﬁ rearreglados ﬁcirealjzé con ectas

vatiantes puras.

ceesencir e B lOS rotavirus, los mRNAS con colineares con la  cadena s

de polaridad (+) del deRNA v e producen a partir de particulas

csubviralez que contienen el deRNA aendhicoe v las protefmaz VEI,

VP2, VP3y  VPE (14, 46, 49). Hazta ahora, no e zabe i existen



secuencine utilizadas como. zefales de inicic y/o termrnmcion de
rd . ’

la Lranscripcion en 1l caudens (<) del RNA genomico, aurmue se ha

sugerido que las secuenclas 'y 3 consenso de todos log qereg

de totaviruz pudieran tener ezte:s funciornes (33),

Nosotros quisinozs analizar =i existia algun defecto en la
tranzcvlpc:éﬁ, quiza por modificacidn de las secusncias
importantes en el proceszo, Jde los gernes rearredlados de laz
veriantes HS y HS7, wtilizarndo para ello particulaz con actividad
de transcriptacza, E1 Heﬁho de ercontrar. especies de mRNA: de
menor Lamabio, podrfa haber indicado que las senales de inlcio y/o
terminacidn de la tranzcripaidh se encontratan duglicadas en la
rarte interns del gene. El Lamaric de loz mRNAz provenientes de
Loz genes rearreuwladosz fue similar al de losz segnentoz de deRNA
de los que proventan y ho ze encontraron nfkNAz de otroz tamafios
provenientes de log micsmoes segmentos A y B, ni ciquiera en

Fequehiae Proporciohes,

Considerande los tamanos relativos de los segnemrtos A y B
con respecto a loz genes 5 y 7, ze determind que la variante HS7
tenfas 2200 pb axtra, es decir, aproximadamente 12% mas KNA que 1a

cepa cilvestre y in embargo esta variante ez viable y estable,

‘lo que cugigre que existe cierto grado de flexibilidad en las

rarticulas de rotavinus, .que le perniten encapsidar mas JcRNA del

necesario a pesar de ser un virus icesahddrico. Este hecho parece



zer parlicular Jde loz rotavirus ya que, generalmenie en log virus
’ . . -—
1cozahedrico: existan restricciones & el tamaific del gencma para

qQue pueda ter encerpzidado (3%&).

La hibridacidn RNA-RNA se ha utilizade en diztintos

studics (22, 23, %) para ectablecer homoloaiaz entre RNAz de
distintas cepas de rotaviruz. En este sstudio, esta metodologfa
e utilizd para determinar la homoloais de log seamentos A y B
con el resto de geres QG la cepa Wa com el vlijeto de vérificar [
1oz teamantos A v B contenian exclusivamente secusrcias de los !
aenes Sy 7 reszpectaivamente., Loz resultados de estoz
experinentas swalrieron que =1 zeamenta A contenia excluzivamente
secuehciaz del gere S5, va que la hibridacidn entre loc zeamentos
de RNA de la variarle HY con loz de la cepa zilvestre solamente
afectaron la movalidad o la prezencia de estos 2 cegmentos; zi el
segmenta A tuviera zecuencias de otro zeanento, diferente a1l 5, o
el segmentc A hibridaria con ese otro segmento, modificardo asi
la movilidad de ezte Gltimo, lo que no ocurria, Una observacich

gimilar resultd cuasrdo se hibwridd RNA derivado de la cepa

zilvestre con RNA de la variante HS7 y e campara la movilidad

v/0 sparicidn del segmento B y. del gene 7. ) i

Con eztozs resultados concluimozs A) que lazs variantez HS y
H57 representar -virus viables, ro defectivos, ya que. aln despues e ]
‘de trez purificaciones en placa mamtuvieron su infectividad y

crecimiento, B) que log segmento: rearreglantes A y B furnzionaban

como tenplados para la transcripcién dé mRNA's cuyo tamano




.8l varuz zilvestre. .

!
correspondia &8l del RNA del que zé deraivaban y, €) por las

hibridizecicones zablamez que estor gerers rearredladez conterian
exclusivamente zecuencias del gene &l gque sustituian .y ro
pareciar cer estructuras Mosaico Jue comlbuviesen tecuencias de

otroz gehes virales,

Hin embargo, alin no conecfano: cual era el mecanismo For el
cusal estoz genes rearreslantes zonm capaces de zustituir de [UE]
marzra Furncional al gere cilvestre. Una de las fmrmas‘en laz que
inbentamos explicar este ferdmeno,  fue & Lr#véé de estudiar laz
proteihas que sintetizaban estas var iantes durante una 1nfeccidh
de célulaz en cultivao, conparandolas con las proteinas
sintetizadas por el virus silvestres en eztoz expzrimentos,
intentamoz i1dentificar dichas proteinas por zu migracidn er geles
de poliacrilamda. Desafurtunadanente no fulnes capaces de
ablener une respuesta clara en ezte tipo de experimentos ya que
ararentenente las variantez estudiadaz no con eficientez en
"ppagar” la sintesic de proteinas de la céluls (a Jdiferencia de
la cepa silvestre) v por lo tanto las proteinaz &elulares no
permiten distinguir clarqmente & laz proteinaz virales. No
sabemos si este efecto sobre la sittesi: de proteinas tenga
dlgun; relacion con la vlru;encia de eztas variantes pero, i]
menos en cultivos celulares, ambas ze compbrtan de manera similar

v, S It A W L A AR b G TR XA P S e RStk e aaa



Loz resultados de laz hibridizaciones sugerian que loz
zegmerdtos A y B contenian excluzivemenle secuenciaz de lus geres
Sy 7 respectavanente v, por otro lads, el tamanco de los mRNAzZ

provernertes de estoz gsnes suget fan Jue, én cazno de que lasz
secuanclas de los extremo:s actuaran como  sefRalez de imicio o
Cterminecicn de la branscripeidh (como ze ha suserido, 3%), eztas
no ze encontraban duplicadacs o ro eran funcionale:z en los asnez A
y B. De esta manera, decidinos determinar la zecuencia de log
extremos ' vy 3' vy del sitao en dunde ce daba el rearrealo o
Yeorcatenerizacidn® del zeamerto B y estudiar =i las zecuercias

ohe los extremos estaban o no duplicadasz.

Los eligorucledtides utilizados para secusnciar el extremc
A del gene B ze eligieron considerands redgiones muy conservadas
(Qltimos 84 nt del gene), de loz genes homdloans de laz cepas UK
(76) vy GA11 (&), va que la secuencia de los gerez 8 v 7 da la
cepa Wa se GEEthUCEN.lPGr obre lado, la secusncia del extremo S
se determing con un oligonucleéiido que =ze eliwid a partir de la
SeCuWencla que determinamas‘del gitio adyacenﬁe wl zitid de
concatamerizacidr en el gene 7 de HS57, vy que fued deducida con el

oligonucledtido uk9S.

En lo que resrpecta al gere 5 rearreglado, se eligieron
brga oligonucledtidos tumando cono base wna sola secusncisa
Frreviamente reportada (9a), con los cualez se intento determinar
la regzoh 3 no cedificadora del segmento A. Nangune de Loz tres

oligonucleétxdus fueron capaces de primar la secuencia del gene



o de su Iresrrealol no zabemoz w1 fue por prezencis de estructuras
cacundarins gimilares & laz descritas cuando ¢ probd el
ollgonucledﬁldo ubk?h corm el zZegmento B cﬁ ForQue s hay
' ”’ et . .
conzervacion en la region correspordiente a dichos
¢ .
cligormclectidoz ertre lasz cepaz RF v Wa . bebado a que e genes
’ .
homsloaos, las reguiones no codificadoras sze encuentrar muy
conzervadas (51, 77), penzamcs que la primera explicacidh es mac

Frobabl e,

En el esqﬁeﬁa da la f;gu?a 10-8  precentancz un resumner Jde
loz resulbeados que ubﬁuv1moa al secusmciar cierbtazs reajorez del
reatrreale B conpardndola con el qene al que sustituye,
Aparertenente, en baze a la zecuskcia determinada v al tamario del
agene, este rearrealo ez el resultade de la durlicacidh rarcial
del gene 7, en &l que e han perdide loz Jltimez 102 ruc legados
d' terminales del primer gene v los primeros 50 nuciedﬁidos =

terminalez de la sesunda copila,

Aursue no pudinos analizar la protefna codificada por ecte
gene en células infectadas con la variante HS7, suponemoé que
codi fica por una proteina similar & la zilvestre porque el coddh
de terminacich se conserva en la m{sma posicidn que en el gene
silvestre de la cepa WK, Ec poco probable que este agene codifique
por una segunda protelna, derivada de la regich cuqifxcadorl
duplicada hacia el extremoe 3', porque zolamente e produce un
WRNA & partir de ese gerne v €l marco de lectuwra ubicado hacira el

extrems 3' se encuentra alterado con resfpecto al =i1lvestre.



tie encontrd que 18 zecuencie del extrems 3' (ncluyendo
los dltamoz 221 nt del gerne), en el seamento B v en el gerne 7 de
la cerpa Wa ze encuentrarn conservados (07 homdﬂugos); Yy & U Ve
difieren un, poco mds corn respecto & los 9enes equaivalentes de laz
cepaz UK y SA11 (8% y 72,85, rezspectivamente). S1 tomamos em
cuehta loz  primeros S0y los Jdltimes &6 rt del gene, la
homelogafa enbre loz genes de laz diztinhas cepss varia de #21 &

o s
Dha e

Er varus oo geroma segnentado deben existir secuenslas
conunes  en todos los genez que lous caracterizan como geﬁes
viralesz en el procezc de encarsidacidn vy, cecuenciaz particulares
de cada aere que lo hace Jdiferente del resto, de maners quUE wha
particula varal infecciosa conbtiene una sola moldcula de cada
zsegnerto. Eztas “catracterizticas propias’ de cada cegnento, e el
cago del gene 7 de rotavirus, podrian estar incluidas en lag
regicres =30 y 992~1076 puszto que en loz genez analizados en
este trabajn, estas rediones se encusntran altamante conservadasz,
principalnente 1a regidh 3' (94-96% de homologia) y‘son diztintoz
& sy vez‘de las secuencias 5' v 3' terminales de otros geneus, cohn
excepcxdﬁkde las zecuehclaz conzenzo de 10 y 8 nt (situadasz en
los extremos %' y 3' respectivamente). En log genes 11 de
distintaz cepaz de rotavirus exizte una homelosia mayor de 88 y
D4% en las regiones §' y I terminales (1-32 y &£34-667 nt),
rezpectivamente (51) y con dichintas & zu vez de las resiones

terminales del gune 7.



Kecientemnzrte, se ha realizado la caracterizacich de
duRNAz defectaves de wy viruz de la fam lia Reoviridas que
produce Lunores en plantaz (WIV) (2) y ze ha establecido que lasz
sefales necesarias para que el RNA se etcapside estdn localizadaz
dentro de los primeros 319 y los Jltimos 205 rnt de la cadena (+)
de una molécula de 2.6 Kb (2, 79). Pﬁdrfa ser puousible que en
rotavarusz, la sefiales de encapszidacidn o, come ce ha sugeride en
abtros estudios, las sefales necssarias an la replicacidn Y/
tranucrmpﬁidﬁ (33) ze en&uentren eﬁ laz regiones que estah

altamente conzervadaz en el aene.

La estructura del gene 7 de la variante HS7, determinada
en ezte Lrabajo, pozee laz caracteristicas que tieren enm comdn
los genes rearrealados estudiadoz hazta ahora, ez decir, el sitic
de insercidn se encuentra a 5 nt despues del coddn de
terminacidn: tambien, ez noteble que las secuenczias de loz
extremos no ze repiter en el zitio de concabamerizacidn de dichoz
aenes;  probablemente, la posicidn de estasz zecuencias en lus
aenes de rotaviruz zea muy importante en algln proceso durante la
replicacidn viral, » :

En Laze a la gecuencia deducida del segmento B, =e =abe
qQue el ollgonucledlxdo uk9s tiene al mencs 2 sitiés
compE lemnentarios a 1o largo del qene, zirn enbargo, scolamznte ure
de elloz estuvo accesible a hibridar con el oligonucledtide

. rd N . ’ . .
cuardo se realizd la cecuencias aquel gque corresponde al sitio



adyacente & donde ocurve el rearreslo. Lé regidn complenentiris &
uk?S localizada hacie €l extremo 3' no hibridd con él, 1o cual
parecia 1ndicar que diche secuencia estabe involucrada en alauna
estructura muy estable, que le inpedia 1nteraccxomaf o €l
clhigmwcledtide, Fara tuscar esta posible estructura secundaria,
se utilizd un programa desarrollade por Suker (80), que predice
la estructura secundaria maz estable. Aralizanos, las secusnciaz
'de los geres 7 de  las cepaz UK (7€) vy SAlL (&), asi cumﬁ las
zecuencias de los oene:s de Wa y de la variante HI7, reportadas
e el prezente trabajo. En la mayoria de loz casos analizados,.se

-1076, en

encontrd una estructura que incluye los macledbidos 59
la gque no esta incluida la secuerntia conplenentaria a ukds, perc
que podr{a eztarvinterfiraendu con la elongacich de la cadena
cuande se utiliza ezte oligonucledtids en el ensayo de
secusncias obra posibilidad es que el oliso uk?d ho hayva
hibfidado porque ze forme otra estructura que no e aparente con
el programa emplemdo, pero que exista en solucidh por el
equilibric dirdmice de la moldoula de KNA.
i

Cabe mentionar que una secuencia similar & la 3' conzenzo
.'>do los .genas de rotavirus (ACATGACC, Figura 11) esta formando
‘parte de la estructura secundaria mencionada, entre log
ﬁucled%idos @99 y 1006, =in anbargo, no entendenos cual es el

s1gni ficado de exte hallazao,



En el virus WV (con dgeromna seamnsntado de deRNA) exasten
€lructuras secundar ik er el extremo 3' de slgunos de SUE penes
I

que Farecen estar involucrade: €n la regulacidh de la traduccidh

de

(7%), mientras gus en el virus L-A de levadura, la formacidh
e estructura secundaria gue ivelucrs las dlbimes 30 bazes del
exbreno 3' parece ser imporbante pars una replicacidn opbimi
(produccicn de deRNA a partir de mRNA) del templado (21). La
Fure1on que pudiers berer esta pozible eztructura secundaria en

el gene 7 de rotavirus zg desconoce,

3

arteslado

g

El fenduern por el gque ze producen 9enes +

5

rodria estar stUcediends continuamerte y de marera favorable en
alguros fenes, durante el cicle de replicacidn del virus, v sin
emnbarge to son detectados & menocs que sSe produzica un rearrealo
que berga venbajas zelectivaz en el medic anbiente en Jue e

Y oduce, o éjemplo, que resulte mas facilmente encapsidable y/o
teplicable, tal comne ccurre con los RNAS defechivos (B%a). El
cantrao eh unk de las condicichnes que mantienery €] equilibric de
la poblacidn viral pusde influir en el sooresresiments de los
‘QEWEQ rearraeglados que rormalmente no e detectan rero qué puedsn
‘estar presentez en la poblacidh. El estado inmune del hﬁé%ped ¥
la cantidad total de partf&ulaﬁ'viraleﬁ Fresentes durante la
infeccidh & han reconocido come factores que afectan €l
equirlibrio de una poblacidhn de virus de RNA gpara el surgimento

de trearregloz qendmicos y de nudevas variantes virales (35, 7ia).



Tambiaer se ha victo gque estos dos factore:s intervieren en la

gererazion de rearreglos gendnacos en robavirus (19, 37,

Farea w4z los aenes rearredqlados sobrecrercan & loz gerws

Thormales, es hecesario gue tendaln uha veritaos zelectiva en el

medlo et que =& producer. Considerands que existen Lecusmcias
duplicadaz en log 9snez rearrealados, podris suceder que las
cefiules mecesariasz en la encapsidacicn e ercuentren a citios
chhetantez de los extremos, y por 1o tapbo astarian duplicadas en
loz genec rearreglades, favorsciendo asi la encapsidaczgn‘d&
Ezhos. Em oun virus de levedura (virus LA) corn gstona seamerd.acds
de deRNA,  se encontld gue algunas secuencias recesarias en la
encapzidacich v en €l lricic de la replicacidh ze local 1zan

apr csbinadamente & 400 b del extremo &' (2). La presencia de

SEDIASHCIE Floaz en AT en genes 11 d

g

(R

i

=i

w
t

epas de patrones
1 " .

corto v supercorto (51, &U), arcladas de 1nfecciones naturales,

pusde zer una ventaga selecbiva para sohon robavirus en esas

corniiciongs.

A traveés del estudic de variante: de rotavirus que pozeen

‘geres rearrealadus, se ha encontrado que los denes B (Y, Dr,

Pereira, resultados ne publicadozg), 11 (38, &3, 63; 75, 74, &7),

y €l que cudifica para la protefna NS34 (63) zoh los que con maz

frecuencia se han detectado en variantes viables, pero tambichn se

han observado rearredlos en log genezs 8 y 10 (38), qua codi facarn
Fara proteinas no estructurales y loz gehes & (&3, presente

trabajo) vy 9 (prezente trabajo), aue codifican para proteflnes



estructural es; aungue en &stoz dos Gliinoes casos, no 2e arslaran
vatriante:s viabler que 1oz conbuvierar, por 1o que e dedugo [ue

los gene: reartreglado: no eran funcioralesz,

Durante los diztintos pases de la cepa Wab, aparecieron
algures geres rearveglados que desaparecieron posteriormenrte y.
pat la concertrasidn relativa de los I gegméntoa e dcRNA,
parecian proverar del gere 53 esto hace pensar que solamente
alaunvs rearreales son estables, 1ndepend:enteménte del gene del
que provetwan, codifigque o no p&r una proteina estructurals
persans:s que, mas baet, la presencia y &l zobrecrecimento de un
gene rearvealade en la poblacidn viral depende de su
Funciaralidad v o de la proteina por la gue codifigue. Sin
embatge, cabe mercionar que, hasta ahora, ho se ha refpcrtado el
alizlamiente d2 varlantes de robavirus viablez qua posean ganes Jde

proteirnas estructuralez rearteglados,

Johnzon (40) he reportads que los geres de rotavirus estén
zujetos & mecaraumnes de cartrel a distintos riveless aszi, ha
denostrado que algunos geﬁeﬁ e replicarn maz due otros,vlo cual
es-un indicio de su capacidad para encapsidarce. Entre los gehts
que we replican &n mayol proparciéh.si ercuentran los'que
codifican para proteinas estructurales (excepto el que codifica
pura VP?), y los que codifican para las proteinas NS34 y NSZ6
{(genes 7, 8§ o 9, dependiendo de la cepa, y 11, respectivamente),
infiriendo, por lo tanto, que €stos s encuentran de mavers

predominanite en particulas virales mo infecciosas. Como va ze



drzcubad, loz @ene: reatregladon podriar ser mES F&C1 lnerte
replicables y/o encap:sidables vy, PoOr ez& razdh, sun CaFaces de

predomirar en la poblacidn viral.

El mecarnzmoe por el que ze generan los rearrealos
RENcNeos en rotaviruz no estd clare, zin embarac, PUdiera cer um
mecarncno de "copy-cholce” come €l que ze ha descrito para
poliovirus (43) vy coranavivruez (5, H0) (anboz 0N vIFUWE COn Qenome
de RNA), en el que la polimerasa viral detiene su sintesis en
cierte momerto, debide &n alsunc: caszos & estructuras secutidariasz
(B), v cambia & otra mol€cula gue tambien utiliza como templado,
Bunque no exista homologia en eze zitic entre log doz benplados
(43). L& formacich de geres rearreglado: en rotavirus pudiera
ser un defecto en la replicacion del geroms e &l que la
wolinerasa viral detiene zu sintesiz y "zalta" para rewniciar.
eobte &l mismo templado o pudiera ser el resultado de un evento
da replicacich en el que 2 moléculas de mRNA del mizme gfehe ce
encapsidan en uha sola particula con actividad de replicasa y de
@lguna mariera ce favorece que amboz zean utilizados parcialmente
cdho templados. A pesar de que te han caracterizado vatios gehnes
rcarreg!adoﬁ funcionales de rotavirus y se cornoce su estructura,
ho se ha podido deducir, en base a ella, el mecanizmo de su
‘formacior, lo cual seria de gran utilidad para conccer cémo se
réplica el éenoma de lus rotaviruz. De acuerde &l ezquens de la
figura 3-B, lo: rearreglos de rotavirus podrian cer el resultado
de un mecarizmo tipo "copy choice" o de un rearrealo gendmico

comFle)o que pudo OCUrrIr en Varios pasos,



1/[’ '

A '*o
A

Compar&nde distinlos genes 11 rearredlados de cepaéA“dzy
sisladas de la raturaleza, se obzerve que la homolowis entre laz
regiones "duplicadas” de eshos genes variaba entre B0 oy T1% (30,
A, 1. En la conparacich de una reaidh de 122 rucledtidos

D72), Aue &zt "duplicadoz" en €]l seamerdto B de la variante

H57, =e cbservd una homologfia de H0% eﬁté resul tadoe hace penzar
que la regidn duplicada ubicada hacia el exbrenc 8; suporta e
cambiies de nucledtidos Forque puede. ser no funcaicornal, lo cual se
ha obwervado eﬁ 6tr05 virug de RNA (35,'49). Sin embargo eéte
hecho estaria en desacuerdo con reportes previve en los que ze
demostrdﬂ por eztudios con loz qerez 4, 6 y 9, gus los rotavirus
=Z0M gené@icamente estables tarto en cultiveos celulares (3a), come
en la nabturaleza (23a). A pezar de loz canbios menciohados, es
notatble que los dltimos 86 nt cohservan una honolegaia muy alta
(NEs de 94%), ertre laz cebaz de rotaviruz de distinto origen,
por lo Que Fensamoz que esta regidh Fuede terer ura funcich muy

importante durante la replicacich del viruz.

Recientemehte, Nuttal (60) y Mateui (51) reportaron la
secuencis de genes homdloges al gane 11 en cepas de patroh corto
(RVG v D5-1) y supercorto (B37 vy 69M), en laz cuale:s :te obseer,

- . ’ ] .
una cosa ho vista anles en rarnain gene deé rotaviruz: existe una
regidn 3' ne codificadora muy extersa de 18¥ y 322 nt en cepas de
patrdh corto v supercorta, respectivamente. Ectazs zecuercias
podr{an zer parte de otro gene de rotavirus; aurque tambien

exi1zie la pozibilidad de que estos genes de rotavirus sean el



recultade de un procesy de recombinacicn entre loz rotavirus Y
zecURnClE: Jd€ un crigen diztinte; alauncz eremplos de este
fercineno son:

1). Ura resicdh del mRNA-2 del viruz de hepatitisz de ratoh, que
pertenaece n} arupo de Ccorohavirus, contiens una aran homologia
con el gene HA-1 del virus de influenza C, ror lo que =ze planted
ur evento de recombiracich no homiloga ertre loz dos viruz, va
que ainboi puzden infectar €l mi=mo tipo de cé€lulas en la
naturaleza (49, !

2)e La hemologfa e#iﬁtente entre aloguras regiones del gercna aei
virus de Encefalitiz Equina Jdel Gezte (WEEV) con rezpecto al
virusz Sindbas y &l virus de Encefalitiz Equana del Eszte (EEEV),
ahbos de la mizma Familia parc que gredominin en regiones
gecaraficas diferentes, tambien ocasiond gque ce le considerara a
WEEV  como un viruz recombinante (33) vy, finalmente,

). Se han encontradoe RNAs defectivos del virus Sindbis que

contieren secuenciaz cazi idehticas al tRNA-Azp celular (%53a).

La aparicich de rearreglos gerdhicos similares & loz
descritos en el prezente trabajo, solanente ha sido reportada en
los grﬁpos de rotaVirus y de orbivirusz (18), 4ue partanecen a la
micma familia. Existen muchas interrcogantes respecto & los
mecanismos de replicacidn v encapsidacicdh de los rotavirus; el
éstudio y la caracterizacicdn molecular de loz genez rearveglados
de rotavxrua,.incluyendo aquellos que no son ecstables, pudiera

ser dtil para contestar alaunaz de eztaz interrogantes,



ancgus;onéﬁ,

- La generacich de genes rearrealados de rotavirus ity vitro
e andependiente de la mor utilizads, sin enberge, =i parece zet
impor tante la cantidad total de particulas varales.

~ Loz rotavirus Lienen la cepazidad para encapsidar y
replicar pot lo mencs un 124 extra de su material genétxco.

- - Aparentenente sulo alauncs 9enes rearvellados tienen

ventajas .selectivas, bajyo crertay condiciones, scbre los gehes

- La estructura del gere 7 rearreglads 2z similar a la de
coiros genes rearrveglados estudiadoez hasta ahotes consiste de ung
duplxcacxéh rarcial en la que se ha perdido lag reaicnes no
codificadoraz del exbremo 3'de un 9sne vy §' del otro asnes
aparentemente, =dlo una copia es fumcional.

- Laz zecushcies de loz extremoz S y ' de los genes 7 de
digtintas cepas, 1ncluyerde la variante HS7, se arcuentrar muy
conserVa&os. Probablemente, en eztas tegicrnes =& encuentren laz
sahales Necesarias Para sncapsidar estos ganes.

- Con lég datos ablenidos hic ez posible deducir el mecanismw

de gereracidn de los rearreglos,
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