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RESUMEN

NSP4 es una proteina multifuncional que participa en la morfogénesis y
patogénesis de rotavirus. Aunque NSP4 se considera una enterotoxina aun se
desconoce si variaciones en NSP4 pueden estar asociadas a la severidad de la
gastroenteritis por rotavirus humanos. En el presente trabajo se analizd la
secuencia de NSP4 en relacion a casos moderados o severos de gastroenteritis por
rotavirus, aunado a esto se evaluo el efecto citopatico de la expresion de NSP4 en
células MA104 y la disminucion de su expresion durante el proceso infeccioso. El
andlisis de la severidad de la gastroenteritis reveld que 13 (26%) casos se
asociaron a gastroenteritis leve, 23 (46%) a moderada y 14 (28%) a severa. El
analisis filogenético de la secuencia de NSP4 demostro la presencia de tres grupos
dentro del genotipo El, en el grupo III se observd una mutacién puntual y poco
comun en el aa 144. En este andlisis no se encontrd relacion alguna entre las
variaciones en NSP4 y los diferentes grados de severidad de la gastroenteritis. Sin
embargo, en ensayos de expresion de NSP4 se observo un efecto citopatico. Por
otro lado el silenciamiento de la expresion de NSP4 durante el proceso infeccioso
de rotavirus mostré una considerable disminucion en el dano celular. Esto puede
indicar que la severidad de la gastroenteritis por rotavirus parece relacionarse a la
conformaciéon de NSP4 en lugar de variaciones puntuales en su secuencia, aunque
aun se requieren de mas estudios al respecto para determinar si NSP4 es el unico

factor de patogénesis en rotavirus.
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ABSTRACT

The NSP4 protein is a multifunctional protein that plays a role in the
morphogenesis and pathogenesis of the rotavirus. Although NSP4 is considered an
enterotoxin, the relationship between gastroenteritis severity and amino acid
variations in NSP4 of the human rotavirus remains unclear. In this study, we
analyzed the NSP4 sequence and the severity of gastroenteritis of children with
moderate to severe gastroenteritis, additionally we studied the effect of the NSP4
expression and the consequences of silencing it expression during the infection
process. Analysis of rotavirus gastroenteritis severity showed that 13 (26%) cases
had mild gastroenteritis, 23 (46%) moderate gastroenteritis and 14 (28%) severe
gastroenteritis. NSP4 phylogenetic analysis showed three clusters within the
genotype E1. Sequence analysis revealed similar mutations inside each cluster, and
an uncommon variation in residue 144 was found in five of the NSP4 sequences
with no relationship to different grades of gastroenteritis. Further analysis in NSP4
showed the cytopathic effect of this protein in MA104 cells. On the other hand, the
modulation of the NSP4 expression was related to an inhibition of the cellular
damage in rotavirus infected cells. These findings indicate that rotavirus severe
gastroenteritis might be related to the NSP4 conformation instead of punctual
variations in its sequence, although more studies are needed to determine if NSP4

a unique pathogenic factor in rotavirus.
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1. INTRODUCCION

Rotavirus causa gastroenteritis en mamiferos y aves. Los grupos A, B y C de
rotavirus se caracterizan por infectar humanos y animales. El grupo A es el
principal responsable de gastroenteritis en nifios menores de cinco afnos (Kapikian
et al, 2001; Morris and Estes, 2001). Los sintomas presentes en una gastroenteritis
por rotavirus son diarrea, fiebre y vomito. La deshidratacion como consecuencia
de la diarrea severa puede causar la muerte del menor en un corto tiempo. A
rotavirus se le asocia con 453,000 muertes de nifios a nivel mundial, un gran
porcentaje de estas muertes se presenta en paises subdesarrollados (Morris and

Estes, 2001; Ramig, 2004; Parashar et al, 2006; Tate et al, 2012).

Entre los factores de patogénesis de rotavirus destaca la proteina no estructural 4
(NSP4), la cual ha sido caracterizada como enterotoxina (Ball et al, 1996). La
actividad de NSP4 como enterotoxina se asocia a la movilizacion del flujo de
calcio intracelular ([Ca**]i) del reticulo endoplasmico hacia el citoplasma lo cual
induce una inestabilidad en la membrana y perdida de liquidos; el mismo efecto
podria ser mediado por la via de fosfolipasa C inositol trifosfato (PLC-IP3) cuando
NSP4 interactiia con células no infectadas (Dong et al, 1997; Brunet et al, 2000;

Zhang et al, 2000).



NSP4 es una proteina glucosilada de 175 aminoacidos y un peso molecular de 28
kDa. Esta proteina se caracteriza por la presencia de tres regiones hidrofobicas
denominadas H1 (aa 7-21), H2 (aa 29—-47) and H3 (aa 67—-85) y un dominio super
enrollado (aa 95-137). El extremo amino de NSP4 (aa 1-44) se localiza en el
lumen del reticulo endoplasmico (RE) y su extremo carboxil en el citoplasma.
Durante los procesos de morfogénesis viral NSP4 actia como un receptor
intracelular de las proteinas VP6 (en las particulas subvirales) y VP4 (parte de la
capside externa) y dentro del RE facilita el ensamble de las particulas subvirales
con las proteinas de la capside externa favoreciendo asi la formacion de particulas
virales completas e infectivas (Estes, 2001). También se ha descrito la interaccion
de NSP4 con algunas proteinas celulares y de matriz extracelular (Tian et al, 1996;

Mirazimi et al, 1998; Xu et al, 2000).

El anélisis de secuencia de NSP4 ha revelado la presencia de por lo menos 15
genotipos E (por Enterotoxina). Los genotipos de NSP4 asociados a infecciones en
humanos son los genotipos E1 (Wa), E2 (Kun) y E3 (AU-1) (Matthijnssens ef al,
2011; Papp et al, 2012). Por otro lado, atn no se establece claramente la actividad
de NSP4 como enterotoxina en cepas de rotavirus humanos. Algunos reportes
relacionan variaciones de aminoacidos en NSP4, VP4 y VP7 con cepas
asintomaticas (Kirkwood et al, 1996; Pager et al, 2000). Sin embargo, esto no
parece ser generalizado debido a que en algunos estudios no se ha encontrado tal
relacion (Ward et al, 1997; Lee et al, 2000). En el presente estudio nos enfocamos

en el analisis de la proteina NSP4, inicialmente se consider6d el andlisis de la



secuencia de NSP4 de cepas de rotavirus humanos asociados a diversos grados de
severidad, posteriormente se observo el efecto citopatico de la expresion de NSP4
en c¢lulas de mamifero y por ultimo se analizd el efecto del silenciamiento de
NSP4 durante el proceso infeccioso de rotavirus. El objetivo del presente trabajo
fue determinar si NSP4 de cepas de rotavirus humanos se asocia al efecto
citotoxico en ausencia de otras proteinas virales o si la expresion de NSP4 puede

asociarse a la patogénesis viral.



2. HIPOTESIS

La proteina NSP4 de cepas de rotavirus humanos es uno de los factores virales
involucrados en la patogénesis viral.



3. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la actividad de la proteina NSP4 de cepas de rotavirus humanos
como factor de patogénesis.

Objetivos particulares

1. Analizar la proteina NSP4 de cepas de rotavirus de campo asociadas a
diversos grados de gastroenteritis.

2. Establecer un sistema de expresion de NSP4 de la cepa de rotavirus Wa
de humanos en células MA104.

3. Evaluar el efecto de la expresion de NSP4 en células MA104.

4. Silenciar el gen de NSP4 en células infectadas con la cepa de rotavirus
Wa.

5. Evaluar el efecto causado por el silenciamiento de NSP4 en células
MA104 infectadas con rotavirus.



4. ANTECEDENTES

4.1 Generalidades

La gastroenteritis por rotavirus se caracteriza por afectar a niflos menores de cinco
afnos, comunmente durante las épocas mas frias del afio. La ruta de transmision del
virus es por via fecal-oral. Sin embargo, las medidas preventivas para este tipo de
transmision no han sido suficientes para evitar que rotavirus esté presente en todo

el mundo, tanto en paises desarrollados como subdesarrollados (Parashar, 20006).

Se considera que rotavirus es responsable del 40% de todos los casos de diarrea
severa en ninos. La deshidratacion como consecuencia de la diarrea y la falta de
atencion médica oportuna son la causa de 453,000 muertes de nifios cada afo, se
estima que el >80% de estos decesos se presenta en paises en vias de desarrollo

(Glass, 2006).

Debido al impacto de rotavirus en la salud a nivel mundial, la necesidad de una
vacuna segura y efectiva se hizo inminente. En 1998, en Estados Unidos se

autorizd la distribucion de la vacuna tetravalente recombinante mono



rhesus/humano. Esta vacuna mostré una buena proteccion contra la gastroenteritis
severa por rotavirus; sin embargo, en poco tiempo se retiré del mercado debido a
que algunos niflos vacunados presentaron como efecto secundario invaginacion
intestinal (Murphy et al, 2001). En 2005, la FDA (Food and Drug Administration,
US) aprob¢ la distribucién de una vacuna pentavalente rearreglante basada en
rotavirus bovino/humano (RotaTeq"”, Merck and Company, Whitehouse Station,
New Jersey) y de una vacuna monovalente (Rotarix”, GlaxoSmithKline [GSK]
Biologicals, Rixensart, Belgium), hasta el momento ambas vacunas han mostrado
ser eficientes en la prevencion de la gastroenteritis por rotavirus. Sin embargo, las
variaciones de los virus circulantes en muchas regiones del mundo sugieren seguir
con los monitoreos epidemiologicos para asi evaluar continuamente la eficiencia

de cada vacuna (Cortese and Parashar, 2009).

4.2 Estructura de la particula viral

Rotavirus fue descrito por primera vez en 1973 por microscopia electronica en una
biopsia del duodeno de un nifio con gastroenteritis no bacteriana, debido a su
estructura se le denomino rotavirus, que proviene del latin rofa que significa rueda.
Posteriormente, rotavirus se clasificoé como parte de la familia Reoviridae (Bishop

et al, 1973; Estes, 2001).

Los rotavirus se caracterizan por presentar un genoma constituido de once

segmentos de RNA de doble cadena. Cada segmento es un gen que se denomina



en base a su tamafo y su corrimiento electroforético, de tal manera que el gen 1 es
el segmento de RNA de mayor tamafio (3.3 Kb) y el 11 el mas pequeiio (0.6 Kb).
Cada gen codifica para una proteina, excepto el gen once que codifica para dos.
Por este motivo, el genoma viral codifica un total de doce proteinas, seis

estructurales (VP) y seis no estructurales (NSP) (Estes, 2001).

La particula viral es de simetria icosahédrica, mide 70 nm de didmetro y se
caracteriza por estar formada por tres capas concéntricas (Fig. 1). La céapside
interna o nucleo envuelve el genoma viral y estd constituida por 60 dimeros de la
proteina VP2; por 12 moléculas de VPI, la cual actia como una RNA polimerasa
dependiente de RNA; y 12 mondémeros de VP3, caracterizada como una guanidil?
trasferasa. La capa intermedia estd formada por 260 trimeros de VP6, las
estructuras virales conformadas solo con el nucleo y la capside intermedia no es
infecciosa y se denomina DLP (particulas de doble capside). La cépside externa
estd formada por 260 trimeros de la proteina VP7 y 60 dimeros de VP4, la
particula con las tres capas proteicas es infecciosa y se denomina TLP (particulas
de triple capside). Ambas proteinas, VP7 y VP4 son indispensables para que el
virus infecte las células blanco, una vez dentro de la célula, el virus pierde la
capside externa y el proceso de transcripcion del RNA mensajero (RNAm) se

activa en los DLP’s (Estes, 2001).
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Fig. 1 Representacion esquematica de la estructura de rotavirus. a) Se muestra la estructura de una particula viral, se
muestra el RNAdc interactuando con las proteinas VP1, VP2 y VP3 en la cépside interna; asi mismo, se describe la
capside intermedia conformada por la proteina VP6; también se observa la capside externa que esta formada por la
proteina VP7 y por la proteina VP4, misma que se encuentra en forma de espiculas. b) Se esquematiza un corrimiento
electroforético de los genes de rotavirus (a la derecha) y de las proteinas que codifica cada gen (izquierda), no se observa
la proteina NSP6 (Esquema adaptado de Estes, 2001).



4.3 Clasificacion

Los rotavirus infectan la mayoria de mamiferos y algunas aves, se pueden
identificar en base al huésped que infectan, por lo que hay cepas de rotavirus de
aves, de cerdos, becerros, humanos, etc. Cada cepa es especifica de su huésped lo
que indica que hay barreras entre especies, las cuales en raras ocasiones se
traspasan. Al igual que en los humanos las infecciones por rotavirus en animales se

limitan a recién nacidos y causan una gastroenteritis severa (Kapikian, 2001).

Independientemente de la especificidad de huésped, los rotavirus se clasifican en
grupos, subgrupos, serotipos y genotipos. La clasificacion de rotavirus por grupos
se caracterizd en base a anticuerpos especificos contra la proteina VP6, hasta hoy
se han descrito siete grupos (A-G). En el grupo A, que ha sido ampliamente
estudiado, se han identificado cuatro subgrupos (SG II, SG I + II, y SG no-I, no-
IT). El analisis de secuencia de un fragmento de 379 pares de bases (pb) del gen de
la proteina VP6 indica la clasificacion del grupo A en dos subgrupos, los cuales no
se asocian con los cuatro subgrupos identificados por ensayos serologicos

(Iturriza-Goémara et al, 2002).

Los humanos solo han sido afectados por los rotavirus de los grupos A, B y C. El
grupo A es el que cominmente afecta a nifios menores de cinco afios, los grupos B
y C han sido reportados en brotes esporadicos en nifios y adultos respectivamente
(Sanekata et al, 2003; Bonsgorf et al, 1988; Riepenhoff-Talty et al, 1997; Wu et

al, 1998; Kuzuya et al, 2005).
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La clasificacion de los rotavirus en serotipos inicialmente fue en base a las
caracteristicas antigénicas de las proteinas de superficie VP4 (serotipo P) y VP7
(serotipo G). Posteriormente, la amplificacion por PCR y el andlisis de secuencia
de los genes de VP4 y VP7 respectivamente, permitieron la clasificacion del virus
por genotipos. Para definir un genotipo para VP7 o VP4 se considera una
homologia del 80% entre las secuencias de un mismo genotipo (Nishikawa et al,

1989; Gorziglia et al, 1990, Matthijnssens et al, 2011).

Para la proteina VP7 el genotipo y el serotipo coinciden y se denominan de la
misma manera, hasta hoy se han descrito 27 genotipos G, los que cominmente se
reportan son G1, G2, G3, G4 y G9. Con respecto a VP4, no se ha establecido
relacion entre serotipo y genotipo por lo que el serotipo se denomina solo por un
nimero, actualmente se conocen 14 serotipos P. Por su parte, de los genotipos P se
han descrito 35 y los predominantes son los genotipos P[8] y P[4]. Por otro lado,
analisis de la secuencia de aminoacidos de la proteina no estructural 4 (NSP4)
demostr6 la existencia de 15 genotipos denominados E (E1-E15) por la actividad
de NSP4 como enterotoxina. Entre los genotipos de NSP4 que comUnmente se

reportan son genotipo E1, E2 y E3 (Matthijnssens et al, 2011).

Para simplificar la clasificaciéon de rotavirus se determind una nomenclatura
binomial en la cual para hacer referencia a una cepa se le denomina genotipo G
seguido del genotipo P, las combinaciones que mas se reportan alrededor del

mundo son G1P[8], G4P[8], G2P[4], G3P[8] (Arista et al, 1997; Ramachandran et
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al, 1998; Argiielles et al, 2000; O’Halloran et al, 2002; Rhaman et al, 2003,
Iturriza et al, 2004). En 2008 se propuso un sistema para clasificar rotavirus en
base al analisis de la secuencia parcial o completa de los 11 segmentos del genoma

(Tabla 1) (Matthijnssens et al, 2008).

4.4 Ciclo replicativo de rotavirus

4.4.1 Interaccion y entrada del virus a las células.

En los procesos de infeccion naturales rotavirus muestra un tropismo celular hacia
los enterocitos maduros. En los ensayos in vitro los rotavirus tienen afinidad por
las lineas celulares de origen renal o intestinal. La interaccion e ingreso de
rotavirus a las células es un proceso que requiere de multiples pasos que dependen
de algunos receptores en la superficie celular y de las proteinas de la capside

externa VP4 y V7 de rotavirus (Estes and Cohen, 1989).

La mayoria de las cepas animales dependen de la presencia de 4cido sialico (AS)
en la superficie de las células para poder infectarlas. A estas cepas se les conoce
como neuraminidasa sensitivas, debido a que la neuraminidasa (NA) es una
enzima que retira las moléculas de acido sialico de la superficie celular y asi se

inhibe la interaccion del virus con las células (Fuentes-Panana et al, 1995).
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Tabla 1.

Clasificacion de rotavirus en base a los 11 segmentos de RNAdc que conforman su genoma. En la
tabla se describen las proteinas correspondientes a cada gen, el valor de corte (cut-off) de similitud
de secuencia de las muestras para ser consideradas dentro de cada genotipo, el nimero de genotipos
descritos hasta ahora y el nombre correspondiente a cada genotipo (Matthijnssens et al, 2008;
Matthijnssens et al, 2011; Papp et al, 2012).

Producto del sen % identidad dentro de Genotinos Origen del nombre de los
g cada genotipo (cut-0ff)* P genotipos
VP7 80 27G Glicosilado
VP4 80** 35P Proteasa-sensible
VP6 85 161 Cépside Interna (intermedia)
VP1 23 9R RNA polirzzr;s; [(iependiente
VP2 84 9C Proteina del Core (interna)
VP3 81 8M Metil-transferasa
NSP1 79 16A Antagonista de interferon
NSP2 85 9N NTPasa
NSP3 35 12T Translation enhanc'e’r
(promotor de traduccion)
NSP4 85 I5E Enterotoxina
NSP5 91 1H pHosphoprotein (proteina

fosforilada)

* De acuerdo a la propuesta del grupo de clasificacion de rotavirus RCWG (Rotavirus Classification Working
Group).

** >89% de homologia de secuencia para definir un genotipo P, de acuerdo a Gorziglia y colaboradores en
1990.
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Por otro lado, no todos los rotavirus son dependientes del AS para ingresar a las
células. Las cepas de rotavirus neuraminidasa resistentes indican que la presencia
de AS puede no ser indispensable para la interaccion e ingreso del virus a las
células y que se requieren de otros receptores para este proceso (Lopez and Arias,

2004).

Una etapa primordial para la interaccion de rotavirus con las células, es la fraccion
de VP4 en VP8* y VP5* por efecto de la tripsina. Como consecuencia, VP8* entre
los aa 93-208, interacciona con una molécula de AS; lo cual induce un cambio de
conformacion en todo VP4, que permite la interaccion de los aa 308-310 de VP5*
con la integrina a2f1. Posteriormente, la region de aa 642-659 de VP5* interacta
con la proteina de choque térmico hsc70 (Isa et al, 1997; Zarate et al 2000;
Graham et al, 2003; Zarate et al, 2003). Por ultimo, la proteina VP7 de rotavirus
en los dominios de aa 161-169 y aa 253-255 interacciona con las integrinas avp3 y
axf2 respectivamente, para dar inicio al proceso del ingreso del virus a la célula

(Guerrero et al, 2000; Graham et al, 2003).

Los rotavirus pueden introducirse a las células por un proceso de endocitosis
donde el virus es envuelto en una vesicula de la membrana que posteriormente se
permeabiliza y libera al virus en el citoplasma. Por otro lado, otro mecanismo de
ingreso es por la penetracion directa de rotavirus a través de la membrana celular

por la proteina VP5* (Mackow et al, 1988; Denisova et al 1999; Estes, 2001).
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4.4.2 Produccion de progenie viral.

Una vez que rotavirus se internaliza en el citoplasma de la célula, la baja
concentracion de calcio induce la pérdida de la capside externa (Ruiz et al, 1996).
Tanto VP4 como VP7 pierden la estabilidad de su estructura proteica y se
desprenden de la particula viral, y por consecuencia se activa el proceso de
transcripcion del RNA mensajero en las particulas de doble capside (Estes, 2001;

Cohen et al, 1979).

En el core, la transcripcidn, incorporacion de nucleotidos y la formacion del cap en
el RNAm se lleva a cabo por las proteinas VP1 y VP3. La proteina VPI es una
RNA polimerasa dependiente de RNA y la proteina VP3 es una metil y
guanililtransferasa que se asocia a la formacion del cap en los transcritos. La
sintesis del RNAm inicia una hora después de la infeccion (Valenzuela et al, 1991;

Lawton et al, 2001).

Al mismo tiempo en el que el RNAm se va sintetizando se le adiciona el cap
(m7GpppGm) en el extremo 5°, posteriormente sale de las particulas subvirales
hasta el citoplasma a través de los canales que atraviesan el core y la capside
intermedia en los vortices de la estructura icosaédrica (Valenzuela et al, 1991,
Lawton et al, 2001). El transcrito no estd poliadeninado en el extremo 3°, pero
contiene una secuencia consenso que es reconocida por un dominio del extremo

amino de la proteina NSP3 (Poncet et al, 1994). Por otro lado, el extremo carboxil
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de la proteina NSP3 interacciona con el factor de traduccion elF4G. Este factor de
traduccion es un componente del complejo de iniciacidon de traduccion elF4F, que
reconoce el cap en el RNAm de eucariotas. La interaccion entre NSP3 y el factor
elF4G induce la circularizacion del RNAm viral lo que promueve su traduccion

(Vende et al, 2000).

Como consecuencia de la interaccion de NSP3 con elF4G en células infectadas la
cantidad de proteina de union al extremo poli A (PABP) unida al elF4G
disminuye, por lo tanto la traduccion del RNAm celular disminuye de manera

significativa (Piron ef al, 1998).

Aunque atn se desconocen los mecanismos de regulacion post-transcripcional, se
ha observado que existe una variacion entre el nivel de expresion de algunas
proteinas virales. Entre las primeras proteinas en expresarse estin VP6 y NSPI1. La
proteina VP6 se expresa en mayor proporcion que NSP1. Estas variaciones en la
expresion se asocian a la eficiencia de traduccion de cada gen de rotavirus (Mitzel

et al, 2003).

Por otro lado, en los procesos de replicacion viral el RNAm es utilizado como
molde para la sintesis del RNA (-) para conformar el RNAdc del genoma viral.
Una secuencia consenso presente en el extremo 3’ del RNAm actia como la senal
en cis requerida para la sintesis de la cadena negativa del RNA genomico (Patton
et al, 1996). El empaquetamiento del RNAm en el core y la sintesis del RNA

genomico ocurren simultaneamente. Durante esta etapa se observan intermediarios
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de la replicacion (IR), los cuales se conforman por proteinas estructurales y no
estructurales. La formacion de los IR y el proceso de replicacion del RNAdc se
llevan a cabo en inclusiones citoplasmaticas denominadas viroplasmas (Gallegos
et al, 1989; Estes, 2001).

Entre las proteinas no estructurales que forman parte de los IR estan NSP2, NSP5
y NSP6, las cuales tienen afinidad por el RNA de cadena sencilla y se asocian a la
formacion de los viroplasmas, asi como en la replicacion y empaquetamiento del
RNAdc en las particulas subvirales (Gonzalez et al, 1998; Fabbretti et al, 1999,
Vende et al, 2002).

La proteina NSP2 adopta una conformacion funcional como octameros, presenta
una fuerte afinidad hacia el RNAdc y el RNA de cadena sencilla (RNAcs); asi
como, actividad enzimatica nucleosido trifosfatasa (NTPasa) in vitro (Kattoura et
al, 1992; Taraporewala et al, 2002). En presencia de Mg®" la proteina NSP2
cataliza la hidrolisis del NTP a NDP, como resultado NSP2 es fosforilado. Se
considera que la intervencion de NSP2 como catalizador del empaquetamiento del
RNAm en el core de las particulas subvirales se deriva de su actividad de NTPasa

(Taraporewala et al, 1999).

El cambio de conformacion de NSP2 al fosforilarse y desfosforilarse puede
acoplarse a la hiperfosforilacion de NSPS5 y favorecer la interaccion con el RNAcs
que sera empaquetado en el core (Vende et al, 2002). Por su parte, la proteina
NSP6 interacttia con NSP5 en su extremo carboxil, se localiza en los viroplasmas

durante la replicacién y el empaquetamiento viral. Sin embargo, la funcion de
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NSP6 en este proceso se desconoce y se cree que puede no ser indispensable,
debido a la existencia de cepas que no expresan NSP6, entre esas cepas estan, la
cepa Mc323 y Alabama que pertenecen al grupo A y todas las cepas del grupo C
de rotavirus. A pesar de la caracterizacion de algunos de los IR, su papel en la
replicacion de rotavirus y los pasos involucrados en este proceso no han sido bien
descritos, por lo que atn se requiere de mas estudios al respecto (Torres-Vega et

al, 2000).

Por otro lado, una vez que el RNA gendmico se ha sintetizado, entre 3 o 4 horas
postinfeccion, permanece asociado a VP1 y al sub-core. Posteriormente es
ensamblado en los DLP’s y se inicia el proceso de maduracion de las particulas

subvirales (Fig.2) (Petrie et al, 1982; Gallegos and Patton, 1989).

Las particulas subvirales conformadas por el core y la céapside intermedia,
interaccionan con la proteina NSP4, la cual actua como receptor intracelular en el
reticulo endoplasmico (RE). NSP4 permite la internalizacion de los DLP’s en el
RE y a su vez interacciona con VP4 y VP7 para favorecer la conformacion de las
particulas virales maduras (Meyer et al, 1989; Au et al, 1989). Durante la
traslocacion de los DLP hacia el lumen del RE las particulas adquieren una
envoltura temporal, la cual es removida por un mecanismo en el cual participan
VP7 o VP4 (Suzuki et al, 1993). En las células infectadas se ha observado que las
proteinas VP4, VP7 y NSP4 interaccionan formando heteroligdbmeros (Maass et al,

1990).
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El proceso replicacion de rotavirus en células Caco-2 difiere un poco del de las
células MA104. Las células Caco-2 pueden diferenciarse y presentar algunas
caracteristicas como las de enterocitos maduros. Entre sus cualidades esta el que
son células polarizadas y presentan membrana apical y basolateral con proteinas
propias de los enterocitos (Grasset et al, 1984). En células Caco-2 el proceso de
replicacion dura 24 horas y la liberacion de los viriones no induce la lisis celular;
en células MA104 el ciclo replicativo es de 12 horas e implica la lisis de las

células infectadas (Altenburg et al, 1980; Jourdan et al, 1997, Jourdan et al, 1998).

4.5 Patogénesis de Rotavirus

Rotavirus afecta a nifios menores de cinco afos, aunque algunos adultos sanos o
inmunosuprimidos pueden ser afectados de manera asintomatica o sintomatica
(Bonsdorf et al, 1988; Riepenhoff-Talty et al, 1997; Sanekata et al, 2003). La
infeccion se adquiere por via oral-fecal y la gastroenteritis por rotavirus tiende a
ser mas severa que la causada por otros agentes infecciosos (Ruuska y Vesikari,
1991). Se considera que de un 29 al 45% de los casos de infecciones por rotavirus

requieren hospitalizacion (Parashar et al., 2006).

El sintoma comun en la gastroenteritis por rotavirus es la diarrea profusa, en
algunos casos de mas de 20 evacuaciones acuosas por dia. Generalmente, la
diarrea va acompanada de vomito, fiebre, anorexia y dolor abdominal, que se
manifiestan después de un periodo de incubacion corto de uno a dos dias (Ramig,

2004).
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Fig. 2 Descripcion esquematica del ciclo replicativo de rotavirus (Estes, 2001)
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El proceso infeccioso puede auto limitarse entre 5 y 7 dias después de la infeccion
(Morris and Estes, 2001). Sin embargo, la falta del manejo oportuno del paciente
puede conducir a una deshidratacion severa, lo que a su vez puede culminar con la

muerte del infante (Wickelgren, 2000; Parashar et al, 2006).

Para determinar el efecto patologico causado por rotavirus se ha recurrido a
voluntarios humanos y al uso de modelos animales. En ambos, la manifestacion de
los sintomas de la gastroenteritis por rotavirus muestra una marcada dependencia a
la edad donde a menor edad mayor susceptibilidad. Aunque los adultos también
son susceptibles a la infeccion por rotavirus, no es comun la manifestacion de
sintomas (Gerber et al, 2011). Comunmente las cepas de rotavirus se limitan a
infectar a un huésped en particular, no obstante, existe evidencia donde se han
detectado cepas de rotavirus animales infectando humanos (Ghosh et a/, 2011).

Los rotavirus muestran tropismo celular por los enterocitos maduros, los cuales se
localizan en la parte superior de las vellosidades intestinales (Ramig, 2004). Estas
células al ser infectadas por rotavirus sufren una fuerte inhibicion del transportador
de sodio-glucosa (SGLT1), lo que causa alteraciones en la absorcion de glucosa y
en la reabsorcion de agua. Ademas, se ha observado un incremento de los niveles
de calcio intracelular que se ha asociado con el efecto citopatico producido por
rotavirus (Brunet et al, 2001). Asi mismo, se describe una disminucion de
disacaridasas como maltasas, lactasas y sacarasas a nivel de la mucosa en el lumen
intestinal, ésto a su vez dificulta la digestion de carbohidratos, lo que induce el

proceso de malabsorcion de nutrientes (Lundgren and Svensson, 2001).
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Algunos estudios realizados en células de mamiferos demuestran una relacion
entre el efecto citopatico y un incremento en los niveles de calcio intracelular en
las células infectadas con rotavirus. Tal efecto se reduce en presencia de EDTA, el
cual es un agente quelante de Ca”>" (Michelangeli et al, 1991). La elevacion del
calcio intracelular induce la desestabilizacion de la actina y la tubulina y se asocia

al dafo celular (Jourdan ef al, 1998).

En humanos, los pocos estudios que existen sobre la mucosa intestinal de nifios
infectados con rotavirus muestran que el dafio histologico se presenta en su
mayoria en el duodeno, y se observa la reduccion y atrofia de las vellosidades del
epitelio, infiltracion de monocitos, inflamacion leve, la distension del reticulo

endoplasmico (Holmes et al, 1975; Davidson et al, 1977).

Las alteraciones en el epitelio intestinal ademéas de asociarse con una
malabsorcion, se relacionan con cambios en la osmolaridad celular, secrecion de
fluidos y electrolitos, lo que a su vez se relacionan al proceso de diarrea en alguna

de sus etapas (Morris and Estes, 2001).

Estudios realizados con respecto a la fisiopatologia de la gastroenteritis por
rotavirus sugieren que la lisis celular no siempre estd asociada al proceso de la
diarrea. Inicialmente se observo que animales infectados con rotavirus presentaban
diarrea antes de que se manifestara cualquier dafio o alteracion histologica (Mebus

et al, 1977).

22



En estudios posteriores se utilizd tratamiento profilactico con factor de
crecimiento epidérmico, en estos casos aunque este tratamiento contrarrestaba el
dafio tisular durante la infeccidon por rotavirus no evitaba la diarrea (Zijlstra et al,

1994).

En algunos estudios in vitro con células de mamiferos, se ha observado que la
infeccion de células intestinales polarizadas con rotavirus no se asocia con la
destruccion de las células infectadas (Jourdan et al, 1997). Aunado a esto, en un
estudio con biopsias del epitelio intestinal de nifios infectados con rotavirus
durante la fase aguda de la infeccidon, se mostro que solo 2 (5%) biopsias de las 40
realizadas presentaban evidencias de dafo en el epitelio intestinal (Kohler et al,

1990).

Por tal motivo, los factores que involucran a la patogénesis pueden ser muy
variados e incluir no solo factores virales sino ademas celulares. En este sentido, el
mecanismo que desencadena la diarrea también se ha relacionado con alteraciones
en el Sistema Nervioso Entérico (SNE), esto se debe a que farmacos como la
tetradoxina (TTX) y lidocaina, que bloquean el SNE, se asocian a la disminucion
de la intensidad de la diarrea (Lundgren et al, 2000). Por lo que, la causa de la
diarrea por una infeccion por rotavirus, puede deberse a varios factores presentes
en las diferentes etapas del proceso infeccioso. Sin embargo, en las primeras
etapas de la infeccion e incluso en la fase aguda, el proceso que desencadena la

diarrea parece no estar asociado directamente al dafio en la mucosa intestinal.
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De manera indirecta, algunas de las proteinas asociadas a mecanismos de infeccion
y replicacion pueden influir en la virulencia de rotavirus. En este aspecto resaltan
las proteinas VP3, NSP3 y NSP2, debido a que estas proteinas influyen en la
eficiencia de la replicacion viral, lo que a su vez favorece la propagacion del virus
de célula a célula propagando la infeccion a lo largo del epitelio intestinal. Por otro
lado, otras proteinas virales como VP4, VP7, VP6 y NSP1 pueden asociarse
directamente con la patogénesis de rotavirus al inducir una respuesta inmune o al
evadir la misma. Sin embargo, el factor mas importante que se relaciona con la
patogénesis de rotavirus es la toxina viral NSP4, la cual a diferencia de otros
factores de patogénesis virales que pueden depender unos de otros, desencadena

los procesos que conllevan a la diarrea (Ramig, 2004; Morris and Estes, 2001).

4.6 Proteina NSP4

La proteina NSP4 de rotavirus se considera una proteina multifuncional por su
participacion en procesos de replicacion viral, en la morfogénesis y en la
patogénesis. NSP4 es codificada por el gen 10, el tamafo inicial de la proteina es
de 20 kDa, posteriormente es glucosilada (aa 8 y 18) y en su forma madura es de
28 kDa. La proteina NSP4 consta de 175 aa y tres regiones hidrofobicas
denominadas HI1 (aa 7-21), H2 (aa 29-47) y H3 (aa 65-87), en su estructura
también presenta una region transmembranal (aa 24-44) y un dominio alfa hélice

(aa 95-137) (Fig. 3) (Estes, 2001). Aparte de la caracterizacion estructural de
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diferentes dominios en el andlisis de la secuencia de aminodcidos de NSP4 (Fig.
4), también se han descrito regiones de union a proteinas celulares como tubulina,
calnexina, caveolina, proteinas de matriz extracelular y algunas chaperonas
(Mirazimi et al, 1998; Xu et al, 2000; Boshuizen et al, 2004; Storey et al, 2007,

Maruri-Avidal et al, 2008).

Los analisis de secuencia de NSP4 en rotavirus de diferentes aislados en
mamiferos y aves revela la existencia de al menos 15 genotipos E1-E15, mismos
que se denominan E por la actividad de NSP4 como enterotoxina. Los genotipos
de NSP4 que comunmente se detectan en cepas de rotavirus humanos son E1 (Wa-
like), E2 (Kun-like) y E3 (Au-1) mismos que fueron descritos previamente como
genotipos B, A y C respectivamente (Horie et al, 1997; Kudo et al, 2001,
Matthijnssens et al, 2011). Entre los genotipos de NSP4 reportados cominmente
estéa el genotipo E1, el segundo en frecuencia es E2 (Tavares et al, 2008; Banyai et
al, 2009; Vizzi et al, 2011; Ben Hadj Fredj ef a/, 2012). Entre algunos genotipos
NSP4 poco comunes reportados estan E3, E5, E6 y EI13 los cuales fueron
identificados en aislados de rotavirus humanos en Tailandia, Brazil, Bangladesh y
Kenia (Rahman et al, 2007; Matthijnssens et al, 2008b; Benati et al/, 2010;

Khamrin et al, 2010; Ghosh et al, 2011).
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Fig. 3. Eesquema representativo de la proteina NSP4 de rotavirus. En el diagrama se observan
algunos de los dominios presentes en la preoteina como las regiones hidrofobicas (H1,H2 y H3), el
dominio superenrrollado y los sitios de interaccion con VP4 y VP6 (Bowman et al, 2000).
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Fig. 4 Descripcion esquematica de los dominios de la proteina NSP4 (Ball ef a/, 2005)
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La participacion de la proteina NSP4 en los procesos de morfogénesis se relaciona
con su funcidon como receptor intracelular en el RE. El extremo amino de NSP4 se
encuentra en el lumen del RE (aa 1-44), mientras que el extremo carboxil (aa 45-
175) se encuentra en el citoplasma. En el extremo carboxil de NSP4 se han
descrito dominios de interaccion con VP4 (capside externa) entre los aa 112-148 y
de interaccion con VP6 (particulas subvirales o DLP’s) entre los aa 161-175 (Ball
et al, 2005). Por lo anterior, se considera que NSP4 interactia con DLP’s y con de
la capside externa y posteriormente favorece la introduccion de estos complejos
proteicos en el RE. En donde los DLP’s adquieren la capside externa conformada
por las proteinas VP4 y VP7 y se forman las particulas virales maduras o TLP’s
(Au et al, 1989; Tian et al, 1996). En ensayos con RNA’s de interferencia contra
NSP4 se ha observado una disminucion de TLP’s (Lopez et al, 2005).NSP4
también ha mostrado actividad como modulador de la transcripcion viral (Silvestri

et al, 2005).

Por otro lado, en aspectos de patogénesis de rotavirus, se ha descrito a NSP4
como una enterotoxina viral. Este hallazgo se dio en 1996 en el laboratorio de Ball
y colaboradores, durante la produccion de anticuerpos contra algunas proteinas de
rotavirus, ellos observaron que al inocular la proteina NSP4 en el peritoneo de
ratones éstos presentaban diarrea. El proceso diarreico era dependiente de la
concentracion de NSP4 y la edad de los ratones (Ball et al, 1996; Zhang et al,

2000; Morris and Estes, 2001).
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Durante el proceso infeccioso los factores que conducen a la diarrea pueden
desencadenarse cuando rotavirus se une e infecta a los enterocitos en el intestino
delgado. En la primera etapa, la union del virus a la célula es mediada por una
serie de interaccidon secuencial con moléculas conformadas con o sin acido siélico.
Al internalizarse en la célula se pierde la capside externa y con é€sto se activa la
sintesis de proteinas virales (Estes, 2001). Posteriormente eventos intracelulares,
asociados a NSP4, inducen la liberacion de Ca®" del reticulo endoplasmico. El
incremento de Ca”" intracelular ([Ca®’];) desencadena una serie de procesos
celulares incluyendo la disrupcion del citoesqueleto de las microvellosidades,
disminucién de la expresion de disacaridasas y otras enzimas, inhibicion general

de transporte de Na' y necrosis (Fig. 5) . Estos eventos conllevan a perdida de la

absorcion y desencadenan la diarrea (Halaihe et al, 2000).

Por otro lado, se ha demostrado que, previa a la lisis celular, NSP4 puede ser
secretado de células MA104 y células polarizadas como HT-29 y Caco-2
infectadas con rotavirus (Dong et al, 1997; Zhang et al, 2000; Bugarc'ic’ and
Taylor, 2006). Por otro lado, también se ha descrito que NSP4 interactia con
integrinas alfl y a2B2 en células HT-29. En este aspecto se describe que el
dominio de aa 114-135 en NSP4 se asocia con la interaccion con la integrina 02 y
mutaciones en NSP4 que impiden esta interaccion atenuan la induccion de la

diarrea en ratones neonatos (Seo et al, 2008).

La interaccion de NSP4 en células no infectadas desencadena una cascada iniciada

por fosfolipasa C-inositol 1,3,5-trifosfato (PLC-IP3) que culmina en la liberacion
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de Ca”" del reticulo endoplasmico incrementando el [Ca*"]i (Dong et al, 1997). Se
ha observado que si NSP4 actiia en enterocitos induce una disrupcion en las
uniones celulares, resultando en permeabilidad celular; si actia en células cripticas
incrementa el [Ca®’)i induciendo secreciones mediadas por la activacion del
transporte de CI" (Fig.5). Asi mismo, se ha observado que la proteina NSP4
secretada de las células infectadas estimula el SNE, esto se determin6 debido a que
farmacos que bloquean el SNE pueden atenuar la severidad de la diarrea

(Lundgren et al, 2000; Raming, 2004).

En algunos estudios, el andlisis de la proteina NSP4 en relacion a la actividad
como enterotoxina, se mostro que la proteina completa (aa 1-175), un segmento de
63 aminoacidos (aa 112-175) y uno de 21 aminoacidos (aa 114-135) inducian un
incremento de [Ca*]i (Ball ez al, 1996; Tian et al, 1996). Estudios posteriores de
analisis de secuencias de aminoacidos de NSP4 comparando cepas animales
atenuadas y no atenuadas, indicaron que mutaciones o deleciones entre los
aminodcidos 131-140 se asociaban a la pérdida de la habilidad para incrementar
los niveles de [Ca™]i y por consecuencia ausencia de diarrea (Zhang et al, 1998).
Debido a la actividad de NSP4 como enterotoxina, y a que mutaciones en
regiones especificas de NSP4 podian asociarse a la atenuacién de cepas de
rotavirus virulentas, se consideré la posibilidad de producir vacunas contra
rotavirus en base a la atenuacion de NSP4. Sin embargo, por lo menos para la cepa
denominada 89-12, la atenuaciéon no estaba relacionada a mutaciones en NSP4

(Ward et al, 1997). Asi mismo, estudios posteriores donde se analizaron
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secuencias de NSP4 de rotavirus aislados de casos sintomaticos o asintomaticos no
mostraron relacion entre variaciones en NSP4 y la sintomatologia (Horie et al,
1997, Lee et al, 2000), ante tales controversias solo se pueden sugerir mas estudios
al respecto, con la finalidad de elucidar el papel que juega NSP4 como un factor de

patogénesis viral y en la severidad de la gastroenteritis.
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Fig. 5. Esquema que representa la induccion de diarrea por rotavirus. a) Células del epitelio intestinal infectadas con rotavirus y sucesos
posteriores a la infeccion, de derecha a izquierda se representa la primera célula infectada, el virus entra y pierde su capside, se forman los viriones
y se secreta la proteina NSP4 (tridangulos), NSP4 intracelular también induce un incremento de calcio en el reticulo endoplasmico (cuadro); la
siguiente célula es infectada NSP4 se une a receptores desconocidos, y se desencadena un efecto en el que las uniones intercelulares se separan
permitiendo el flujo de agua y electrolitros (Flecha) ; NSP4 también estimula a través de la cascada de PLC - IP; la liberacion de calcio
intracelular. b) Muestra la estructura normal del intestino delgado (Lundgren et a/, 2000; Ramig, 2004).



5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Muestras nifos hospitalizados y severidad de la gastroenteritis

Las muestras de heces de nifios hospitalizados con gastroenteritis por rotavirus
fueron colectadas de Octubre de 2004 a Marzo de 2005. Entre los criterios de
inclusion se consider6 a nifios menores de cinco afios con gastroenteritis no
bacteriana. La severidad de la gastroenteritis en cada caso se determinaron en base
al analisis de los sintomas del menor de acuerdo a la escala de severidad propuesta

por Ruuska y Vesikari en 1991 (Anexo 1).

5.2 Cepa Wa de rotavirus

La cepa de rotavirus Wa fue la cepa de referencia utilizada para este estudio, su
propagacion se realizo en células MA104 como a continuacion se describe: A 500
ul del lisado de células MA104 infectadas con rotavirus Wa se le adiciond 1 pl de
tripsina al 1.0%, se homogeniz6 por pipeteo y se incubo a 37 °C y 5% CO, por 30
min. La monocapa confluente de células MA104 se lavé por duplicado con PBS y
se puso en contacto con el lisado previamente tripsinizado, se incubd por 1 hr a 37

°C y 5% CO,; . Posteriormente se retird el medid de cultivo y se adicionaron 4 ml
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de MEM sin suero para incubarse nuevamente, hasta observar el efecto citopatico
(24 hrs). El lisado infectado se retird de incubacién y se congeld y descongelo 3
veces en intervalos de 30 y 15 minutos respectivamente, para almacenarse a -20 °C

hasta su uso.

5.3 Purificacion del RNA viral

El RNA viral se purifico a partir de los lisados infectados con rotavirus o de las
muestras de heces de nifios con gastroenteritis por rotavirus, mediante el método
de TRIZOL (Tri reagent”, MRC Inc). Por cada 200 pl de lisado o suspension de
heces en PBS se utilizaron 500 pl de Trizol, se homogeniz6 en vortex por 10
intervalos de 3 min, se incubo en hielo por 5 minutos y se adicionaron 100 pul de
cloroformo, se homogenizé nuevamente y se incubd en hielo por 3 minutos,
posteriormente se centrifugd a 12,000 rpm a 4 °C por 15 min. Después de
centrifugar, se retird6 cuidadosamente la fase acuosa y se transfirié a otro tubo
Eppendorf de 1.5 ml al cual se le adicion6 400 pul de isopropanol, se homogenizo
por inversion para incubarse a  -20 °C toda la noche. Al dia siguiente, se
centrifugd a 12,000 rpm por 15 minutos a 4°C, se retird el sobrenadante con
cuidado de no remover la pastilla de RNA, se adicion6 1 mL de etanol absoluto,
se homogenizo por inversion y se centrifugd a 12,000 rpm por 7 minutos a 4° C, se
retird el sobrenadante y se adiciono 1 ml de etanol al 75%, nuevamente se colocod
en la centrifuga por 5 min. a 12,000 rpm a 4° C, se retir6 todo el sobrenadante y se

colocd en la campana de flujo laminar por 15 min para secar la pastilla de RNA,
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posteriormente el ARN se resuspendié en 20 pL de agua nanopura estéril, después

se almaceno a -20° C hasta su uso.

5.4 RT-PCR (Transcriptasa reversa)

El RNA viral se sometid6 a una retrotranscripcion, el proceso se describe a
continuacion: Se prepard una mezcla con el primer externo 10Begl6 o NSP41F
(Ward et al, 1997; Lee et al, 2000) para NSP4 y 2 ul de RNA geondmico de
rotavirus, para un volumen final de 3.7 pl. Esta mezcla se colocd en el
termociclador (TERMOHYBAID PCRsprint) a 94°C por 5 minutos, después
incubd en hielo por 10 minutos. Mientras se prepar6 una segunda mezcla la cual
contenia: Buffer 1X (Tris-HCl 50 mM; MgCl, , 8 mM; KCl, 30 mM; DTT, 1 mM;
pH 8.5), MgCl,, 7 mM; dNTP’s (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0.64 mM y 2 U de
transcriptasa reversa (MMLV Reverse Transcriptase®, BIOLINE) para un
volumen final de 6.3 pl. El contenido de esta mezcla adiciond a la mezcla inicial
(conteniendo el RNA y el oligonucledtido correspondiente), posteriormente se
sometid a 42° C por 30 minutos, seguido de 5 minutos a 94° C, este ultimo paso

para eliminar los residuos de la retrotranscriptasa (Lee et al, 2000).

El cDNA se sometio a una PCR para amplificar el gen de NSP4. La mezcla de
PCR se realizd como a continuacion se describe: Buffer, 1X (Tris-SO4 pH 8.9, 600
mM, sulfato de amonio 180 mM); MgCl,, 1.5 mM; oligonucleoétido sentido, 0.5
uM 10Begl6, o NSP41F, oligonucle6tido antisentido 10End722 o NSP42R (Ward

et al, 1997; Lee et al, 2000), dNTP’s (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0.4 M; 1 U de
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Taq polimerasa (Platinum® Tag DNA Polymerase High Fidelity) y 1ul de cDNA,
para un volumen final de 12.5 pL, posteriormente se sometié en el termociclador,
a 30 ciclos a 95 °C por 30 seg para desnaturalizar el ¢cDNA, 42 °C por 30
segundos para el alineamiento de los oligonucledtidos y después a 72 °C por 40
segundos para la extension de las cadenas, en el caso de VP4 y VP7; para NSP4
las condiciones del termociclador fueron 30 ciclos de 94° C, por 45 minutos; 49°C,
por 30 segundos y 72° C por 1 minuto 30 segundos. El producto de PCR se
visualiz6é en un gel de agarosa al 1.5%, con bromuro de etidio, con luz ultra

violeta en el transluminador (UVP, Transilluminator) (Lee et al, 2000).

5.5 Genotipificacion de NSP4

Se determino el genotipo correspondiente a NSP4 mediante una PCR semianidada.
Inicialmente se prepard una mezcla con los siguientes componentes: 0.2 pL de
producto de PCR, Buffer, 1X (Tris-SO4 pH 8.9, 600 mM, Sulfato de Amonio, 180
mM); 1.5 mM de MgCly; 1 uM de un oligonucleodtido externo ( 16End722 o
NSP42R)(Ward et al, 1997; Lee et al, 2000), 1 pM un oligonucleotido anidado
(correspondiente al genotipo E1, E2 o E3) (Kudo ef al, 2001), 0.4 mM de dNTP’s;
1 U de Taq polimerasa (Platinum® Tag DNA Polymerase High Fidelity) para un
volumen final de 12.5 pL. Las condiciones en el termociclador fueron de 30
ciclos, de 90 seg a 94°C, 2 minutos a 42° C y 30 seg a 72° C (Lee et al, 2001).
Los segmentos amplificados, representativos de cada genotipo, se sometieron a
una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y se visualizaron en el transiluminador

con luz uv (UVP, Transilluminator).
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5.6 Clonacion del gen NSP4

El gen de NSP4 amplificado por PCR como se describié previamente, fue
purificado a partir de agarosa low melting al 1.5% como indica el protocolo del kit
WIZARD® SV GEL-PCR CLEAN-UP (Promega corp). El DNA purificado fue
cuantificado a 260 nm de longitud de onda y se determin6 su pureza en base al
radio 260/280 en el espectrofotdmetro. Posteriormente se sometid a una reaccion
de ligacion junto con el plasmido pGEM-T (Promega, corp.) en base a una

relacion 1:5 (plasmido:inserto) como se describe en el siguiente calculo:

ng de vector x Kb inserto x inserto:vector = ng de inserto
Vector Kb

Para el gen de NSP4:

25 ng de vector x 0.75 kb inserto x 5 =31.25 ng de inserto
3.0 kb Vector 1

En la reaccion de ligacion 31.25 ng de producto de PCR del gen de NSP4 y 25 ng
de vector pGEM-T se homogenizaron con 2 pL de buffer ligasa (30 mM Tris HCI1
pH 7.8, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT y 1 mM ATP), y 3 U de ligasa T4 (Promega,
Corp), la reaccion de ligacion se incub6 toda la noche a 4° C. Al dia siguiente se
prosiguid con el proseso de transformacion de bacterias DHS5a competentes (anexo
1). Las células competentes se retiraron de congelacion (-70 °C) y se colocaron en

hielo hasta que se descongelaron, 100 pl de celulas competentes se
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homogenizaron cuidadosamente con 2 ul de reaccion de ligacion (NSP4-pGEM-
T), se incubo en hielo por 30 minutos. Posteriormente, las células se sometieron a
un shock térmico a 42 °C por 90 segundos, se incubd nuevamente en hielo por 2
min. A las células a transformar se les adicon6 450 pl de medio SOC (2%
Tryptona (pancreatic digest of casein), 0.5% (w/v) extracto de levadura, 8.6
mM NaCl, 2.5 mM KCIl, 20 mM MgSO,, 20 mM Glucosa; Sigma-Aldrich,

corp.) y se incubaron en agitacion constante (200 rpm) a 37 °C por 1 hora.

Después de este tiempo las células se concentraron en el fondo por centrifugacion
y se resuspendieron en 50 pl de SOC, los cuales se colocaron y dispersaron con
una varilla de vidrio en una placa de LB (Lennox L Agar, Invitrogen corp.) con
100 pg/mL de ampicilina (Ampicillim sodium salt, Invitrogen corp). Las placas se
incubaron toda la noche a 37 °C (En un tiempo no mayor de 18 hrs. para evitar las
colonias satélites). Al dia siguiente las colonias que crecieron en la placa (clonas)
se retiraron con un palillo de madera estéril y se inocularon en tres mililitros de
caldo LB (Lennox L Broth Base, Invitrogen corp.) con ampicilina (100 pg/mL) se

crecieron toda la noche en agitacion constante (200 rpm) a 37°C.

Posteriormente, las clonas obtenidas fueron lisadas y procesadas para la
purificacién del los plasmidos mediante el kit de Wizard® Minipreps (Promega,
corp.). Los plasmidos recombinantes fueron caracterizados por PCR, una vez
confirmada la presencia de NSP4 en la construccion, las alicuotas de plasmidos se

almacenaron a -20 °C hasta su uso.
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Por otro lado, el gen de NSP4 en el plasmido pGEM-T fue subclonado en el vector
de expresion pcDNA3.1/Hygro (Invitrogen, ), en un radio 1:5 (vector:inserto),
como se describid previamente. Las clonas se identificaron como positivas en base
a su caracterizacion con enzimas de restriccion, posteriormente fueron trasfectadas
en cé¢lulas MA104 y se verifico la expresion del gen NSP4 por andlisis con

wesrtern blott.

5.7 Secuencias

Los plasmidos pGEM-NSP4 fueron cuantificados a 260 nm y se determind una
pureza 1.6-1.8 en base al radio de 260/280. De cada plasmido se utilizaron 750
nanogramos y 5 picomoles del primer pUCM13Forward o pUCM13 reverse en un
volumen total de 16 pl. Las muestras listas para ser secuenciadas fueron enviadas
a la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la
UNAM, en Cuernavaca, Morelos, México. En el IBT las muestras fueron
secuenciadas por el método de secuenciacion basado en fluorescencia Taq FS Dye
Terminador, en el secuenciador ABIPRISM 310™ Genetic Analyzer. Cada
plasmido fue secuenciado en sentido y antisentido. El andlisis de las secuencias de
DNA se realizé con el software sequencing Andlisis 3.7 ABI PRISM (Applied

Biosystem) y Clustal X.

5.8 Células

Las células MA104 utilizadas en este estudio se mantuvieron en congelacion con

D-MEM con suero, Suero Fetal Bovino al 20% y DMSO al 10% en nitrégeno

39



liquido (-195.8 °C) hasta su uso. Para descongelarlas se retiraron del nitrogeno
liquido, se pasaron 500 ul de células del criotubo a un F25 y se adicionaron 4.5 ml
de MEM enriquecido con 2 mM de L-Glutamina, 10mM de HEPES y 10% de
Suero Fetal Bovino. Las células se incubaron a 37 °C en una ambiente de 5% de

CO,, después de 5 horas el medio se retird y se adiciond medio de cultivo nuevo.

5.9 Expresion de NSP4 en células MA104

El gen de NSP4 de la cepa Wa fue amplificado por PCR con los primers
EcoRVNSP41F y BamHINSP42R. El producto de PCR fue clonado en el vector
pGEM-T (Promega Inc) y posteriormente subclonado en el vector de expresion en
mamiferos pcDNA3.1(-)/Hygro (Invitrogen Inc). La verificacion del inserto en su
orientacion adecuada se determin6 con enzimas de restriccion Bam HI y Eco RV
(Invitrogen, Inc). El plasmido resultante fue denominado pcDNA-NSP4Wa el cual
se utilizo para transfectar células MA104 para su posterior expresion, en base al

protocolo de transfeccion que se describe brevemente a continuacion:

1. Del medio de cultivo Opti-MEM® I (Invitrogen, Inc) a temperatura
ambiente se tomaron 72 pul y se mezclaron con 9.5 ul de lipofectamine
2000 (Invitrogen Inc), se homogenizd por pipeteo suave (10 veces) y se
incub6 a 37 °C por 10 min.

2. Por otro lado, 4 pug de plasmido se mezclaron con 300 pl de Opti-MEM® 1

(Invitrogen Inc) y se homogenizé en vortex.
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3. Se combinaron ambas mezclas (lipofectamine y el plasmido) se
homogenizd por pipeteo y se incubo a temperatura ambiente por 20 min.
Por ultimo se adicioné medio Opti-MEM® I para obtener un volumen final
de 700 pl.

4. El plasmido y el agente de transfeccion se pusieron en contacto con una
monocapa confluente de células MA104 previamente lavada con PBS 1X.

5. Las células se incubaron a 37 °C y 5% de CO, por 5 horas, posteriormente
se les retir6 el medio y se adicionaron 2 ml de MEM sin suero, y

nuevamente se incubaron hasta su analisis.

5.10 Analisis de la proteina NSP4 por inmunotransferencia.

Para el andlisis de la proteina NSP4 en los ensayos de expresion o silenciamiento
en células MA104 se realizd un analisis de inmunotransferencia, utilizando
anticuerpos especificos anti-NSP4 (Amablemente proporcionado por la Dra.
Susana Lopez del IBT de Cuernavaca Morelos). El protocolo se describe
brevemente a continuacion: A las células MA104 en placa de seis pozos se les
retiro el medio de cultivo y se les adiciond 500 pL de amortiguador de lisis (60
mM Tris HCI pH 6.8, 25% glicerol, 2% SDS, 14.4 mM 2B-Mercaptoetanol, 0.1%
azul de bromofenol). El lisado celular se incubd a 95 °C por 5 minutos, y 15 uL de
este lisado se cargaron en un gel de poliacrilamida al 12%, en la camara de

electroforesis vertical Mini-Protean® 3 cell (Biorad Inc.) con 350 ml de

41



amortiguador de-corrimiento (25mM Tris base, 192 mM Glicina, 0.1% SDS, pH
8.3) y amperaje constante de 10 mAmp por 20 min. y 20 mAmp por una hora
(fuente de poder Power Pac Basic, Biorad). Al concluir el corrimiento, el gel se
retird de la camara de electroforesis y se enjuagd por 10 min junto con una
membrana de nitrocelulosa en buffer de transferencia (25mM Tris base, 192 mM
Glicina, 20% metanol), posteriormente el gel se colocé en un mini blot (EC Mini
Blot Module, Thermo Scientific) y sobre el gel la membrana de nitrocelulosa
(evitando la presencia de burbujas), se cerro el blot de tal manera que el papel de
nitrocelulosa qued6 orientado hacia el anodo. El mini blot ya ensamblado se
coloco en la camara de transferencia donde se le adiciond buffer de transferencia y
se sometid a 20 volts constantes por 2 horas. El papel de nitro celulosa se retir6 del
mini blot y se lavd con agua nanopura por 1 min, y se incubd a temperatura
ambiente toda la noche en buffer bloqueo (PBS Ca’" y Mg®", 5% leche low fat), al
dia siguiente el papel de nitrocelulosa se lavo 2 veces (10 minutos cada lavado) en
buffer de lavado (PBS Ca®" y Mg*", 0.1% leche low fat); después se le adicionaron
5 mL de anticuerpo anti-NSP4 (diluido 1:1,500 en buffer de lavado) y se incubd a
37° C por 1 hora y 30 minutos, se lavo el papel de nitrocelulosa por triplicado (5
minutos cada lavado) y se incub6 a 37 °C con la proteina A conjugada HRP
(diluida 1:1,500, GE Healthcare Life Science), por ultimo se lavo la membrana de
nitrocelulosa y se le adicioné 3 ml de TMB (3,3°,5,5 -tetrametilbenzidina, Sigma-
aldrich) para revelar la presencia y el corrimiento de las proteinas después de 10

min de incubacidon a temperatura ambiente la membrana de nitro celulosa se
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enjuago por 1 min en agua nanopura y se dejo secar en papel para el posterior

analisis de los resultados.

5.11 Silenciamiento del gen NSP4 de Rotavirus Wa

El disefio de los RNA de interferencia pequefios (siRNA) se realizé en base a la
secuencia del gen de NSP4 de la cepa Wa; considerando las especificaciones de
Elbashir y colaboradores asi como las indicaciones del proveedor (Invitrogen,
corp.). Los siRNA se denominaron en base al primer nucledtido en la secuencia
donde se alinean. El siRNA 54 reconoce la  secuencia 5’-
GCCGACCUCAACUACACAU-3 y el siRNA 329 la secuencia 5’-
GCAACAGAUGGACAGAAUU-3". El protocolo de transfeccion se realizé como

a continuacion se describe:

1. Se tomaron 12 pul de Lipofectamine 2000 (Invitrogen, corp.) y se
mezclaron con 78 pl de Opti-MEM®™ I (GIBCO®, Invitrogen corp.), se
homogenizé por pipeteo suavemente 10 veces y se dejo incubar a 37 °C.

2. En otro tubo se homogenizd en vortex 12 pl de siRNA (20 uM) con 300
ul de Opti-MEM® L.

3. Lamezcla 1y 2 se combinaron en un solo tubo, se homogenizo y se incub6
por 20 min a temperatura ambiente.

4. Después de la incubacion se adicionaron 198 pl de Opti-MEM® Iy se

homogenizd suavemente por pipeteo.
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5.

Las células a transfectar (MA104 subconfluentes) se lavaron dos veces con
MEM sin suero y se les adiciond la mezcla del agente de transfeccion y el
siRNA (700 pl para cada pozo en una placa de seis).

Las células se incubaron a 37 °C'y 5% de CO; por 5 horas.

Después de la incubacion a las células se les retird el medio y se les
adicion6 medio nuevo, 48 horas después de la transfeccion las células se

infectaron con rotavirus Wa.

Infeccion de Células MA104 transfectadas con siRNA’s

1.

Para cada pocillo (placa de 6 pozos) se activaron 200 pul de virus cepa Wa
(MOI10.03) con 1 pl de tripsina al 1% (10 pg/ml)

El lisado activado se incubd por 30 min a 37° C.

Las células en monocapa confluente se lavaron por duplicado con PBS 1X
estéril.

Posteriormente a la monocapa se le adiciond el lisado tripsinizado se
homogenizd suavemente con movimientos circulares y se incubd por una
hora a 37° C y 5% COs,.

Después de la incubacidn se retir6 medio, se adicionaron 2 ml de MEM sin

suero y la placa se incubo nuevamente hasta su analisis (8-24 hrs).
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5.12 Determinacion de efecto citopatico

El efecto citopatico presente en células MA104 se determind en base a la

morfologia celular con respecto a los ensayos de control.

5.13 Microtitulacion de virus por tincion de focos infeccioso con
inmunoperoxidasa

El lisado a titular (350 pl) se activo con 1 pl de tripsina al 1% y se incub6 a 37 °C,
5%CO;, por 30 minutos. Posteriormente, del lisado tripsinizado se prepararon
diluciones 1:2 seriadas; 100 ul de lisado se diluyeron en 100 pl de MEM sin suero,
se homogenizo esta dilucion y se tomaron 100 pl para la siguiente dilucion. Las
diluciones resultantes fueron de 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 y 1:256. Por
otro lado, en una placa de 96 pozos la monocapa confluente de células MA104 fue
lavada por duplicado con PBS. A cada pocillo se le adicionaron 50 pl de lisado
concentrado o diluido segun corresponda a cada pocillo y se incub6 por 1 hora a
37 °C. Se retird el inoculo, se lavo la monocapa con 200 pl de PBS 'y se
adicionaron 150 ul de MEM sin suero por cada pocillo; la placa se incub6 por 12-
14 horas a 37 °C y 5%CO,. Después de este tiempo se retird el medio de cultivo y
se lavo la monocapa con PBS y se fijo con 100 pl de una solucion de acetona al
80% en PBS por 30 min a temperatura ambiente. Las células se lavaron con PBS y
se incubaron con 75 pl de anticuerpo anti-rotavirus diluido 1:3,000 por 1 hora a 37

°C. Posteriormente se lavaron las células con PBS y se les adiciono 75 pl de
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anticuerpo anti-IgG peroxidasa (diluido 1:900) y se incub6 por 1 hr a 37 °C. Se
lavé la monocapa y se incubo por 10 min a 37 °C con 75 pl de sustrato (4 ml de
buffer acetatos 0.05M pH 5, 10 pl de peroxido de hidrogeno al 30% y 1.5 ml de
Carbazole 4mg/ml). Por ltimo la reaccién conjugado-sustrato se detuvo al retirar
la reaccion y sumergir las células en agua 4 veces. El conteo de focos infecciosos
tefiiddos con inmunoperoxidasa se realizd en el microscopio invertido utilizando el
objetivo 20X, el calculo de las unidades formadoras de focos infecciosos por ml

(uff/ml) se determino en base a la siguiente formula:

Uff/ml = (No. de focos)(Objetivo)(diametro*)(dilucion**)

* Diametro del pocillo en donde se realiza en conteo, el pocillo de una placa de 96
pozos es de 5.5 mm.

** La dilucidon en donde la cuenta de focos infecciosos es < 200 focos.
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6. RESULTADOS

6.1. Cepas de rotavirus de campo asociadas a gastroenteritis severa.

6.1.1 Deteccion de casos de gastroenteritis por rotavirus.

Los resultados mostraron que 66 (53.7%) de 123 muestras analizadas presentaron

un corrimiento electroforético caracteristico de rotavirus del grupo A.

6.1.2 Analisis de la severidad de la gastroenteritis por rotavirus.

De las 66 muestras que resultaron positivas para rotavirus se descartaron 15 debido
a que la informacion con respecto a la sintomatologia del menor estaba
incompleta. Por tal motivo el andlisis de la severidad de la gastroenteritis por

rotavirus se realiz6 en 50 muestras positivas para rotavirus.

De los casos de gastroenteritis por rotavirus que se analizaron 28(56%) se
asociaron a nifios y 22 (44%) a ninas. Todos los nifios presentaban diarrea de entre
uno y cuatro dias de duracion. De ellos, 44(88%) tenian vomito y 35(70%) fiebre.
Con respecto a la edad de los menores, 43 (86%) de los nifios eran menores de dos

afnios de edad.
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El rango de edad que presentd mayor incidencia de rotavirus fue el de 7 a 12
meses (Tabla 2). El andlisis comparativo de la sintomatologia entre los rangos de

edades se describe en la grafica 1.

Por otro lado, en cuanto a la severidad de la gastroenteritis, un puntaje <10 se
asocio a gastroenteritis leve, >11 a moderada y >15 a severa. Los resultados de
este analisis mostraron que 13 (26%) de los casos con gastroenteritis por rotavirus
se asociaron a una severidad < 10 puntos, mientras que 23(46%) a > 11 y 14
(28%) con > 15 puntos, estas puntuaciones se asociaron con casos leves,

moderados y severos respectivamente (Tabla 3).

Tabla 2.
Descripcion de los sintomas presentes en nifilos menores de cinco afios hospitalizados con
gastroenteritis por rotavirus.

Edad Frecuencia Diarrea Voémito Fiebre Deshidratacion
0-6 meses 9 9 5 5 5
7-12 meses 21 21 19 16 13
13-18 meses 8 8 8 6 6
19-24 meses 5 5 5 3 3
25-35 meses 4 4 4 3 2
3 afios 1 1 1 1 1
4 afios 2 2 2 1 2
Total 50 (100%) 50(100%) 44(88%) 35(70%) 32(64%)
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Grafica 1.

Analisis de los sintomas en rangos de edad en nifios con gastroentritis por rotavirus
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6.1.3. Genotipificacion de NSP4 en cepas de rotavirus aisladas de campo.

El genotipo correspondiente a NSP4 se determindé mediante el uso de RT-PCR
(transcriptasa reversa) y una PCR semianidada (Ward et al, 1997; Lee et al, 2000;
Kudo et al, 2001). Por RT-PCR se amplifico el gen 10 que codifica para la
proteina NSP4, el fragmento amplificado era de 750 pb o 700 pb dependiendo del

juego de primers utilizado (Fig. 6a).

Posteriormente el producto de PCR se utiliz6 como molde para una PCR
semianidada. En este ensayo se incluyd un primer externo y tres primers internos
asociados a genotipos de E1, E2 y E3 de NSP4. Los resultados mostraron una
amplificacion de un segmento de 425 pb correspondiente al genotipo E1 (Fig. 6b).
El anélisis por PCR de las 66 muestras positivas para rotavirus indico que 61
(92.4%) de las cepas presentaban genotipo El1 (anteriormente descrito como

genotipo B).

6.1.4. Analisis de secuencia del gen NSP4

Para analizar la proteina NSP4 de algunas de las cepas de rotavirus se
seleccionaron 16 muestras a secuenciar. La seleccion de estas muestras fue
estratificada, al azar y se realizd en base a la clasificacion de la severidad de la
gastroenteritis. De las 13 muestras asociadas a gastroenteritis leves se
seleccionaron 4(31%) para secuenciar, de los 23 casos moderados 7(30%) y de los

14 casos severos se seleccionaron 5(36%).
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Tabla 3.

Analisis de la severidad de la gastroenteritis por rotavirus en nifios menores de cinco afios hospitalizados, los indices de severidad se determinaron en base

a la escala propuesta por Ruuska y Vesikari (1991).

Leche Sexo Evacuaciones Dias con Episodios de Dias con
Severidad Clasificacion Incidencia T Edad*
diarreicas*/24 h diarrea* vomito* / 24hrs vOomito*
M
<10 Leve 13 (26%) 61.5% 6 8 6.1 2.4 2.6 1.0
>11 Moderado 23 (46%) 82.3% 15 12 8.1 3.1 4.8 2.7
>15 Severo 14 (28%) 71.4% 7 14 10.4 43 93 3.6
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Fig.6 Amplificacion del gen de NSP4 por RT-PCR, a) Carril 1: marcador de pares de
bases, carril 2: amplificacion del gen en la cepa Wa de referencia; carril 3-7: amplificacion
del gen en cepas de campo; carril 8: control negativo. b) Amplificacion del segmento de
425 pb del gen de NSP4 caracteristico del genotipo E1, en el carril 1: marcador de pares de
bases; carril 2: cepa Wa; carril 3-6: cepas de campo; carril 7: control negativo.

Las 16 muestras seleccionadas para andlisis de secuencia fueron sometidas a PCR
para la amplificacion del gen completo de NSP4, el producto de PCR fue clonado
en el vector pGEM-T (Promega Inc, Madison, WI) y posteriormente fue
secuenciado. El analisis de secuencia de nucleotidos (Fig.7) y de secuencia
deducida de aminoacidos (Fig. 8) se realiz6 en con el programa ClustalW, el
analisis filogenético se realizd en base al método neighbor-joining en base al

programa MEGA 5.0 (Tamura et al, 2011).
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El analisis filogenético de las secuencias de NSP4 mostrd la formacion de tres
grupos dentro del mismo genotipo E1 (Fig. 9). En el grupo I se observaron las
secuencias correspondientes a las muestras MX04-29, MX05-58 y MX05-126; en
el grupo II las secuencias MX05-48, MX05-71, MX05-88, MX05-137, and MX05-
144 y en el grupo III las secuencias MX04-27, MX04-28, MX05-36, MX05-51,

MXO05-64, MX05-68, MX05-107 y MX05-119.

El andlisis de las secuencias de NSP4 reportadas en este estudio reveld que la
mayoria de las variaciones estaban presentes en el extremo carboxil. En la mayoria
de los casos las variaciones fueron consistentes dentro de un mismo grupo. Las
variaciones de aminoacidos que se observaron en el grupo I (aa AK posiciones 136
y 137 respectivamente) se relacionaron con cepas de rotavirus reportadas en Italia,
China, Espafia, Estados Unidos y Rusia (Numero de acceso en GenBank
ACF77154, AFU36983, ADU55685, ADO78536 y ACY01369). Las secuencias
dentro del grupo II mostraron variaciones de aminodcidos (aa 141-145) similares a
algunas secuencias reportadas en China, Rusia, Tailandia y Estados Unidos
(AAOO6852, ACQ99541, AFQ20926, ADO78564). En el grupo III se observan
variaciones en los aminodcidos 141,142, 144 y 145 en comun con la cepa

Vanderbilt aislada en Estados Unidos (AEB80046).
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Fig. 7 Secuencias de nucleotidos del gen NSP4 en algunas de las cepas de rotavirus aisladas.
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Fig. 8. Secuencias deducidas de aminoacidos de la proteina NSP4 de las cepas de rotavirus
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Fig. 9 Analisis filogenético de las secuencias deducidas de aminoacidos de NSP4 reportadas en
este estudio y algunas reportadas previamente en GenBank.
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Para determinar la frecuencia con la que se presentan variaciones en NSP4 se
analizaron 349 secuencias de NSP4 reportadas en el GenBank. Este analisis
mostrd que NSP4 es una proteina muy conservada en algunos de sus dominios
(Tabla 4). Entre los dominios altamente conservados estin los sitios de
glicosilacion (aa 8 y 18), las regiones hidrofobicas H1, H2 y H3 (aa 7-21, 29-47 y
67-85 repectivamente), la region transmembranal (aa 22-44) vy el dominio alfa

hélice superenrrollado (aa 97-137).

Por otro lado, se observaron variaciones puntuales en el extremo carboxil. En la
region de interaccion con VP4 se observo en el aa 141 una Valina presente en una
frecuencia del 58% de las secuencias analizadas. En la region donde NSP4
interacciona con VP6 se observo una Serina en la posicion 169 con una frecuencia
del 56% (Tabla 4). Aunque las mayoria de las variaciones se presentaron en el
extremo carboxil, en las muestras MX04-29, MX05-58 and MXO05-126 se
presentaron variaciones puntuales en los aalll, 136 y 137 (85.7%-92.8%) (Tabla
3). Asi mismo, en las secuencias de NSP4 correspondientes al grupo III se observo
una variacion poco comun en el aal44, donde una Metionina es reemplazada por
una Valina. En la mayoria de la secuencias analizadas el aa Metionina estuvo
presente en dicha posicion en un 97.9% de frecuencia (Tabla 4). Por otro lado, el
analisis de secuencia de NSP4 con respecto a la severidad de la gastroenteritis no
mostro relacion alguna entre la severidad de la gastroenteritis por rotavirus y

mutaciones en la proteina NSP4 (Tabla 5).
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Las secuencias de nucledtidos de NSP4 de los aislados de rotavirus identificados
en este estudio fueron reportados en el GenBank. Los nimeros de acceso son los
siguientes: MX04-28: JX458969, MX04-29: JX458970, MX04-27:1X458971,
MXO05-51:JX458972, MXO05-144: JX458973, MXO05-58: JX458974, MX05-68:
JX458975, MXO05-71:1X458976, MX05-88:JX458977, MX05-119:JX458978,

MXO05-107: JX458982, MX05-126: JX458983, MX05-137: JX458984.
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Tabla 4.

Secuencia consenso de NSP4 y frecuencia de cada aminoacido en una posicion determinada entre entre el aa 1 al 175. El andlisis se realiz6 en base a
349 secuencias de NSP4 obtenidas del GenBank. Abreviaturas: GS sitio de glicosilacion, H: dominio hidrofébico.

GS1 HI (aa 7-21) GS2 Region Transmembranal (22-44)

Secuencia consenso M D K L A D L N Y T L N v 1 T L M N D T L H N 1 1
Frecuencia % 100 98.5 99.7 98 97.6 99.5 100 99.7 100 99.4 99.4 92.7 99.7 97.9 98.2 99 100 99.4 97.9 98.8 100 98.8 98.8 100 98.8
Posicion aa 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

H2 (29-47)
Region T ibranal (22-44)

Secuencia consenso . Q D P G M A Y F P Y 1 A S v L T A\ L F T L H K A S
Frecuencia % 97.6 99.7 100 100 96.4 100 100 100 97.8 100 98.8 100 99.7 99.4 100 100 994 99.4 99.7 98.4 100 99.4 99.4 100 99.4
Posicion aa 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75

H3 (aa 67-85)

Secuencia consenso . 1 P T M K 1 A L K T N K C N Y K v 1 K Y C 1 v T 1
Frecuencia % 99.4 99.4 99.1 99 99.7 99.4 100 99.4 96.6 99.4 100 98.8 99.1 100 99.7 100 99.4 97.9 99.1 98.5 98.8 88.9 99.1 99.4 95.5
Posicion aa 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100

H3 (67-85) Dominio super enrrollado (95-137)

Secuencia consenso 1 N T L L K L A G Y K E Q v T T K D E 1 E Q Q M D
Frecuencia % 87.4 99.7 98.5 100 99.1 98.8 98.2 98.8 100 99.4 98.5 100 99.1 96.7 98.8 98 99.1 98.5 98.8 99.7 100 98.2 99.7 99.7 99.1
Posicion aa 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120 121 122 123 124 125

Dominio super enrrollado (95-137)

Secuencia consenso . R 1 v K E M R R Q L E M 1 D K L T T R E 1 E Q A% E
Frecuencia % 99.7 98.8 99.1 99 99.7 99.4 99.7 100 98.5 99.7 93.4 99.4 99.7 99.1 99.1 100 100 98.8 99.1 99.7 99.7 99.7 99.7 99.4 100
Posicion aa 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150

Dominio super enrrollado (95-137)

Secuencia consenso L L K R 1 H D N L 1 T R P A% D v 1 D M S K E F N Q
Frecuencia % 99.4 100 99.7 99 99.7 92.8 99.1 78.6 100 90.7 93.4 87.1 78.4 88 89.8 58 76 99.4 97.9 64.3 99.1 99.1 97.3 99.1 100
Posicion aa 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165

Sitio de interaccién con VP6 (167-175)

Secuencia consenso K N 1 K T L D E w E S G K N P Y E P N E v T A N M
Frecuencia % 98.8 99.7 94 93 100 99.7 98.2 99.1 100 95.8 77 99.7 97.6 99.1 100 100 99.1 100 56 99.1 99.4 99.7 100 98.8 100
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Analisis de secuencia de la proteina NSP4 en relacion con la severidad de la gastroenteritis.

Tabla 5

Distribucion de variacion de aminoacidos
Secuencia | Puntuacién Grupo H3 * TD ACD * | E/VP4* VP4 * VP6 *
NSP4 de
76 77 85 94 111 132 136 137 141 142 144 145 161 169 172 173 174 175
severidad
MX04-29 16 I N A K
MXO05-58 14 1 D A K
MXO05-126 16 I v D A K
MXO05-48 8 I \Y% H T T N 1
MXO05-144 13 I \% T T N I
MXO05-137 15 I v T T N 1
MXO05-88 16 I v T T N I
MX05-71 0 I v T T N M
MX04-27 11 I S v v T I
MX04-28 14 I S v A% T 1
MXO05-36 8 I S A% v T I
MXO05-51 14 I N S \% v T 1 I
MXO05-64 12 I S A% v T I
MX05-68 8 111 G S \% v T 1
MXO05-107 14 I S A% v T I
MXO05-119 15 111 S \% v T N 1
Secuencia consenso (aa) | N Y E E D T R \% 1 M S S S T A S M
Frecuencia (%) 8 99.7 994 99.1 89.4 99.4 92.8 857 562 759 994 61 76 56 100 100 99 100
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6.2. Expresion de NSP4 de cepas de rotavirus asociadas a diversos grados de
severidad de gastroenteritis.

Para proseguir con el andlisis de la actividad de NSP4 como factor de patogénesis
se amplificé por PCR el gen completo de NSP4 de las cepas de rotavirus Wa,
MX04-29 y MX05-71. El producto de PCR de cada uno de los genes fue clonado
en el vector pPGEM-T, a su vez esta construccion se utilizd para subclonar el gen
en el vector de clonacién en células de mamiferos pcDNA3.1/Hygro. Cada una de
las construcciones se denomindé como pcDNA-NSP4Wa, pcDNA-NSP4/28,
pcDNANSP4/29 y pcDNANSP4/71. Para comprobar la presencia del inserto en
cada construccion se realizaron ensayos con enzimas de restriccion y de PCR (Fig.

10).

DH5-q, pc

Fig. 10. Caracterizacion de los plasmidos pcDNANSP4. a) Clonas de DH5a transfectadas con
el plasmido pcDNANSP4/Wa. b) Caracterizacion del plasmido con enzimas de restriccion para
verificar la presencia del inserto (750 pb) y la orientacion adecuada del mismo.
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Una vez que se caracterizo cada uno de los plasmidos con el gen de NSP4, se dio
inicio a los ensayos de transfecciéon del plasmido en células MA104. Para
comprobar la expresion de NSP4 en cé€lulas transfectadas se realizo un analisis de

western blot (Fig. 11).

Fig. 11 Deteccion de la expresion de la proteina NSP4 mediante western blott. a) Expresion de
NSP4 en células MA104 transfectadas con el plasmido pcDNANSP4/Wa. b) Expresion de
NSP4 en células MA104 infectadas con Rotavirus Wa, ¢) Control negativo para la expresion
de NSP4 en células MA104 sin infectar ni transfectar.

En diferentes ensayos se transfectaron los plasmido pcDNA-NSP4/Wa, pcDNA-
NSP4/29 y pcDNA-NSP4/71 en células MA104. Cada uno los genes de NSP4
insertados en el plasmido pcDNA3.1 provienen de la cepa de rotavirus Wa, de la
cepa de rotavirus de campo MX04-29 (asociada gastroenteritis severa) y la cepa

MXO05-71 (asociada a un caso asintomatico) respectivamente.

El andlisis del efecto citopatico de las células transfectadas con cada una de las
contrucciones del plasmido de expresion en células de mamiferos pcDNA-NSP4,

se realizd en base a las caracteristicas morfologicas de las células MA104
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transfectadas con respecto a células en los ensayos mock (células expuestas al
agente de transfeccion sin el plasmido de expresion). Los resultados mostraron un
efecto citopatico localizado en algunas &reas de la monocapa celular,
particularmente en las células en las que se expresé NSP4-29 y NSP4-Wa. Por su
parte, en las células que expresaron NSP4-71 no se observo efecto citopatico

localizado o generalizado (Fig. 12).
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Fig.12 Efecto celular de la expresion de NSP4 en células MA104 transfectadas con los plasmidos pcDNA-NSP4/Wa, pcDNA-NSP4/29 y
pcDNA-NSP4/71.
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6.3 Silenciamiento de la expresion de NSP4 durante infeccion por rotavirus en
células MA104.

6.3.1 Efecto citopatico en células MA104 por infeccion con rotavirus

Para determinar el efecto citopatico de rotavirus, se infectaron células MA104 con
0.03 UUF/célula. Después de la infeccion se observd un dafio celular en la
monocapa de las células infectadas a partir de las 12hr, la destruccion de la
monocapa se observo a las 24 horas postinfeccion (Fig. 13). Asi mismo, se analizd
la expresion de la proteina NSP4 durante el proceso de infeccion y replicacion en

células MA 104 (Fig. 14).

6.3.2 Silenciamiento de NSP4 en células MA104 infectadas con rotavirus

Debido a la importancia de NSP4 en procesos de morfogénesis y patogénesis viral
se disefiaron RNAs de interferencia pequefios (siRNA) contra el gen que codifica
para NSP4, con la finalidad de analizar el efecto de la reduccién en la expresion de
esta proteina. Los siRNA se disefiaron especificamente para inducir la degradacion
del RNAm de NSP4 en la cepa Wa de rotavirus durante el proceso infeccioso en
células MA104. En los ensayos de silenciamiento se utilizaron dos pares de
siRNAs dirigidos a diferentes regiones del RNAm, éstos siRNA se denominaron

siRNA_54 y siRNA 329 (Tabla 6).
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Fig. 13. Efecto citopatico de rotavirus en células MA104 infectadas con 0.03 UFF/célula. a)
Células después de 1 hr postinfeccion, b) Células después de 4 hrs postinfeccion, ¢) Células
después de 12 hrs postinfeccion, d) Células después de 24 hrs postinfeccion.
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i

Fig.14. Expresion de NSP4 en células MA104 a diferentes tiempos postinfeccion con rotavirus
Wa. a) Corrimiento electroforético de los lisados de células MA104 infectadas con rotavirus;
carril 1, lisado de células MA104 obtenido a las 8 hrs postinfeccion; Carril 2, 12 hrs
postinfeccion; carril 3, 24 hrs postinfeccion; carril 4, células MA104 sin infectar. b)
Determinacion de la expresion de NSP4 por western blott, 1) a las 8 hrs postinfeccion, 2) 12 hrs
postinfeccion, 3) 24 hrs postinfeccion, 4) células sin infectar.



Las células MA104 fueron transfectadas con el siRNA 54 o con el siRNA 329

y

posteriormente infectadas con rotavirus Wa. A las 24 horas postinfeccion las

c€lulas se lisaron y se determiné el titulo viral mediante ensayo por tincién con

inmunoperoxidasa (Fig. 15). El titulo viral en las células infectadas donde NSP4

S€

silencié se redujo entre un 35 y 50% con respecto a las células infectadas con

rotavirus solamente (Tabla 6). El efecto del silenciamiento de la expresion de

NSP4 se analiz6 por la observacion de la morfologia celular (Fig. 16).

Tabla 6.

Porcentaje de la inefectividad de rotavirus en células MA104 transfectadas con
siRNA 54 o siRNA 329 y posteriormente infectadas con rotavirus Wa. La
titulacion de la carga viral se determiné por inmunotincion con peroxidasa.

Ensayo % Infectividad
Control Rotavirus Wa (RvWa) 100%
siRNA 54 — RvWa 62.56 (£ 8.30)
siRNA 329-RvWa 49.09 (£3.34)
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Fig. 15 Ensayos de titulacion viral con inmunotincioén con peroxidasa. a) Titulacion viral de células transfectadas con siRNA 54 y posteriormente
infectadas con rotavirus Wa. b) Titulacion viral de células transfectadas con siRNA_329 y posteriormente infectadas con rotavirus Wa. ¢) Titulacion
viral de células expuestas al agente de trnasfeccion y posteriormente infectadas con rotavirus Wa.
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Fig.16 Efecto celular observado 24 hrs después de silenciar la expresion de NSP4
durante un proceso de infeccion viral. a) siRNA 54, b) siRNA 329, ¢) MOCK, d) células
infectadas con rotavirus.
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7.  DISCUSION

Rotavirus es uno de los principales agentes causantes de gastroenteritis en nifios
menores de cinco anos. Se le relaciona con 453,000 muertes de nifios a nivel mundial
cada afio (Parashar, 2006). Entre los sintomas frecuentes en una gastroenteritis por
rotavirus estan la diarrea, vomito y fiebre (Morris and Estes, 2001). Uno de los
principales factores de patogénesis de rotavirus es la proteina NSP4, la cual se asocia

a la induccion de diarrea (Ball et al, 1996).

Aunque en la proteina NSP4 se han caracterizado como enterotoxina en modelos
animales (Estes, 2005). Aun no se ha descrito claramente la actividad de NSP4 como
enterotoxina en cepas de rotavirus humanos, por tal motivo, en el presente trabajo se
estudio NSP4 de cepas de rotavirus de nifios hospitalizados con gastroenteritis por
rotavirus. Las muestras de heces de nifios con gastroenteritis fueron colectadas de
Octubre de 2004 a Marzo del 2005. De un total de 123 muestras, analizadas por
extraccion de RNA viral y electroforesis, 66 (53.7%) resultaron positivas para
rotavirus. Este se considera un porcentaje elevado debido a que en algunos estudios se
relaciona a rotavirus con 25-39% de casos de nifios hospitalizados por gastroenteritis

(Parashar et al, 20006).
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El analisis de la severidad de la gastroenteritis se realizo en base a la escala propuesta
por Ruuska (1991). Por falta de informacion de los datos del menor, solo fueron
consideradas 50 de las 66 muestras positivas para rotavirus. De los nifios con
gastroenteritis 28 (56%) eran varones y 22 (44%) nifias. El 86% de los casos se
relacion6d con nifios menores de dos afios, esto concuerda con reportes previos de
brotes epidémicos por rotavirus, donde cerca del 81% de los nifios con gastroenteritis
son menores de dos afos. (Linhares et al, 2008; Forster et al, 2009; Bruijning-

Verhagen et al, 2012).

En los nifios infectados con rotavirus en el 100% de los casos se present6 diarrea con
una duracion de 1 a 4 dias, el vomito estuvo presente en 44(88%) casos y la fiebre en
35(70%) casos. El analisis de la severidad de la gastroenteritis por rotavirus mostro
que 74% de los casos estuvieron relacionados con gastroenteritis moderada-severa con
una puntuaciones de entre 11 y 15 en la escala de Ruuska. Aunque en estudios previos
se ha relacionado a la toma de la leche materna con la atenuacion de la severidad de la
gastroenteritis por rotavirus, en este estudio no encontramos dicha relacion (Clemens
et al, 1993; Molyneaux, 1993; Raisler et al, 1999). Un factor a considerar con
respecto a la lactancia es el tiempo y la frecuencia. En este estudio la mayoria de los
menores se alimentaron de leche materna por corto periodo de entre 0 y 3 meses de
edad. Por lo que la falta de relacion de la lactancia con la atenuacion de la

gastroenteritis podria ser debido a este factor.

El andlisis de la severidad de la gastroenteritis por rotavirus proporciona una base de
comparacion de brotes epidémicos entre brotes epidémicos previos y posterior a la

vacuna en México (Ward et al, 2009). El programa de vacunacion contra rotavirus ha
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favorecido la reduccion de hospitalizacion por casos de gastroenteritis por rotavirus de
un 40 a un 60% (De Palma et al, 2010; Munos et al, 2010; Anderson et al, 2011).
Estudios en América Latina también han mostrado la eficiencia de la vacuna en la
atenuacion de la severidad de la gastroenteritis por rotavirus (Salinas et al, 2005;

Ruiz-Palacios et al, 2006).

Aunado al andlisis de la severidad de la gastroenteritis por rotavirus se analizo la
proteina NSP4 en los niveles de genotipo y secuencia. En este estudio, el genotipo
predominante fue E1 en 61(92.4%) de las muestras analizadas. Este genotipo es
comunmente reportado en cepas de rotavirus humanos junto con los genotipos E2 y
E3 (Tavares et al, 2008; Banyai et al, 2009; Vizzi et al, 2011; Ben Hadj Fredj et al,
2012). Otros genotipos de NSP4 poco comunes y reportados recientemente en
rotavirus humanos son E3, ES5, E6 y E13 (Rahman et a/, 2007; Matthijnssens et al,
2008; Benati et al, 2010; Khamrin et al, 2010; Ghosh et al, 2011). No obstante, en

este estudio no fue posible detectar estos genotipos poco comunes.

Por otro lado, se secuencid el gen de NSP4 de 16 muestras asociadas a diferentes
grados de severidad de gastroenteritis segun la escala de Ruuska. Se seleccionaron 4
(31%) de las muestras asociadas a casos leves, 7(23%) de casos moderados y 5(36%)
de casos severos. Entre los resultados del analisis de secuencia se observd que no hay
una relacion entre variaciones en la proteina NSP4 y la severidad de la gastroenteritis.
En este aspecto si la proteina NSP4 es el factor viral involucrado en la modulacion de
la severidad de la gastroenteritis, como se ha reportado previamente (Ball e al, 1996),
la clave de esta misma actividad podria estar en su conformacion estructural méas que

en variaciones en su secuencia de aminoacidos.
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En el analisis filogenético de las secuencias de NSP4 se observo la presencia de tres
grupos dentro de un mismo genotipo E1. Las variaciones dentro de cada grupo fueron
puntuales y comunes entre si. El grupo III mostr6 una variaciéon poco comun en la
posicion 144 donde una Metionina fue remplazada por una Valina. El anélisis de 349
secuencias de NSP4 reportadas en el GenBank reveld que Metionina esta presente en
la posicién 144 en un 97.9% de frecuencia, por lo que esta variacion parece ser Unica
en las secuencias reportadas en este estudio. El impacto que pueda tener éste cambio
de metionina por otro aminoacido hidroféobico como una valina puede no ser
significativo porque ambos aminoacidos son importantes en el reconocimiento de
ligandos como lipidos. Sin embargo, el 4tomo de azufre presente en la Metionina
puede estar involucrado en la unién a metales, es este aspecto, es importante
mencionar que en NSP4 se han caracterizado dominios de union a metales entre los aa
114 y 135 (Betts et al, 2003; Bowma et al, 2000; Seo et al, 2008). Sin embargo, atin
se requieren estudios para determinar el impacto de un cambio en un aminoacido tan

conservado en NSP4.

En el presente estudio se determiné el efecto de la expresion de NSP4 de cepas de
rotavirus humanos. Inicialmente se clono el gen de NSP4 en el plasmido de expresion
en mamiferos pcDNA3.1. Los plasmidos de expresion se realizaron con el gen de
NSP4 de rotavirus Wa y con el gen NSP4 de las cepas MX04-29 y MX05-71. En los
resultados se observd un efecto citopatico en células donde se expreso la proteina
NSP4 correspondiente a la cepa Wa y a las cepas MX04-29, ambas de cepas de

rotavirus asociados a casos de gastroenteritis severa. En algunos estudios se asocia la
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expresion de NSP4 con actividad citotoxica en Escherichia coli, en células de insectos
(linea celular sf9) y en células MA104 y en células Caco-2 (Tian et a/, 1996; Newton
et al, 1997; Browne et al, 2000). El efecto citopatico de NSP4 puede ser consecuencia
del incremento intracelular del calcio, de una alteracion o remodelacion de los micro-
tubulos o la alteracién en membranas. No obstante se requieren estudios adicionales
para determinar el efecto de esta proteina en células no infectadas (Dong et al, 1997;
Yang et al, 2012). Asi mismo, se ha observado que el extremo carboxil de la proteina
NSP4 parece estar involucrado en su actividad citotoxica. En este estudio se
observaron variaciones en el extremo carboxil de la secuencia de NSP4 de la cepa
MXO05-71 que es asintomatica con respecto a las secuencias de NSP4 en la cepa Wa y
MXO04-29 que asociaron a casos de gastroenteritis severa. Sin embargo, el Unico
cambio en NSP4 en la cepa asintomatica MX05-71 con respecto a todas las secuencias
sintomaticas reportadas es este estudio estd en el aa 169 donde una Serina es

remplazada por una Metionina.

Por otro lado, para determinar si el efecto de la expresion de NSP4 en aspectos de
morfogénesis y patogénesis puede ser modulado por NSP4 se realizaron ensayos
con siRNA contra NSP4. Los resultados mostraron un efecto en la disminucion de
la produccion viral, misma que se redujo entre un 38 y 51%. Asi mismo, el efecto
citotoxico disminuyd considerablemente. Ensayos realizados por Loépez y
colaboradores, con respecto a la modulacion de la expresion de NSP4 de la cepa
SA11 (rotavirus de simio) en células MA104 mostraron que la reduccion de ésta
proteina producia una acumulacion de particulas virales incompletas (Lopez et al,

2005). Otro efecto del silenciamiento de NSP4 fue la reduccion del flujo de calcio
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intracelular el cual se asocia a su vez al efecto citopatico, aunque en este aspecto la
proteina VP7 también parece estar involucrada en alteraciones en la homeostasis
del calcio intracelular pero en menor proporcion que NSP4 (Zambrano et al,

2008).

En el presente estudio, el andlisis de la proteina NSP4 se realizd en base a la
caracterizacion de la proteina en cepas de campo, su actividad al expresarse en
células MA104 en ausencia de proteinas virales y las consecuencias de la
modulacion de su expresion. Aunque el andlisis de secuencia no relacioné a NSP4
con la severidad de la gastroenteritis, el efecto citotoxico de esta proteina se hizo
evidente en los ensayos donde se analizo el efecto de la expresion de NSP4 en
células MA104. Sin embargo, atin se requieren de mas estudios para elucidar si el
efecto de la expresion de NSP4 es el mismo durante el proceso infeccioso y
determinar si la patogénesis de rotavirus se asocia exclusivamente a NSP4 y por
consecuencia, si NSP4 puede ser considerada para estrategias enfocadas en la

modulacion de la severidad de la gastroenteritis por rotavirus.
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8. CONCLUSION

El andlisis de secuencia de la proteina NSP4 de cepas de rotavirus humano revelo
la presencia de variaciones intragenotipicas en el genotipo E1. Estas variaciones de
aminoacidos fueron puntuales y consistentes dentro de cada grupo. Asi mismo el
analisis de secuencias de NSP4 reportadas en GenBank sugiere que aunque NSP4
presenta varios dominios muy conservados puede variar por acumulacion de
mutaciones puntuales. La expresion de NSP4 de cepas de rotavirus humanas
asociadas a casos severos y un caso asintomatico mostré una marcada diferencia
en el efecto citopatico. Aunque la expresion de NSP4 correspondiente a la cepa
asintomatica no causo dafio celular aparente aun se requieren de mas estudios para
determinar si la atenuacion de la citotoxicidad reside en la variacion del aal69
donde una serina es reemplazada por metionina. Por su parte, el silenciamiento de
NSP4 durante el proceso infeccioso se asocia a la modulacion del proceso de
replicacion viral y al efecto citopatico de rotavirus. Esto parece indicar que la
actividad de NSP4 como enterotoxina puede residir en su conformacion mas que

en variaciones puntuales en su secuencia.
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Anexol

Tabla que resume cada uno de los sintomas de la gastroenteritis, la frecuencia de
cada uno y el puntaje especifico asignado de acuerdo a la escala de Ruuska y
Vesikari, 1991. La sumatoria de los puntos en un caso determinado puede
asociarse a la severidad de la gastroenteritis una puntuaciéon <10 se relaciona con
casos de gastroenteritis leve, >11 casos moderados y >15 severos.

SINTOMATOLOGIA FRECUENCIA PUNTOS

<1
Dias con diarrea 1-4

5

6

1-3
4-5
>6

Evacuaciones en 24 h

No vémitos
Dias con vomito 1
2
3

Episodios de vomito en 24 h
2-4
>5

37 °C
Temperatura en °C 37.1 °C - 38.4 °C
38.5 °C 38.9 °C

>39 °C

Nada
Leve

Deshidratacion

Moderada/severa

Tratamiento Ninguno u otro

Medicamente supervisado

N — O W N O W NN = O W D = O W D~ O W N =W D ~=O

Hospitalizado
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Abstract: The NSP4 protein is a multifunctional protein that plays a role in the
morphogenesis and pathogenesis of the rotavirus. Although NSP4 is considered an
enterotoxin, the relationship between gastroenteritis severity and amino acid variations in
NSP4 of the human rotavirus remains unclear. In this study, we analyzed the sequence
diversity of NSP4 and the severity of gastroenteritis of children with moderate to severe
gastroenteritis. The rotavirus-infected children were hospitalized before the rotavirus
vaccine program in Mexico. All children had diarrhea within 1-4 days, 44 (88%) were
vomiting and 35 (70%) had fevers. The severity analysis showed that 13 (26%) cases had
mild gastroenteritis, 23 (46%) moderate gastroenteritis and 14 (28%) severe.
NSP4 phylogenetic analysis showed three clusters within the genotype E1. Sequence
analysis revealed similar mutations inside each cluster, and an uncommon variation in
residue 144 was found in five of the Mexican NSP4 sequences. Most of the amino acid
variations were located in the VP4 and VP6 binding site domains, with no relationship to
different grades of gastroenteritis. This finding indicates that severe gastroenteritis caused
by the rotavirus appears to be related to diverse viral or cellular factors instead of NSP4
activity as a unique pathogenic factor.
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1. Introduction

Rotaviruses cause gastroenteritis in almost all mammals and some birds [1]. Group A, B and C
rotaviruses are known to infect humans and animals; however, group A is responsible for
gastroenteritis in children less than five years old [2]. The common symptoms of this disease are
diarrhea, fever and vomiting [3]. Dehydration is a consequence of severe diarrhea that may cause
infant death [2,3]. Statistics reveal that rotaviruses cause approximately 453,000 child deaths per year
worldwide, with the highest mortality rates primarily in developing countries [4]. The rotavirus
pathogenesis is related to the non-structural protein 4 (NSP4), which is a known enterotoxin [5].
NSP4 induces an intracellular calcium imbalance, resulting in membrane instability and loss of water;
the same effect would be present by phospholipase C-mediated inositol 1,4,5-trisphosphate production
when NSP4 interacts with non-infected cells [2,6-8].

NSP4 is a glycosylated protein of 175 amino acids and a molecular mass of 28 kDa in its mature
form. This protein is characterized by three hydrophobic domains named H1 (residues 7-21),
H2 (29-47) and H3 (67-85) and a coiled a-helical domain (95-137) [9]. The NSP4 amino-terminal
region (1-44) is located in the lumen of the endoplasmic reticulum, whereas its carboxy-terminal
region (45-175) is in the cytoplasm and interacts with different proteins including VP6 and VP4
during rotavirus morphogenesis [10-12]. NSP4 also interacts with some cellular proteins and
extracellular matrix proteins [13-15].

On the other hand, the NSP4 sequence analysis has revealed at least 14 genotypes named E1-E14
(for Enterotoxin). The human rotavirus genotypes are E1 (Wa-like), E2 (Kun-like) and E3 (AU-1),
previously known as genotypes B, A and C, respectively [16]. Information related to rotavirus
infection and the role of NSP4 pathogenesis in humans has not been described in detail. Some reports
indicate that changes in the sequence of NSP4, VP4 and VP7 are related with asymptomatic strains
isolated from humans [17,18], but amino acids variation in NSP4 has not always been associated with
asymptomatic infections [19-21]. In this study, we analyzed NSP4 of human rotavirus strains in
Mexican children with different grades of gastroenteritis to determine the genotype, distribution and
frequency of mutations in NSP4.

2. Results and Discussion
2.1. Rotavirus Positive Samples and Gastroenteritis Severity

A total of 123 diarrheic feces collected from October 2004 to March 2005 from hospitalized
children with gastroenteritis in Monterrey, Nuevo Leon, México, were analyzed to detect rotavirus.
Of all the analyzed samples, sixty-six (53.7%) were positive for the presence of a rotavirus. This is a
high percentage, because usually rotavirus infection is associated with 25-39% of hospitalizations for
acute gastroenteritis [22]. To further analyze the gastroenteritis severity, 16 of the 66 rotavirus positive
samples were discarded due to incomplete data about the infected children or their symptoms.
The remaining 50 gastroenteritis cases were considered in this study and the signs and symptoms of
the rotavirus gastroenteritis were examined. Twenty-eight (56%) cases were male children and 22
(44%) were female children. Most of the rotavirus gastroenteritis cases (86%) were related to children
under two years old, this is in agreement with previous reports on rotavirus infection [23-25]. All the
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infected children included in this study had diarrhea within 1 to 4 days, 44 (88%) of them were
vomiting and 35 (70%) had a fever. The results of the rotavirus gastroenteritis severity showed that 13
(26%) cases had a score < 10, whereas 23 (46%) infections showed a score > 11 and 14 (28%) cases
had a score > 15. Those scores were grouped as mild, moderate and severe gastroenteritis, respectively
(Table 1). Although some studies describe breastfeeding as an important factor to avoid severe
gastroenteritis, we did not find a relationship between breastfeeding and the rotavirus gastroenteritis
severity [26—28]. This type of analysis of rotavirus regarding the prevalence and severity of the
gastroenteritis may represent a basis to compare the epidemic seasons of the rotavirus before and after
the introduction of the Rotarix® vaccine (GSK) [29]. In this aspect, some studies have shown that this
vaccine can diminish the cases of hospitalization by the rotavirus from 40 to 60% [30-32].
Additionally, studies in Latin America have shown the efficiency of the vaccine to decrease the
severity of the rotavirus gastroenteritis [33,34].

2.2. The NSP4 Genotype

NSP4 is a main factor of rotavirus pathogenesis [35,36]. Therefore, in this study we have focused
on the analysis of the NSP4 genotype and its sequence relationship with the rotavirus gastroenteritis
severity. To amplify and identify the NSP4 genotype in all the rotavirus positive samples we used a
combination of different primers that have been previously described [20,21,37]. This was a useful
strategy that identified 61 (92.4%) of the samples as NSP4 genotype E1. The predominant NSP4
genotype E1 identified in the studied area is commonly reported; some studies identified the E2
genotype as the second common genotype [38—41]. Furthermore, others reported non-common NSP4
genotypes E3, E5, E6 and E13 in human rotavirus strains in Thailand, Brazil, Bangladesh and
Kenya [42—46].

2.3. The NSP4 Sequence Analysis

According to the gastroenteritis severity analysis (Table 1), the rotavirus positive samples were
classified as mild (26%), moderate (46%) and severe (28%). Based on these results a stratified random
sampling was done to select representative samples to the NSP4 sequence analysis, this selection
included 4(31%) of 13 samples of mild cases, 7 (30%) of 23 cases of moderate and 5 (36%) of 14
severe cases. The analysis of the deduced amino acid sequences of NSP4 reported in this study showed
three clusters inside the same genotype E1 (Figurel). The NSP4 sequences MX04-29, MXO05-58,
MX05-126 reported here grouped in the cluster I; the samples MX05-48, MX05-71, MX05-88,
MX05-137, and MX05-144 were in the cluster 1l and the samples MX04-27, MX04-28, MX05-36,
MX05-51, MXO05-64, MX05-68, MX05-107 and MXO05-119 in the cluster Il (Table 3).
Previous reports have shown the presence of at least two clusters within this genotype, and in some of
them the clusters were related to the location or to the isolation date of the rotavirus strains, in this
study we did not observed such relation [41,47,48]. The NSP4 amino acids variations showed in the
cluster I (amino acids AK in position 136-137 respectively) were related with rotavirus strains reported
in Italy, China, Spain, United States of America (USA) and Russia (Accession number ACF77154,
AFU36983, ADU55685, ADO78536 and ACY01369). The sequences in the cluster Il share the same
amino acid variations in the positions 141-145 with sequences from China, Russia, Thailand and USA
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(AAOO06852, ACQ99541, AFQ20926, ADO78564) and the cluster Ill shared common amino acid
variations in aa 141,142, 144 and 145 with the strain Vanderbilt isolated in USA (AEB80046).
Further analyses on NSP4 were performed using the amino acid frequency in each specific position in
the protein. The analysis of 349 NSP4 sequences from the GenBank database showed that this protein
is highly conserved in some specific domains (Table 2). These conserved regions include the
glycosylation sites (aa 8 and 18), the hydrophobic region H1, H2 and H3 (aa 7-21, 29-47 and 67-85),
the transmembrane domain (aa 22—-44) and the coiled a-helical domain (aa 97-137) where the
frequency of the consensus amino acid in a specific position was 97.6 to 100%; however, the H3
domain showed an amino acid frequency of 88.9% for 172 and 87.4% for 176 ( Table 2).
Conversely, punctual variations in the NSP4 sequence fell in the VP4 binding site domain where the
lowest amino acid frequency was at position 141 with a valine present for 58% of the studied
sequences, and also the VP6 binding site where a serine at position 169 had a frequency
of 56% ( Table 2). Most of the amino acids variations in the NSP4 sequences reported were positioned
in the carboxyl terminal region (Table 3). However, the samples MX04-29, MX05-58 and MX05-126
showed punctual variations in conserved amino acids 111, 136 and 137 (85.7-92.8%),
respectively (Table 3). In addition, five of the NSP4 sequences reported in this study had an
uncommon amino acid change at position 144, where a methionine was replaced by a valine.
Usually methionine is present in this position in 97.9% of all the 349 NSP4 sequences analyzed
(Figure 1), and thus this amino acid variation is unique in our sequences. Moreover, we did not find
valine in this position in any other NSP4 genotype E1 sequence in the NCBI database.
The replacement of a methionine may be not significant when it is replaced by another hydrophobic
amino acid such as valine, because both amino acids can play a role in binding or recognition of
hydrophobic ligands such as lipids. However, the sulfur atom in methionine can be involved in binding
metals [49] and NSP4 presents a metal binding domain between residues 114 and 135 [50,51];
nevertheless, further analysis is required to explain the importance of the mutations in such conserved
amino acid position within NSP4.
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Table 1. Characteristics and symptoms of the children infected with the rotavirus and the analysis of the rotavirus severity score from slight to
severe according to the Ruuska score [52].

Gastroenteritis diarrhea . Vomitin
. Gastroenterit . i Sex Age* . Days with . g Days of
severity ) ) Incidence  Breastfeeding episodes* . episodes* / "
IS severity (months) diarrhea* vomiting*
(Ruuska score) M F /24 h 24hrs
<10 Mild 13 (26%) 61.5% 6 7 8 6.1 2.4 2.6 1.0
>11 Moderate 23 (46%) 82.3% 15 8 12 8.1 3.1 4.8 2.7
>15 Severe 14 (28%) 71.4% 7 7 14 10.4 4.3 9.3 3.6

* Average Data



Viruses 2013, 5 797
Table 2. Consensus NSP4 sequence and the frequency of each amino acid in a specific position from residues 1 to 175. The analysis was
obtained from 349 NSP4 sequences from the GenBank and is complemented with the description of some of the NSP4 domains.
Abbreviations: GS: Glycosylation site, H: Hydrophobic domain.

H1 (aa 7-21) Transmembrane site (22—44)

GS1 GS2

Consensus seq M D K L A D L N Y T L S \% | T L M N D T L H S | |
Frequency % 100 985 99.7 98 976 995 100 99.7 100 99.4 994 927 997 979 982 99 100 994 979 988 100 988 98.8 100 98.8

aaposition 26 27 28 29 30 3L 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50
H2 (29-47)

Transmembrane domain (22—-44)
Consensus seq. Q D P G M A Y F P Y | A S \Y% L T \Y% L F T L H K A S
Frequency% 97.6 99.7 100 100 964 100 100 100 978 100 988 100 99.7 994 100 100 994 994  99.7 984 100 994 99.4 100 99.4

aa position 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75

H3 ( aa 67-85)

Consensus seq. | P T M K | A L K T S K C S Y K \% | K Y C | \% T |
Frequency%  99.4 994 991 99 997 994 100 994 966 994 100 988 991 100 99.7 100 994 979 991 985 988 889 99.1 99.4 95.5

aa position 76 7 8 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100

H3 (67-85) Alpha coiled Domain (95-137)

Consensus seq. | N T L L K L A G Y K E Q \Y% T T K D E | E Q Q M D
Frequency % 874 99.7 985 100 99.1 988 982 988 100 994 985 100 99.1 967 988 98 99.1 985 988 997 100 98.2 99.7 99.7 99.1

aa position 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120 121 122 123 124 125
Alpha coiled Domain (95-137)

Consensus seq. R | \Y% K E M R R Q L E M | D K L T T R E | E Q \Y% E
Frequency % 99.7 988 99.1 99 997 994 997 100 985 99.7 934 994 997 991 99.1 100 100 988 99.1 99.7 99.7 99.7 99.7 99.4 100

aa position 126 128 129 130 131 132 133 134 135
Alpha coiled Domain (95-137)

Consensus seq. L
Frequency % 99.4 100 997 99 997 928 991 786 100 907 934 871 784 88 898 58 76 994 979 643 991 991 973 991 100

aa position 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165

Consensus seq. K N | K T L D E w E S G K N P
Frequency %  98.8 99.7 94 93 100 99.7 982 991 100 95.8 7 99.7 976 99.1 100 100 99.1 100 56 99.1 994 99.7 100 98.8 100
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Table 3. Sequence analysis of the amino acid variations in the NSP4 protein from rotavirus strains reported in this study.
Amino acid variability and distribution
NSP4 Severity | Cluster H3 * TD | ACD* | E/VP4* VP4 * VP6 *
Sequence scores
76 77 85 | 94 111 132 136 137 141 142 144 145 | 161 169 172 173 174 175
MX04-29 16 | N A K
MX05-58 14 | D A K
MX05-126 16 | \Y D A K
MX05-48 8 I \% H T T N |
MX05-144 13 I \Y T T N |
MX05-137 15 I \Y T T N |
MX05-88 16 I \Y T T N |
MX05-71 0 I \Y T T N M
MX04-27 11 1] S \% \% T |
MX04-28 14 1] S \% \% T |
MX05-36 8 1] S \% \% T |
MX05-51 14 1] N S \% \% T | |
MX05-64 12 1] S \% \% T |
MX05-68 8 11 G S \% \% T |
MX05-107 14 11 S \% \% T |
MX05-119 15 11 S \Y \Y T N [
Consensus amino acids | N Y E E D T R \% | M S S S T A S M
Frequency % 86 99.7 994 99.1 894 994 928 857 562 759 994 61 76 56 100 100 99 100

* H3: hydrophobic region 3; TD: Tetramerization Domain; ACD: Alpha Coiled Coil Domain E: Enterotoxin Domain; VVP4: VP4 Binding site domain; VVP6: VVP6 binding site domain
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Figure 1. Phylogenetic analysis of the deduced amino acid NSP4 sequences reported in
this study and other NSP4 genotypes previously reported in the NCBI. The phylogenetic
tree was constructed based on the neighbor-joining method. The bootstrap consensus tree
inferred from 500 replicates is taken to represent the evolutionary history of the taxa
analyzed. The evolutionary distances were computed using the p-distance method and are
in the units of the number of amino acid differences per site. Evolutionary analyses were
conducted in MEGADS package [54]. Accession number of the sequences reported in this
study in the GenBank: MX04-28: JX458969, MX04-29: JX458970, MX04-27:JX458971,
MX05-51:JX458972, MX05-144: JX458973, MX05-58: JX458974, MX05-68: JX458975,
MX05-71:JX458976, MX05-88:JX458977, MX05-119:JX458978, MX05-107: JX458982,
MX05-126: JX458983, MX05-137: JX458984.

U59110 ST3
U83798 VATO

L U59108 Rv4

U59109 M37

U42628 RV3

MXREF-Wa

D88830 AU32

MX04-29
MX05-58
MX05-126

*Cluster|

MX05-48
—— MX05-144
MX05-137
MX05-88
MX05-71

*Clusterll

MX05-107
MX05-119
MX05-64
MX04-28
MX05-36
MX04-27

*Cluster

BAA13726 KUN A

0.02

D89873 AU1 C

—

1

GenotypeE1

Genotype E3
Genotype E2

799



Viruses 2013, 5 800

3. Experimental Section
3.1. Samples Recollection and Gastroenteritis Severity Score

A total of 123 stool samples were collected from hospitalized children with gastroenteritis in
Monterrey, Nuevo Ledn, México, from October 2004 to March 2005. The inclusion criteria were the
age of the child, up to five years old, and the hospitalization for nonbacterial gastroenteritis.
Diarrhea, vomiting and fever were used as registered symptoms to calculate the gastroenteritis
severity, and formed the basis of the Ruuska score [52].

3.2. Extraction of Rotavirus RNA.

The feces samples were used to isolate, purify and detect the rotavirus RNA genome by TRI
Reagent® (Molecular Research Center, Cincinnati, OH) as suggested the by supplier. The viral RNA
was loaded onto a 10% polyacrylamide gel under native conditions, and then stained by a
silver-staining procedure. A sample was considered positive to the rotavirus when a characteristic
double-stranded RNA genome was observed in the gel [53].

3.3. NSP4 Genotype Identification and Sequence

RNA positive samples for the rotavirus were retro transcribed and amplified by PCR to isolate the
NSP4 gene using the primers Begl6-End722 or NSP41F-NSP42R [20,21]; although in several
experiments, combinations of both primer pairs were required to achieve amplification.
NSP4 genotype identification was performed by a multiplex-seminested PCR, with 10END722 or
NSP42R as the external primers and Wa, Kun or RRV as the internal primers, which corresponds to
genotypes E1, E2 and E3, respectively [37]. Samples of the amplified NSP4 gene were cloned using
the pGEM-T vector (Promega Inc, Madison, WI) according to the manufacturer’s instructions.
The plasmid with the NSP4 insert was purified by the Wizard SV Minipreps kit (Promega Inc,
Madison, WI) and sequenced by the dideoxynucleotide chain termination method, using an ABI Prism
Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit (PE Applied Biosystems,
Whashington, DC). The DNA sequence was confirmed by sequencing both DNA strands of each of the
different clones using the pUCM13 sense and antisense standard primers. The resulting sequences
were analyzed with MEGA 5.0 and compared with other sequences reported in the GenBank data base;
the phylogenetic tree was determined by the Neighbor joining method [54]. The GenBank accession
numbers of NSP4 sequences used in sequence analysis were AB361285, AB008233, AB008237,
AB213391, AB326290, AB326294, AB326963, AB361282, AF170830, AF260930, AY159640,
AY159642, AY353740, AY353800, DQ909069, DQ909070, EF033202, EF033203, EF672575,
EU679377, EU679382, U42628, UB83798, AA006852, AAT48079, AB008229 - AB008231,
AB008234-AB008236, AB008238-AB008245, AB008247-AB008257, AB008259 - AB008263,
AB022772, AB043026, AB043069-AB043078, AB196491, AB196492, AB196958, AB196959,
AB211987-AB213392, AB232699, AB269688, AB303218, AB326286-AB326289, AB326293,
AB326295, AB326297, AB326334, AB326336, AB326337, AB326347, AB326348, AB326962,
AB326966, AB326969, AB326971, AB361276, AB361281, AB361284, AB361286-AB361288,
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ABK62862, ABU49806, ACF77153, ACF77154, ACJ54826, ACI66758, ACJ66769, ACL80635,
ACL80638, ACQ99541, ACY01369, ACY01381, ACZ51671, ADA70484, ADK46705, ADK46715,
ADO78533, ADO78536, ADO78564, AEB79485, AEB79550, AEK69633, AET43468, AF161810-
AF161815, AF170831-AF170833, AF173179, AF173181-AF173208, AF173211 - AF173214,
AF174300 - AF174302, AF260928, AF260929, AF284776-AF284778, AFA69676 - AF469679,
AF506016, AF541921, AFJ68184, AFJ68397, AFK27432, AJ236757 - AJ236770, AJ236772 -
AJ236774, AJ236778 - AJ236782, AJ400634, AY159630 - AY159632, AY159634 - AY159639,
AY159641, AY159643, AY159644 - AY159647, AY353727, AY353728, AY353730 - AY353739,
AY353741 - AY353746, AY353753 - AY353765, AY353767 - AY353790, AY353792 - AY353805,
AY601540 - AY601544, AY629562, BADS84188, BAF97950, CAB36938, D88830, DQ146647,
DQ146658, DQ146669, DQ146680, DQ189233 - DQ189237, DQ189240, DQ299876, DQ339147 -
DQ339151, DQ490543, DQ492678, DQ525182 - DQ525188, EF011980, EF033204, EF059918,
EF059919, EF059924, EF159574, EU679378 - EU679380, GAU78558, Q9YJIN7, U59108, U59110.

4. Conclusions

The presence of intra-genotypic clusters and punctual amino acid variations in the NSP4 genotype
E1 may indicate that NSP4 mutates mainly via accumulation of single point mutations. Since most of
the variations in NSP4 fell in the carboxylic terminal region, especially in the VP4 binding site
segment, it is important to consider that NSP4 is involved in morphogenesis and pathogenesis
activities. Further analysis of NSP4 in the VP4 and VP6 binding site segment should be studied,
especially with respect to structural conformational changes caused by amino acid variations. NSP4 is
an important factor in rotavirus pathogenesis, and in this study an analysis examining the amino acid
variations in the sequence and the gastroenteritis severity score was performed. The results failed to
show a relationship between punctual variations in NSP4 and the severity of rotavirus gastroenteritis.
The study of the NSP4 protein and its interaction with other viral proteins may aid our understanding
of the pathogenesis of the rotavirus.
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VIRAL FACTORS RELATED TO ROTAVIRUS GASTROENTERITIS
SEVERITY

ABSTRACT: Rotavirus is the most common cause of acute gastroenteritis in children
worldwide. Rotavirus-induced diarrhea is the main symptom, which may cause severe
dehydration and death of patients. However, the infection by rotavirus can vary from
asymptomatic to asymptomatic infection. This overview presents the role of several proteins of
rotavirus and possible function as viral factors involved in the pathogenesis of rotavirus. In
previous studies, it had been reported that both non structural and structural proteins can be
implied to rotavirus pathogenesis. Of them, NSP4 have been characterized as viral enterotoxin,
while VP4 and VP7 are implicated in elicit the immune response to rotavirus. Due to the
diarrhea inducing activity of NSP4 enterotoxin, this protein is one of the most important factors
in the gastroenteritis severity.

Keywords: Rotavirus, gastroenteritis, diarrhea, NSP4

RESUMEN

Rotavirus es el principal agente causal de la gastroenteritis severa en nifios. Un sintoma
comun de la gastroenteritis por rotavirus es la diarrea. La infeccion puede variar desde una
infeccion asintomatica hasta una deshidratacion severa que puede causar la muerte del infante. En
este trabajo se analiza el rol que pueden tener diferentes proteinas virales como factores

involucrados en la patogénesis viral. Algunas de las proteinas virales, estructurales y no
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estructurales, pueden actuar como factores que influyen en la severidad de la gastroenteritis. De
ellas, la proteina no estructural NSP4 se ha caracterizado como la enterotoxina viral. Por su parte,
las proteinas estructurales VP4 y VP7 estan intimamente implicadas en la induccion de la
inmunidad contra rotavirus. Debido a que la enterotoxina NSP4 esta involucrada en la produccién
de la diarrea se considera uno de los factores mas importantes en severidad de la gastroenteritis
por rotavirus.

Palabras clave: Rotavirus, gastroenteritis, diarrea, NSP4

INTRODUCCION

Rotavirus es el principal agente causal de la gastroenteritis severa en nifios menores de dos
afios de edad. Se asocia con una mortalidad de casi medio millon de infantes al afo,
principalmente en paises en vias de desarrollo (Desselberger et al., 2009). Una de las
manifestaciones cardinales en una infeccion por rotavirus es la diarrea; la cual puede conducir a
un proceso de deshidratacion en muy poco tiempo y poner en riesgo la vida del menor infectado
(Ramig, 2004). Algunos estudios han mostrado que la gastroenteritis por rotavirus es mas severa
que la gastroenteritis bacteriana o la causada por otros agentes virales (Ruuska y Vesikari, 1991).
Estos hallazgos impulsaron la basqueda de los factores virales asociados a los diferentes grados
de severidad de la gastroenteritis por rotavirus. Aungue varias proteinas se han implicado en este
rol, la proteina NSP4 destaca como un importante factor de patogénesis viral. Esta proteina ha
sido descrita como la primera enterotoxina viral entre los virus que causan gastroenteritis y ha
sido blanco de varios estudios para determinar su participacion en este proceso (Ball et al., 1996).
Se ha observado que NSP4 puede inducir un incremento de Ca*? intracelular, tanto en células
infectadas como en células no infectadas por rotavirus, este incremento se asocia a la
desestabilizacion de la membrana celular y al proceso que desencadena la diarrea (Dong et al.,
1997). Por otro lado, el rotavirus presenta seis proteinas estructurales, de las cuales las
denominadas VP4 y VP7 forman la capa externa del virus. Estas proteinas inducen la produccion
de anticuerpos neutralizantes, mismos que reducen la infectividad del virus en su fase
extracelular (Kapikian et al., 2001). Por lo tanto, en los procesos de patogénesis es importante
abordar tanto la biologia del virus como la inmunidad que desencadena, dos factores que pueden
dilucidar los mecanismos de patogénesis viral. En el presente trabajo se describen algunos

factores virales involucrados en la severidad de la gastroenteritis por rotavirus.
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CARACTERISTICAS GENERALES DE ROTAVIRUS

Los rotavirus son causantes de gastroenteritis severa en un gran nimero de mamiferos y aves
(Kapikian et al., 2001). En humanos, los rotavirus del grupo A se asocian a casos de
gastroenteritis en nifios menores de cinco afios. Comunmente las infecciones se presentan en las
temporadas més frias del afio y su incidencia se da por igual tanto en paises desarrollados como
en vias de desarrollo. No obstante, debido a las deficiencias nutricionales de los menores y a la
falta de atencion médica oportuna la mayor mortalidad se presenta en los paises mas pobres
(Parashar et al., 2003). Se considera que la gastroenteritis por rotavirus es responsable de cerca
de 600,000 muertes de nifios por afio a nivel mundial (Desselberger et al., 2009). En México,
hasta el afio 2005, se consideraba que aproximadamente 2,000 nifios menores de tres afios de
edad morian por gastroenteritis por rotavirus cada afio (Pérez-Vargas et al., 2005). Sin embargo,
la introduccién de la vacuna Rotarix® (GSK) ha disminuido significativamente esta cifra
(Richardson et al., 2010).

El rotavirus pertenece a la familia Reoviridae, se caracteriza por una estructura icosaedrica de
70 nm de diametro. Las particulas virales presentan tres capas concéntricas de proteinas que
envuelven el genoma viral, mismo que consta de once segmentos de RNA de doble cadena
(RNAdc). Cada segmento de RNAdc codifica al menos una proteina, con excepcion del gen once
que presenta dos marcos de lectura. En total el genoma viral codifica seis proteinas estructurales
(VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 y VP7) vy seis proteinas no estructurales (NSP1, NSP2, NSP3,
NSP4, NSP5 y NSP6). La capa proteica que envuelve el nicleo esta constituida por las proteinas
VP1, VP2 y VP3. La capa intermedia estd formada por la proteina VP6. Mientras que las
proteinas VP7 y VP4 forman la cépside externa, ambas proteinas son indispensables para el
proceso de infecciodn viral (Estes, 2001).

En base a la proteina VP6, los rotavirus se clasifican en grupos (A-G). Asi mismo, en base a
las proteinas VP4 y VP7 se clasifican en serotipos y genotipos. La proteina VP7 por ser una
proteina glicosilada define los serotipos G mientras que VP4 por ser una proteina que se procesa
proteoliticamente durante la entrada del virus a la célula, define los genotipos P. Ambos
genotipos G y P se manejan en conjunto para determinar la clasificacion binomial de las distintas
cepas de rotavirus. Los genotipos de rotavirus predominantes a nivel mundial son los genotipos
G1P[8], G4P[8], G2P[4], G3P[8] los cuales juntos son responsables del 90% de las infecciones
por rotavirus (Arista et al., 1997; Ramachandran et al., 1998; Arguelles et al., 2000; O’Halloran
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et al., 2002; Rahman et al., 2003, Iturriza-Gomara et al., 2004). Recientemente se ha introducido
una clasificacion en base al analisis de todos los genes virales (Matthijnssens et al., 2008). Este
sistema es de gran utilidad para detectar cepas de rotavirus rearreglantes durante cada brote
epidémico y por lo tanto detectar la introduccién a la poblacion de una nueva variante genética de

rotavirus.

FISIOPATOLOGIA DE LA GASTROENTERITIS POR ROTAVIRUS

La gastroenteritis por rotavirus tiende a ser mas severa que la causada por otros agentes
infecciosos (Ruuska y Vesikari, 1991). Se considera que de un 29 al 45% de los casos de
infecciones por rotavirus requieren hospitalizacion (Parashar et al., 2006). EI sintoma mas comuln
es la diarrea profusa, en algunos casos de mas de 20 evacuaciones acuosas por dia, generalmente
acompariada de vémito, fiebre, anorexia y dolor abdominal, que se manifiestan después de un
periodo de incubacion corto de uno a dos dias (Ramig, 2004). El proceso infeccioso puede auto
limitarse entre 5y 7 dias después de la infeccion (Morris y Estes, 2001). Sin embargo, la falta
del manejo oportuno del paciente puede conducir a una deshidratacion severa, lo que a su vez
puede culminar con la muerte del infante (Wickelgren, 2000; Parashar et al., 2006).

Para determinar el efecto patolégico causado por rotavirus, se ha recurrido a voluntarios
humanos y al uso de modelos animales. En ambos, la manifestacion de los sintomas de la
gastroenteritis por rotavirus muestra una marcada dependencia a la edad donde a menor edad
mayor susceptibilidad. Aunque los adultos también son susceptibles a la infeccion por rotavirus,
no es comun la manifestacion de sintomas, a menos que su sistema inmune se encuentre
comprometido (Gerber et al., 2011). Comunmente las cepas de rotavirus se limitan a infectar a un
huésped en particular, no obstante, existe evidencia donde se han detectado cepas de rotavirus
animales infectando humanos, lo que muestra que estos virus pueden traspasar la barrera de las
especies (Ghosh et al., 2011).

El rotavirus se transmite por la via fecal-oral. Una vez que las particulas virales se exponen a
la tripsina presente en los jugos intestinales, la proteina VP4, que forma parte de la capside
externa de rotavirus, sufre un reacomodo en su estructura y se fragmenta parcialmente en dos
subunidades denominadas VP5* y VP8*. Este cambio le confiere estabilidad a la particula viral e
incrementa de manera considerable la infectividad del virus (Arias et al., 1996). En el intestino

delgado los rotavirus tienen afinidad por los enterocitos maduros, los cuales se localizan en la
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parte superior de las vellosidades intestinales (Ramig, 2004). Estas células al ser infectadas por
rotavirus sufren una fuerte inhibicion del transportador de sodio-glucosa (SGLT1), lo que causa
alteraciones en la absorcion de glucosa y en la reabsorcion de agua. Ademas, se ha observado un
incremento de los niveles de calcio intracelular que se ha asociado con el efecto citopatico
producido por rotavirus (Brunet et al., 2001). Asi mismo, se describe una disminucion de
disacaridasas como maltasas, lactasas y sacarasas a nivel de la mucosa en el lumen intestinal
(Lundgren y Svensson, 2001). Estas alteraciones dificultan la digestion de carbohidratos, lo que
induce el proceso de malabsorcion de nutrientes. La destruccion de los enterocitos después del
proceso de replicacion viral, puede traer como consecuencia alteraciones en la superficie del
epitelio intestinal, infiltracion de monocitos e inflamacién leve. Estas alteraciones en el epitelio
intestinal ademas de asociarse con una malabsorcion, se relacionan con cambios en la
osmolaridad celular, secrecion de fluidos y electrolitos, lo que a su vez se relacionan al proceso
de diarrea en alguna de sus etapas (Morris y Estes, 2001).

Un aspecto interesante en el estudio de la patogénesis muestra que la lisis celular no siempre
esta asociada al proceso de la diarrea. En algunos estudios in vitro con células de mamiferos, se
ha observado que la infeccion de células intestinales polarizadas con rotavirus no se asocia con la
destruccion de las células infectadas (Jourdan et al., 1997). Aunado a esto, en un estudio con
biopsias del epitelio intestinal de nifios infectados con rotavirus durante la fase aguda de la
infeccion, se mostro que solo 2 (5%) biopsias de las 40 realizadas presentaban evidencias de dafio
en el epitelio intestinal (Kohler et al., 1990). Por lo que los factores que involucran a la
patogénesis pueden ser muy variados e incluir no solo factores virales sino ademas celulares. En
este sentido, el mecanismo que desencadena la diarrea también se ha relacionado con alteraciones
en el Sistema Nervioso Entérico (SNE), esto se debe a que farmacos como la tetradoxina (TTX)
y lidocaina, que bloquean el SNE, se asocian a la disminucion de la intensidad de la diarrea
(Lundgren et al., 2000). Por tal motivo, la causa de la diarrea por una infeccién por rotavirus,
puede deberse a varios factores presentes en las diferentes etapas del proceso infeccioso. Sin
embargo, en las primeras etapas de la infeccion e incluso en la fase aguda, el proceso que

desencadena la diarrea parece no estar asociado directamente al dafio en la mucosa intestinal.
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PROTEINAS VIRALES ASOCIADAS A LA SEVERIDAD DE LA GASTROENTERITIS
POR ROTAVIRUS

En la busqueda de los factores virales asociados a la diarrea por rotavirus, diversas
investigaciones han revelado la importancia de algunos genes virales en relacion con el proceso
patogénico. Entre éstos factores virales se identifican los genes que codifican las proteinas
estructurales VP3, VP4, VP6, y VP7, y para las proteinas no estructurales NSP1, NSP2, NSP3 y
NSP4 (Hoshino et al., 1995; Morris y Estes, 2001). La funcion de estas proteinas ha sido
estudiada en gran medida por el papel que desempefian en los procesos de infeccion, replicacion
y morfogénesis del virus. En este trabajo se analizan las evidencias de cada una de ellas para ser
consideradas como un factor de patogenicidad.

PROTEINAS ESTRUCTURALES

Proteina VP3: Es una proteina estructural de 88 kDa codificada por el gen 3, ha sido descrita
como una metil y guanililtransferasa que interacciona con el RNA de cadena sencilla (Patton and
Chen, 1999). En las primeras etapas de la infeccion y una vez que el rotavirus se internaliza en
las células, la baja concentracion de calcio induce la pérdida de la capside externa (Ruiz et al,
1996). Por consecuencia, se activa el proceso de trascripcion y maduracion del transcrito (RNA
mensajero; RNAm) por la accién de la proteina VP3, mediante la adicién del cap (m7GpppGm)
en los transcritos virales en su extremo 5’ (Estes, 2001; Cohen et al., 1979). VP3 ha sido
considerada un factor de patogénesis por su participacién en la eficiencia de la replicacion del
virus y su actividad parece limitarse a la especificidad de huésped (Subodh et al., 2006). Varios
estudios han sefialado a VP3 junto con VP4, VP7 y NSP4 como factores virales indispensables en
la induccion de la diarrea (Hoshino et al., 1995).

Proteina VP6: Es una de las proteinas méas abundantes en la estructura viral y constituye la
capside intermedia de rotavirus. Esta proteina de 41 kDa codificada por el gen 6, es importante en
la morfogénesis viral debido a que interacciona con la proteina VP2 de la capside interna y con
las proteinas VP4 y VP7 de la capside externa durante el proceso de replicacion. Esta interaccion
permite establecer la conformacion estructural de los viriones infectivos de rotavirus. Al igual
que VP4 y VP7, la proteina VP6 induce la produccién de anticuerpos, y debido a que presenta
antigenos especificos de grupo y subgrupo, se ha utilizado para establecer métodos seroldgicos de
diagnostico para rotavirus (Estes, 2001). Estudios previos reportan que VP6 puede jugar un papel
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importante en la proteccion contra infecciones por rotavirus, debido a que el uso de anticuerpos
no neutralizantes contra VP6 puede reducir la liberacion cronica de virus en ratones
inmunosuprimidos (Burns et al., 1996). Por tal motivo, la participacion de VP6 como factor de
patogénesis puede estar en el marco de la replicacion, y/o estimulacion de una respuesta antiviral
efectiva.

Proteinas VP4 y VP7: Los rotavirus muestran un tropismo celular hacia los enterocitos
maduros en las vellosidades intestinales y hacia las lineas celulares de origen renal o intestinal (in
vitro). En ambos casos el ingreso del virus a la célula depende tanto de receptores celulares como
de las proteinas VP4 y VP7 de la cépside externa de rotavirus (Estes y Cohen, 1989). VP4 es una
proteina de 88 kDa codificada por el gen 4, mientras que VP7 es una proteina de 37 kDa y es
codificada por el gen 9 (Estes, 2001). Durante las primeras etapas de la infeccion un segmento
entre los aa 93-208 en la fraccion de VP8* en la proteina VP4, interacciona con una molécula de
acido sialico. Esta interaccion, induce cambios en la conformacion de VP4, en el segmento
conocido como VP5*, lo que permite su interaccion con la integrina o2f1. Asimismo, se
considera que el segmento VP5* también interactda con la proteina de choque térmico hsc70, la
cual se considera un receptor clave en el ingreso del virus a la célula (Isa et al., 1997; Zarate et
al., 2000; Guerrero et al., 2002; Graham et al., 2003; Zéarate et al., 2003). Por su parte la proteina
VP7, en los dominios de aa 161-169 y aa 253-255, interacciona con las integrinas avp3 y axf2
respectivamente, para dar inicio al proceso del ingreso del virus a la célula (Guerrero et al., 2000;
Graham et al., 2003).

Se ha demostrado que ademas de participar en la penetracion del virus a la célula, estas
proteinas inducen la produccion de anticuerpos neutralizantes contra rotavirus (Arias et al., 1994;
Kapikian et al., 2001). Por tal motivo, inducen proteccion contra cepas de rotavirus en
subsecuentes infecciones. No obstante, estudios antigénicos con VP4 han mostrado que los
epitopes responsables del serotipo viral pueden variar de una cepa a otra (Contreras et al., 1995).
Lo que indica que variantes antigénicas estan presentes entre las cepas que aparecen en los brotes
epidémicos. Por tal motivo, un factor importante asociado a VP4 y VVP7 puede radicar en la
circulacion de cepas relacionadas antigénicamente. Situacion que se puede observar con la
disminucion de la magnitud y severidad de los brotes epidémicos después de la aplicacién masiva

de la vacuna contra rotavirus (Ruiz-Palacios et al., 2007; Anderson et al., 2011).
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Ademas de aspecto antigénico, algunos investigadores han relacionado variaciones en los
genes de VP4 y VP7 con cepas asintométicas. Con respecto a VP4 estas variaciones de
aminoacidos se presentan en la region de aa73-188 y en el aa 303. En el caso de VVP7 los cambios
asociados a cepas asintomaticas se observan en los aa 27, 29, 42, 70, 96 y 238 (Gorziglia et al.,
1988; Kirwood et al., 1996; Pager et al., 2000). Aunque algunos estudios se han enfocado en
determinar donde radica la atenuacién de las cepas patdgenas de rotavirus, a la fecha no estéa claro
el rol de estas proteinas en la atenuacion. No obstante, un estudio en nifios mexicanos sugiere una
relaciéon entre los genotipos VP4 circulantes entre la poblacion infantil y la severidad de la
gastroenteritis (Mota-Hernandez et al., 2003). Aunque estos estudios sugieren que el gen que
codifica la proteina VP4 e incluso VP7 puede asociarse con la virulencia, es necesario ampliar los
estudios en infantes con infecciones primarias para establecer el rol de estas proteinas en la
severidad de la gastroenteritis, asi como la importancia de la memoria inmunolégica para las

futuras infecciones.

PROTEINAS NO ESTRUCTURALES

Proteina NSP1: Aunque la mayoria de las proteinas no estructurales de rotavirus se asocian
con funciones en la replicacion viral, la proteina NSP1 parece ser la excepcion, puesto que no se
le asocia a las actividades de transcripcion, traduccion o replicacion en general. Esta proteina de
53 kDa codificada por el gen 5 ha sido relacionada con la evasién de la respuesta inmune innata
durante una infeccidn por rotavirus, por la inhibicion o degradacion de algunos componentes del
interferon tipo 1 (IFN) (Graff et al., 2007; Graff et al., 2009). En un estudio donde la expresion
de NSP1 fue silenciada por RNAs de interferencia, se observd que esta proteina juega un rol
importante en la propagacion de rotavirus de célula a célula (Barro y Patton, 2005). Esta
habilidad de NSP1 para evadir la respuesta inmune la coloca como una proteina que aungque no
estd directamente relacionada con la severidad de la gastroenteritis, su rol en evadir la respuesta
inmune permite que los demas elementos virales realicen su funcion en la replicacién viral y por
consecuencia en la alteracion celular que conduce a la diarrea por rotavirus.

Proteina NSP2: Esta proteina de 35 kDa es codificada por el gen 8. Se caracteriza por
interactuar con el RNAdc y el RNA de cadena sencilla (RNAcs). Tiende a formar octameros e
interacciona con proteinas virales como VP1 y NSP5. Se ha observado que in vitro presenta una
actividad enzimatica de nucleosido trifosfatasa (NTPasa) (Kattoura et al., 1992; Taraporewala et
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al., 2002). La presencia de Mg*® favorece la actividad de NSP2 para catalizar la hidrdlisis de
NTP a NDP, como consecuencia, la proteina es fosforilada. La fosforilacion y desfosforilacion de
NSP2 puede favorecer su interaccion con el RNA viral que sera empaquetado en la capside
interna de los viriones (Taraporewala et al., 1999). Al igual que VP3 la participacion de NSP2 en
la patogénesis viral parece limitarse a su rol en la eficiencia del proceso de replicacion viral, lo
cual a su vez se refleja en la carga viral infectiva que se produce después del proceso de
replicacion.

Proteina NSP3: Durante el proceso de transcripcion del genoma de rotavirus, VP3 modifica el
RNAm al adicionar el cap en su extremo 5’ (Patton y Chen, 1999). No obstante, los RNAm de
rotavirus no sufren modificacion en su extremo 3’ ya que les falta la cola de poly A. En los
RNAmM eucaridticos tanto el cap como la poliadenilacion son esenciales para el inicio de la
traduccion. En esta etapa participa un compuesto multimérico que asegura la interaccion del
factor de inicio e1F4E con el cap del extremo 5’ y de e1F4G con la proteina de unién a la cola
poli A que posteriormente se une a esta region. Esta doble interaccion permite iniciar la
traduccion de las proteinas eucarioticas de una manera eficiente (Wells et al., 1998).

Durante la infeccion por rotavirus, la traduccion de proteinas celulares es inhibida de una
forma eficiente durante las primeras horas de infeccion. Este rol lo realiza la proteina NSP3,
proteina no estructural de 34 kDa codificada por el gen 7. Durante este proceso de inhibicién,
NSP3 se asocia al factor de iniciacion elF4G evitando la interaccion con la proteina de union a
poli A (Vende et al., 2000). Al evitar esta interaccion se inhibe la traduccion celular y se impulsa
la sintesis de proteinas virales (Piron et al., 1998). Esta disminucién de la sintesis de proteinas
celulares no es compatible con la sobrevivencia de la célula. Por lo que NSP3 puede ser
considerada como una proteina importante en la patogénesis por rotavirus.

Proteina NSP4: De todas las proteinas asociadas a la patogénesis viral, la proteina NSP4 ha
sido de las mas estudiadas por ser una proteina multifuncional. Esta proteina glicosilada de 28
kDa codificada por el gen 10, ha sido relacionada con la morfogénesis viral en las Gltimas etapas
de la replicacion y con la patogénesis de rotavirus. Por un lado, participa en la morfogénesis de
rotavirus al actuar como receptor intracelular en el reticulo endoplasmico donde interacciona con
VP6 en particulas virales que sélo presentan la capside interna e intermedia y con las proteinas
VP4 y VPT de la capside externa. Esta interaccion favorece el ensamblaje de la particula viral
completa durante las Gltimas etapas del ciclo replicativo de rotavirus (Tian et al., 1996). En

51



Gonzélez O., Rodriguez P., Tamez G. y Contreras C.

ensayos donde la expresion de NSP4 es silenciada por RNA de interferencia, se observa un gran
namero de particulas virales incompletas (Lopez et al., 2005). Por otro lado, NSP4 ha sido
descrita como una enterotoxina, debido a que la proteina por si sola ha inducido diarrea en
ratones neonatos (Ball et al., 1996), asi como en otros mamiferos y aves (Zhang et al., 1998;
Halaihel et al., 2000; Mori et al., 2002). Sin embargo, en humanos ain se desconoce si NSP4
pueda tener el mismo efecto. Debido a lo anterior, NSP4 ha sido considerada uno de los

principales y mas estudiados factores de patogénesis de rotavirus.

ACTIVIDAD DE NSP4 COMO ENTEROTOXINA VIRAL

La actividad de NSP4 como enterotoxina se descubrié durante la produccién de anticuerpos
contra la misma. En 1996, Ball y colaboradores inocularon la proteina NSP4 en el peritoneo de
ratones de nueve dias de nacidos y observaron que en poco tiempo éstos padecian diarrea.
Estudios posteriores realizados por el mismo equipo de trabajo, mostraron que la proteina NSP4,
una fraccion de la misma (aa 112-175) e incluso un pequefio segmento de ésta (aa 115-135)
podian inducir diarrea en ausencia de cualquier otra proteina de rotavirus (Ball et al., 1996). Para
tratar de explicar la actividad de NSP4 al inducir la diarrea, se realizaron algunos estudios in
vitro, los resultados describen la habilidad de NSP4 para inducir un incremento del flujo de calcio
intracelular del reticulo endoplasmico hacia el citoplasma; este incremento se relaciona con la
desestabilizacién de la membrana celular y los procesos que desencadenan la diarrea (Dong et al.,
1997; Brunet et al., 2001). Por otro lado, estudios posteriores han indicado que un fragmento de
NSP4 puede ser secretado de las células infectadas por una via no clasica dependiente de Ca*?
previa a la lisis celular (Gibbons et al., 2011). El fragmento de NSP4 liberado puede unirse a
receptores no definidos en células no infectadas y desencadena una cascada iniciada por
fosfolipasa C-inositol 1,3,5-trifosfato (PLC-IP3) que culmina en la liberacién de Ca*? del reticulo
endoplasmico incrementando el Ca*? intracitoplasmico. Si NSP4 actiia en enterocitos induce una
disrupcion en las uniones celulares, resultando en permeabilidad paracelular de agua; si act(a en
células cripticas incrementa el Ca*? intracelular induciendo secreciones mediadas por la
activacion del transporte de CI-. También se considera que la proteina NSP4 secretada o alguna
otra molécula liberada de las células infectadas pueden estimular el SNE, lo que contribuye con
el proceso de la diarrea (Dong et al., 1997; Lundgren et al., 2000; Zhang et al., 2000). Debido a
la actividad de NSP4 como enterotoxina, se visualizo la posibilidad de producir vacunas contra
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rotavirus utilizando a NSP4 como proteina blanco; sin embargo, por lo menos para la cepa de
rotavirus humano denominada 89-12, la cual fue la base de la produccién de la vacuna
monovalente que actualmente se utiliza en Meéxico, la atenuacion no estaba relacionada a
mutaciones en NSP4 (Ward et al., 1997). Otros estudios tampoco han mostrado correlacion entre
los péptidos sefial de la proteina NSP4 de rotavirus aislados de casos sintomaticos o
asintomaticos (Horie et al., 1997; Lee et al., 2000). Estas evidencias indican la necesidad de
realizar mas estudios para mostrar que ciertas caracteristicas de NSP4 son relevantes para

determinar su actividad de enterotoxina.

ESTRATEGIAS DE PREVENCION CONTRA ROTAVIRUS

La diarrea por rotavirus puede ser multifactorial y de todos los factores de patogénesis de
rotavirus las proteinas VP4 y VP7 han sido el blanco para el disefio de estrategias de prevencion
como las vacunas. Hasta el momento el disefio de vacunas se basa en la incorporacion de los
genotipos P y G predominantes. En México a partir del 2006 se introdujo la vacuna contra
rotavirus en el programa nacional de vacunacion (Rotarix®, GSK). Esta vacuna se aplica via oral
y consta de dos dosis, mismas que se aplican a los dos y cuatro meses de vida (World Health
Organization, 2007). La vacuna Rotarix® estd basada en la atenuacién de la cepa 89-12 del
rotavirus, la cual fue aislada de un nifio con gastroenteritis en Cincinati, Ohio, en los Estados
Unidos de América (Ward y Bernstein, 2009). Esta cepa de rotavirus atenuada es de genotipo
G1P[8] y ha mostrado que confiere proteccidn contra otras cepas G1, y no G1 incluyendo G3, G4
y G9. Sin embargo, se requieren mas estudios para probar su efectividad contra cepas G2P[4]
(Pérez-Vargas et al., 2005; Snelling et al., 2011). Por otro lado, se ha mostrado que la vacuna es
segura y brinda proteccion contra rotavirus a nifios de entre 6 y 11 meses de edad aunque después
de los 12 meses su efectividad puede disminuir (Correia et al., 2010). Esta vacuna también ha
mostrado que reduce la incidencia de gastroenteritis severa desde un 60 hasta un 80% incluso en
paises en via de desarrollo, donde la gastroenteritis por rotavirus tiende a ser mas severa debido a
las deficiencias nutricionales de los nifios infectados (Ruiz-Palacios et al., 2006; Anderson et al.,
2011; Linhares et al., 2008). En México, estudios para evaluar diferentes dosis de Rotarix®
(GSK) vy su eficiencia, mostraron que la vacuna puede conferir proteccion hasta de un 100% en

contra de casos severos de gastroenteritis por rotavirus (Ruiz-Palacios et al., 2007).
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El andlisis de los diferentes factores virales de rotavirus y la forma en que interacttan entre si
y con algunas proteinas celulares contribuye a elucidar los mecanismos de infeccidn, replicacion
y patogénesis viral. De manera indirecta, algunas de las proteinas asociadas a mecanismos de
infeccion y replicacion pueden influir en la virulencia de rotavirus. En este aspecto resaltan las
proteinas VP3, NSP3 y NSP2, debido a que estas proteinas influyen en la eficiencia de la
replicacion viral, lo que a su vez favorece la propagacion del virus de célula a célula propagando
la infeccion a lo largo del epitelio intestinal. Por otro lado, otras proteinas virales como VP4,
VP7, VP6 y NSP1 pueden asociarse directamente con la patogenesis de rotavirus al inducir una
respuesta inmune o al evadir la misma. Sin embargo, el factor mas importante que se relaciona
con la patogénesis de rotavirus es la toxina viral NSP4, la cual a diferencia de otros factores de
patogénesis virales que pueden depender unos de otros, desencadena los procesos gque conllevan a
la diarrea.

Aunque se considera que la respuesta inmune del nifio infectado con rotavirus juega un rol
importante en la atenuacion de la severidad de la gastroenteritis, se deben de considerar también
todos aquellos indicios que sefialan los factores de patogénesis que influyen en el proceso
infeccioso. EI comprender los mecanismos por los cuales los factores virales influyen en las
diferentes cepas de rotavirus que se describan como severas o asintomaticas, daré la clave para
disminuir o eliminar la virulencia de rotavirus. Por consecuencia se tendra una mejor vision para

la elaboracion de estrategias de prevencidn y/o tratamiento una vez establecida la infeccion viral.

REFERENCIAS

Anderson, E. Rupp, A. Shulman, S. Wang, D. Zheng, X & Noskin, G. (2011). Impact of rotavirus
vaccination on hospital-acquired rotavirus gastroenteritis. Pediatrics. 127, e264—e270.

Arguelles, M. Villegas, G. Castello, A. Abrami, A. Ghiringhelli, P. Semorille, L. & Glikmann,
G. (2000). VP7 and VP4 of human group A rotavirus in Buenos Aires, Argentina. J Clin
Microbiol. 38, 252-259.

Arias, C.F. Lopez, S. Mascarenhas, J.D.P. Romero, P. Cano, P. Gabbay, Y.B. Freitas, R &
Linhares, A.C. (1994). Neutralizing antibody immune response in children with primary
and secondary rotavirus infections. Clin Diagn Lab Immunol.1, 89-94.

Arias, C.F. Romero, P. Alvarez, V. & Lopez, S. (1996). Trypsin activation pathway of rotavirus
infectivity. J Virol. 70, 5832-5839.

54



Factores virales que influyen en la severidad de la gastroenteritis por rotavirus

Arista, S. Vizzi, E. Ferraro, D. Cascio, A. & Stefano, R. (1997). Distribution of VP7 serotypes
and VP4 genotypes among rotavirus strains recovered from italian children with diarrhea.
Arch Virol. 142, 2065-2071.

Ball, J.M. Tian, P. Zeng, C. Morris, A. & Estes, M. (1996). Age-dependent diarrhea induced by a
rotaviral nonstructural glycoprotein. Science. 272,101-104.

Barro, M & Patton, J.T. (2005). Rotavirus nonstructural protein 1 subverts innate immune
response by inducing degradation of IFN regulatory factor 3. PNAS. 102, 4114-41109.

Brunet, J.P. Cotte, J. Linxe, C. Quero, A.N. Niteau, M & Servin, A. (2001). Rotavirus infection
induces an increase in intracellular calcium concentration in human intestinal epithelial cells:
role in microvillar actin alteration. J Virol. 74, 2323-2332.

Burns, J. Siadat-Pajouh, M. Krishnaney, A & Greenberg, H. (1996). Protective effect of rotavirus
VP6-Specific IgA monoclonal antibodies that lack neutralizing activity. Science. 272, 104-
107.

Cohen, J. Laporte, J. Charpilienne, A & Scherrer, R. (1979). Activation of rotavirus RNA
polymerase by calcium chelation. Arch Virol. 60, 177-186.

Contreras, J. Menchaca, G. Padilla-Noriega, L. Tamez, R. Greenberg, H. Lépez, S & Atrias, C.
(1995). Heterogeneity of VP4 neutralization epitopes among serotype P1A human rotavirus
strain. Clin Diagn Lab Immunol. 2, 506-508.

Correia, J. Patel, M. Nakagomi, O. Montenegro, F. Germano, E. Correia, N. Cuevas, L. Parashar,
U. Cunliffe, N & Nakagomi, T. (2010). Effectiveness of monovalent rotavirus vaccine
(Rotarix) against severe diarrhea caused by serotypically unrelated G2P[4] strains in Brazil. J
Infect Dis. 201, 363-369.

Desselberger, U. Manktelow, E. Li, W. Cheung,W. lturriza-Gémara, M. & Gray, J. (2009).
Rotaviruses and rotavirus vaccines. British Medical Bulletin. 90, 37-51.

Dong, Y. Zeng, C. Ball, J. Estes, M & Morris, A. (1997). The rotavirus enterotoxin NSP4
mobilizes intracellular calcium in human intestinal cells by stimulating phospholipase C-
mediated inositol 1,4,5-trisphosphate production. Proc Natl Acad Sci USA. 94, 3960-3965.

Estes, M. (2001). Rotaviruses and their replication. En: D. M. Knipe, P. M. Howley, D. E.
Griffin, R. A. Lamb, M. A. Martin, B. Roizman, and S. E. Strais (ed.). Fields virology. 4th ed.
Lippincott Williams and Wilkins, Philadelphia, Pa. pp. 1747-1785.

Estes, M. K. & Cohen, J. (1989). Rotavirus gene structure and function. Microbiol Rev 53:410-
49,

Gerber, S. Cortese, M & Bowen, M. (2011). Notes from the field: Outbreaks of rotavirus
gastroenteritis among elderly adults in two retirement communities. JAMA. 306, 2667-2668.

Ghosh, S. Gatheru, Z. Nyangao, J. Adachi N. Urushibara, U & Kobayashi, N. (2011). Full
genomic analysis of a simian SAll-like G3P[2] rotavirus strain isolated from an
asymptomatic infant: identification of novel VP1, VP6 and NSP4 genotypes infection.
Infection Genetics and Evolution. 11, 57-63.

Gibbons, T. Storey, S. Williams, C. Mclintosh, A. Mitchel,D. Parr, R. Schroeder, M. Schroeder,
F & Ball, J. (2011). Rotavirus NSP4: Cell type-dependent transport kinetics to the exofacial
plasma membrane and release from intact infected cells. Virology Journal. 8, 278-297.

55



Gonzélez O., Rodriguez P., Tamez G. y Contreras C.

Gorziglia, M. Green, K. Nishiwaka, K. Taniguchi, K. Jones, R. Kapikian, A. & Chanok, R.
(1988). Sequence of the fourth gene of human rotavirus recovered from asymptomatic or
symptomatic infections. J Virol. 62, 2978-2984.

Graff, J. Ewen, J. Ettayebi, K & Hardy M. (2007). Zinc-binding domain of rotavirus NSP1 is
required for proteasome-dependent degradation of IRF3 and autoregulatory NSP1 stability. J
Gen Virol. 88, 613-620.

Graff, J. Ettayebi, K. & Hardy, M. (2009). Rotavirus NSP1 inhibits NFKB activation by inducing
proteasome-dependent degradation of b-TrCP: A novel mechanism of IFN antagonism. PL0oS
Pathogens. 5, 1-12.

Graham, K. Halasz, P. Tan, Y. Hewish, M. Takada, Y. Mackow, E. Robinson, M & Coulson, B.
(2003). Integrin-using rotaviruses bind alpha2betal integrin alpha2 | domain via VP4 DGE
sequence and recognize alphaXbeta2 and alphaVbeta3 by using VP7 during cell entry. J Virol.
77,9969-9978.

Guerrero, C. Bouyssounade, D. Zarate, S. 18a, P. Lopez, T. Espinosa, R. Romero, P. Méndez, E.
Lopez, S & Arias, C. (2002). Heat Shock Cognate Protein 70 Is Involved in Rotavirus Cell
Entry. J Virol. 76, 4096-4102.

Guerrero, C. Mendez, E. Zarate, S. Isa, P. Lopez, S & Arias, C.F. (2000). Integrin avp3
mediates rotavirus cell entry. PNAS. 97, 14644-14649.

Halaihel, N. Lievin, V. Ball, J. M. Estes, M. K. Alvarado, F. & Vasseur, M. (2000). Direct
inhibitory effect of rotavirus NSP4(114-135) peptide on the Na_-D-glucose symporter of
rabbit intestinal brush border membrane. J Virol. 74, 9464-9470.

Horie,Y. Masamune, O & Nakagomi, O. (1997). Three major alleles of rotavirus NSP4 proteins
identified by sequence analysis. J Gen Virol. 78, 2341-2346.

Hoshino, Y. L. Saif, J.L. Kang,S.Y. Sereno, M.M. Chen, W.K & Kapikian, A.Z. (1995).
Identification of group A rotavirus genes associated with virulence of a porcine rotavirus and
host range restriction of a human rotavirus in the gnotobiotic piglet model. Virology. 209,
274-280.

Isa, P. Ldpez, S. Segovia, L & Arias, C. (1997). Functional and structural analysis of the sialic
acid-binding domain of rotaviruses. J Virol. 71:6749-56.

lturriza-Gomara, M. Kang, G. Mammen, A. Jana, A. Abraham, M. Desselberg, U. Brown, D &
Gray, J. (2004). Characterization of G10P[11] rotaviruses causing acute gastroenteritis in
neonates and infants in Vellore, India. J Clin Microbiol. 42, 2541-2547.

Jourdan, N. Maurice, M. Delautier, D. Quero, A.M. Servin, A.L. & Trugnan, G. (1997).
Rotavirus is released from the apical surface of cultured human intestinal cells through
nonconventional vesicular transport that bypasses the Golgi apparatus. J Virol. 71 (11), 8268-
8278.

Kapikian, A. Hoshino, Y & Chanock, R. (2001). Rotaviruses. En: D. M. Knipe, P. M. Howley, D.
E. Griffin, R. A. Lamb, M. A. Martin, B. Roizman, and S. E. Strais (ed.), Fields virology, 4th
ed. Lippincott Williams and Wilkins, Philadelphia, Pa. pp. 1787-1833.

Kattoura, M. Clapp, L. & Patton, J. (1992). The rotavirus nonstructural protein NS35, possesses
RNA-binding activity in vitro and invivo. Virology. 192, 698-708.

56



Factores virales que influyen en la severidad de la gastroenteritis por rotavirus

Kirwood, C. Coulson, B & Bishop, R. (1996). G3P2 rotaviruses causing diarrhoeal disease in
neonates differ in VP4, VP7 y NSP4 sequence from G3P2 strains causing asymptomatic
neonatal infection. Arch Virol. 141, 1661-76.

Kohler, T. Erben, U. Wiedersberg, H & Bannert, N. (1990). [Histological findings of the small
intestinal mucosa in rotavirus infections in infants and young children]. Kinderarztl Prax. 58,
323-327.

Lee, C. Wang, Y. Kao, C. Zao, C. Lee, C & Chen, H. (2000). NSP4 gene analysis of rotaviruses
recovered from infected children with and without diarrhea. J Clin Microbiol. 38, 4471-4477.

Linhares,A. Velazquez, F. Pérez-Schael, 1. Sdez-Llorens, X. et al. (2008). Efficacy and safety of
an oral live attenuated human rotavirus vaccine against rotavirus gastroenteritis during the first
2 years of life in Latin American infants: a randomised, double-blind, placebo-controlled
phase Il study. The Lancet. 371, 1181 — 1189.

Lopez, T. Camacho, M. Zayas, M. Néjera, R. Sanchez, R. Arias, C & Lopez, S. (2005). Silencing
the Morphogenesis of Rotavirus. J of Virol. 79, 184-192.

Lundgren O & Svensson L. (2001). Pathogenesis of rotavirus diarrhea. Microbes and Infection. 3,
1145-1156.

Lundgren, O. Peregrin, A. Persson, K. Kordasti, S. Uhnoo, I & Svensson L. (2000). Role of
enteric nervous system in the fluid and electrolyte secretion of rotavirus diarrhea. Science.
287, 491-495.

Matthijnssens, J. Ciarlet, M. Heiman, E. Arijs, I. Delbeke, T. McDonald, S. Palombo, E. Iturriza-
Gomara, M. Maes, P. Patton, J. Rahman, M & Van Ranst, M. (2008). Full genome-based
classification of rotaviruses reveals common origin between humanWa-like and porcine
rotavirus strains and human DS-1-like and bovine rotavirus strains. J Virol. 82, 3204-3219.

Mori, Y. Borgan,M. Ito, N. Sugiyama, M & Minamoto, N. (2002). Diarrhea-Inducing Activity of
Avian Rotavirus NSP4 Glycoproteins, Which Differ Greatly from Mammalian Rotavirus
NSP4 Glycoproteins in Deduced Amino Acid Sequence, in Suckling Mice. J Virol. 76, 5829—
5834.

Morris, A & Estes, M. (2001). Microbes and Microbial Toxins: Paradigms for Microbial
Mucosal Interactions VIII: Pathological consequences of rotavirus infection an enterotoxin.
Am JPhysiol Gastrointest Liver Physiol. 281, G303-G310.

Mota-Hernandez, F. Calva, J. Gutierrez, C. Villa, S. Arias, C. Padilla L. Guiscafré, H. Cedillo,
R. Herrera, I & Puerto, F. (2003). Rotavirus diarrhea severity is related to the VP4 type in
mexican children. J Clin Microbiol. 41, 3158-3162.

O’Halloran, F. Lynch, M. Cryan, B & Fanning, S. (2002). Application of restriction fragment
length polymorphism analysis of VP7- encoding genes fine comparison of Irish and global
rotavirus isolates. J Clin Microbiol. 40, 524-531.

Pager, C. Alexander, J & Steele, A. (2000). South African G4P[6] asymptomatic and
symptomatic neonatal rotavirus differ in their NSP4, VP8 and VP7 genes. J Med Virol. 62,
208-216.

Parashar, U. Gibson C. Bresee, J & Glass R. (2006). Rotavirus and severe childhood diarrhea.
Emerg Infect Dis. 12, 304-306.

57



Gonzalez O., Rodriguez P., Tamez G. y Contreras C.

Parashar, U. Hummelman, G. Bresee, J. Miller, M & Glass, R. (2003). Global illnes and deaths
caused by rotavirus disease in children. Emerg Infect Dis. 9, 565-571.

Patton, J & Chen, D. (1999). RNA-binding and capping activities of proteins in rotavirus open
cores. J Virol. 73,1382-1391.

Pérez-Vargas, Isa, P. Lopez, S. & Arias, C. (2005). Rotavirus vaccine early introduction in Latin
America-risks and benefits. J Virol. 37,1-10.

Piron, M. Vende, P. Cohen, J & Poncet, D. (1998). Rotavirus RNA-binding protein NSP3
interacts with elF4GI and evicts the poly(A) binding protein from elF4F. EMBO J. 17, 5811-
21.

Rahman, M. Leener, L. Goegebuer, T. Wollants, E. Van der Dock, |. Van Holves, L & Ranst,
M. (2003). Genetic characterization of a novel, naturally ocurring recombinant human G6P[6]
rotavirus. J Clin Microbiol. 41, 2088-2095.

Ramachandran, M. Gentsch, J. Parashar, U. Jin, S. Woods, P. Holmes, J. Kirwood, C. Bishop, R.
Greenberg. Gerna, G. Coulson, B. Taniguchi, K. Bresee, J & Glass, R. (1998). Detection and
characterization of novel rotavirus strain in the United States. J Clin Microbiol. 36, 3223-
3229.

Ramig, R. (2004). Pathogenesis of intestinal and systemic rotavirus infection. J Virol. 78, 10213-
10220.

Richardson, V. Hernandez-Pichardo, J. Quintanar-Solares, M. Esparza-Aguilar, M. Johnson, B.
Gomez-Altamirano, C. Parashar, U. & Patel, M. (2010). Effect of rotavirus vaccination on
death from childhood diarrhea in Mexico. N Engl J Med. 362, 299-305.

Ruiz, M. Charpilienne, A. Liprandi, F. Gajardo, R. Michelangeli, F & Cohen, J. (1996). The
concentration of Ca2+ that solubilizes outer capsid proteins from rotavirus particles is
dependent on the strain. J Virol. 70,4877-83.

Ruiz-Palacios, G. Perez-Schael, I. Valazquez, F. et al. (2006). Safety and efficacy of an
attenuated vaccine against severe rotavirus gastroenteritis. N Engl J Med. 354, 11-22.

Ruiz-Palacios, G.M. Guerrero, M.L. Bautista-Marquez, A. et al. (2007). Dose response and
efficacy of a live, attenuated human rotavirus vaccine in Mexican infants. Pediatrics. 120,
e253-61.

Ruuska, T & Vesikari, T. (1991). Rotavirus disease in Finnish children: use of numerical scores
for clinical severity of diarrhoeal episodes. Scand J Infect Dis. 22, 259-267.

Snelling, T. Andrews, R. Kirkwood, C. Culvenor, S. & Carapetis J. (2011). Case-control
evaluation of the effectiveness of the G1P[8] Human Rotavirus Vaccine during an outbreak of
rotavirus G2P[4] infection in central Australia. CID. 52, 191-199.

Subodh, S. Bhan, M.K & Ray P. (2006). Genetic characterization of VP3 gene of group A
rotaviruses. Virus Genes. 33, 143-145.

Taraporewala, Z. Chen, D & Patton, J. (1999). Multimers formed by the rotavirus nonstructural
protein NSP2 bind to RNA and have nucleoside triphosphatase activity. J Virol. 73,9934-
9943.

58



Factores virales que influyen en la severidad de la gastroenteritis por rotavirus

Taraporewala, Z. Schuck, P. Ramig, R. Silvestri, L & Patton, J. (2002). Analysis of a
Temperature-Sensitive Mutant Rotavirus Indicates that NSP2 Octamers Are the Functional
Form of the Protein. J Virol. 76:7082-7093.

Tian, P. Ball, J.. Zeng, C. & Estes, M. (1996). The rotavirus nonstructural glycoprotein NSP4
possesses membrane destabilization activity. J Virol. 70, 6973-6981.

Vende, P. Piron, M. Castagne, N & Poncet, D. (2000). Efficient translation of rotavirus mRNA
requires simultaneous interaction of NSP3 with the eukaryotic translation initiation factor
elF4G and the mRNA 39 end. J Virol 74, 7064—7071.

Ward, R. & Bernstein, D. (2009). Rotarix: a rotavirus vaccine for the world. Clin Infect Dis. 48,
222-228.

Ward, R. Mason, B. Bernstein, D. Sander, D. Smith, V. Zandle, G & Rappaport, R. (1997).
Attenuation of a human rotavirus vaccine candidate did not correlate with mutations in the
NSP4 protein gene. J Virol. 71, 6267-6270.

Wells, S. Hillner, P. Vale, R & Sach A. (1998). Circularization of mRNA by Eukaryotic
Translation Initiation Factors. Molecular Cell, 2, 135-140.

World Health Organization. (2007). Rotavirus Vaccines. Wkly Epidemiol Rec. 82: 285-96.
Wickelgren 1. (2000). How rotavirus causes diarrhea. Sience. 287, 409-411.

Zérate, S. Espinosa, R. Romero, P. Guerrero, C. Arias, C & Ldpez, S. (2000). Integrin a2p1
mediates the cell attachment of the rotavirus neuraminidase-resistant variant nar3. Virology
278:50-4.

Zarate, S. Cuadras, M. Espinosa, R. Romero, P. Juarez, K. Camacho-Nuez, M. Arias, C &
Lopez, S. (2003). Interaction of rotaviruses with Hsc70 during cell entry is mediated by
VP5*. J Virol. 77,7254-60.

Zhang, M. Zeng, Q. Dong, Y. Ball, J. Saif, L. Morris, A & Estes, M. (1998). Mutations in
rotavirus nonstructural glycoprotein NSP4 are associated with altered virus virulence. J Virol.
72, 3666-3672.

Zhang, M. Zeng, C. Morris, A & Estes MK. (2000). A functional NSP4 enterotoxin peptide
secreted from rotavirus-infected cells. J Virol. 74, 663-11670.

59



AMERICAN SOCIETY FOR MICROBIOLOGY

=

ABSTRACTS

ISBN 978-1555814939

’—-—



T-005. NSP4 Gene Analysis of Rotavirus Isolated of Infants with and
without Gastroenteritis
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Rotavirus NSP4 is a multifunctional protein of 175 amino acids that is capable to
induce diarrhea and is considered the viral enterotoxin. This protein is encoded by
gene 10 and sequence analyses from humans and animals have revealed the existence
of six different genotypes (A to F), with human genotypes belonging to NSP4 A, B or
C. During viral morphogenesis, different regions in this protein interact with other
cellular and viral molecules, but it is unknown if mutations in these regions could be
important in the modulation of the severity of the disease. In the present work we are
interested in determine if there is a correlation between the mutations inside the
interacting regions of NSP4 gene with the grade of severity of diarrhea. We analyzed
66 samples of feces with rotavirus from children less than two years of age with
gastroenteritis and four samples from asymptomatic children. The presence of the
RNA characteristic of rotavirus was determined by electrophoresis in a continuous
system. RNA was analyzed by RT-PCR to amplify the gene 10 using different
combinations of two set of primers, to increase the number of strains that can be
amplified. Afterward we determine the human genotypes of NSP4. The PCR products
were denatured and put under a SSCP system to detect differences in migration
patterns and representative samples were used for nucleotide sequence. We were able
to amplify the complete or partial gene in 62 (93%) of symptomatic samples and 4
(100%) of asymptomatic samples. The results of genotyping showed the presence of
58 (93%) symptomatic and 4 (100%) asymptomatic strains with genotype Wa.
Studies by SSCP of these genotypes showed five patterns. With less severe cases and
asymptomatic strain inside model two and the most severe cases in the model 4. The
nucleotide sequence showed a mutation in the residue 111 that correspond to alpha
helix region of the model 2 and a mutation in the position 132 that correspond to the
interaction site of caveolin and the region of enterotoxin. These results indicate that
mutations of these regions of the NSP4 protein can be considered as an important
factor of modulating the grade of severity of the gastroenteritis by rotavirus.

Contreras JF. Gonzalez G. 2008. NSP4 Gene Analysis of Rotavirus Isolated of Infants with and
without Gastroenteritis. Abstract. ASM, 108" General Meeting. ISBN 978-1555814939
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T-005. NSP4 Gene Analysis of Rotavirus Isolated of Infants with
Severe Gastroenteritis

J. F. Contreras, G. Gonzalez, R. Tamez;
Universidad Autonoma de Nuevo Leon, San Nicolas de los Garza, Nuevo Leon,
MEXICO.

Rotaviruses are an important cause of hospitalization of infants under two years old
during fall and winter seasons. Previous studies have shown that the glycoprotein
NSP4 plays a role in rotavirus pathogenesis by functioning as an enterotoxin,
increasing Ca* level and triggering the diarrheic processes. However, the
mechanisms by which rotavirus can cause severe gastroenteritis in not known. In the
present study, the principal goal is to determine if exist a correlation between the
polymorphism of the NSP4 gene with the severe cases of diarrhea. In this study, 123
samples of faeces of children less than 5 years of age collected of October of 2004 to
March of 2005 were analyzed. The presence of the RNA characteristic of rotavirus
was determined by electrophoresis in a continuous system. Later the RNA was put
under RT-PCR to determine the genotypes of NSP4. The PCR products were
denatured and put under a SSCP system to detect the intragenotipic polymorphic. The
results show us that 64 (52%) samples presented the model of migration characteristic
of rotavirus and the predominance of Wa genotype with 57 (89%) of them. Studies by
SSCP of these genotypes showed five patters. The nucleotide sequence of each
models showed for the models 1, 2, 3 and 5 variations principally in the regions that
codified amino acids 115-140 but it does not for the model 4 that was related to the
most severe cases. These results indicate that mutations of this protein can be
considered as an important factor of viral pathogenesis in natural infections.

Contreras JF, Gonzalez G, Tamez R. 2007. NSP4 Gene Analysis of Rotavirus Isolated of
Infants with Severe Gastroenteritis. Abstract. ASM, 107" General Meeting. ISBN 1-55581-
4344,



