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RESUMEN

Los astrovirus son reconocidos como el segundo agente infeccioso causantes de
gastroenteritis viral en infantes y adultos de todo el mundo. En este trabajo iniciamos la caracterizacion
de una cepa de astrovirus (Yuc-8) nativa de México que fue aislada, adaptada a cultivo celular y
secuenciado completamente su genoma, siendo la primera secuencia completa de este serotipo reportada.
Yuc-8 pertenece al serotipo 8 que ha sido aislado raramente en el mundo y se considera como un serotipo
emergente. Conserva las caracteristicas de organizaciéon genoémica y los motivos que codifican para
proteinas necesarias en la replicacidon de los astrovirus. La generacion de proteinas recombinantes con
secuencias codificantes de Yuc-8, permitieron la obtencién de antisueros que fueron utilizados para
estudiar el procesamiento de las proteinas virales expresadas de manera transitoria, asi como su
localizacién en células infectadas con Yuc-8, por inmunofluorescencia. Asi de esta manera detectamos
dos proteinas derivadas del extremo amino de la regién no estructural, de aproximadamente 18 y 23 kD, y
una proteina de 59 kD, que posiblemente represente el procesamiento de la RNA polimerasa dependiente
de RNA. Por otro lado, se determiné que las proteinas virales se localizan en el citoplasma, en un area
perinuclear, lo que parece confirmar que su replicacion es citoplasmica y que la reactividad de los
antisueros producidos es altamente especifica. Finalmente, Yuc-8 lo hemos considerado como un modelo
de estudio para entender la biologia molecular de los astrovirus y la bisqueda de alternativas para la

prevencion de enfermedades gastrointestinales de tipo viral.




1.1.- Aspectos Generales

1.1.1.- Gastroenteritis Viral

Los principales agentes infecciosos causantes de la gastroenteritis virica en humanos
son los rotavirus, los adenovirus entéricos, los calicivirus y los astrovirus (Wilhelmi y col., 2003).
De todos ellos, los que presentan una mayor relevancia médica en los paises desarrollados son
los rotavirus, debido a la elevada prevalencia de la enfermedad que ocasiona y al impacto
econémico que conlleve su atenciéon (casi dos millones de casos tratados al ano y mas de
200,000 hospitalizaciones anuales). A nivel de los paises en vias de desarrollo las cifras se
multiplican por diez, y las gastroenteritis causadas por rotavirus se consideran como una de las
primeras causas de mortalidad infantil debido a los problemas de deshidratacion, ya que no se

fratan a nivel hospitalario por falta de una infraestructura adecuada.

Los rotavirus son miembros de ia familia Reoviridae, virus icosaédricos de unos 70 nm
de diametro y sin envoltura lipidica. La capside estd compuesta por tres capas proteicas

dispuestas concéntricamente, y su genoma consta de 11 moléculas de RNA bicatenario.

Los adenovirus pertenecen a la familia Adenoviridae. Se trata de virus icosaédricos de
aproximadamente 70 nm de didmetro, sin envoltura lipidica, con un genoma de DNA bicatenario
y con espiculas caracteristicas que sobresalen de su superficie. Los adenovirus entéricos tipo 40

y 41 son especialmente importantes como causantes de gastroenteritis en 1a poblacion infantil.

Los calicivirus pertenecen a la familia Caliciviridae, en la que se agrupan los géneros

Norovirus y Sapovirus. Son virus icosaédricos de aproximadamente 27-40 nm de diametro, sin




envoltura lipidica y con una molécula de RNA monocatenario de polaridad positiva como
genoma. Fueron los primeros agentes viricos asociados a gastroenteritis (Kapikian y col., 1972)
y se consideran la primera causa de brotes de gastroenteritis virales en adultos, aunque no se

puede obviar su prevalencia en nifos.

Los astrovirus, motivo de estudio del presente trabajo, seran descritos con mayor detalle

a continuacion.

1.1.2. Astrovirus: Perspectiva Historica

Los astrovirus fueron identificados por primera vez como agentes infecciosos causantes
de gastroenteritis en el ano 1975 durante la investigacion de un brote de diarrea y vomitos entre
los ninos de una sala de matemidad (Appleton y Higgins, 1975). La observacién al microscopio
electronico de muestras de heces de nifos enfermos, en busca del agente causal puso de
manifiesto la presencia de particulas virales con morfologia distinta a otros virus conocidos hasta
ese momento que se asociaban con gastroenteritis, como los rotavirus o los calicivirus. El
término astrovirus fue propuesto meses mas tarde a su descubrimiento por Madeley y Cosgrove
(1975). El nombre de astrovirus deriva de |la palabra “astron”, que significa estrella en griego, y

hace referencia a su caracteristica estructura estrellada presente en la superficie de la capside.

Un paso importante para un mejor conocimiento de los astrovirus lo dieron Lee y Kurtz
en 1981, cuando consiguieron aislar y propagar con éxito una cepa de astrovirus humano en
células HEK (células embrionarias de rifidon humano). Este hecho permitié el aislamiento y

posterior identificacién de cinco serotipos de astrovirus en 1984 (Kurtz y Lee, 1984), y la



obtencién de anticuerpos monoclonales que han sido utilizados ampliamente como método de
diagnéstico por inmunoensayo (Herrmann y col, 1988; y Herrmann y col., 1990). Posteriormente

se identificaron dos nuevos serotipos (serotipos 6y 7, Lee y Kurtz, 1994).

A partir de la década de los 90 se confirmé la importancia clinica de los astrovirus como
agentes causantes de gastroenteritis en nifos, utlizando principalmente microscopia electrénica
y ensayos inmunoenzimaticos como métodos de diagndstico. A la fecha se han desarrollado
multiples técnicas para la deteccion del acido nucleico de astrovirus, lo cual ha resultado en una
mayor sensibilidad en el diagnéstico. La secuenciacién completa del primer genoma de
astrovirus se consiguié en 1993 (Jiang y col., 1993) y la construccion del primer clon de cDNA
del genoma completo del astrovirus serotipo 1 se realizd en 1997 (Geigenmiilier y col., 1997). En
el 2000, Méndez-Toss y col. Reportaron la caracterizacion molecular de una cepa de astrovirus
perteneciente a un serofipo considerado poco frecuente y que ha sido agrupado como un octavo

serotipo (HAstV-8).

1.2. CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE LOS ASTROVIRUS

1.2.1. Hospederos Naturales

Aparte de tener como hospedero natural al hombre, los astrovirus también se han
asociado etiolégicamente a varias enfermedades en diversas especies de animales que incluyen
tanto mamiferos como aves (Woode y Bridger, 1978; Snodgrass y col., 1979, Williams, 1980;
Hoshino y col., 1981; Shimizu y col., 1990; Englund y col., 2002; y Jonassen y col., 2003). En la
mayoria de las especies, las infecciones por astrovirus afectan al aparato gastrointestinal; sin

embargo, también se han descrito otras enfermedades como la nefritis intersticial aguda, el



retraso del crecimiento en pollos (Imada y col., 1979), la hepatitis en patos (Gough y col., 1984) y
la enfermedad denominada “poult enteritis and mortality sindrome” en pavos (Koci y col.; 2000).
Todas estas enfermedades pueden llegar a causar grandes pérdidas econdémicas para la

industria avicola.

Los astrovirus parecen tener una elevada especificidad de especie, ya que nunca se
han descrito casos de transmisién interespecies, ni de reaccion cruzada utilizando anticuerpos
especfficos entre cepas de astrovirus aisladas de diferentes especies animales (Tzipori y col.,
1981; y Harbour y col., 1987). Sin embargo, estudios filogenéticos realizados con la secuencia
de la proteina de la capside sugieren la posibilidad de que pudieran generarse zoonosis por
astrovirus (Jonassen y col., 2001). Actualmente se postula que la introduccién de los astrovirus
en la poblacién humana fue debida a una Gnica transmisién del virus proveniente de una unica

especie animal (Lukashow y Goudsmit, 2002).

1.2.2. Morfologia y Estructura

Los astrovirus son virus pequehos, sin envoltura lipidica, de simetria icosaédrica y con
un genoma compuesto por una cadena de RNA monocatenario de polaridad positiva. Su
principal caracterfstica morfolégica es su apariencia estrellada. Se considera que tienen un
diametro de 28 nm, aunque puede variar en funcion del origen del virus (heces o cultivo celular),
del método de purificacion y del modo de preparacion de la muestra para su observacion bajo el
microscopio electrénico. Del mismo modo, su caracteristica estructura estrellada sé6lo se observa
en un 10% de los viriones presentes en una preparacién. Estudios de ultraestructura del

astrovirus serotipo 2 realizados por Risco y col. (1995) mostraron que los virus presentan unas




espiculas protuberantes en la superficie, haciendo que el didmetro total del virién alcance los 41 .
nm, mientras que si no se consideran dichas espiculas, el diametro del virién es de unos 30 nm.
Ademas, comprobaron que el tratamiento aicalino de la muestra induce la aparicién de la
morfologia estrellada en los viriones. Posteriores estudios de crioelectromicroscopia
demostraron que las particulas del astrovirus serotipo 1 constan de una capside central de 33
nm de diametro de ia que se proyectan 30 espiculas diméricas que se extienden 5 nm desde la
superficie de la capside dando un rango total de la particula virica de 38-43 nm (Matsui y

Greenberg, 2001a) (Figura 1.1).

Figura 1.1: A: Inmunoelectromicroscopia de astrovirus. B: Reconstruccion
tridimensional del astrovirus serotipo 1 (Yeager; Fields Virology, 4th edition,
2001).

1.2.3. Taxonomia y Clasificacién

Los astrovirus pertenecen a la familia Astroviridae, dentro del subphylum de virus de
RNA monocatenario de polaridad positiva (van Regenmortel y col., 2000). En base al andlisis de
las proteinas y ARNSs sintetizados durante la infeccién de cultivos celulares con astrovirus se
propuso incluirlos en una nueva familia a las descritas hasta ese momento. Posteriormente, en

base a la secuencia del genoma completo de astrovirus, se identificaron ciertos motivos



llamados (ribosomal frameshifting (RES) y el motivo de RNA polimerasa dependiente de RNA,
asi como la ausencia de un dominio de RNA helicasa) (Jiang y col., 1993; Monroe y col., 1993; y
Lewis y col., 1994), que confirmaron su clasificacion como una familia independiente, lo cual ha

sido avalado por el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) en el afio 1995.

Actualmente, la ICTV ha propuesto dos géneros: Mamastrovirus (astrovirus de
mamiferos) y Avastrovirus (astrovirus de aves) dentro de la familia Astroviridae. Los HAstV
pertenecen al género mamastrovirus y hasta la fecha se han descrito 8 serotipos, reconocidos
tanto por su reactividad con sueros como por la secuencia de su proteina estructural. Las

caracteristicas principales de astrovirus humanos se detallan en la Tabla 1.1.

Tabla 1.1: Caracteristicas principales de astrovirus humanos.

Estructura
- Particulas icosaédricas de 38-43 nm de didmetro

- Sin envoltura lipldica

Genoma
- RNA monocatenario de polaridad positiva de 6.8 kb y poliadenilado.
- Organizacién genémica en tres ORFs: ORF1a, ORF 1b (proteinas no
estructurales) y ORF2 (proteinas estructurales).
- Presencia de una sefial de RFS entre ORF1a y ORF1b.
- Faita de dominio de helicasa.
- Utilizacién de un RNA subgendmico de ~ 2.8 kb para la sintesis de
las proteinas estructurales.
- El RNA transfeclado en células CaCO2 y BHK-21 es capaz de
generar particulas virales infecciosas.
Replicacion

- Replicacién citoplasmica

- Necesidad de utilizar tripsina para su propagacion en cultivo celular




1.2.4. Propagacion In Vitro en Cultivos Celulares

Dos afos después del descubrimiento de los astrovirus, Lee y Kurtz (1977) demostraron
por inmunofluorescencia gque los astrovirus presentes en las heces de los enfermos eran
capaces de infectar células primarias embrionarias de riidn de origen humano (linea celular
HEK). Sin embargo no fue hasta 1981 que consiguieron propagar el virus en lineas celulares
derivadas de primate (PBK y LLCMK2), tras multiples pases a ciegas en la linea celular HEK y

con la incorporacion de tripsina en el medio de cultivo.

En 1990, Willcocks y col. adaptaron cepas de astrovirus aisladas directamente de heces
a la linea celular intestinal de origen humano CaCo-2, siempre en presencia de tripsina. Hoy en
dia, las dos lineas celulares mas utilizadas para el aislamiento de astrovirus a partir de muestras
fecales de enfermos con gastroenteritis son las lineas de origen humano CaCo-2 y PLC/PRF/5
(Willcocks y col., 1990; Pint6é y col., 1996; y Taylor y col., 1997). Del mismo modo, las lineas

celulares mas utilizadas para su propagaciéon son CaCo-2, LLMCK2, T84 y HT-29.

1.2.5. Replicacién, Transcripcién y Traduccion del Genoma

Los virus de RNA monocatenario de polaridad positiva representan la clase mas grande
de virus presentes en la naturaleza. El genoma de este tipo de virus contiene genes que
codifican para proteinas no estructurales y proteinas estructurales. A pesar del rapido cambio
mutacional, que es tipico en este grupo de virus, las enzimas que intervienen en la replicacion y
transcripcion de sus genomas contienen motivos conservados. Entre estas proteinas estan la

RNA polimerasa dependiente de RNA, RNA helicasa, proteasas de diversos tipos vy

10




metiltransferasas, de las cuales la RNA polimerasa dependiente de RNA es la Unica
universalmente conservada entre los virus de RNA de polaridad positiva. La RNA helicasa
generalmente es codificada por virus de RNA con genomas mayores de 6 kb y su funcion es
desenrollar estructuras de RNA de doble cadena rompiendo puentes de hidrégeno entre las dos
cadenas. Los virus de RNA monocatenario de polaridad positiva expresan todas o parte de sus
proteinas a partir de una poliproteina que es procesada proteoliticamente. Generalmente el
procesamiento de las proteinas de la envoltura del virién esta mediado por proteasas celulares,
mientras que las proteinas no estructurales, y en algunos casos proteinas de la capside, son
procesadas por proteasas codificadas por el propio virus, las cuales pueden ser proteasas de
cisteina 0 serina. Los genes de esas proteinas forman modulos parcialmente conservados de un

gran subgrupo de virus (S. Jane Flint y col 1999).

El esquema de replicacién, transcripcién y traducciéon propuesto para astrovirus deriva
del bien caracterizado modelo de alphavirus, Los astrovirus presentan una organizacion
genomica similar a la de alphavirus los cuales también sintetizan las proteinas estructurales a
partir de un RNA subgendmico (Schlesinger y Schlesinger, 1996); sin embargo, los alphavirus, a

diferencia de los astrovirus, son virus que contienen envoltura lipidica.

A grandes rasgos, tras la entrada del virus en la célula y la desencapsidacion del
genoma, tiene lugar la sintesis de las proteinas no estructurales a partir del genoma viral. Estas
proteinas transcriben el genoma dando lugar a un RNA de polaridad negativa (RNA anti-
genomico) que sirve de molde para la sintesis de nuevos genomas asi como de moléculas de
RNA subgendémico de polaridad positiva que son traducidas para dar lugar a las proteinas

estructurales. EI RNA subgenémico es de aproximadamente 2,500 nucledtidos y tiene las
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siguientes caracteristicas: (1) Una region no traducida en el extremo 5’ de 11 nucleétidos; (If) un
marco de lectura abierto de aproximadamente 2,300 nucleétidos; (lil) una region no traducida de
85 nucledtidos en el extremo 3'; y (IV) una secuencia de poli A en el extremo 3’ (Monroe y col.,

1991).

Tras darse el ensamblaje del genoma, los viriones salen al exterior de la célula para

infectar celulas vecinas.

1.2.6. Organizacién Genémica

El genoma de astrovirus esta compuesto por una molécula de RNA monocatenario de
polaridad positiva de aproximadmente 6.8 kb de longitud y poliadenilado en el extremo 3’ (Matsui
y Greenberg, 2001a). EI RNA gendmico viral es infeccioso, es decir es capaz de producir virus
infecciosos cuando se introduce a células no susceptibles, como la linea celular BHK-21, 6 a
células susceptibles a la infeccién, como la linea celular CaCo-2 (Geigenmdiller y col., 1997).
Este RNA puede ser extraido de particulas virales u obtenerse por transcripcion in vitro a partir
del cDNA de un clon que contiene el genoma completo del virus, Durante el ciclo replicativo de
astrovirus, ademas del RNA gendmico, también se producen moléculas de RNA subgenémico
de aproximadamente 2.8 kb, el cual se utiliza para la sintesis de las proteinas estructurales

(Monroe y col., 1991).
El genoma de astrovirus se organiza en tres marcos de lectura abiertos denominados
ORF1a, ORF1b y ORF2 por sus siglas en inglés “open reading frame” (Monroe y col., 1995).

Los ORF1a y ORF1b codifican para las proteinas no estructurales de! virus, y el ORF2 codifica
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para las proteinas de la cépside a partir del RNA subgendmico mencionado previamente (Figura

1.2 (A)).
A
ARN > 1—6771 AAA 3
Genodmico i .
ARN Subgenomico > aan, 3
ORF1a (2900 nt) e ORF2 (2350 nt)
| Proteasa y otras nsP | ORF1b (1600 nt)|  Proteinas Estructurales |
| amnPolimerasa |
B
nsP1a (920 aa)
N @ [
™ TMTMTMTM PRO 8§28 z
1 Hun Duss Susy IRE 920
nsP1b (519 aa)
) AT, R
VP90 (782 aa)
1 415-416 648-649 707-708 787
: Region | I Regién I| ——'— Regién Il —! Regién IV~

Figura 1.2: (A) Organizacién genémica del HastV-1 (Acc. No. L235183); donde RFS: sefal de ribosomal
frameshifting. (B) Representacién esquematica de los tres ORF destacando los motivos mas
caracteristicos de cada uno de ellos; donde TM: dominio transmembrana; PRO: motivo de proteasa;
HDS: triada catalitica de la proteasa de serina; NLS: secuencia de localizacién nuclear; HVR: region
hipervariable; IRE: epitopo inmunoreactivo; POL: motivo de RNA polimerasa; YGDD: aminoacidos
conservados en el sitio activo de la RNA polimerasa; RB: zona rica en residuos basicos; Regiones | a |V:
regiones variables y conservadas entre serotipos (se explican a detalle en ei texto 1.2.6.3.); Los numeros
indican residuos de aminoacidos.
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El ORF1a esta precedido por una secuencia no traducida {5-UTR) de una longitud de
80-85 bases. En el ORF1a destaca un motivo de proteasa de serina y en el ORF1b un motivo de
RNA polimerasa dependiente de RNA. Entre el ORF1a y el ORF1b existe un sobrelapamiento de
61-73 bases (Figura 1.2 (A)). EI ORF2 codifica para una Unica poliproteina que da lugar a las
diferentes proteinas de la capside una vez que se ha formado el virion. El sobrelapamiento entre
el ORF1b y el ORF2 es de 8 bases (Figura 1.2 (A)). En el extremo 3’ del genoma hay otra

secuencia no traducida (3’-UTR) y una cola de una treintena de adeninas.

1.2.6.1. Poliproteina no estructural del ORF1a

La poliproteina codificada a partir del ORF1a (nsP1a) consta de 920-935 aminoacidos
(Figura 1.2.B). En el extremo amino-terminal de la poliproteina se han identificado varios
dominios con caracteristicas de hélices transmembranales que pueden estar implicados en el
anclaje del complejo de replicacion del RNA viral a membranas celulares (Jiang y col., 1993; y
Jonassen y col., 2003). Todos los virus con genomas de RNA de cadena sencilla con polaridad
positiva (ssARN (+)) conocidos a la fecha se replican asociados a algun tipo de membrana
dentro de la céluia. En la parte central de la poliproteina se encuentra un motivo de proteasa
viral perteneciente al grupo de las proteasas de serina que posee un elevado grado de
homologia con las proteasas de dos virus de la familia Caliciviridae: el virus de la enfermedad
hemorragica del conejo (RHDV, rabbit hemorrhagic disease virus) y el calicivirus felino (Jiang y
col., 1993). La triada catalitica de esta proteasa estd formada por los aminoacidos His461,
Asp489 y Ser551. En el extremo carboxi-terminal se ha identificado la presencia de una posible
senal de localizacién nuclear (NLS) que, aunque su significado biolégico en el ciclo replicativo

de astrovirus no esta claro, podria dirigir el transporte de proteinas virales hacia el nucleo en
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algin momento del ciclo replicativo de astrovirus (Jiang y col., 1993). En esta zona de la
poliproteina también se ha descrito la presencia de un epitopo inmunoreactivo (Matsui y col.,
1993) y de un dominio de muerte (DD, death domain) relacionado con la activacién del proceso
de apoptosis en las celulas infectadas (Guix y col. 2004). Finalmente, cabe destacar la presencia
de una regién hipervariable (HVR) rica en inserciones y delecciones en el extremo carboxi-
terminal y que en un principio se asocié a la adaptacion de astrovirus a determinadas lineas

celulares (Willcocks y col., 1994a).

1.2.6.2. Poliproteina no estructural del ORF1b

El ORF1b codifica para una poliproteina (nsP1b) de entre 515 y 519 aminoacidos
(Figura 1.2 (B)). En esta poliproteina destaca la presencia de un motivo de RNA polimerasa
dependiente de RNA perteneciente al supergrupo |, segun la clasificacion de Koonin (Koonin,
1991), aunque adn no se ha caracterizado por completo. Se ha propuesto que el lugar activo de
esta RNA polimerasa corresponderia a la secuencia aminoacidica YGDD (374-377) altamente
conservada en astrovirus humanos y animales (Carter y Willcocks, 1996). A pesar de que el
ORF1b posee un potencial codon de inicio de traduccidn, aproximadamente 400 nt después del
inicio del ORF, se ha demostrado que la sintesis de la poliproteina tiene lugar tras un fenomeno
de ribosomal frameshifting que se produce en la regiéon de sobrelapamiento entre el ORF1a vy el
ORF1b. De este modo se forma una poliproteina que incluye el ORF1a y el ORF1b (nsP1a/1b)
(Jiang y col., 1993; Marczinke y col., 1994) y que es procesada posteriormente a nsP1b y varias

otras proteinas derivadas de nsP1a
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1.2.6.3. Poliproteina estructural del ORF2

La poliproteina codificada por el ORF2 tiene un tamafo variable seguln el serotipo de
astrovirus que oscila entre 782 y 796 aminoacidos (Figura 1.2.(B)). En un estudio realizado por
Wang y col. (2001), en donde compara la secuencia de varias cepas de astrovirus, la proteina
derivada del ORF2 fue dividida en cuatro regiones. La regioén [, gue abarca la secuencia entre los
aminodacidos 1y 415, es la que esta mas conservada entre todos los serotipos del virus. En esta
region existe una zona rica en residuos basicos (hacia el amino terminal de la proteina) que se
ha relacionado con el empaquetamiento de! RNA virico (Geigenmdiller y col., 2002b). La regién Il
(entre los aminoacidos 416 y 648) presenta un ligero grado de variabilidad entre los diferentes
serotipos mientras que la similitud dentro de cada serotipo es elevada. La regién lll (desde el
residuo 649 al 707) es la zona con mayor grado de variabilidad entre los diferentes serotipos con
presencia de inserciones y/o delecciones. Finalmente, la region IV (desde el residuo 708 al final)

vuelve a presentar un elevado grado de similitud entre todos los serotipos.

1.2.7. Procesamiento Proteolitico de las Poliproteinas

1.2.7.1. Proteinas no estructurales

Los ORF1a y ORF1b se traducen simultaneamente produciendo nsP1a y nsP1ab, la

cual resulta por un fenémeno de ribosomal frame shifting que determina el cambio en el marco

de lectura. Este motivo (RFS) estd compuesto por una secuencia heptanucleotidica (motivo

AsC), que precede al sitio en donde ocurre el cambio de fase sobre el RNA viral y que esta
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localizado al final del ORF1a (Lewis y col., 1996, Lewis y col., 1997 y Marczinke y col., 1994).
Como producto final se expresa una poliproteina de 160 kDa (nsP1ab) que posteriormente es
procesada para generar proteinas mas pequenas, aunque no se conocen los sitios exactos de
procesamiento. Se cree que el procesamiento de la poliproteina codificada por estos ORFs a
proteinas mas pequenas se lleva a cabo principalmente por la proteasa viral, codificada en el
ORF1a, aunque algunas proteasas celulares puedan ser responsables del corte en el extremo

amino para generar [a proteina de 18-20 kD.

Actualmente, el modelo mas aceptado para explicar el procesamiento de las
poliprotefnas nsP1a y nsP1ab de astrovirus humanos es un compendio de resuitados obtenidos
en diferentes laboratorios (Gibson y col, 1998; Willcocks y col., 1999; Geigenmuller y col., 2002a;
Kiang y Matsui, 2002; y Méndez y col.; 2003). Segun este modelo, la poliproteina de 160 kDa se
procesa para dar lugar a una RNA polimerasa dependiente de RNA de 57 kDa (nsP1b) y una
poliproteina de 102 kDa (nsP1a). La proteina nsP1a es posteriormente procesada hasta dar
lugar a cuatro proteinas finales (nsP1a/1, nsP1a/2, nsP1a/3 y nsP1a/4), aunque no se conoce
con exactitud los sitios donde ocurren los cortes (Figura 1.3). De las cuatro protefnas derivadas
de la nsP1a, la nsP1a/3 corresponde a la putativa proteasa viral de unos 28 kDa (Jiang y col.,

1993).
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Figura 1.3: Modelo de procesamiento de la poliprotelna que da tugar a las protefnas no estructurales del virus
(nsP) resultantes de la traduccion del ORF1a y ORF1b. Los triangulos invertidos sefalan posibles sitios de
procesamiento proteolitico por la proteasa virica (pro) o proteasas celulares (?); donde RFS: senal de
ribosomal frameshifting; TM: dominio transmembrana; PRO: motivo de proteasa; NLS: senal de localizacion
nuclear; HVR: regién hipervariable; IRE: epitopo inmunoreactivo; POL: motivo de ARN polimerasa.

1.2.7.2. Proteinas estructurales

A pesar de que ha sido uno de los temas mas estudiados por diferentes grupos, el
procesamiento de la poliproteina de 87-90 kDa obtenida por traduccién del ORF2, asi como el
ensamblaje de las proteinas dando lugar a capsides virales, siguen siendo fuente de
controversia y discusion. En general, se considera que las capsides virales infecciosas estan

compuestas por tres proteinas mayoritarias con un tamafno de 35-32 kDa (VP34), 31-27 kDa

18




(VP29) y 26-24 kDa (VP26) (Willcocks y col., 1990; Monroe y col., 1991; Belliot y col.; 1997a; y
Bass y Qiu; 2000), que provienen de cortes proteoliticos de una proteina precursora, que es el

producto primario de la traduccién de ORF2.

La proteina VP34 corresponde al extremo amino-terminal de la proteina codificada por
el ORF2, mientras que la proteina VP26 parece ser una version truncada por el extremo amino-
terminal de la proteina VP29, correspondiente a la parte central de VP87-VP90 (Sanchez-
Fauquier y col., 1994; y Belliot y col., 1997a). Son varios los modelos propuestos para explicar la
formacién de las céapsides virales a partir de la poliproteina estructural (Bass y Qiu, 2000;
Geigenmuiller y col., 2002b; y Méndez y col., 2002). Todos ellos coinciden en que la poliproteina
de 87-90 kDa es traducida a partir del RNA subgenémico y que esta poliproteina, se ensambla
en el interior de la célula dando lugar a particulas virales con baja infectividad. Sin embargo, los
diferentes modelos difieren en establecer como se lleva a cabo el procesamiento intracelular de

la poliproteina (Figura 1.4).
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Figura 1.4: Modelos de procesamiento de la poliproteina resultante del ORF2 que da lugar a
las proteinas estructurales del virus (VP). Los tridngulos invertidos senalan posibles lugares
de procesamiento proteolitico por la proteasa viral (pro) o proteasas celulares (?); donde
RB: dominio rico en residuos basicos. También se mapan los lugares de reconocimiento de
algunos de los diferentes anticuerpos monocionales existentes frente a la capside del virus
(8E7,8G4, 7C2, 5B7 y PL2)

Para el astrovirus serotipo 1, Bass y Qiu (2000) propusieron que ia poliproteina de 87
kDa era procesada en el extremo amino-terminal dando lugar a un precursor de 79 kDa que se

ensambla en capsides inmaduras. Posteriormente, Geigenmuiler y col. (2002b) refutaron este
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modelo y propusieron que era directamente la poliproteina de 87 kDa traducida a partir del RNA
subgenoémico la que se estructuraba dando lugar a las capsides virales sin necesidad de un
procesamiento protealitico previo. Finalmente, Méndez y col. (2002) propusieron, para el
astrovirus serotipo 8, que la poliproteina de 90 kDa presente en capsides inmaduras era
procesada por el extremo carboxi-terminal resultando en la maduracién del virus que esta

compuesto por una poliproteina de 70 kDa.

Todos estos modelos convergen en la idea de que las particulas virales son liberadas al
exterior de la célula y entonces la tripsina actia sobre ellas dando lugar a particulas que
contienen las tres proteinas (VP34, VP29, VP26), haciendo que el virién sufra un considerable
incremento en su capacidad infectiva. La necesidad que tiene el astrovirus de ser procesado por
tripsina para alcanzar mayor infectividad se puede explicar por el hecho de que el sitio que
infecta el virus de manera natural (intestino delgado), es donde existen altas concentraciones de

esta enzima.

1.2.8. Caracteristicas Fisico-Quimicas

Los astrovirus son resistentes a pH &cidos (pH 3), desecacion, cloroformo, una gran
variedad de detergentes tanto no-i6bnicos como anidnicos y solventes lipidicos. Sin embargo, no
resisten temperaturas elevadas durante largos periodos de tiempo (1 h a 50 °C 6 5 min a 60 °C),
concentraciones de cloro libre superiores a 1 mg/l y ciclos de congelaciéon / descongelacion
repetidos; aunque mantienen su integridad después de 10 afos a temperaturas de -70 °C (Kurtz

y Lee, 1987; Williams, 1989; Abad y col., 1997; y Abad y col, 2001).
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Respecto a la densidad de las particulas virales, varios autores han descrito que al
purificar una suspensién de astrovirus (ya sea proveniente de muestras fecales como de cultivo
celular) en gradientes de CsCl, las particulas virales se distribuyen tipicamente en dos picos
antigénicos con el mismo patrén proteico y con densidades de 1.37-1.35 g/ml y 1.33-1.32 g/mi
respectivamente. La presencia de RNA viral en el pico de mayor densidad, y su ausencia en €l
pico de menor densidad, sugiere que el primero corresponde a particulas infecciosas, mientras
que el segundo corresponde a particulas virales sin acido nucleico en su interior (Caul y
Appleton, 1982; Willcocks y col., 1990; y Matsui y col., 1993). Un punto importante a considerar
en la purificacién de astrovirus mediante gradientes de CsCl es la estabilidad de las particulas
virales por la presencia de iones divalentes (principalmente Ca2+). Mientras que para otros virus
la presencia iones divalentes (Ca2+ y/o Mg2+) claramente aumenta su estabilidad, en el caso de
astrovirus esto ain no se ha definido, aunque se ha reportado que particulas virales pueden
purificarse en presencia de EDTA (Sanchez-Fauquier, 1994). Ademas de los gradientes de CsCl
para la purificacién de astrovirus, también se han utilizado gradientes de tartrato potésico
argumentando que preservaban mejor la integridad de los virus (Ashley y Caul 1982). En este

medio, los astrovirus bandean a una densidad de 1.32 g/ml.

1.3. ASPECTOS CLINICOS DE LAS INFECCIONES POR ASTROVIRUS

1.3.1. Transmision, Patogénesis y Sintomatologia

Los astrovirus son transmitidos tipicamente por la via fecal-oral a través de la ingestion

de alimentos contaminados o por contacto con fomites previamente contaminados con el virus.

Estudios con voluntarios han demostrado que la ingestion de preparados a partir de extractos de
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heces de individuos con gastroenteritis causadas por astrovirus puede provocar la aparicion de
la sintomatologia de la enfermedad y la presencia de particulas virales en las heces de los

voluntarios afectados (Kurtz y col., 1979; y Midthun y col., 1993).

A diferencia de lo que sucede con los calicivirus, las infecciones por astrovirus en
adultos suelen presentar una sintomatologia muy leve o incluso ser asintomatica. Este hecho
sugiere que los adultos podrian actuar como hospederos de astrovirus. Los nifios, por el
contrario, son mas susceptibles a la infeccién, en los cuales pueden presentarse brotes

epidémicos con sintomatologia variable, que ocasionalmente puede llegar a ser grave.

La patogénesis de las infecciones causadas por astrovirus en humanos es un tema que
no se conoce bien, y casi todos los datos de que se dispone son exirapolados de estudios
realizados en animales. De este modo, se ha demostrado que en l0s ovinos, el virus infecta los
enterocitos maduros por la zona apical de las microvellosidades conduciendo a una atrofia del
tapete de microvellosidades y a una hipertrofia de las criptas. Los ovinos infectados
experimentalmente desarrollan la sintomatologia a los 2-4 dias de la ingestion del virus y
excretan particulas virales entre los dias 2 y 9 (Snodgrass y Gray, 1977; y Snodgrass y col.,
1979). Por regla general, la gastroenteritis aguda causada por astrovirus se caracteriza por un
cuadro de diarrea liquida con una duracion de <2 dias precedida o acompaiada por vémitos,
fiebre, anorexia y/o dolor abdominal. Esta sintomatologia no es distinguible de otras causadas
por la infecciéon de otros virus como rotavirus o calicivirus, pero usualmente es méas leve y no

incluye problémas graves de deshidratacién.
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Durante el periodo de la infeccion, a nivel celular se observan inclusiones
intracitoplasmaticas, vacuolas en el citoplasma y degeneracion del nucleo; caracteristicas tipicas
de un proceso de apoptosis. Estudios in vifro han mostrado la existencia de una via endocitica
para la intemalizacion de los virus en el interior celular (Donelly y col., 1992). Recientemente,
Guix y col. (2004) han demostrado que la infeccién de la linea celular CaCo-2 con astrovirus
humanos provoca apoptosis a partir de las 24 hrs post-infecciéon existiendo una correlacion
directa entre la proporcién de células apoptoticas en el cultivo y la multiplicidad de infeccién del

virus utilizada.

1.3.2. Epidemiologia

Las infecciones causadas por astrovirus ocurren en todos los lugares del mundo (Glass
y col., 1996), y principalmente afectan a la poblacion infantil, pero también se han descrito casos
en adultos (Gray y col., 1987; Lewis y col., 1989; Oishi y col., 1994; Belliot y col., 1997b; y Pager
y Steele, 2003). A pesar de tratarse de cuadros sintomaticos leves, cabe tener en cuenta a los
astrovirus dentro del marco de la salud publica ya que se han asociado en numerosas ocasiones
a brotes de gastroenteritis en escuelas, guarderias, centros geriatricos y hospitales. De igual
modo, se ha de tener consideracion especial a aquellos pacientes que estando
inmunosuprimidos adquieren una infeccién por astrovirus, ya que se han documentado casos en
los que la sintomatologia incrementa su severidad con respecto a pacientes no
inmunosuprimidos (Wood y col., 1988, Bjorkholm y col., 1995; Cubbit y col., 1999; Coppo y col.,

2000; y Cunliffe y col., 2002).
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La incidencia de gastroenteritis causadas por astrovirus usualmente oscila entre el
2.5% y el 10% (Gaggero y col., 1998; Bon y col, 1999; Foley y col., 2000; y Guix y col., 2002), sin
embargo, puede llegar a encontrarse hasta en un 26% en algunas poblaciones aisladas

(Maldonado vy col.,-1998).

La prevalencia de infecciones por astrovirus varfa en funciéon de los grupos de edad,
pero en general es mayor en ninos menores de dos anos (Guix y col., 2002). Estudios de
seroprevalencia han puesto de manifiesto que la mayoria de los ninos adquieren anticuerpos
frente a astrovirus durante los primeros afnos de vida (Kriston y col., 1996; y Koopmans y col.,

1998).

Hasta la fecha, se han identificado ocho serotipos de astrovirus en humanos (HAst 1-8)
por ensayos de inmunofluorescencia, neutralizacion y microscopia electronica inmunoabsorbente
utilizando sueros hiperinmunes producidos contra las particulas virales (Herrmann y col., 1988,
Hudson y col., 1989, Kurtz y col., 1984 y Lee y col., 1994). Por otro lado el analisis de la
secuencia nucleotidica de una regidn de 137 aminoacidos de ORF2 ha permitido agrupar a HAst
en 8 genotipos (Belliot 1997c). De esta manera se ha encontrado co-relacion entre estos dos
sistemas de clasificaciéon. Distintos reportes han demostrado que el serotipo 1 de astrovirus
(HAstV-1) es considerado el mas prevalente en todo el mundo (Shastri y col., 1998; Medina y
col., 2000; Mustafa y col.; 2000; Traore y col., 2000; Guix y col., 2002; y Kang y col., 2002), y
que los serotipos HAstV-6 y HAstV-7 son los menos frecuentes (Lee y Kurtz, 1994; y Naficy y
col., 2000). Los virus pertenecientes al serotipo 8 han sido aislados raramente a nivel mundial
(Belliot y col., 1997b y Mustafa y col., 2000); sin embargo, hay quien ha propuesto que este

serotipo puede ser mas comun de lo que se considera actualmente y podria representar un
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serotipo emergente (Mustafa y col., 2000). Se han descrito varios casos de coinfeccién de
astrovirus con otros patdgenos tanto flngicos como bacterianos y virales (Shastri y col., 1998;
Guix y col., 2002; y Roman y col.,, 2003), e incluso casos de coinfeccién entre diferentes

serotipos de astrovirus (Matsui y col., 1998; y Pang y Vesikari, 1999).

Al igual que sucede con otros virus entéricos como rotavirus, las infecciones por
astrovirus son mas frecuentes en los meses frios y/o lluviosos del afo, y se ha propuesto un

patron de incidencia bianual (Lee y Kurtz, 1994; Mustafa y col., 2000; y Guix y col., 2002)

También se han descrito casos que no siguen este patron de estacionalidad, sobre todo
en palises con clima mas uniforme a lo largo de todo el afio como México y Egipto (Guerrero y

col., 1998; y Naficy y col., 2000).

(niciaimente los estudios epidemiolégicos estuvieron basados en la identificacion del
virus por microscopia electronica; posteriormente la generacion de un anticuerpo monoclonal
que reconoce un antigeno de grupo, es decir, que reacciona con todos los serotipos de
astrovirus humano, permitié el desarrolio de ensayos inmunoenziméaticos para la deteccion del
virus en muestras clinicas. Recientemente la determinacién de la secuencia nucleotidica de
genomas de algunas cepas de astrovirus condujo al desarrollo de ensayos aun mas sensibles
para su deteccion, tal como la transcripcion reversa acoplada a la reaccién en cadena de la
polimerasa (Matsui y Greenberg., 2001a). Estos avances han contribuido al conocimiento real
sobre la prevalencia de astrovirus en la poblacidon y a su reconocimiento como causa de

gastroenteritis.
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1.3.3. Inmunidad

Las infecciones por astrovirus que presentan sintomatologia se producen principalmente
en dos grupos de personas: ninos e individuos de avanzada edad. Debido a esta distribucién, se
cree que la inmunidad frente al astrovirus se adquiere en las primeras etapas de la vida y
permanece inalterada durante Ié madurez, pero empieza a debilitarse al final de la vida de la
persona. Concretamente, un estudio realizado por Mitchell y col. (1999) puso de manifiesto que

el 96% de los nifios menores de 9 afos posefan anticuerpos contra el serotipo HAstV-1.

Aln no se sabe si existe, y si es importante en proteccion, la inmunidad cruzada entre
los diferentes serotipos. La mayoria de los datos epidemioldgicos sugieren el desarrollo de una
inmunidad homotipica pero no heterotipica (Mitchell y col., 1999; Naficy y col., 2000; y Guix y
col., 2002). Esta hipdtesis se ve reforzada por el hecho de que la mayoria de los brotes en
adultos son debidos a virus comprendidos entre los serotipos encontrados menos
frecuentemente en estudios epidemiolégicos realizados sobre la poblacion infantil (Midthum vy

col., 1993; Oishi y col., 1994; y Belliot y col., 1997b).

La mucosa intestinal juega un papel crucial en la adquisicion de inmunidad frente a
repetidas infecciones por astrovirus. Los linfocitos T de la ldmina propria intestinal reconocen de
forma especifica a los antigenos de superficie de los astrovirus y al activarse, producen
citocinas, entre ellos, interferon gamma y factor de necrosis tumoral desencadenando una

respuesta inmune (Molberg y col., 1998).
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1.3.4. Tratamiento y Control de {a Enfermedad

Las gastroenteritis causadas por los astrovirus son generalmente suaves, autolimitantes
'y no suelen requerir tratamientos especificos. En casos de principio de deshidratacién del
paciente se puede aplicar una terapia de rehidratacién via oral o intravenosa. En casos mas
extremos, como pacientes inmunosuprimidos, se ha llegado a administrar inmunoglobulina
intravenosa como medida de prevencion sin estar muy clara su eficacia especifica frente a la

infeccion (Bjorkholm y col., 1995; y Yuen y col, 1998).

La manera mas facil de evitar una infeccién por astrovirus es prevenir su transmisién, es
decir, obstaculizar jas rutas de transmision del virus hacia las personas. Esto es especialmente
importante donde el contacto entre personas es continuo e indiscriminado como en guarderias,
escuelas, hospitales y centros asistenciales. Por lo tanto, la primera medida a implementar es
establecer unas exigencias minimas de higiene. Al tratarse de virus de transmision fecal-oral, es
importante tener conciencia de que los alimentos pueden llegar a ser una fuente importante de
contaminacion virica. Por ello, es i-mportante que los alimentos sean manipulados de forma

adecuada y que el agua destinada al consumo humano esté debidamente depurada.

Especial mencién merece los fomites o superficies potencialmente transmisoras de
contaminacion (Abad y col.,, 2001). Estas superficies deberian someterse a desinfeccion
periédica, y se ha demostrado que para ello el metanol al 70% es mas efectivo que
concentraciones similares de etanol o concentraciones superiores de metanol (Kurtz y col,,

1980).
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Finalmente, en lo referente a una futura vacuna, es muy pronto para el desarrollo de
ésta ya que aun se necesita un mayor conocimiento de los fundamentos de la biologia de
astrovirus. Cuando éstos estén firmemente establecidos, no cabe duda que los intentos de
obtener una vacuna frente astrovirus irdn encaminados a que sea efectiva sobre la mayoria de
serotipos existentes y que sea capaz de inducir inmunidad en nifos de corta edad (Naficy y col.,

2000).
2.1.- Antecedentes

Debido a la informacion tan escasa sobre la biologia molecular de los astrovirus, incluyendo
aquella referente al procesamiento de sus poliproteinas, decidimos adaptar una cepa de
astrovirus humano nativo de México a cultivos celulares para usarlo como modelo en nuestro
laboratorio. El virus fue propagado en la linea celular CaCo-2 derivada de un carcinoma de colon
humano durante siete pases. Su aislamiento se confirmd por diversos métodos (microscopia
electronica, RT-PCR, inmunotincién con anticuerpos monoclonales); posteriormente la cepa se
caracterizd molecularmente. El presente trabajo involucra aspe_ctos iniciales en la caracterizacion

de esta cepa, para lo cual se plantearon los siguientes objetivos.
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3.1.- Objetivo General

Analizar la estructura primaria y estudiar la expresion y el procesamiento de la regiéon no

estructural del genoma de astrovirus humano (Yuc-8).

3.2.- Objetivos Especificos:

1.- Determinar la secuencia nucleotidica de las regiones correspondientes a los ORF1ay
ORF1b de la cepa de astrovirus Yuc-8 .

2.- Clonar la regién correspondiente a los ORF 1a y ORF 1b de la cepa Yuc-8.

3.- Producir sueros contra proteinas de fusién que incluyan diferentes regiones del ORF1a.

4.- Determinar la reactividad de sueros dirigidos contra las proteinas derivadas de los ORF1a

y ORF1b en un sistema de expresién eucarionte y en células infectadas por el virus.
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4.1.- Materiales y Métodos

4.1.1.- Extraccion de RNA de astrovirus a partir de heces y/o células infectadas

1.- Preparar una dilucién de 1:10 de la muestra de heces en PBS estéril y centrifugar a baja
velocidad para separar los sélidos pesados. En el caso de células infectadas se lisan con trizol

(Gibco-BRL 15596-018).directamente de la monocapa.

2.- Agregar 500 pl de Fredn y mezclar en vortex

3.- Centrifugar a 14,000 rpom durante 2 min a temperatura ambiente.

4.- Recuperar el sobrenadante y pasario a un tubo de 11X36 mm (polycarbonate ultracentrifuge)
para el rotor Beckman TLX 100.2 y centrifugar a 55,000 rpm durante 40 min a 4°C en la
ultracentrifuga de mesa TLX100.2

5.- Descargar el sobrenadante y disolver la pastilla con 200 pl de trizol

6.- Agregar 200 pl de cloroformo y mezclar en vortex.

7.- Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 min a 4°C y precipitar el RNA contenido en el
sobrenadante con un volumen de isopropano! durante 1 hr a -20°C

8.- Centrifugar a 14,000 rpm durante 15 min a 4°C y lavar |a pastilla con etanol absoluto.

9.- Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 min a 4°C, remover el etanol absoluto y resuspender la
pastilla en 10 pl de agua estéril.

Nota: Todo el material usado debe ser estéril y libre de RNAsas y trabajar en hielo.
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4.1.2.- Transcripcion Reversa (RT)

RNA-Oligonucledtido:

1.- En un tubo de microcentrifuga de 0.6 ml, mezclar 3 ul de RNA de astrovirus (extraido como
se describié en el protocolo anterior) 1 ul de oligonucleétido de polaridad negativa 1 uM y 7.6 pl
de agua estéril y libre de RNAsas.

2.- Incubar durante 10 min a 70°C e inmediatamente pasar el tubo a hielo.

RT-Mix:
1.- En otro tubo de microcentrifuga de 0.6 ml, mezclar 4 pl de amortiguador 5X de Superscript |l,
2 pl de DTT 0.1M, 2 pl de dNTP 5 mM, 0.2 ul de ARNsin y 0.2 ul de Transcriptasa Reversa
Superscript Il (Gibco-BRL).
2.- Mezclar con el RNA-Oligonucleétido e incubar durante 90 min a 42°C y finalmente incubar

durante 5 min a 94°C.

4.1.3.- Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

1.- Mezclar en un tubo de Microcentrifuga 2 ul de cDNA, 1 pl de oligonucledtido de polaridad
positiva (25 uM), 1 pl de oligonucleétido de polaridad negativa (25 uM), 2.5 ul de amortiguador
10X (Vent DNA polimerasa), 2 pl de dNTP 5mM, 16.2 pul de agua esterilizada y 0.3 pl de la
enzima Vent DNA polimerasa (New England Biolabs). Posteriormente incubar en un

termociclador (Perkin Eimer) bajo las siguientes condiciones:
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1 ciclox

30 ciclos

20 seg a 94°C
30 seg a 94°C
30 seg a 50°Cx*x*

2.5 min a 70°C

1 ciclo [: 7 min a 72°C

* Esta condicion solo se [ncluye en el primer ciclo de corrida con la finalidad de desnaturalizar la muestra 'y
garantizar la unién de los oligonucledtidos al cDNA templado.

** La temperatura de annealing puede variar de acuerdo a Ja Tm de los oligonucleétidos usados.

4.1.4.- Oligonucleétidos utilizados para clonar y secuenciar el RNA de la cepa Yuc-8

Clave de los

Posicion en Yuc-8

oligonucleétidos Secuencia (nt) Polaridad
Ast1-20* CCAAGAGGGGGGTGGTGATT 1-20 +
orfia-1* CCATGCCATGGCACACCGTGAGCC 77-100 +
orfta-7 GTTCTCCTCTITCGGTGG 458-441 .
orfia-5 TCGCCTTTGTACCTAGAGC 763-781 +
orfia-6 GGGGTCAATGACTTCGTAG 1356-1374 +
orfia-2 CACTTACTTCTAGAACACC 1665-1647 -
orfia-3 GTGAATGAAGATCTTGTGG 1647-1665 +
H-Ast2392-409* TTGCCCCGAACCGAAAGT 2390-2407 +
H-Ast2839-22* ACTTITTTTGTTIGCGGGGT 2792-2775 -
Ast-Beg* ACCGTGCAACCCTCCTCTC 6436-6454 +
Ast-End* TCCTACTCGGCGTGGCCGC 6676-6658 -
AstMdT CGTTIITIITTTIITITIIIT poli"A™-6758 -
Ast1Nsb GACACGTTGAGAAGATTGACG 4508-4488 -
Ast Mon 269 CAACTCAGGAAACAGGGTGT 4526-4545 +
Ast Mon 270 TCAGATGCATTGTCATTGGT 4956-4975 -

Tabla 4.1: Se describen los oligonuclettidos utilizados para la secuenciacién del genoma de Yuc-8.
(*) oligonucledtidos disefiados en base a la secuencia de H-Astl (Gene Bank, numero de acceso

Z25771).
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4.1.5.- Purificacién de fragmentos de DNA

Se usé el protocolo de purificacién de columnas Wizard de Promega

1.- Separar las bandas por electroforesis a 80 Volts en minigel de agarosa de bajo punto de
fusion de 0.8% al 1% (dependiendo del tamaiio del fragmento) tefido con bromuro de etidio.

2.- Cortar la banda procurando quitar los excesos de agarosa.

3.- Agregar a la banda 150 ul de amortiguador TAE 1X y 3 ul de Cloruro de Magnesio 1M,
mezclar brevemente y fundida en un bafno durante 5 min a 75°C*

4.- Una vez que la agarosa esté completamente fundida agregar 1 ml de resina para unién de
DNA y mezclar en vortex durante un min.

5.- Acoplar una columna Wizard (Promega A721C) en una jeringa de 3 ml (sin émbolo) depositar
la mezcla de resina-DNA y drenar lentamente a través de la columna.

6.- Lavar 2 veces con isopropanol grado HPLC ultrapuro (ALDRICH 27,049-0), drenar
fentamentex*

7.- Centrifugar a 14,000 rpm durante 30 seg para remover excesos de isopropanol y dejar
durante 1 min a temperatura ambiente.

8.- Eluir el DNA con 50 ul de agua estéril.

* Ademas de lo descrito arriba puede adicionarse 11l de tRNA (Suge/pl) como acarreador para evilar que se pierda
DNA cuando se tiene poco.

++ Este protocolo puede usarse para purificar DNA de plasmido extraldo de cuitivo bacteriano cambiando los
lavados de isopropanol por amortiguador de lavado (ver reactivos).
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4.1.6.- Secuencia de fragmentos de DNA

Fragmentos de DNA (100 ng) obtenidos por PCR* y purificados por columna fueron
secuenciados en el secuenciador de DNA automético ABI Prism, modelo 377-18 (Perkin Elmer),
utilizando los oligonucleétidos correspondientes (Tabla 4.1)

* Cuando el DNA proviene de cultivo bacteriano se requieren 800 ng de DNA

4.1.7.- Enzimas de restriccion y de modificacién
Fueron seleccionadas enzimas de restriccion y de modificacion en base a la estrategia de
andlisis, clonacién o modificacién, cada una de ellas se traté con el amortiguador y las

condiciones sugeridas por el fabricante.

4.1.8.- Preparacion de células E.coli electrocompetentes

1.- Preparar un cultivo de 5 ml de medio luria con 5 pl de kanamicina a una concentraciéon final
de 30 pg/ml, 10 ul de tetraciclina a una concentracion final de 10 ug/ml y como inéculo células
SURE* e incubar toda la noche en una incubadora de piso con 200 rpm a 37°C.

2.- Diluir 1/10 del cultivo en 500 ml de medio SOB en un matraz de 3 It.

3.- Incubar en una incubadora de piso con 200 rpm a 37°C hasta obtener una densidad 6ptica de
0.520.6.

4.- Cosechar las células centrifugando a 5,000 rpm, 10 min, 4°C.

5.- Desechar el sobrenadante y resuspender la células en glicerol al 10% fri6.

6.- Repetir los pasos 4 y 5 dos veces mas.

7.- En el ultimo lavado resuspender en 1 mi** de glicerol al 10% frio, hacer allcuotas y cdngelar

en un bano con etanol y hielo seco e inmediatamente guardar a —70°C.
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* También se pueden usar células JM101 pero en este caso no se usan antibiticos (paso 1).

** Tener precaucidn dado que a veces quedan excesos de glicerol y pueden quedar muy diluidas las células con lo

que la eficiencia de transformacion seria muy baja (menor de 1X10® colonias por pg de DNA)

4.1.9.- Transformacion de E. coli por electroﬁé,racién

1.- Se requiere que el DNA (plasmido 6 el vector e inserto previamente ligado y purificado) esté
libre de sales.

2.- Mezclar en un tubo de microcentrifiga 40 pul de células electrocompetentes y el DNA
(plasmido superhelicoidal o plasmido-inserto ligados)

3.- Pasar a una celda de electroporacion de 1 mm de gap (Modelo 610 BTX)

4 - Usar un electroporador (BioRad) bajo las siguientes condiciones: 1.6KV, 25 pFD, 200 Ohms
5.- Dar un pulso (aproximadamente 4.5 seg) e inmediatamente agregar 1 ml de medio SOC,
enjuagar la celda y se pasar todo a un tubo de microcentrifuga.

6.- Dejar en recuperacion las células en una estufa durante 1 hr a 37°C.

7.- Platear la células en una caja petri con medio luria sélido y el antibidtico correspondiente al
que tenga resistencia el plasmido en cuestion.

8.- Incubar a 37°C hasta detectar colonias.

4.1.10.-Purificacion de plasmidos (minipreps) con columnas Wizard de Promega

1.- Preparar un cultivo de 5 m! de medio luria con antibiético (por ejemplo ampicilina a una
concentracion final de 100 pg/mi), inocular una colonia de bacteria e incubar toda la noche en
una incubadora de piso con 200 rpm a 37°C.

2.- De los 5 ml de cultivo, mezclar 900 pl con 100 pl de glicerol estéril y almacenar a -70°C, lo

cual servira para cultivos posteriores.
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3.- Centrifugar el volumen del cultivo restante y desechar el sobrenadante.

4.- Resuspender la pastilla con 200 pl de solucién para resuspender (se puede hacer con pipeta
hasta que no queden grumos), agregar 200 pl de solucion de lisis (las células toman una
apariencia clara) finalmente agregar 200 nl de solucién neutralizante y se dejar reposar 5 min en
hielo.

5.- Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente.

6.- Colectar el sobrenadante y mezclar con 1 ml de resina para unién de DNA y seguir el
protocolo de purificacién de DNA por columnas Wizard de promega, con la excepcién de que en

lugar de usar isopropanol se usa buffer de lavado (ver reactivos).

4.1.11.- Analisis del tamano de plasmidos por lisis directa de bacterias (Toothpick)

1.- Seleccionar colonias, picar cada una de ellas con un palillo y sembrar en una caja con medio
luria sélido.

2.- Dejar en incubacion a 37°C hasta que sean visibles las colonias.

3.- Picar con un palilio la colonia y depositaria en el fondo de un tubo de microcentrifuga.

4 - Agregar 20 ul de amortiguador de lisis y mezclar vigorosamente en vortex.

5.- Incubar durante 15 min a 65°C y centrifugar a 14,000 rpm durante 2 min a temperatura
ambiente.

6.- Analizar por electroforesis en gel de agarosa al 0.8% a 80 Volts. El gel se carga en seco, es
decir el amortiguador de corrida solo toca los extremos del gel y la muestra debe entrar al gel
subiendo el voltaje a 160 Volits. Posteriormente agregar el resto de amortiguador de corrida y
dejar Hasta que el colorante llegue al borde del gel, tefir con bromuro de etidio y lavar dos veces
con agua. Esta técnica sirve para determinar el tamario relativo de los plasmidos que contienen

o no el inserto clonado.
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4.1.12.- Induccioén de proteinas expresadas en bacteria

1.- Preparar un cultivo de 5 ml de medio luria con el antibiético correspondiente para el vector,
como in6culo una colonia de bacteria e incubar toda la noche en una incubadora de piso con 200
rom a 37°C.

2.- Tomar 200 pl del cultivo anterior (el resto se usa para hacer un stock de glicerol y para
miniprep) y agregar 1.8 ml de medio luria con antibiético e incubar durantes 3 hrs en una
incubadora de piso con 200 rpm a 37°C.

3.- Separar el cuitivo en dos tubos: al tubo 1, agregar 1 ml de cultivo y el inductor Isopropyl B-D-
Thiodgalactopyranoside (IPTG, 1 mM final) y al tubo 2, agregar 1 ml de cultivo, pero no se le
adiciona IPTG, el cual se usara como control negativo. Incubar durante 3 hrs en una incubadora
de piso con 200 rpom a 37°C.

4.- Cosechar las células por centrifugacion y agregar a la pastilla 100 pl de mezcla disruptora
(Magic Mix) 2X con beta mercaptoetanol al 2%. Mezclar vigorosamente en vortex.

5.- Analizar e patrén de proteinas por electroforesis a 12 mA en gel de poliacrilamida con SDS y

teftir con azul de coomasie.

4.1.13.- Geles de poliacrilamida-SDS

1.- Preparar un gel al 11%, una vez que polimeriza, en la parte superior se adiciona un gel 4%,
en donde se forman los carriles.

2.- Mezclar las muestras con el colorante amortiguador de muestra y se hierven durante 3 min,
posteriormente cargar en los carriles del gel.

3.- Como amortiguador de corrida se utiliza Tris-Glicina-SDS.

4 - Realizar la corrida aplicando 12 mA hasta que el colorante alcance el final del gel.
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5.- Una vez terminada la corrida tehir el gel con azul de Coomassie, o cuando las proteinas
estan radiactivas se puede secar en un secador de geles para exponer en una pelicula

fotografica.

4.1.14.- Electroelucion de proteinas

1.- Preparar un gel preparativo de poliacrilamida-SDS al 15% vy correrlo a 3 mA hasta que el
indicador llegue al extremo del gel. Tefir con azul de Coomassie.

2.- Cortar la banda de la proteina y seccionarla en trozos de aproximadamente 2 mm e
incubarlas con amortiguador de carga que las cubra durante 1 hr a temperatura ambiente o toda
la noche a 4°C.

3.- Preparar la camara de electroelucion con membranas de dialisis hervidas y lavadas.

4.- Colocar las bandas con el amortiguador de carga en la cdmara de electroelucion.

5.- Llenar ambas camaras con amortiguador de corrida y correr a 3 Watts durante 40 a 60 min.
6.- Colectar y volver a lienar con amortiguador de carga, colectar hasta que desaparezca el color
azul de las bandas.

7.- Analizar la cantidad de proteina recuperada por electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS.

8.- Confirmar la identidad de la protelna por la técnica de Western Blot

4.1.15.- Preparacion de la muestra para inmunizacién

1.- Determinar la concentracion de proteina comparando con concentraciones conocidas de una
proteina que se usa como estandar. Usar alrededor de 500 ug por inoculacion.

2.- Mezclar la proteina con un volumen igual de Adyuvante completo, el cual contiene aceite
mineral y Mycobacterium tuberculosis para potenciar la respuesta inmune.

3.- Agitar durante 30 min en vortex hasta formar una emulsion.
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4.- Previo a la inmunizacién tomar una muestra de sangre para tener el suero preinmune,
posteriormente inmunizar a un conejo de raza New Zeland en cinco puntos.

5.- Inmunizar tres veces mas con intervalos de 15 dfas. Las inmunizaciones se hacen con
Adyuvante incompleto y siempre se toman una muestra de sangre para evaluar como esta

funcionando la respuesta inmune del conejo. Finalmente sangrar a blanco.

Obtencion del suero
1.- Incubar la sangre durante una hr a 37°C.

2.-Centrifugar a 1500 rpm durante 10 min y colectar el sobrenadante.

4.1.16.- Western Blot

1.- Separar protefnas por electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS al 11%.

2.- Transferir a una membrana de nitrocelulosa (MILIPORE, HAHY00010 de 0.45 pm) usando
una camara de transferencia para minigeles (BIORAD mini protean-3) con amortiguador CAPS
1X-Metanol

3.- Correr a 50 Volts durante 1 hr.

4.- Tefir con el reactivo Ponceau para confirmar la transferencia de proteinas a la membrana de
nitrocelulosa. Destenir la membrana con agua.

5.- Incubar la membrana en leche descremada al 5%, con agitacion y temperatura ambiente
durante 1 hr.

6.- Lavar 4 veces con PBS-0.2% Tween

7.- Agregar el anticuerpo en cuestion en PBS-0.2% Tween-0.5% leche descremada.

8.- Incubar toda la noche a 4°C o durante 1 hr y media a temperatura ambiente con agitacion.

O.- Lavar 4 veces con PBS-0.2% Tween.
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10.- Agregar anti IgG de ratén acoplado con Peroxidasa de rabano (1:2000) con PBS-0.2%
Tween-0.5% leche descremada.

11.- Incubar toda la noche a 4°C o durante 1 hr y media a temperatura ambiente con agitaciéﬁ.
12.- Lavar4 veces con PBS-0.2% Tween.

13.- Revelar con reactivo de deteccién para western blotting (AMERSHAM LIFE SCIENCE
luminol) de acuerdo a como recomienda ei fabricante.

14.- Exponer a pelicula X-OMAT (KODAK 165-1446)

4.1.17.- Cultivo de células

En este trabajo se utilizaron las lineas celulares CaCo-2, BHK, las cuales fueron crecidas en
monocapa en frascos de cultivo utlizando medio MEM (Minimum Essential Medium),
suplementado con 20% de suero fetal bovino para las células CaCo-2 y 10% para las células

BHK. Finalmente se incubaron a 37°C y en un ambiente himedo con 5% de CO; .

4.1.18.- Infeccion de las células con astrovirus humano Yuc-8

1.- Activar el lisado viral con tripsina estéril a una concentracién final de 10 pg de tripsina por m}
de lisado.

2.- Incubar durante 30 min a 37°C.

3.- Agregar el lisado activado a las células confluentes previamente lavadas con PBS-EDTA e
incubar durante 1 hr a 37°C.

4.- Retirar el inoculo.

5.- Agregar medio MEM sin suero e incubar a 37°C 48 hrs.

6.- Congelar-descongelar dos veces y guardar a -70°C.
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4.1.19.- Ensayo de Expresion Transitoria

Siembra de células

1.- Cultivar 1 frasco F75 con células BHK

2.- Desprender las células con Tripsina/ED1:A y resuspender en 3 ml de MEM sin suero.
3.- Contar las células en Hematocitometro

4 - Centrifugar para ajustar el nimero de células y el volumen de MEM con suero

- Sembrar 1.5 X10® células /pozo en cajas de 24 pozos, distribuir homogéneamente.

Infeccion de células BHK con el virus MVA-T7

1.- Infectar con MVA-T7* a una moi de 5-10, en presencia de MEM al 2% de suero fetal de
bovino
(dejar un pozo control sin infectar)
2.-incubar 1hr a 37°C
3.- Lavar 2 veces las células con DMEM (1ml/pozo)

4- Aproximadamente 15 min antes de que se cumpla la hr de infeccién realizar o siguiente:

MEZCLA (1X)
I Il
800 ng de DNA 2yl de Lipofectamina 2000
(GIBCO BRL 11668-027)
+ +
50 yl DMEM 48 ui de DMEM

5.- Mezclar perfectamente | + |l (con pipeta)

'6.~ Incubar de 15 a 20 min a temperatura ambiente
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7.- Agregar a las células lavadas la mezcla 1+l gota a gota y distribuir bien en la monocapa
8.- Agregar DMEM 300 ul/pozo
9.- Incubar 4 hr a 37°C

*MVA-T7 es un-virus recombinante que deriva del virus vaccinia y que expresa la RNA polimerasa del fago 17, de

manera que esta protefna reconoce su promotor en el ptasmido que controla el gene de interés.

Marcaje radioactivo

1.- Retirar el medio

2.- Agregar 300 pl de MEM sin Metionina (que debe de estar a 37°C)

3.- Incubar 15 min a 37°C

4 - Preparar MEM sin Metionina + 30 uci/mi de Express label mix que contiene **S-Met, *°S-Cys.
5.- Retirar el medio frio

6.- Agregar el medio radiactivo

7.~ Incubar 2 hr a 37°C

8.- Lavar 2x con PBS y lisar con 150 pl de Buffer de Lisis (Tris 50 mM pH7.5, SDS 0.5%, EDTA 1
mM, PMSF 1X). Centrifugar en una microcentrifuga eppendorf durante 5 min a maxima
velocidad y tomar el sobrenadante

El contenido de proteinas se analiza por electroforesis en geles de poliacrilamida 11% y el gel se
expone en una pslicula . Este lisado celular se usa para inmunoprecipitacion

9.- Correr gel 11% (guardar a -20°C)
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4.1.20.- Inmunofluoresencia

1.- Crecer células CaCo-2 sobre un cubreobjeto en cajas de cultivo de 12 pozos.

2.- Infectar las células con lisado viral como-se describié anteriormente e incubar desde 14 a 38
hrs posinfeccion.

3.- Fijar las células con formaldehido al 3.7% durante 15 min a 37°C.

4.- Lavar con PBS-50 mM NH,CI.

5.- Permeabilizar con 0.5% de triton X-100 (SIGMA) durante 10 min a temperatura ambiente.

6.- Lavar 3 veces con PBS-50 mM NH4CI-0.1% albumina sérica bovina (ASB).

7.- Bloquear con 2% de BSA durante 30 min a 37°C.

8.- Lavar 3 veces con PBS-50 mM NH4CI-0.1% ASB.

9.- Agregar el anticuerpo primario (contra proteinas de astrovirus), diluido en 1% de BSA e
incubar durante 45 min a 37°C.

10.- Lavar 3 veces con PBS-50 mM NH,4CI-0.1% ASB.

11.- Agregar el anticuerpo conjugado con el fluoroforo Alexa 488 diluido 1:100 en 1% de BSA e
incubar durante 45 min a 37°C.

12.- Lavar 4 veces con PBS-50 mM NH4CI-0.1% albamina y una vez con PBS.

13.- En un portaobjetos se coloca una gota de glicerol al 90% y ahi se coloca un cubreobjetos
con células.

14.- Observar en microscopio de fluorescencia. Las laminillas se pueden almacenar a -70°C para

su posterior observacién.



4.1.21.- Vectores de clonacion y expresion

PRS2 es un vector de 2779 pb el cual es usado debido a que tiene muitiples sitios de clonacién,
lo cual-facilita la insercion de cualquier fragmento. Contiene el marcador de resistencia a
ampicilina y se puede amplificar en células JM101 y SURE.

PET28b es un vector de expresién de 5368 pb en el cual se pueden generar proteinas de fusién
a colas de histidina para su posterior purificaciéon. Tiene codificado el promotor de la T7 RNA

polimerasa y resistencia a kanamicina. Se puede amplificar en células BL21 6 BL21 (DE3).

pADNc 3.1/Hygro es un vector de expresion de 5600 pb el cual se emplea para altos niveles de
expresion transitoria o estable de proteinas recombinantes en células de mamifero. Tiene el
promotor de la T7 RNA polimerasa, sefial de poliadenilacién, secuencias para la terminacién de
la transcripcién y origen de replicacién de SV40. Resistencia a ampicilina e higromicina B. Se
puede amplificar en células JM101.

pGEX 4T-3 es un vector de expresion de 4968 pb en el cual se pueden generar proteinas de
fusiébn a GST vy los productos pueden ser purificados directamente por cromatografia de afinidad
en glutation sefarosa y la proteina nativa liberada con trombina. Se puede expresar en células
JM101 y SURE.

pTM1 es un vector de expresién que se emplea para altos niveles de expresién transitoria o
estable de proteinas recombinantes en células de mamifero. Cuenta con el promotor de T7-RNA
polimerasa, asi que la transcripcidon del gene clonado esta bajo ese promotor y para poder

transcribirse se requiere de la T7-RNA polimerasa.
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EMCpoly es un vector de 3952 pb con caracteristicas similares a pTM1, pero con menor nimero
de sitios de restriccidén para clonar genes heterdlogos. Ademas, este vector posee un sitio IRES

derivado del virus EMCV que dirige la traduccién de la proteina de interés.

4.1.22.- Programas para analisis de secuencia
Se usaron los programas de analisis de secuencia alojados en las siguientes direcciones de
Internet:

http://pbil.univ-lyon1.fr/

http://pbil.ibcp . fr/cqi-bin/npsa _automat.pl?page=/NPSA/npsa server.html

hitp://dot.imgen.bcm.tmc.edu:9331/multi-align/multi-align.html

http://www.ncbi.nim.nih.qov/BLAST/

http://www.ncbi.nim.nih.gov/PubMed/

hitp://www?2.ebi.ac.uk/clustalw/

http://us.expasy.org/

También se usaron los sofware DNA strider, Oligo 4.0, Edit View y Ampilified.

4.1.23.- Soluciones

2) TAE 50X Tris Base 242 g/1
PH =8.5 Acido acético glacial 571 ml/]

Na2EDTA-2H20 37.2¢g/1

Agua Cbp1l

46




4) Medio Luria sélido Extracto de levadura 5g/1
NaCl 5¢/1
Triptona 10g/1
NaOH 10M 0.2ml/1
Bacto Agar 15g/1

6) SOC SOB 98 ml
Mg 2M 1 ml
Glucosa 2M 1ml

8) Tris Glicina-SDS 10X Tris Base 242¢g/1
Glicina 114 g/l
SDS 8 ml/| (adicionar justo antes de

usar)

10) CAPS 10X CAPS 2213 g/l

3-(cyclohexylamino)-1-propane

sulfonic acid
Agua 900 ol
Ajustar pH 11 con NaOH

12) Resina de Unjén a Tiocianato de guanidina 11.82 gx
Tris 1M, pH 7 2.5ml
EDTA 0.5M 1ml
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Resina stock

1ml

Agua

Cbp 25 ml

14) Solucion para resuspender | Tris, pH 7.5 50 mM
(miniprep)
EDTA 10 mM
RNAsa 10 ug/omd

16) Solucion de lavado

NaCl

(miniprep)
Diluir 1:1 en etano] al 95% Tris, pH 7.5 20 mM
EDTA 5mM

18 dor de ara |

Amotlguador

(electroelucién) (electroelucién)
Agua 98 oul
SDS10% 25 ml

20) Amortiguador de lisis

NaOH

50 mM

(toothpick)
Glicerol 5%
SDS 0.5%
EDTA 5 mM
Verde de bromocresol 0.1%
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5.1.- Resultados

5.1.1.- Obtencién de la secuencia genémica de Yuc-8

A partir de células infectadas con la cepa de astrovirus humano adaptada a cultivos
celulares, denominada Yuc-8, se extrajo RNA viral y se usé como molde para generar cDNA por
RT-PCR usando oligonucleétidos disefiados en base a la secuencia de H-Ast1 (No. de acceso
L23513) previamente determinada y disponible en el banco de genes. Los fragmentos de PCR
fueron generados para obtener la secuencia completa del genoma de Yuc-8. Conforme ésta se
obtenia, se disefiaban oligonucleotidos propios de Yuc-8 para avanzar en la secuencia hasta
completaria. Los primeros pares de oligonucleotidos (descritos en la tabla 4.1) probados para la
region de ORF1a y ORF1b fueron H-Ast2392-409/Ast1Nsb generando un fragmento de 2100 pb,
orfla-1/H-Ast2839-22, generando un fragmento de 2712 pb, orfla-1/orf1a-2 generando un

fragmento de 1585 pb y orffa-3/H-Ast2839-22 generando un fragmento de 1145 pb (Figura5.1).

Para determinar la secuencia del extremo 5’, se disefid un oligonucledtido de las primeras
20 bases del genoma de astrovirus que estan conservadas entre las tres cepas de diferentes
serotipos cuya secuencia ha sido reportada. Los oligonucledtidos AstMon 269 y AstMon 270 se
utilizaron como control positivo del RT-PCR, los oligonuclettidos Ast1-20 y Orf1a-7 se utilizaron
para generar un fragmento de 458 pb que se utilizé para determinar la secuencia 5’ del genoma.
Para el extremo 3', también se encontrd que existe conservacion entre los serotipos reportados
por lo que se disefo un oligonucledtido (AstMdT) que contenia las dos Ultimas bases de la
regiéon no traducida del extremo 3’ que también son conservadas entre las tres cepas de los

diferentes serotipos de astrovirus reportadas. Los oligonucledtidos AstBeg y AstMdT se utilizaron
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para generar un fragmento de 322 pb que se utilizaron para determinar la secuencia del extremo
3’ del genoma. (Figura 5.1). Posteriormente todos los fragmentos de DNA amplificados fueron
secuenciados con un secuenciador automatico ABI Prism, modelo 377-18 (Perkin Elmer),
utilizando los oligonucledtidos utilizados para generar los fragmentos por PCR vy ofros descritos

enla Tabla 4.1.4

23,130 pb
9,416
6,557
4,361

2,322
2,027

Figural.- Fragmentos deYuc-8 amplificados por RT-PCR wusando diferentes pares de
oligonuciedtidos. En el gel A: 1) marcador molecular, 2) H-Ast 2392-409/Ast]1 Nsb, 3) Orfla-
1/H-Ast 2839-22, 4) Orfla-1/Orfla-2, 5) Orfla-3/H-Ast 2839-22. Gel B:1) marcador molecular,
2) Ast Mon 269/Ast Mon270, 3) Asti-20/Orfla-7, 4) Ast Beg/AstMdT
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5.1.2.- Construcciones en el plasmido pRS2

Al conocer la secuencia de los fragmentos de RT-PCR, dedujimos sitios de
restriccion que fueron (tiles para clonar estos productos en el vector pRS2 que tiene multiples
sitios unicos de clonacion. De esta manera se obtuvieron siete construcciones que abarcaban
diferentes regiones de ORF1a y ORF1b, las cuales se utilizaron para obtener una construccién
que abarcara ambos marcos de lectura y asi se obtuvo la clona pRS2 Yuc-8 (85-3862) (Figura
5.2). Laiidea en un futuro es mantener en una construccion el genoma completo de Yuc-8. Cabe
mencionar que la caracterizacion de la region de ORF2 fue hecha paralelamente por la

estudiante de doctorado Martha Méndez Toss.

5.1.3.- Organizacion gendmica de Yuc-8

Al analizar la secuencia completa del cDNA genomico de Yuc-8 (Gene Bank No. acceso
AF260508), observamos que contiene 6759 bases seguido por una regién poli (A). El genoma
esta organizado en tres ORF (1a, 1b y 2) que pueden codificar para proteinas de 103KD, 60KD y
85.6KD, respectivamente; tiene una RNT & y una RNT 3 de 83 y 85 nucledtidos,
respectivamente. Los motivos de proteasa de serina, sefial de localizacién nuclear, RNA
polimerasa dependiente de RNA y sefal de ribosomal frameshifting previamente descritos para
el genoma de otros astrovirus estan totalmente conservados en el genoma de Yuc-8 (Figura

5.3).
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RNT §'

orflb

2777 4330
orfia I orf2

RNT 3'

H | |

HMAAAA

83 2843 4146

C————1 pRS2 Yuc-8 (85-1279)
1 pRS2 Yuc-8 (352-1655)

C———1 pRS2 Yuc-8 (778-1655)
L 1 pRS2 Yuc-8 (778-3862)

1 ;RS2 Yuc-8 (1655-2649)
C ] PRS2 Yuo8 (1655-3862)

6674 6759

[ PRS2 Yuc§(28724400)

I ] PRS2 Yuc-8 (85-3862)

Figura 5.2. Construcciones en el plasmido pRS2 con diferentes insertos de la regién
no estructural de Yuc-8. Los nimeros entre paréntesis Indican la posicién en el genoma
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ORF1b

n )
= =
2 pd
AAAAAA Gendémico
83 2843 4146 6674 6759
ARN

v
I \

(1438 aa, 163 kDa) Prediccion de

(920 aa, 103 kDa) _ (72882, 2)

(518 aa 60 kDa)

Proteinas Estructurales’
Proteinas No Estructurales

== Regién de hélices transmembranales
== Region de la Serin-proteasa

=@ Region de localizacién nuclear

= Regién de ribosomal frame shifting

Polimerasa
Motivo {GDD) de la polimerasa
Regién hipervariable de ORF2

Regién in/del |, in/del Il

fgokd

Figura 5.3: Organizacién genomica de Yuc-8 (Gene Bank No. de acceso AF260508 ). Se
representa graficamente los tres ORF’s y la prediccion de la poliproteina estructural. En
cédigo de colores se representan los motivos caracteristicos del virus.
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5.1.4.- Comparacion de Yuc-8 con otros serotipos de astrovirus de humano

La comparacion de la region no estructural (ORF1a y 1b) de Yuc-8 con tres secuencias
de astrovirus de otros serotipos (HastV-1-3) presentaron una alta homologia (mas del 93% de
identidad a nivel de aa), las diferencias observadas entre ellos se consideraron cambios
puntuales ya que estaban distribuidas a lo largo de toda la secuencia (Tabla 5.1). La Gnica
diferencia notable observada entre ellas fue una pequena regién altamente variable entre los
aminoacidos 767 y 790 de ORF1a, donde dos bloques de 7 y 15 residuos estan ausentes en
Yuc-8 y H-Ast2 cuando se compararon con HastV-3 y HastV-1, respectivamente (Figura 5.4
in/del | e in/del 11, respectivamente). La ausencia de 15 aa en la posicion 790 (regién in/del Il) ha
sido asociada con la adaptacion de astrovirus a crecer en células HEK y LLCMK; , pero no en
células CaCo-2. Yuc-8 carece de esos 15 aminoacidos a pesar de que fue adaptada a crecer en
células CaCo-2, lo cual sugiere que la region in/del Il seguramente no es el unico factor

involucrado en la adaptacién de astrovirus humano a una linea celular especifica.
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ORFla ORF1b
Yuc-8 HAstV-1 HAstV-2 HAstV-3 Yuc-8 HAstV-1 HAstV-2 HAstV-3

ves | 100 883 931 896 100 922 929 721
YueB 1 (100) (947) (97) (958) (100) (98.3) (977) (932)
T 100 909 878 100 929 819
(100) (95) (931) (100) (977) (93.1)

] 100 895 100 841
HAStV-2 (100)  (96) (100) (934)
HAstV-3 100 100
stV (100) (100)

Tabla 5.1: Porcentaje de identidad y homologia de Yuc-8 con la region no estructural del genoma de diferentes
serotipos de astrovirus de humano: HAstV-1 (Gene Bank No. de acceso Z25571), HAstV-2 (Gene Bank No. de
acceso L13745) y HAstV-3 (Gene Bank No. de acceso AF141381). Los numeros representan porcentajes de
identidad en nucleétidos y entre paréntesis el porcentaje de identidad en aminoacidos de acuerdo al anilisis
de Clustalw.

Por otro lado el ORF2 de Yuc-8 puede dar lugar a una proteina de 782 aa. Debido a
que la secuencia del ORF2 de cepas de los 8 serotipos se conocen, se realizé la comparacion
de Yuc-8 y todas las secuencias disponibles en el banco de genes. Se observé una clara
correlacion entre genotipo y serotipo. Entre las cepas de un mismo serotipo, se presentaron
porcentajes de identidad en aminoacidos de arriba del 94%, de esta manera observamos que
ORF2 de Yuc-8 fue mas idéntica (94%) al ORF2 de un aislado de HastV-8 aislado de Reino

Unido que con los serotipos 1-6 (entre 69 y 73%) (Tabla 5.2). El alineamiento de la protelna
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deducida de la secuencia del ORF2 de Yuc-8 reveld que la poliproteina tiene dos diferentes
dominios, los cuales pueden ser distinguidos por su grado de identidad. El dominio NH;
terminal, que se extiende desde el inicio de la poliproteina hasta el aminoacido 415, esta
altamente conservado (80% de identidad aa) entre los diferentes serotipos, pero presenta dos
regiones variables (V1 y V2) que se localizan entre los aminoacidos 292 a 319 y del 386 al 399,
respectivamente. El otro dominio, que incluye la regién corriente abajo del aminoéacido 415,
presentd identidades hasta del 38% (p.ej. comparando entre HAstV-4 y HAstV-6), lo cual
pudiera ser indicativo que esta regidén variable sea el principal determinante de serotipificacion.
Debido a que el aminoacido Arg361, que habia sido reportado como sitio de corte por tripsina
para una de las proteinas, VP29, estd totalmente conservado enftre todos los serotipos
analizados, hipotetizamos que el corte en el aminoacido 361 podria ser biologicamente
relevante para la produccion de VP29 y VP26. Este sitio de corte se encuentra entre los
residuos 359 y 365 que es una regidén totalmente conservada lo cual puede tener un papel

estructural para hacer este sitio fisicamente accesible al procesamiento.
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Serotip
Cepa
Yuc-8
A
HAstV-1 B
C
A
HAstV-2 B
C
HAstv-3 | A
B
HAstV-4
HAstV-5
A
HAstv-6 | B
C
D
HAstV-8

Porcentaje de Identidad

HAstV-1 HAstV-2 HAstV-3 HAstV-4HAstV-5 HAstV-6  HAstV-8

Yuc-8 A B C A B C A B A B C D

709 709 70.8 69.6 69.5 69.6 71.6 72.1 692 733 72 71.7 71.6 7.7 94

100

100 100

97.6 973 100

683 683 69.3 100

68.1 68.1 69.1 99.9 100

68.3 68.3 69.3 100 999 100

75.3 753 757 71.8 71.7 71.8 100

752 752 756 71.7 71.6 71.7 98.2 100

612 61.2 60.7 641 64 64.1 59.6 60 100

69.3 69.3 69.5 65 649 65 704 704 617 100

70.2 70.2 703 65.8 65.7 65.8 70.6 71.9 626 74 100

71.4 714 714 66.7 66.6 66.7 709 72.3 62.6 752 955 100

713 713 71.3 66.6 665 66.6 70.8 722 623  75.1 954 99.6 100

714 714 71.4 66.7 66.6 66.6 709 723 624 752 955 99.7 999 100

68.5 68.5 68.5 67.8 67.6 6718 693 694 673 706 70 703 703 70.3 100

Tabla 5.2: Homologia de aminoéacidos

CyD.

de ORF2 de los diferentes serotipos de
astrovirus de. Humano.Los nimeros estan dados en porcentajes de identidad de
acuerdo al analisis con ClustalW. Las cepas def mismo serotipo se denominaron A, B,
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Figura 5.4. Alineamiento de la regién de ORF1a de Yuc -8 que presenta delecidon de 15 aa. Muestra las regiones
deletadas en los diferentes serotipos de astrovirus. Los puntos significan aminoacidos idénticos con respecto a
Yuc-8, los asteriscos representan aminoacidos idénticos en la secuencia consenso del alineamiento, los guiones
representan ausencia de aminoacidos. En el alineamiento séio se  anotan las diferencias de aminoacidos.




5.1.5.-Prediccion de estructura y modificaciones postraduccionales en las poliproteinas

de Yuc-8

Se determiné la presencia de posibles sitios de modificacién postraduccional en las tres
poliproteinas de Yuc-8. La proteina nsP1a cuenta con 4 posibles sitios de N-glicosilacién, 5 sitios
de fosforilacion por proteina cinasa C, 11 sitios de fosforilacién por caseina cinasa Il, 2 sitios de
fosforilacidn por tirosina cinasa y 7 sitios de N-miristitacion. La proteina nsP1b present6 3 sitios
de fosforilacidn por protein cinasa C, 4 sitios de fosforilacidn por casein cinasa |l, 2 sitios de
fosforilacidn por tirosin cinasa y 2 sitios de N-miristilacién; finalmente el analisis de la proteina
estructural revelo la presencia de 8 sitios de N-glicosilacion, 7 sitios de fosforilacion por protein
cinasa C, 15 sitios de fosforilacién por casein cinasa I, 3 sitios de fosforilacion por tirosin cinasa
y 2 sitios de N-miristilacion. Es de interés este tipo de informacidén para poder dar una posible
explicacion a la variacion de los pesos moleculares de las proteinas reconocidas por los sueros
anti Yuc-8 asi como de |a funcionalidad de las mismas en una infeccidn natural. Por otro lado se
predijo la estructura secundaria de las proteinas nsPt1a y nsP1b, lo cual reveld la presencia de
estructura del tipo de alfa hélices y cadenas extendidas, por otro lado la porcién de residuos de
aminoacidos a la cual no fue asignada una determinada estructura secundaria se sugiere que

son porciones que le dan flexibilidad estructural a la proteina (Figura 5.5).

59




09

] o 2pg JEg 43 S cag o8 Bog Sia

nsP1b

a 18 288 R 480 00

Figura 5.5: Prediccion de estructura secundaria y modificaciones postraduccionales en las proteinas nsP1a y nsP1b.
La prediccion de estructura secundaria se determind con el método SOPMA y las modificaciones postraduccionales
gque se muestran son el resultado consenso entre los tres serotipos de astrovirus de humano (HAstV-1 Gene Bank No.
de acceso 725571, HAStV-2 Gene Bank No. de Acceso L13745 y HAStV-3 Gene Bank No. de Acceso AF141381) y Yuc-8. La escala

representa el nimero de aminoacidos y la posicidn relativa de los motivos representativos de cada proteina.
Simbologia:

Il Atta hélices ® N-glicosilacion

| Cadenas extendidas ® Fostorilacion protein cinasa C
H Beta tum A Fosforilacidn casein cinasa Il
I Loop expuesto Fostorilacion tirosin cinasa

W N-miristilacién




5.1.6.- Obtencion de proteinas de fusion y sueros hiperinmunes

A partir de las clonas de cDNA de Yuc-8 producidas previamente en el vector pRS2
(Figura 5.2), se clonaron distintos fragmentos del ORF1a y ORF1b en los vectores de expresion
procariota pET28b, generando proteinas de fusion a residuos de histidina, y pGEX-4T-3, que
genera proteinas de fusiéon a GST (Figura 5.6). Estas proteinas recombinantes sirvieron para
producir antisueros que se utilizaron en la identificacion de las proteinas procesadas de la regién
no estructural. La estrategia a seguir fue utilizar los diversos antisueros producidos para
identificar los productos del procesamiento de la poliproteina nsP1a-nsP1b a través de un

sistema de expresion eucariontica de células infectadas con Yuc-8.

Estas proteinas fueron obtenidas por M:C Maria Elena Munguia, M.C. Martha Méndez
Toss y el Dr. Ernesto Méndez Salinas quienes también participaban en el proyecto. En lo
particular, obtuve la proteina denominada 1a-1 (Fig. 5.6) en la clona pET28b1a, que incluye los
residuos 41-257 de nsP1a. La proteina 1a-1 se produjo como una proteina de fusion a residuos
de histidina con un peso molecular aproximado de 30 KD. Esta proteina se purifico a partir de
geles preparativos al 15% utilizando un lisado de bacterias JM101 inducidas con 1mM de IPTG
(materiales y métodos). La identidad de la proteina se confirmo por westem blot (Figura 5.7) con
el lisado de un cultivo de bacteria con y sin inducir con IPTG vy utilizando el suero que se habia

preparado contra el péptido KAN, que incluye los residuos 108-124 de nsP1a (Tabla 5.3).
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Figura 5.6: Regiones de Yuc-8 clonadas en vectores de expresién para
generar proteinas de fusion. Los nimeros representan residuos de
aminodcidos.

+ Representan péptidos sintéticos acoplados a KLH.

Y Representan proteinas de fusion a 65T

H Representan proteinas de fusién a residuos de Histidina
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Inducciones Western blot
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Figura 5.7; Presenta la induccion de la clona pET28bYuc-80rf1a{41-257).

Gel A: 1) marcador molecular, 2) pET28bYuc-80rf1a(41-257) inducida con IPTG, 3) pET28bYuc-80rf1a(41-257) sin
IPTG. Gel B: 1) marcador molecuiar, 2) Pastilla de pET28bYuc-80rf1a(41-257) con IPTG, 3) Protelna electroeluida de
pET28bYuc-80rfta(41-257), 4) Sobrenadante de pET28bYuc-80rf1a(41-257) con IPTG y 5) Pastilla de pET28bYuc-
80rf1a(41-257) sin IPTG. El panel C representa una autoradiografia de western blot usando el antipéptido KAN: 1)
marcador molecular, 2) Pastilla de pET28bYuc-80rf1a(41-257) con IPTG, 3) Proteina elsctroeluida de pET28bYuc-
80rf1a(41-257), 4) Sobrenadante de pET28bYuc80rf1a (41-257) con IPTG y 5) Pastilla de pET28bYuc-80rf1a(41-257)
sin IPTG.

La protelna 1a-1 se inoculd a un conejo y el suero se recuperé después de cuatro
inoculaciones. Los sueros mencionados en la tabla 5.3, que fueron utilizados en experimentos
posteriores se obtuvieron de una manera similar por otras personas en el laboratorio. La
secuencia de los péptidos sintéticos, mencionados en la tabla 5.3, y utilizados para producir
sueros se diseniaron con base a la secuencia del virus serotipo 1 (gene bank No. de acceso
Z25771), ya que la identidad a nivel de secuencia de aminoacidos entre los genomas de los tres
serotipos (HAstV-1, 2 y 3) disponibles en el banco de genes es muy alta. Se seleccionaron
regiones totalmente conservadas que estaban distribuidas a lo largo de la secuencia del ORF1a
como se muestra en la Figura 5.6. Los nombres de estos péptidos corresponden a la abreviatura
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de los tres primeros aminoacidos de la secuencia que los conforma. Estos péptidos fueron
sintetizados por la compania Research Genetics Co. (USA), y fueron acoplados a KLH en
nuestro laboratorio. Aproximadamente 100ug de cada péptido fueron inoculados en la linea de

ratdn BALBc y el suero se colectd después de cuatro inoculaciones a intervalos de dos

semanas.
Plasmido ORF Nombre de la Especie
Proteina/péptido

pET28b ORF1a (41-257) 1a 1a-1 conejo
pGEX ORF1b (33-171) 1b 1b-1 conejo
pGEX ORF1b (201-361) 1b 1b-2 conejo
pGEX ORF2 (3-208) 2 e2-1 conejo
pGEX ORF2 (209-341) . 2 e2-2 conejo
pGEX ORF2 (386-594) 2 e2-3 conejo
pGEX ORF2 (655-782) 2 e2-4 conejo

Tabla 5.3: Anticuerpos producidos contra diferentes regiones de ORF1a, ORF1b y
ORF2. Los nombres pET28b y pGEX corresponden a los vectores usados para la
expresion y los niimeros entre paréntesis indican los aminoacidos que comprenden en

su respectivo ORF.
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5.1.7.- Reactividad de sueros hiperinmunes contra proteinas de Yuc-8

Para evaluar la reactividad de los sueros, producidos contra los péptidos y las proteinas
recombinantes, realizamos dos tipos de ensayos: inmunofluorescencia de céltulas CaCo?2
infectadas con Yuc-8, lo cual nos indicaria al mismo tiempo la localizaciéon celular de las
proteinas reconocidas por los sueros; e inmunoprecipitacion de proteinas de astrovirus
expresadas transitoriamente en un sistema de expresion eucarionta a partir de clonas de cDNA
gue expresan nsP1a y nsP1b bajo el promotor de la RNA polimerasa del fago T7 y cuya
traduccion depende de un elemento IRES (Figura 5.8). Estas clonas de ¢DNA fueron producidas
por M.C. Marfa Elena Mungufa y el Dr. Emesto Méndez Salinas, utilizando las clonas senaladas

en la Figura 5.2, como punto de partida.

— *@I_LM_W pTM-1a
TRES ORF la

— 0 s
IRES ORF 1b

——@—L[ 1T [ pTM-1a-b
TRES ORFlo-b

Figura 5.8: Construcciones de la regién no estruclural de Yuc-8 en el vector pTM1 empleadas en
ensayos de expresion transitoria. PrT7- Promotor de la T7 RNA polimerasa, IRES: sitio interno de
entrada al ribosoma
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Utilizando el plasmido pTM-1a con experimentos de expresidn transitoria, no se detectd alguna
proteina sobre expresada, sin embargo se detectaron proteinas marcadas con **S Met y con *°S
Cys de 18 y 23 KD cuando se inmunoprecipité con el suero anti 1a-1 (Figura 5.9 (C)). La
proteina derivada del plasmido pTM1b se observd como una proteina marcada con **S Met y
con 3°S Cys de aproximadamente 59 kD, la cual fue inmunoprecipitada con los sueros 1b-1 y 1b-
2. De manera adicional, el suero 1b-1 inmunoprecipitd otra proteina de 34 KD, de la cual no se

sabe su identidad (Figura 5.9 (B)).

Expresion Transitoria Inmunoprecipitaciéon
A) C)
123 1 2
220Kd ®| 66 kd —»|
97 —|® 8 >
| -
66 Hsc .
¥ [¢— nsPib § 30
. = : nsP1b
46 —» | 46 _»f (59 kd) nsP1ia
: ~4—23kda
; - i > <d— 18 da
30 |55
: <
30 | nsP1b
(34 kd)
Suero —_— Suero
anti: 1b-1 1b-2 anti:

Figura 5.9: Expresion transitoria e inmunoprecipitacion de las protelnas nsPia y nsP1b. Expresion
Transitoria gel A: 1) Plasmido pTM1 (control negativo), 2) Plasmido pTM-1b, que expresa la proteina
nsP1b, 3) Piasmido pcDNA-Hsp, que expresa a la proteina HSC70 utilizada como control positivo.
Inmunoprecipitacion gel B: 1) Proteinas expresadas de! plasmido pTM1 e ipp con el suero 1b-1, 2)
Proteina nsP1b expresada del plasmido pTM-1b e ipp con el suero 1b-1, 3) Proteina nsP1b
expresada del plasmido pTM-1b e ipp con el suero 1b-2, 4) Proteinas expresadas del plasmido
pTM1 e ipp con el suero 1b-2.  Gel C: 1) Proisinas expresadas del plasmido pTM1 e ipp con el
suero 1a-1, 2) Proteinas nsP1a expresadas del plasmido pTM-1a e ipp con el suero 1a-1.  Se
indican los pesos moleculares a la Izquierda de cada gel y las flechas del extremo derecho del gel
sefalan tas proteinas expresadas e ipp de Yuc-8, asf como la proteina HSC70, que fue utilizada
como control de expresion.
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Por otro lado se realizaron ensayos de inmunofluorescencia para determinar la
distribucion las proteinas virales en células infectadas con Yuc-8. Se utilizaron |los sueros
producidos contra las proteinas recombinantes y contra péptidos sintéticos senalados en la
figura 5.6 que incluian parte de_a. poliproteina no estructural y casi la totalidad de fa region
estructural. Asi, se encontréo que todos los sueros reconocen estructuras con una distribucion
perinuclear, pero ninguno de ellos reconocié antigeno viral dentro del nucleo. De esta manera,
se podria pensar que la replicacion de astrovirus es citoplasmica y que la sefial de localizacidn
nuclear presente en nsP1a podria no ser funcional para dirigir proteinas virales al nucleo. En
particular, cuando se usdé el suero 1b-1 se observé una tincibn muy intensa en el area
perinuclear. Este suero reconoce el producto del ORF1b, es decir a la RNA polimerasa
dependiente de RNA y no seria raro encontrar los productos de esta proteina asociados al
reticulo endoplasmico donde se podrian estar sintetizando los RNAs mensajeros virales para su

traduccion (Figura 5.10 y 5.11).
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1b-1 AVR

QPL Control negativo 1b-1

Figura 5.10: Inmunofluorescencia de células CaCo2 infectadas
con Yuc-8 utilizando sueros dirigidos contra proteinas y péptidos
derivados del ORF1a y ORF1b como anticuerpo primario. El
control negativo son células CaCo2 no infectadas.
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Figura 5.11: Inmunofluorescencia de células CaCo2
infectadas con Yuc-8 utilizando los sueros dirigidos contra
proteinas derivadas del ORF2 como anticuerpo primario. El
control negativo son células CaCo2 no infectadas.
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6.1.- Discusion

En nuestro laboratorio se ha trabajado con la cepa Yuc-8 de HastV como modelo para el
estudio de distintos aspectos de la biologia de los astrovirus. Esta cepa proviene de una
muestra de heces de un nifio con diarrea y pertenece a un serotipo que hasta la fecha se ha
reportado como poco frecuente. Es de interés hacer notar que la infeccién por astrovirus provoca
diarreas leves, por lo cual no ha sido profundamente estudiado; sin embargo, la presencia del
astrovirus en patrones estacionales en humanos, tal como ocurre con otros virus como los
rotavirus, lo hace un modelo de importancia para el diseno de medidas de prevencion hacia las

infecciones gastrointestinales.

Hasta hace poco tiempo los métodos de diagnodstico no habian sido suficientemente
desarrollados para su uso de rutina. Sin embargo, recientemente se han desarrollado métodos
tan sensibles como RT-PCR que pueden practicarse en cualquier laboratorio especializado.
Utilizando esta metodologia en estudios epidemioldgicos sobre los agentes causantes de
infecciones gastrointestinales se ha encontrado que los astrovirus ocupan el segundo lugar e'ntre

los agentes virales causantes de gastroenteritis, después de los rotavirus.

Este trabajo tuvo su raiz en un estudio de epidemiologia molecular realizado en México,
en el cual se logrdé adaptar una cepa de astrovirus humano, Yuc-8, a crecer en una linea celular

derivada de carcinoma de colon humano (CaCo2).

En nuestro laboratorio se ha determinado la secuencia nucleotidica del genoma de la

cepa Yuc-8 de astrovirus, lo cual tiene como relevancia que es la cuarta secuencia completa de
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astrovirus humanos reportada; ademas de ser la primera secuencia de una cepa de serotipo 8.
El andlisis de su genoma fue reportado por Mendez-Toss et al (2000), a partir del cual se han

desarrollado diversas estrategias para estudiar la biologia molecular del astrovirus.

Yuc-8 es una cepa importante debido a que el serotipo al que pertenece se habia
reportado como poco frecuente en el mundo. La manera en que se determiné el serotipo de Yuc-
8 fue a través de un analisis comparativo de la secuencia del ORF2 de Yuc-8 con secuencias del
ORF2 de otros serotipos disponibles en el banco de genes, entre los que se encontré una clara
correlacion entre serotipo y genotipo. Las cepas pertenecientes al mismo serotipo presentaron
identidades superiores al 94%. A pesar de no haber estudios serolégicos, consideramos que
Yuc-8 pertenecia al serotipo 8 debido a que estuvo muy relacionado con una cepa de serotipo 8
aislada en el Reino Unido, mostrando 94% de identidad. Con los serotipos restantes (1-6) mostro

porcentajes de identidad que oscilaban entre el 69y 73%.

La regién de las proteinas no estructurales de Yuc-8, presentaron altos niveles de
conservacion (superiores al 93% de identidad a nivel de aminoacidos) con la secuencia
correspondiente de los tres serotipos reportados (HAstV-1, 2 y 3). Estos resultados apoyan la
idea de que las secuencias de las proteinas encargadas de la replicacion viral se mantienen
bastante conservadas entre virus de una misma familia, asi como entre las diferentes familias de
virus de RNA de cadena sencilla polaridad positiva. Este aspecto se torna interesante debido a
que surge la pregunta obligada sobre ¢cémo fue el origen evolutivo de estos virus? Aun no esta
claro si partieron de un mismo ancestro comun, si aprovecharon ventajosamente su elevada
tasa mutacional, tal vez por presion selectiva, permitiéndoles la especializacion para infectar

diferentes tejidos celulares y ocasionar tan diversas enfermedades en los mamiferos.
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En la actualidad el uso de herramientas bioinformaticas para el estudio de modelos
biolégicos ha tomado gran importancia debido al facil acceso y manejo de la informacion. En
nuestro caso, al comparar Yuc-8 con otras cepas, se detecté una delecion de 7 y 15
aminoacidos en una pequena region de alta variabilidad que fue encontrada entre los
aminoacidos 767 y 790 del ORF1a (de acuerdo a la numeracion de la secuencia de Yuc-8). Esta
regién habia sido correlacionada con la adaptaciéon de astrovirus al cultivo en las lineas celulares
HEK y LLCMK2, ya que en estas células pero no en las células Caco2, se observaban tales
deleciones. Sin embargo, nuestros resultados no parecen coincidir con esta observacion, ya que
Yuc-8 fue crecida en células Caco2 y carece de esos 15 aminoacidos, por lo que no se sabe sila
region hipervariable donde se encuentran estas deleciones tiene alguna funcién en la replicacion
o adaptacion del virus. Para analizar esta posibilidad se tendria que secuenciar esta region a
partir de la sintesis de cDNA usando como templado RNA viral extraido de la muestra de heces
de la que fue aislada Yuc-8. En el caso de que esta region estuviera.presente en la cepa antes
de la adaptacién al cultivo celular, se tendrian que analizar los diferentes pases por Io_s que el
virus pasoé en su proceso de adaptacion al cultivo celular y determinar en que momento se perdio

y cual es su posible funcién.

Por ofro lado, la presencia de una senal de localizacién nuclear en un virus de RNA de
cadena sencilla de polaridad positiva como astrovirus es inusual, ya que estos virus
generalmente se replican en citoplasma. El hecho de que esta sefial sea funcional
experimentalmente y dirija a la proteina GFP al nucleo celular, genera preguntas acerca de su
participacion en el ciclo replicativo de los astrovirus. Como se describié en los resultados de
inmunofluorescencia, no se detectaron proteinas virales en el nlcleo de las células infectadas
con Yuc-8; sin embargo esto no descarta la participacion de este organelo en el ciclo replicativo

viral. Consideramos que el estudio sobre la posible funcion de la sefial de localizacion nuclear en
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el ciclo replicativo de astrovirus Yuc-8, debera generar conocimiento sobre la biologia de estos

virus.

A pesar de que se han identificado diversos motivos caracteristicos de proteinas no
estructurales en la secuencia del astrovirus, aun no se ha confirmado su actividad como tales. El
hecho de que en los astrovirus no se hayan identificado los motivos que codifican para proteinas
esenciales en la replicacion de los virus de RNA, tales como RNA helicasa, metil transferasa y/o
Vpg, no significa que estas funciones no existan. De esta manera, se requieren estudios mas
detallados para conocer la forma en que los astrovirus llevan a cabo estas funciones y que parte
del genoma es responsable de tales funciones. Existe la posibilidad de que astrovirus codifique
para proteinas con funciones similares, pero con secuencias parcialmente diferentes, lo cual ha

dificultado la identificacion de tales motivos en su genoma.

Otro punto relevante de este trabajo ha sido la generacién de clonas de cDNA con
secuencias que representan diferentes regiones del genoma de astrovirus, las cuales pueden
ser de utilidad para la generacién de una clona infecciosa que podria servir como vector de
expresion de proteinas heterologas. Asi, como vector, astrovirus podria utilizarse en la
prevencion de infecciones por patdgenos gastrointestinales. Estos plasmidos han sido utiles para
la expresiéon de proteinas recombinantes en bacteria, las cuales se han utilizado en la
generacion de anticuerpos policlonales. Estos anticuerpos estan siendo utilizados para estudiar

las proteinas resultantes del procesamiento y su funcién dentro del ciclo replicativo de astrovirus.

En base al estudio de los productos de la region no estructural realizado por - varios
autores (Gibson y col, 1998; Willcocks y col., 1999; Geigenmiiller y col., 2002a; Kiang y Matsui,

2002; y Méndez y col.; 2003) se sugiere la existencia de al menos cinco proteinas derivadas de
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nsP1a como productos finales del procesamiento: nsP1a/1 (18-20 kD), nsP1a/3 (27-28 kD),
nsP1a/4 (24-26 kD) y dos proteinas de 6.5 y 5.5 kD. El producto entre nsP1a/1 y nsP1a/3 no se
ha identificado pero tendria un peso molecular aproximado de 28 kD (nsP1a/2?). Con respecto al
procesamiento de la poliproteina nsP1a de Yuc-8, logramos identificar dos proteinas, una de 18
y otra de 23 KD, cuando se inmunoprecipité con el suero anti 1a-1. Este suero reconoce
productos que se localizan hacia el amino terminal de la nsP1a y segun el modelo de los autores
antes mencionados, la proteina de 18 KD que nosotros identificamos corresponderia a lo que
ellos reportan como nsP1a/1. Por otro lado, en el modelo que ellos proponen, no identificaron el
posible producto nsP1a/2 y no determinaron su posible peso molecular. Nosotros logramos
inmunoprecipitar con el suero anti 1a-1 una proteina de aproximadamente 23 KD, la cual pudiera
corresponder al producto nsP1a/2 o bien al producto de 18 kD con modificaciones

postraduccionales tales como la glicosilacion.

Por otro lado, utilizando los sueros anti 1b-1 y 1b-2 con proteinas obtenidas por
expresion transitoria, logramos inmunoprecipitar una proteina de aproximadamente 59 kD, que
corresponde al producto nsP1b, que deriva del procesamiento de nsP1ab de Yuc-8. Sin
embargo, también se inmunoprecipitdé otra proteina de aproximadamente 34 KD la cual se
desconoce su identidad y también es expresada en células infectadas con Yuc-8, no solo en

experimentos de expresién transitoria.

Finalmente por ensayos de inmunofluorescencia, usando anti sueros y anti péptidos que
reconocen proteinas virales en células infectadas con Yuc-8, se observé que las proteinas
virales se distribuyen de manera citoplasmica en la célula, especificamente alrededor del nucleo,

lo cual fue mas evidente al usar el anti suero 1b-1 el cual detecta el producto de la RNA
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polimerasa dependiente de Sabemos que la replicacién de los virus de RNA se lleva acabo
asociada a membrana en el citoplasma y por lo que no seria sorprendente encontrar proteinas
de astrovirus asociadas al reticulo endoplasmico. Para conocer la distribucién de las proteinas
virales en células infectadas, podrian realizarse ensayos de inmunofluorescencia con sueros
especificos de Yuc-8 en combinacion con sueros especificos de organelos celulares que sirvan

como marcadores.

75




7.1.- Conclusiones

- El andlisis computacional de la secuencia genémica de Yuc-8 y su comparacién con
otras cepas de astrovirus ha contribuido para un entendimiento de los dominios conservados y
los dominios variables de los astrovirus. En base a este andlisis, se han disefiado estrategias y
han surgido proyectos de investigacién enfocados al estudio de diversos aspectos de la biologia

de estos virus causantes de gastroenteritis.

- Se generaron sueros contra péptidos sintéticos y contra proteinas recombinantes
producidas en bacteria y expresadas de manera transitoria, los cuales se han utilizado para
estudiar el procesarniento de las poliproteinas virales, asi como su localizacidén en células

infectadas con astrovirus por inmunofluorescencia.

- Se identificaron dos proteinas derivadas del extremo amino de nsP1a, de
aproximadamente 18 y 23 kD y, una proteina que se piensa que es el producto final del
procesamiento de la proteina nsP1b, de 59 kD, y que parece representar a la RNA polimerasa

del virus.
- Por Inmunofluorescencia de células infectadas con Yuc-8, se determiné que las

proteinas virales se localizan en el citoplasma, especificamente en un area perinuclear, lo que

parece confirmar que la replicacién del virus es citoplasmica.
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Human astroviruses. are an important cause of
gastroenteritis. As part of a molecular epidemio-
logical study carried out in Mexico a human astro-
virus isolate, Yuc-8, was adapted to grow in CaCo-
2 cells, and its entire genome was sequenced. A 15
amino acid deletion in ORF1a, which has been
associated with adaptation of astroviruses to grow
in cells other than CaCo-2, was present in Yuc-8.
Comparative sequence analysis of the Yuc-8 ORF2
with reported human astrovirus sequences
revealed that this isolate belongs to genotype
(serotype) 8. Two distinct domains in ORF2 were
observed: an amino-terminal domain (residues 1 to
415), with identities higher than 81% among the
strains analysed, and a carboxy-terminal domain
(residues 416 to 782) with identities between 36
and 60%. Two non-superimposable phylogenetic
trees were generated by separate analysis of these
two domains, suggesting that a differential selec-
tive pressure is exerted along the structural poly-
protein.

Human astroviruses are recognized as an important cause
of infantile gastroenteritis around the world (Herrmann ef al.,
1991). Astrovirus virions are formed by a non-enveloped
protein capsid which surrounds a genome consisting of a
positive-sense, single-stranded RNA molecule of 68 to 7:2 kb
in length (Jiang ef al,, 1993). The genomic RNA has three open
reading frames (ORFs) designated 1a, 1b and 2. ORFla and
ORF1b code apparently for the nonstructural proteins of the
virus; ORFla contains viral serine protease and nuclear
localization signal motifs; ORF1b contains motifs suggestive
of an RNA-dependent RNA polymerase (Jiang et al., 1993;
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Willcocks ef al,, 1994 b). On the other hand, ORF2 encodes the
structural viral polypeptides (Sanchez-Fauquier ef al, 1994).
The virus genome, which functions as the mRNA for the
nonstructural proteins, is translated into two polyproteins.
One comprises exclusively ORF1a, while the other includes
both ORFla and ORF1b (Willcocks ef al, 1999), and is
generated as result of a translational frameshift occurring
between these two ORFs (Lewis & Matsui, 1997; Marczinke ef
al., 1994). It is thought that both nonstructural polyproteins
are auto-processed by a viral protease encoded in ORFla
(Willcocks ef al, 1999). On the other hand, the structural
proteins coded by ORF2 are translated from a subgenomic
RNA synthesized during replication of the virus. A 86 to
90 kDa polyprotein is produced that is finally processed into
three to five mature polypeptides (Bass & Qiu, 2000; Sanchez-
Fauquier ef al,, 1994). The subgenomic RNA is 3’-collinear with
the genomic RNA and both are polyadenylated (Monroe ef al,,
1991, 1993).

Based on the virus reactivity with polyclonal antibodies,
human astroviruses (HAstVs) have been classified into seven
serotypes (HAstV-1 to -7) (Herrmann ef al, 1988). Phylo-
genetic grouping of HAstV based on nucleotide sequence
analysis of a limited region of ORF2 (Belliot ¢t al.,, 1997; Noel
et al., 1995) showed a good correlation between genotype and
serotype, and recently the existence of an eighth HAstV
serotype has been suggested based on genotyping of an
HAstV strain isolated in UK (Belliot ef al., 1997). Only three
additional strains of this genotype 8 astrovirus, isolated in
Australia, Uganda and Ghaza, have been reported, which is
why it is considered to be a rare serotype (Mustafa ef al., 2000).
In a recent multicentric study carried out in Mexico (un-
published), it was found that six HAstV serotypes (1to 4, 6 and
8) co-circulated in a single period of 6 months, with serotype
1 being the most frequent, as found in other studies from
different geographical regions (Gaggero et al., 1998; Noel &
Cubitt, 1994 ; Palombo & Bishop, 1996; Shastri et al., 1998). In
one of the locations (Mérida City, Yucatan) included in the
Mexican study, three of the eight HAstV strains detected
belonged to genotype 8 (assignment made based on the
sequence of the 3’-end of ORF2), suggesting that these strains
might be more epidemiologically relevant than previously
recognized. In this work, we adapted one of the genotype 8
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Fig. 1. (a) Alignment of a fragment of the ORF1a sequence of Yuc-8 with reported sequences of human astroviruses of serotypes 1, 2 and 3, around the
variable region which contains short in/del regions (representing inserted or deleted sequences, respectively, among the HAstV strains analysed). in/del
regions | and Il are marked. Accession numbers of the compared sequences are: Z25571 (HAstV-1), L13745 (HAstV-2) and AF141381 (HAstV-3).

(b) Alignment of the complete Yuc-8 ORF2 amino acid sequence with sequences of HAstV of several serotypes. Variable regions VR1 and VR2 in the amino-
terminal 415 amino acids of the polyprotein are underlined. The arrows show the arginine residues which are cleaved to yield VP79, VP29 and VP26,
according to Bass & Qiu (2000), and Sanchez-Fauquier et af. (1994). Asterisks above the sequence denote the conserved basic amino acid residues
susceptible to trypsin (see text). Alignment was made by ClustalW analysis (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) of sequences with the following accession
numbers: L23513 (HAstV-1), A45695 (HAstV-2), AF141381 (HAstV-3), 233883 (HAstV-4), U15136 (HAstV-5), Z46658 (HAstV-6) and 266541
(HAstV-8). HAstV-7 (accession number L38508) was not included in this analysis since only 118 of the 782 amino acid residues of the complete ORF2
have been reported. In (@) and (b), dots indicate amino acid sequence identity, and only amino acid changes are marked; a dash denotes a deletion. The
single-letter amino acid code is used.




Table 1. Percentage amino acid identity between human astrovirus structural proteins of different serotypes

Numbers are percentage identity acording to a ClustalW analysis. For simplicity, strains of the same serotype were named A, B, C and D.
Accession numbers for sequences used to generate the data in this table are Z25771, S68561 and L23513 for strains of HAstV-1; L41395, L06802
and L13745 for strains of HAstV-2; AF141381 and AF117209 for strains of HAstV-3; Z33883 and U15136 for strains of HAstV-4 and HAstV-5,
respectively; Z46658, AB031031, AB031030 and AB013618 for HAstV-6 and Z66541 for HAstV-8. The Yuc-8 sequence was determined in this
work. Bold letters denote identities between proteins of viruses belonging to the same serotype.

Amino acid percentage identity
Serotype 8 | 2 3 4 5 6
Strain ~ Yuc-8 A B C A B C A B A B C D
Yuc-8 100
HAstV-8 94 100
A 709 68.5 100
HAstV-1 | B 709 685 100 100
C 70.8 685 97.6 973 100
A 69.6 67.8 683 68.3 693 100
HAstV-2 | B 69.5 67.6 68.1 68.1 69.1 999 100
C 69.6 67.8 683 683 69.3 100 999 100
A 716 693 753 753 757 71.8 717 71.8 100
HAstV-3 B 72.1 694 752 752 756 717 71.6 717 982 100
HAstV-4 69.2 67.3 612 612 607 641 64 641 596 60 100
HAstV-5 733 706 693 693 695 65 649 65 704 704 617 100
A 72 70 702 702 703 658 657 658 70.6 719 626 74 100
B 717 703 714 714 714 667 666 667 709 723 626 752 955 100
HAstV-6 o] 716 703 713 713 713 66.6 665 666 708 722 623 75.1 954 99.6 100
D 717 703 714 714 714 667 66.6 66.6 709 723 624 752 955 99.7 999 100

HAstV strains (named Yuc-8) to grow in CaCo-2 cells, and
determined its complete genomic nucleotide sequence, the first
for an HAstV-8 strain.

For isolation of the virus, a stool sample was diluted 1:2 in
PBS, extracted with Freon, and filtered through a 0-22 pm
membrane. This material was treated with trypsin (10 pg/ml)
for 1 h at 37 °C, and inoculated into a CaCo-2 cell monolayer.
After 60 min, the inoculum was removed, fresh Eagle’s
minimum essential medium was added, and the cells were
incubated at 37 °C for 3 days. The virus was harvested by
three freeze—thaw cycles, and was passaged again in the same
cells, as described above. After seven passages, the presence of
the virus was confirmed by immune electron microscopy with
a hyperimmune serum to HAstV-1 (Herrmann et al., 1990); by
ELISA (IDEIA Astrovirus, Dako); by immunocytochemistry
with monoclonal antibody 8G4, which recognizes HAstV-1 to
-7 (Bass & Upadhyayula, 1997); and by RT-PCR with
oligonucleotides Mon244 and Mon245 (Noel et al, 1995).
Total RNA from Yuc-8-infected cells was obtained with Trizol
(Gibco-BRL), and used as template to amplify the astrovirus
genome by RT-PCR. Reverse transcriptase SuperScript 1I
(Gibco-BRL) and Vent DNA polymerase (New England
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Biolabs) were used for the RT-PCR reactions. Oligonucleo-
tides synthesized were initially based on the previously
reported sequence for HAstV-1 (accession no. Z25771), and
subsequently based on the sequence obtained from Yuc-8. The
amplified DNA fragments were sequenced with an ABI Prism
DNA automatic sequencer, model 377-18 (Perkin Elmer). The
sequence of the 5" non-translated region (NTR) was determined
from a PCR fragment obtained with an upstream 20-mer
oligonucleotide corresponding to the 20 5’-end nucleotides
which are conserved among astrovirus serotypes 1, 2 and 3.
Nucleotide sequence of the 3" NTR was determined from a
DNA fragment obtained by RT-PCR with oligo(dT) and
oligonucleotide Beg (Saito et al, 1995) as primers. At least
three PCR fragments of a given region, amplified inde-
pendently, were used for determining the consensus sequence.

The full-length genomic RNA of HAstV Yuc-8 consists of
6759 bases, followed by a poly(A) tract. It has a 5 NTR and a
3’ NTR of 83 and 85 nucleotides, respectively, and it is
organized in three sequential open reading frames corre-
sponding to ORFs Ia, 1b and 2 (Jiang et al., 1993 ; Willcocks et
al., 1994 b). The encoded polyproteins have the characteristic
motifs described above.
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Fig. 2. Dendrograms showing the genetic relatedness of the ORF2 amino acid sequence from astrovirus serotypes 1 to 6 and
8. (a) Conserved domain of ORF2 comprising amino acids 1 to 415. (b) Hypervariable domain of ORF2 comprising amino
acids 416 to 782 (Yuc-8 numbering). The scale bars in (a) and (b) represent 10 amino acid substitutions per each 100
residues. The dendrograms were generated with the GrowTree program of the Genetics Computer Group sequence analysis
package (http://gcg.ceingebi.unam.mx/gcg-bin/seqweb.cgi), using the Kimura distance correction method and the neighbour-
joining construction method. Accession numbers of the compared sequences are: L23513 (HAstV-1), A45695 (HAstV-2),
AF141381 (HAstV-3), Z33883 (HAstV-4), U15136 (HAstV-5), Z46658 (HAstV-6) and 266541 (HAstV-8). HAstV-7 was
not included in this analysis since its complete sequence has not been reported.

Comparison of the non-structural polyprotein region of
astrovirus Yuc-8 with the corresponding sequence of viruses
belonging to serotypes 1, 2 and 3 showed a high level of
conservation among these strains (higher than 93 % identity at
amino acid level). A small region of high variability was found
around amino acids 767 and 790 in ORFIa (numbering
according to the Yuc-8 sequence), where 7 and 15 residues
were missing in Yuc-8 and HAstV-2, as compared to HAstV-
3 and HAstV-1, respectively (Fig. 1a, regions in/del 1 and
in/del 11, respectively). The absence of the 15 amino acid
residues at position 790 (region in/del II) has been associated
with the adaptation of astroviruses to HEK and LLCMK2 cells,
since viruses grown in these cells, but not in CaCo-2 cells, lack
that region (Willcocks ef al,, 1994 4). Yuc-8 is also missing those
15 residues despite its having been adapted to grow in CaCo-
2 cells, which suggests that the in/del region 11, if it plays a
role, is not the only factor involved in adaptation of human
astroviruses to a specific cell line. A more detailed analysis of
field and culture-adapted astrovirus strains is needed to resolve
this issue.

ORF2 of Yuc-8 encodes a polyprotein of 782 amino acids,
with an estimated molecular mass of 865 kDa. Comparison of
the predicted full-length ORF2 amino acid sequence from
viruses of different serotypes and geographical regions

indicated a good correlation between genotype and serotype.
Within one given serotype where more than one ORF2
complete sequence has been reported, the strains were more
than 94 % identical (Table 1). Yuc-8 was thus confirmed as a
genotype (serotype) 8 virus, since it was more closely related
to an isolate of HAstV-8 from the United Kingdom (94%
identical) than to HAstV serotypes 1 to 6 (between 69 and
73 % identity) (Table 1, Fig. 2). Also, comparison of the Yuc-8
sequence with the partial sequence (amino acid residues 82 to
200) reported for HAstV-7 revealed an identity of 90%
between these two strains, the lowest value for any pairwise
comparison when that specific region was considered (not
shown).

Knowledge about processing of the ORF2 structural
polyprotein is limited. It has been reported that this poly-
protein is first cleaved intracellularly at the conserved lysine
residue at position 71, to yield a protein of 79 kDa; in the
absence of trypsin in the culture medium this seems to be the
end product, which can be incorporated into the mature virions
(Bass & Qiu, 2000). On the other hand, products of 34, 29 and
26 kDa (VP34, VP29 and VP26) are consistently found in
trypsin-treated purified viruses (Bass & Qiu, 2000; Sanchez-
Fauquier e al, 1994). VP29 and VP26 were shown by N-
terminal sequence analysis to be generated by cleavage of the

2895




polyprotein of HAstV-2 at arginine residues 361 and 395,
respectively (numbers based on the Yuc-8 sequence); thus,
these two proteins probably share their carboxy terminus
(San'chez—Fauquier et al., 1994). Arg-361 (but not Arg-395) is
totally conserved among all astroviruses sequenced to date, as
are othet trypsin-susceptible cleavage sites present at amino
acid residues 347, 354, 359, 365 and 380, which could
potentially serve as processing sites (Fig. 1b). This trypsin
cleavage region is surrounded by highly conserved regions,
which could play a structural role to make the cleavage sites
accessible for processing. In rotaviruses, the trypsin cleavage
region on the VP4 protein, which is responsible for the
enhancement of virus infectivity, is also surrounded by highly
conserved regions (Lopez et al., 1986).

Alignment of the ORF2 sequences of seven HAstV
serotypes (Fig. 1b) showed the existence of two distinct
domains, which were fitst observed by Willcocks ef al. (1995)
who analysed three serotypes only. One conserved amino-
terminal domain spans amino acid residues 1 to 415, with
identities higher than 81 % among the different serotypes. Two
short variable regions between residues 292 to 319 (VR1) and
386 to 399 (VR2), not reported previously, were observed in
this domain (Fig. 1b). The highly variable second domain
{identities of 36 to 60% among serotypes) starts at amino acid
416 and extends to the end of the protein, but in contrast to the
report of Willcocks et al. (1995), the conservation at the end of
the ORF2 was not observed among the serotypes (Fig. 1b).

Phylogenetic analysis of ORF2 showed a completely
different genetic relatedness among serotypes 1 to 8 when
either of the two domains described above was analysed. The
phylogenetic tree generated by comparison of the conserved
domain (Fig. 2a) was very similar to the trees reported
previously by Belliot ef 4l. (1997) and Noel et al. (1995), who
analysed a region of 137 amino acids (residues 73 to 210 of
Yuc-8). Serotypes 2, 4 and 8 were found to be closely grouped,
while serotypes 1, 3, 5 and 6 were more distantly related to this
group (Fig. 24). On the ‘other hand, the dendrogram generated
by comparison of the variable domain of ORF2 (residues 416
to 782) was quite different. Serotypes 4 and 8 were among the
least related (Fig. 24), which resulted in a phylogenetic tree
similar to that reported in another analysis including part of the
3’-end of the astrovirus genome (Monceyron ef al, 1997). It is
likely that the variable carboxy-terminal domain of the ORF2
polyprotein is subjected to immunological pressure, which
probably contributes to the variability observed. In fact,
neutralizing antibodies which recognize VP29 and VP26 have
been identified (Bass & Upadhyayula, 1997). Furthermore, it is
of interest that the genetic relatedness observed among the
various HAstV serotypes, when the variable region was
analysed, differs so much from the relationships found in the
conserved amino-terminal half of the protein. The selective
pressure that created these marked deviations from the
mutation rate of astroviruses could operate differentially along
the ORF2 polyprotein, most likely as the result of a sum of
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factors including, among others, the intrinsic structural con-
straints of the virus particle and the host immune response of
the particular populations infected. On the other hand, the
non-superimposable dendrograms shown in Fig. 2 could also
be the result of intraserotypic astrovirus recombination,
suggested as previously (Belliot ef al, 1997; Jonassen et al,
1998). Whatever the reason for the observed variations, it is
evident that the genomic region chosen to compare different
HAstV strains should take into account the differential
variability observed in the astrovirus genome, particularly that
of ORF2.
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