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1. RESUMEN

De los virus que provocan gastroenteritis, rotavirus es el principal agente causal de diarreas
severas provocando la muerte de cerca 440,000 nifios por afio a nivel mundial. Algunos estudios
sefialan a las proteinas VP4, VP7 y NSP4 como factores de patogenicidad; VP4 y VP7 se
involucran en procesos de ingreso del virus a la célula y en la produccion de anticuerpos de
neutralizacion; NSP4 es la Unica proteina descrita como enterotoxina, la cual, mediante un
incremento en Ca?* desencadena los procesos diarreicos. Hasta el momento, no se conocen los
mecanismos por los cuales rotavirus puede causar una gastroenteritis severa. Por lo que el
objetivo del presente trabajo es determinar si existe una correlacion entre el polimorfismo de los
genes que codifican para VP4, VP7 y NSP4 con los casos severos de diarrea. Se analizaron 123
muestras de heces de nifios menores de 5 afos colectadas de Octubre de 2004 a Marzo de 2005.
La presencia del RNA caracteristico de rotavirus se determind a través de electroforesis en un
sistema continuo. Posteriormente el RNA se sometié a RT-PCR para determinar los genotipos
VP4, VP7 y NSP4. Los productos de PCR fueron desnaturalizados y sometidos a un sistema de
SSCP para detectar el polimorfismo intragenotipico de las cepas de estudio y someter a una
poblacién representativa a secuencia de nucledtidos. Los resultados muestran que 64 (52%) de
las cepas presentaron el modelo de migracidn caracteristico de rotavirus. Con respecto a VP7 y
VP4 el genotipo que predomind fue G1P[8] (34%), para NSP4 el genotipo Wa (65%) fue el que
mas se presentd. Por otro lado, las variaciones intragenotipicas detectadas en los genes que
codifican para VP4 y VP7 mostraron tres modelos de migracion y no se detectd una asociacion
con la severidad de la gastroenteritis. Por su parte, para NSP4, se detectaron 5 modelos de
variacién intragenotipica, mismos que se correlacionaron con el grado de deshidratacién
(P<0.05). Los andlisis de secuencia de los modelo indico variaciones en la regiones de aa 115-
140 para los modelos 1,2,3 y 5; pero no para el modelo 4, mismo que se relacion6 con los casos
mas severos. Estos resultados muestran que VP7 y VP4 no estan involucrados en la severidad de
la infeccion y que NSP4 ademas de ser un factor de infecciones sintomaticas, como lo han
reportado algunos investigadores, también puede ser un factor de la severidad de la
gastroenteritis, indicando la importancia de estudiar este gen y la proteina que codifica para tener
un mayor conocimiento de la patogénesis de la gastroenteritis por rotavirus.
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ABSTRACT

Of the viruses that cause gastroenteritis, rotavirus is the main causal agent of severe diarrhea; it
causes the fence death 440,000 children per year at world-wide level. Some researchers point to
proteins VP4, VP7 and NSP4 like pathogenicity factors; VP4 and VP7 are related with the
penetration viral into epithelial cells and the synthesis of neutralization antibodies; NSP4 is the
first described viral enterotoxin, which, by means of an increase in Ca?* it triggers the diarrheic
processes. At the moment, are not known the mechanisms by which rotavirus can cause a severe
gastroenteritis. The goal of the present work is determine if exist a correlation between the
polymorphism of the genes codifies for VP4, VP7 and NSP4 with the severe cases of diarrhea.
On this study were analyzed 123 samples of diarrheic faeces of children less than five years old.
The presence of the RNA characteristic of rotavirus was determined by electroforesis in a
continuous system. The VP4, VP7 and NSP4 genotypes were determined through RT-PCR. To
detect the intragenotipic polymorphism, the PCR products were analyzed by SSCP. The results
show that 64 (52%) of the samples presented the model of migration characteristic of rotavirus.
The genotypes G1P[8] (34%) and Wa (65%) were predominant in VP7-VP4 and NSP4,
respectively. On the other hand, the detected intragenotipic variations in the genes that codify to
VP4 and VP7 was not associated to the severity of the gastroenteritis; it was not the case for
NSP4, where the five different models from intragenotipic variation were detected, same that
was correlated with the dehydration degree (P<0.05). The analysis of sequence of the models
showed variations in the regions of aa 115-140 for the models 1, 2,3 and 5; but it does not to
model 4, same that was related to the most severe cases. These results show that probably VP7
and VP4 are determining for the infection and the viral neutralization, but not thus for the
severity of the gastroenteritis. On the other hand, NSP4 can influence in the presence of
asymptomatic infections, it reported by some investigators, if not also in the severity of the
gastroenteritis, indicating that NSP4 can be considered like an important factor of viral
pathogenicity in natural infections.
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2. INTRODUCCION

De los padecimientos que aquejan a la humanidad, los que desencadenan
procesos diarreicos en la poblacién infantil, se mantienen como una de las principales
prioridades de la comunidad cientifica y la Organizacion Mundial de la Salud (Kapikian
1996). En nifios, la diarrea y la deshidratacién como consecuencia de la misma, son de
las principales causas de morbilidad y mortalidad, los mas afectados son paises
subdesarrollados donde los servicios tanto sanitarios como de salud son insuficientes.
Aunque la diarrea como sintoma de gastroenteritis puede ser causada por factores
fisiologicos o por multiples agentes infecciosos, en las de origen viral, la mayoria son
por consecuencia de una infeccion por rotavirus. Aunque estos virus pueden infectar por
igual a adultos y nifios, los mas susceptibles de desarrollar la enfermedad son los
infantes por la falta de una respuesta de tipo inmunitaria que los adultos adquieren

durante su vida (Parashar et al; 2003).

Se ha observado que los rotavirus pasan por multiples cambios genéticos y
antigénicos y que son responsables de la presencia cada vez mayor de los genotipos y
serotipos. A la fecha, 15 serotipos y genotipos G, asi como 15 serotipos y 25 genotipos P
se conocen circulan entre la poblacion humana y animal. Los cuales, pueden variar de
una temporada invernal a otra, predominando en algunas ocasiones variantes poco
comunes. Esto, es un indicio de que el virus se somete a diferentes mecanismos de
variabilidad entre lo que sobresale la acumulacién de mutaciones por la falta de
mecanismos de reparacion de la RNA polimerasa, y los rearreglos genéticos que pueden
evolucionar al shift antigenico con los consabidos cambios en las proteinas de superficie
(Padilla Noriega et al; 1998).
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Con respecto a la enfermedad, se sabe que la severidad del cuadro clinico puede
variar de leve a severo o inclusive comportarse como una infeccién de tipo asintomatico
(Mota-Hernandez et al; 2003). Sin embargo, aunque mucho se ha estudiado sobre la
epidemiologia y biologia del virus, hasta ahora no se conocen los mecanismos
moleculares por los cuales, los rotavirus pueden ser causa de infecciones sintométicas y

asintomaticas, asi como cuales son los factores que pueden inducir una diarrea severa.

Para determinar estos factores en la patologia de una infeccion por rotavirus, se
han realizado estudios en los genes virales y las proteinas que codifican, donde los
resultados indican que los genes que codifican para las proteinas de superficie VP4, y
VP7, asi como para la proteina no estructural NSP4, entre otras, estan involucrados en

los procesos patogénicos (Morris and Estes, 2001).

Con respecto a las proteinas de superficie, los estudios se han dirigido al
establecimiento de una respuesta inmunitaria tanto homotipica como heterotipica, lo que
ha sido un factor para entender al menos en parte, como estas proteinas son blanco
inmunoldgico para la neutralizacion del virus. Asimismo, se ha establecido la
importancia de estas proteinas para la adsorcion y penetracién del virus a la célula
hospedero. Sin embargo, aungue se han relacionado con la enfermedad, a la fecha faltan
datos para determinar si estas proteinas son factores de patogenicidad dentro de la
célula. Por su parte, existen evidencias de que la proteina NSP4 actla como
enterotoxina, la cual desencadena procesos diarreicos por desbalance del calcio
intracelular participando en la generacion de la enfermedad. Sin embargo, al igual que
VP4 y VP7, no existen datos de si esta proteina NSP4 puede ser un factor de severidad
de la infeccion (Estes, 2001).

Por tal motivo, el objetivo del presente estudio, fue analizar los genes que
codifican para las proteinas VP4, VP7 y NSP4; y determinar si existe una asociacion con
mutaciones dentro de los genotipos que circulan en el area metropolitana de Monterrey,
N.L. y la severidad de la gastroententeritis. La cual para este estudio tomé de base la

escala propuesta por Ruuska (Ruuska and Vesikari, 1990)
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3. HIPOTESIS

Mutaciones en regiones especificas de los genes que codifica para las proteinas
de superficie VP4 y VP7 y la proteina no estructural NSP4 se asocian a la severidad

de la gastroenteritis.
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4. OBJETIVO GENERAL

Determinar el polimorfismo de los genes que codifican para las proteinas VP4, VP7 y
NSP4, y su asociacion con la severidad de la gastroenteritis.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar los genotipos de VP4, VP7 y NSP4 en Rotavirus.

2. Detectar la presencia de polimorfismos intragenotipicos.

3. Determinar la variabilidad intragenotipica mediante el analisis de secuencia
nucleotidica.

4. Determinar la asociacion de la variabilidad genética con la severidad de la diarrea.

17



5. ANTECEDENTES

5.1 GENERALIDADES

Desde tiempos antiguos, las enfermedades diarreicas han aquejado de manera
servera a la humanidad (Kapikian, 1996). Las diarreas agudas se producen como
consecuencia de una gastroenteritis de la cual también derivan otros sintomas como
fiebre, vémito y deshidratacion (Morris and Estes, 2001). La principal etiologia de la
gastroenteritis severa en infantes es virica, hoy en dia se han definido cuatro grandes
grupos de estos virus: rotavirus, astrovirus, adenovirus entéricos y calicivirus humanos,
de estos rotavirus constituye el principal agente etioldgico de gastroenteritis severas en
nifios (Kapikian et al, 1996).

Rotavirus fue descubierto en 1973 por Bishop y colaboradores, quienes lo
detectaron por Microscopia Electrénica (ME) en células epiteliales de mucosa duodenal
de un nifio con gastroenteritis severa no bacteriana. Al afio siguiente, Flewet detect6 las
mismas particulas virales en heces de nifios con diarrea aguda. Después de este
descubrimiento, se incrementaron los reportes en los cuales los cuadros diarreicos eran
adjudicados a rotavirus, determinandose que éste es la causa mas comuin de
hospitalizacion por gastroenteritis en los primeros 2 afios de vida (Kapikian et al, 2001).
Para 1975, se descubrio que rotavirus no solo afecta al hombre (Woode et al, 1975;
Holmes et al, 1975), si no también a algunas aves (pavo, pollos y palomas) y a muchos
otros mamiferos como lo son ovejas, caballos, cerdos y ratones; en todos los casos las

infecciones se manifiestan los primeros meses de vida.
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En la actualidad, rotavirus provoca 111 millones de episodios de gastroenteritis
que solo requieren de cuidado en el hogar, 25 millones de visitas clinicas, 2 millones de
hospitalizaciones y de 352,000 a 592,000 muertes cada afio a nivel mundial. Tanto en
paises desarrollados como subdesarrollados se muestran indices semejantes de
morbilidad; sin embargo, con respecto a la mortandad, ésta se ve incrementada en paises
en vias de desarrollo, por la falta de atencion medica oportuna, aunado a los elevados

niveles de desnutricion (Parashar et al, 2003).

En base a esta problemaética, se han disefiado distintos tipos de vacunas, pero
hasta ahora ninguna ha demostrado ser efectiva. En 1998, se autorizé en Estados Unidos
la primera vacuna tetravalente de recombinacion Rhesus-Humano (RRV-TV), pero un
afio después se retird por causar invaginacion intestinal en los nifios a quienes les fue
administrada (Lanata et al, 1992; Gentsh et al, 1996; Rennels et al, 1996; Hoshino et al,
2000; Georges et al, 2002; Pérez et al, 2002).

Con respecto a la estructura viral, rotavirus tiene un tamafio de 70 nm de
didmetro y se caracteriza por poseer una estructura icosaédrica simétrica, conformada
por una doble capside externa, y una interna denominada core, ésta ultima envuelve al
genoma viral, el cual se compone 11 segmentos de RNA de doble cadena. El virus no
posee envoltura lipidica y contiene una enzima RNA polimerasa dependiente de RNA.
(Estes and Cohen, 1989). Los 11 segmentos del genoma viral presentan un total de
18,556 nucledtidos, cada uno de estos segmentos es numerado en base al orden de los
modelos de migracion en una electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE), donde el
segmento uno y once son el de mayor y menor peso, respectivamente (3.3 a 0.6 kb)
(Verly and Cohen, 1977; Beards, 1982; Prasad et a,| 1996; Estes, 2001).

El genoma viral codifica para seis proteinas virales estructurales (VP) y seis no
estructurales (NSP). Cada segmento génico codifica por lo menos para una proteina (fig.
1). Los genes 1, 2, 3, 4 y 6 codifican para VP1 (125 KDa), VP2 (102 KDa), VP3 (88
KDa), VP4 (88 KDa) y VP6 (41 KDa), respectivamente; mientras que el segmento 9
codifica para VP7 (37 KDa). Por otra parte NSP1 (53 KDa), NSP2 (35 KDa), NSP3 (34
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KDa), NSP4 (28 KDa) y NSP5 (26 KDa) /NSP6 (12 KDa), son codificados por los
genes 5, 8, 7, 10 y 11, respectivamente. El segmento 11 codifica para dos proteinas
traducidas por dos distintos marcos de lectura que se encuentran traslapados (Estes and
Cohen, 1989; Prasad and Estes, 1997; Estés, 2001). La proteinas estructurales se
distribuyen de la siguiente manera el virus: En el core, se localizan las proteinas VP1,
VP2 y VP3; la proteina VP8, la cual es la mas abundante, se ubica en la cdpside interna;
las proteinas VP4 y VP7 se localizan en la capside externa, esta tltima es la segunda

proteina mas abundante.

De la céapside externa, la proteina VP7 (conocida como una glicoproteina) es el
principal antigeno de neutralizacién, es decir, es responsable de inducir la produccion de
anticuerpos de neutralizacion (Ludert et al, 2002). Esta proteina es codificada por el gen
9 (7 6 8, en algunas cepas) posee 1,062 pb y un marco de lectura de 978 pb que codifica
para una proteina de 326 aminoacidos, la proteina ya madura tiene un peso de 34 KDa.
(Estes and Cohen, 1989; Urasawa et al, 1993). Otra de las proteinas de la capside
externa es VP4, la cual se conoce como una hemaglutinina (Mackow et al, 1989), en la
estructura viral, se encuentra en forma de espiculas de alrededor de 20 nm; 60 de estas
estructuras estan distribuidas de manera uniforme alrededor de la cépside. Es codificada
por el gen 4, tiene un marco de lectura abierto de 2,325-2,326 pb mismos que codifican
para una proteina de 775 aminoéacidos o 776 dependiendo de la cepa, cuyo peso es de 80
KDa. La proteina VP4 juega un rol importante en los procesos de infeccion viral,
debido a que por efecto de la tripsina es fraccionada en dos segmentos (VP8 y VP5) y
esto trae como consecuencia el ingreso del virus a las células blanco. Por otro lado,
también interviene en la produccion de anticuerpos de neutralizacion, de manera
independiente de VP7 (Hoshino et al, 1985; Mackow et al, 1988; Taniguchi et al, 1989;
Estes, 2001).
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Fig. 1  Representacion esquematica de Rotavirus. A la izquierda representacion esquematica del
genoma viral de rotavirus y la proteina expresada por cada gen, respectivamente. A la derecha,
representacion superficial de la estructura tridimensional de la capside externa de la particula viral
completa.

La clasificacion viral indica que rotavirus pertenece a la familia Reoviridiae, los
virus correspondientes al género rotavirus, se clasifican serolégicamente en grupos,
subgrupos, serotipos y genotipos. En base a las caracteristicas antigénicas de VP6, se
determinan los grupos o subgrupos. Se conocen siete grupos (A-G) y dos subgrupos | y
Il (Ghosh and Naik, 1989). Los grupos A, B y C se han detectado en humanos y
animales. El grupo A ha sido establecido como el principal grupo relacionado con
diarrea en nifios; el grupo B ha sido detectado de manera esporédica en nifios y adultos
(Sanekata et al, 2003) y el grupo C, en infecciones en adultos en lowa, China y Japén.
Los grupos restantes (D-G) solo se han detectado en infecciones a animales (Bonsgorf et
al, 1988; Riepenhoff-Talty et al, 1997; Wu et al, 1998; Kuzuya et al, 2005).

En base a las proteinas de la capside externa VP4 y VP7, rotavirus se clasifica
por medio de un sistema binario, en el cual los distintos serotipos o genotipos VP4 y
VP7 son relacionados (Kapikian et al, 2001). Los serotipos y genotipos VP7 se
denominan G (debido a que VP7 es una proteina Glicosilada). Para VP4 el serotipo es
indicado por la letra P (sensible a proteasa) seguido de un numero, que indica el
subtipo y el genotipo se indica entre corchetes. Hoy en dia se conocen 15 serotipos G,

de los cuales 10 son infectivos para el hombre; para VP4 se conocen 25 genotipos y 14
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serotipos, de éstos los mas frecuentes son P1 subtipo A y B y P2 subtipo A (Arista et al,
1999; Martella et al, 2003; Mota-Hernandez et al, 2003; Rahman et al, 2005; McNeal et
al, 2005). Los genotipos que circulan a nivel mundial son G1P[8], G4P[8], G2P[4],
G3P[8]. Por otro lado, algunos investigadores han demostrado la presencia de genotipos
G y P poco comunes asi como combinaciones inusuales (Arista et al, 1997;
Ramachandran et al, 1998; Arguelles et al, 2000; O’Halloran et al, 2002; Rhaman et al,
2003, lturriza et al, 2004).

5.2 CONSECUENCIAS DE UNA INFECCION POR ROTAVIRUS

Todos los individuos, independientemente de la edad, son susceptibles a una
infeccion por rotavirus. Sin embargo, en nifios de 3 meses a 2 afios de edad la infeccién
conduce a una diarrea y otros sintomas como nauseas, vomitos, fiebre, anorexia,
depresion, deshidratacién y dolor abdominal. La sintomatologia puede manifestarse en
un tiempo aproximado de 48 h después de la infeccion por rotavirus. La gastroenteritis
aguda es un proceso autolimitado, en la que solo es necesaria la valoracion del paciente,
aungue, un grado de deshidratacion elevado puede provocar la muerte (Morris and Estes,
2001). En paises subdesarrollados las muertes se atribuyen al estado de deshidratacion,
debido a que durante la infeccion se induce una gran perdida de fluidos, esto mismo,
conduce a la muerte de nifios en condiciones vulnerables, tales como, un estado
nutricional deficiente. En general, los brotes por rotavirus se presentan en las

temporadas mas frias del afio (Wickelgren, 2000; Parashar et al, 2003).

Debido a que rotavirus afecta a todo tipo de mamiferos, se puede estudiar la
enfermedad en modelos animales, el mas comun es el ratdn, se considera también que la
severidad del padecimiento dependera de la ubicacion en el tracto gastrointestinal, del
indculo utilizado, edad, fisiologia intestinal del huésped y el estatus inmune. También en
los modelos animales rotavirus muestra una marcada dependencia de edad para causar
gastroenteritis, de igual manera, algunos estudios revelan que la resistencia a una

infeccion por rotavirus es mediada por inmunidad adquirida (Morris and Estes, 2001).
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Tanto en animales como en el humano, rotavirus interactda con los enterocitos de
las vellosidades del intestino delgado, estos se dividen en dos tipos: los entericitos y las
células cripticas. Aunque en un principio se sospecho que el dafio en estas células traia
como consecuencia la diarrea, algunos estudios recientes indican que no existe
correlacion entre lesiones histologicas y la sintomatologia (Shaw et al, 1995 Raming,
2004).

La diarrea como consecuencia de una infeccion por rotavirus es multifactorial:
a) la interaccion del virus con el epitelio intestinal altera sus funciones conllevando a la
diarrea, esto se debe a una mal absorcién seguido de la destruccion del enterocito; b) por
la accion de una proteina, considerada como una toxina (NSP4); c) por la estimulacion
del Sistema Nervioso Entérico (SNE); y por ultimo d) por isquemia de las vellosidades
(Lundgren et al, 2000; Lundgren and Svensson,2001; Raming, 2004). Por otro lado, en
la severidad de la diarrea también influye la respuesta del huésped, aunque la existencia
de algunos rotavirus causantes de infecciones asintomaticas, sugiere que tanto factores

virales como del hospedero pueden influir en la severidad de la gastroenteritis.

Entre los factores del huésped que influyen en la severidad de la gastroenteritis
estan: a) el estado de desnutricion b) la edad c) La expresion de mucina intestinal y el
nivel de reemplazo de las células epiteliales (Flores et al, 1986; Hall et al, 1993; Broome
et al, 1993). Por otra parte, entre los factores virales que afectan la severidad de la
gastroenteritis estan que: a) algunos alelos de VP4 se han asociado con casos
asintomaticos, b) los virus pueden ser atenuados (por varios pases en cultivo celular)
esta atenuacion se da como resultado de la restriccion en la replicacion y la pérdida de

de la patogenicidad y c) algunas cepas virales solo se replican en ciertas especies.

La busqueda de genes virales y proteinas responsables de las diarreas severas,
han conducido al estudio del RNA viral, dichos estudios sefialan a los genes que
codifican paras las proteinas VP3, VP4, VP6, VP7, NSP1, NSP2 y NSP4 como factores
de virulencia. Las proteinas VP4 y VP7 son importantes para la adsorcion y penetracion

del virus en las células epiteliales, asi como para la producciéon de anticuerpos de
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neutralizacion. VP3 y VP6 son proteinas requeridas para la trascripcion del RNA. No
se comprende la funcién de NSP1 y NSP2 pero se cree que facilitan los procesos de
replicacion viral, por otra parte, NSP4 ha sido la Unica proteina considerada como una

enterotoxina, por desencadenar procesos diarreicos (Morris and Estes, 2001).

5.3 NSP4 COMO POSIBLE ENTEROTOXINA

NSP4 es una glicoproteina de 175 aa, es codificada por el gen 10 (Estes, 2001).
Durante los procesos de replicacion viral, en la morfogénesis, la proteina madura se
integra en la membrana del reticulo endoplasmico (ER) y actla como un receptor
intracelular de las particulas proteicas subvirales (Tian et al, 1996). La proteina NSP4
completa, un fragmento de la misma (115-175) y ciertos péptidos (115-135, 131-140) se
han relacionado con una actividad enterotoxigénica al inducir diarrea al ser inoculada en
ratones (Ball et al,1996; Zhang et al, 2000; Morris and Estes, 2001).

El proceso que conduce a la diarrea se inicia cuando rotavirus se une e infecta a
los enterocitos en el intestino delgado. La unién es mediada por una serie de interaccion
secuencial con moléculas conformadas con y sin acido sialico. El virus se internaliza por
mecanismos no bien definidos y la capside externa se pierde, activando la sintesis de
moléculas virales. Eventos intracelulares, relacionados con NSP4, inducen la liberacion
de Ca?" del reticulo endoplasmico. El incremento de Ca?" intracelular ([Ca?']i)
desencadena una serie de procesos celulares incluyendo la disrupcion del citoesqueleto
de las microvellosidades, disminucién de la expresion de disacaridasas y otras enzimas,
inhibicién general de transporte de Na* y necrosis. Estos eventos conllevan a perdida de
la absorcion y desencadenan la diarrea. Al parecer, NSP4 es secretado de la célula por
una via no clasica dependiente de Ca?" previa a la lisis celular (Halaihe et al, 2000;
Estes, 2001).

La liberacion de NSP4 de las células infectadas conduce a efectos paracrinos,
NSP4 se une a células no infectadas (a receptores no definidos) y desencadena una
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cascada iniciada por fosfolipasa C-inositol 1,3,5-trifosfato (PLC-1P3) que culmina en la
liberacion de Ca2* del reticulo endoplasmico incrementando el [Ca?*]i. Si NSP4 actua
en enterocitos (fig. 2) induce una disrupcion en las uniones celulares, resultando en
permeabilidad paracelular; si actta en células cripticas incrementa el [Ca?*]i induciendo
secreciones mediadas por la activacion del transporte de CI'. La proteina NSP4 secretada
(u otra molécula) liberada de las células infectadas estimulan el SNE, esto se determiné
debido a que agentes que bloquean el SNE pueden disminuir la perdida de fluidos (Dong
et al, 1997; Lundgren et al, 2000; Raming, 2004).

Con respecto a la importancia de algunos péptidos de NSP4, un estudio realizado
por Tian y Colaboradores, en 1996, demostré la proteina purificada y un segmento
proteico de los aminoacidos 114-135 (de la misma proteina), un incrementaba los
niveles en Ca*? intracelular en células de insecto. Posteriormente, varios investigadores
coincidieron con respecto a la importancia del péptido de aminoécidos 114-135.
Estudios posteriores de andlisis de secuencias de aminoacidos de NSP4 comparando
cepas animales atenuadas y no atenuadas, indicaron que mutaciones o depleciones entre
los aminoacidos 131-140 se traduce en la pérdida de la habilidad para incrementar los
niveles de Calcio intracelular y por consecuencia ausencia de diarrea (Zhang et al,
1998). Por otro lado, estos resultados mostraron la posibilidad de producir vacunas
contra rotavirus en base a la atenuacién de NSP4, sin embargo, por lo menos para la
cepa denominada 89-12, la atenuacion no estaba relacionada a mutaciones en NSP4
(Ward et al, 1997), estudios realizados en China tampoco demostraron una correlacion
entre los péptidos sefialados en NSP4 de rotavirus aislados de casos sintomaticos o
asintomaticos (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. 2. Modelo que representa la induccion de diarrea por rotavirus. El inciso A muestra células
infectadas y sucesos posteriores a la infeccion, de izquierda a derecha la primera célula infectada, el virus
entra y pierde su capside, se forman los viriones y se secreta la proteina NSP4 (triangulos rojos), NSP4
intracelular también induce un incremento de Ca?* en el reticulo endoplasmico (cuadro azul); la siguiente
célula es infectada NSP4 se une a receptores desconocidos y se introduce a la célula disrumpiendo las
uniones intercelulares permitiendo el flujo de agua y electrolitros (Flecha verde) ; NSp4 tambien estimula
atraves de la cascada de PLC - IP3 la liberacion de [Ca®]i; La célula marron representa una célula
criptica sobre la cual puede actuar NSP4 o el SNE que incrementa los niveles de que induce la secrecion
de [Ca?]i e induce la secrecion de CI-. El inciso B Muestra la estructura normal del intestino delgado,
con el sistema circulatorio removido por clarida (Raming, 2004).

5.4 PROTEINAS DE LA CAPSIDE EXTERNA Y PROPIEDADES
ANTIGENICAS DE ROTAVIRUS

Los rotavirus presentan tres proteinas de importancia antigénica que se han
utilizado para su clasificacion en grupos (VP6), subgrupos (VP6) y serotipos (VP4 'y
VP7). Son las proteinas de la capside externa VP7 y VP4 las que mas interés han
despertado para estudiar las caracteristicas antigénicas ya que ambas inducen la
produccion de anticuerpos neutralizantes de forma independiente, por lo que son
importantes en la inactivacién del virus (Gentsh et al, 1996; Gouvea et al 1996; Santos
et al, 1998). Estas dos proteinas, como ya se mencion0, determinan el genotipo viral y
forman la base de clasificacion binaria de los serotipos y genotipos G y P de los
rotavirus. Por definicion, serotipo es la clasificacion basada en la neutralizacion de la
infectividad viral. La serotipificacion de rotavirus se ha llevado a cabo por medio
técnicas como neutralizacion de reduccién de placa (PRNT), neutralizacion de focos

fluorescentes (FFN) e Inmunoensayos Ligados a Enzimas (ELISA), utilizando
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anticuerpos monoclonales (Mabs) de neutralizacion (Beards et al, 1980; Coulson and
Masendycz, 1990; Coulson, 1993; Kapikian et al, 2001).

5.4.1 Proteina viral VP7

En la actualidad, se cuenta con toda una bateria de anticuerpos monoclonales
que reconocen diferentes epitopes dentro de la misma proteina VP7 para detectar un
mismo serotipo (Greenberg et al. 1983; Unicomb et al., 1989; Padilla-Noriega et al.,
1990; Ward et al., 1991). El criterio utilizado para definir un nuevo serotipo, es que
exista al menos una diferencia de 20 veces en el titulo neutralizante (Wyatt et al, 1983;
Hoshino, 1996). Sin embargo, se ha observado que existen diferencias significativas de
reactividad por estos anticuerpos lo que dio evidencia de que existen diferentes dominios
de neutralizacion sobre la proteina VP7. Como consecuencia de esto se introdujo el
término monotipo, con el fin de identificar solo aquellas cepas de rotavirus que
comparten el mismo serotipo pero que presentan diferente modelo de reactividad contra
los diferentes anticuerpos monoclonales que identifican al serotipo (Coulson et al,
1996). Otra importante observacion que se derivo de estos estudios antigénicos fue la
reactividad cruzada de ciertos anticuerpos monoclonales contra cepas con diferente
serotipo. A los anticuerpos con esta caracteristica se les conoce como anticuerpos de
reaccion cruzada y la respuesta de los mismos se conoce como respuesta heterotipica
(Crawford et al, 1999).

Un andlisis de secuencia de aminoacidos de VP7 indica la presencia de nueve
regiones variables (VR1-VR9) los cuales estan altamente conservados para rotavirus
dentro de un mismo serotipo, pero difieren entre cepas de distinto serotipo por tal motivo
se puede deducir el serotipo en base a la secuencia nucleotidica de dos de esas variables
VR5 y VR8 (Green, 1988; Gouvea, 1990). La especificidad de serotipo esta confinada a
las regiones VR5, VR7, y VRS8, que corresponden a las regiones antigénicas A
(aminoacidos 87-101), B (142-152), y C (208-221), respectivamente. Estudios previos
muestran que los epitopes de neutralizacién se encuentran localizados en las regiones

VR5, VR8 y VR7 en donde el cambio de un s6lo aminoacido es suficiente para cambiar
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las caracteristicas antigénicas de la cepa de rotavirus, por ejemplo, en la cepa SA11 una
simple sustitucion del aminoacido 211 crea la formacion de un nuevo sitio de
glicosilaciéon, esto como consecuencia permite una resistencia significante a la

neutralizacion por sueros hiperinmunes (Estes, 2001).

5.4.2 Proteina Viral VP4

Esta proteina es segregada de manera independiente de VP7 y también presenta
especificidad de serotipo (Greenberg et al., 1983). La clasificacion serolégica de
rotavirus en base a la proteina VP4, se ha realizado por el uso de antisueros
hiperinmunes dirigidos a la proteina VP4 expresada de baculovirius recombinantes,
como criterio de diferencia entre serotipos se considerd nivel de 8 veces en el titulo de
anticuerpos neutralizantes (Hoshino et al, 1996). Algunos estudios indican que la
tripsina, segmenta la proteina en dos porciones VP5 (60 KD) y VP8 (28KD), esto
favorece la capacidad del virus para entrar en la célula (Patton et al, 1993; Arista et al,
1996; Ludert et al, 1996). En la secuencia de aminoacidos los sitios de accion de la
tripsina en dos argininas localizadas en la posicion 241 y 242. La subunidad VP8
contiene la mayoria de los sitios de antigenicidad en base a los cuales se lleva acabo la
serotipificacion, mientras que VP5 contiene los sitios responsables de la reactividad
cruzada entre diferentes serotipos VP4 (Larralde and Gorziglia, 1992; Urasawa et al,
1993).

Algunos estudios realizados a la subunidad VP8 sugieren que en los residuos
102 a 149 se localizan las especificidades de los serotipos y subtipos. Sin embargo, no se
ha podido analizar completamente los serotipos P, esto posiblemente se deba a varios
factores como a) La falta de anticuerpos monoclonales capaces de detectar las diversas
variedades antigénicas, b) La presencia de reaccion cruzada, c) La presencia de
monotipos. Por tal motivo, la tipificacion en base a VP4 se ha realizado por medio de
analisis de secuencia e hibridacién. Una comparacion de la secuencia de aminoacidos
revela la presencia de nueve areas de divergencia, en donde la region que mas

predomind incluye los residuos 92 a 192. Mutaciones en VP8 entre los residuos 72 a
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217 provocan una de neutralizacion muy poco eficaz de Mabs dirigidos a algunos de
éstos sitios (Steele et al, 1993; Kapikian et al, 2001).

Aunque no esta del todo claro el papel que juega cada una de estas proteinas en
el establecimiento de la respuesta de anticuerpos neutralizantes. Estudios por ELISA de
competencia indican que anticuerpos anti-VP4, ademés de proteger contra la cepa
homologa, también dejan proteccidn contra otras cepas de serotipo diferente. Estudios
realizados por Contreras y colaboradores en 1995, en esta region parecen indicar que
VP4 es méas importante que VP7 en la produccién de anticuerpos neutralizantes, ya que
el hecho de que el serotipo P1A se haya presentado en mayor proporcién que cualquiera
de los serotipos G, en los casos estudiados, puede dar indicios de que esta proteina sea
responsable de una respuesta heterotipica contra varias cepas de rotavirus en una
infeccion natural (Ward et al, 1988; Vesikari et al, 1990).

Por otro lado, VP4 esta se ha relacionado con la virulencia de rotavirus, debido a
que esta proteina depende la capacidad de invasion del virus a la célula, ésto puede ser
por dos mecanismos: a) Por la interaccién de VP4 con receptores de &cido sialico en la
célula, para que posteriormente el virus sea fagocitado por la misma, y b) Por la accion
de la tripsina que al fraccionar a VP4 en dos segmentos VP5 y VP8, permite la entrada
del virus a la célula blanco (Estes, 2001). Por otra parte, comparaciones de secuencias de
VP4 entre cepas asintomaticas y sintomaticas, relacionadas no de manera especifica con
los principales serotipos G1, G2, G3 y G4, demostrd un elevado nivel de conservacion
(95-97%) entre cepas asintomaticas y entre cepas cuya infeccion es sintomatica se
observo una divergencia del 25 al 27%, las cepas comparadas han sido clasificadas
como P2A[6] (Gorziglia et al, 1988).

Estudios realizados por Mota-Hernandez y colaboradores, sugieren una relacion
entre el genotipos VP4 y diferencias significativas en la sintomatologia, en este analisis
se determin6 que la severidad de la diarrea se relaciona con diferentes serotipos P, mas
que con los serotipos G, el serotipo P que se relaciond con las diarreas mas severas no

pudo ser serotifipicado, el segundo serotipo asociado a la severidad fue P1A[8]. Esto
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sugiere que el gen que codifica para VP4 puede asociarse con la disminucion de la
virulencia. Sin embargo, hasta hoy no existe suficiente evidencia de que las infecciones
asintomaticas sean producto de una cepa con estas caracteristicas o de la condicién

fisioldgica de los infantes infectados.

5.5 POLIMORFISMO

La induccion de mutaciones especificas en cada uno de los 11 genes es de
utilidad para determinar la funcion de algunas de las proteinas. Mutaciones de los genes
que conforman el virus pueden reflejarse de varias formas: 1) con la variacion en la
especificidad serotipica o genotipica, 2) con la pérdida de la capacidad de neutralizacion
por Mabs especificos y 3) con alteraciones en la patogénesis viral, aunque esto no ha
sido plenamente elucidado. La frecuencia de mutacion que ocurre entre las cepas
durante la replicacion, limita el analisis de las cepas entre la poblacion susceptible
(Unicomb et al, 1991; Zao et al, 1999).

Con respecto a mutaciones virales que manifiesten una variacion serotipica y
genotipica, éstas pueden evidenciarse por técnicas inmunoldgicas, como
Inmunoensayos; o por técnicas de biologia molecular, como la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR); debido a que algunas mutaciones pueden alterar la especificidad de
los Mabs y oligonucleétidos. Un claro ejemplo del polimorfismo en rotavirus se ha
observado a lo largo del mundo puesto que algunos serotipos G y P poco comunes, asi
como combinaciones inusuales van en incremento (Ramachandran et al, 1998;
O’Halloran et al, 2002; Iturriza-Gomara et al, 2000; Rhaman et al, 2003), otro ejemplo
es la predominancia de diferentes variantes genotipicas entre regiones o temporadas, un
estudio realizado en México determino que en el primer afio de estudio el serotipo que
mas prevalecio fue G3, para el siguiente afio, G1 fue el mas predominante (Padilla
Noriega et al, 1998).
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AUn dentro de un mismo genotipo o serotipo se ha detectado la presencia de
polimorfismos, esto se puede observar cuando un mismo serotipo no reacciona de con
igual intensidad contra diversos Mabs especificos, es decir, la presencia de cepas
monotipicas o de manera inversa cuando existen actividad heterotipica, es decir, un
serotipo reacciona con Mabs dirigidos a otros serotipos. Algunos estudios a nivel
molecular, realizados en Irlanda, en base al RFLP revelaron la presencia de dos linajes
genéticos dentro del genotipo G1, uno de estos linajes estaba presente solo en esa regién
del mundo. De igual manera, pero para VP4 un analisis por RFLP demostré un modelo
especifico y Unico de un serotipo P. En base a lo anterior, es importante mencionar que
las variantes intragenotipicas pueden dar indicios del origen evolutivo de la cepa y
expliquen la presencia de algunas de las consecuencias ya mencionadas (Lizuka et al,
1993; O’Halloran et al, 2002; Arista et al, 2005).

Algunos estudios respecto al polimorfismo de cepas de rotavirus dentro de un
mismo genotipo revelan que existe una relacion entre mutaciones y la sintomatologia de
una infeccion por rotavirus. En un analisis realizado por Kirwood se compararon las
secuencias de VP4, VP7 y NSP4 de dos cepas cuyo genotipo es G3P2, la diferencia es
que unas eran sintomatica y otras asintomatica, el analisis demostrd la presencia de
variaciones nucleotidicas entre las cepas asintomaticas, para VP4 esas variaciones se
detectaron entre los aminoacidos 133, 303 y 380, para VP7 las variaciones se
presentaron en los residuos 27, 29, 42 y 238, para NSP4 la diferencia se present6 solo en
el residuo 135. Otro estudio similar, esta vez comparando cepas sintomaéticas y
asintomaticas de genotipo G4P[6] se detectaron variaciones en los residuos 82, 114, 138
y 169 de NSP4, la region hipervariable VP8 mostré 10 variaciones nucleotidicas entre
los aminoéacidos 73-188, para VP7 los cambios se presentaron en el residuo 70 un sitio
de glicosilacion y en la region antigénica A (Pager et al, 2000). En ambos estudios, las
mutaciones detectadas se localizan en las regiones de neutralizacion tanto para VP4
como para VP7 respectivamente, por otra parte NSP4 se observaron alteraciones en las
regiones que se sugiere intervienen el procesos que desencadenan la diarrea. Como
consecuencia de algunos estudios se sugiere que substituciones en los aminoacidos de

NSP4, VP8 y VP7 pueden asociarse con la infeccion sintomatica o asintomatica.
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6. METODOS

6.1 MUESTRAS

De Octubre de 2004 a Marzo de 2005, se recolectaron muestras de heces de nifios
con gastroenteritis, ingresados en el Hospital General de Zona #6, en el Instituto de
Seguridad Social al Servicio de los Trabajadores del Estado (ISSSTE) Constitucién o
ISSSTE Regional. Las tres instituciones se ubican en el area metropolitana de la ciudad
de Monterrey, Nuevo Leon. Para el transporte de las muestras no se utilizaron
preservadores, una vez en el laboratorio se refrigeraron a 4° C hasta su uso y

posteriormente se almacenaron en un congelador a -20°C.

Para el criterio de inclusion se consider6 la edad del menor, no mayor de 5 afios,
presentar 3 0 mas episodios diarreicos en un tiempo mayor de 24 h, vomito, fiebre o uno
de los sintomas mencionados. Como criterios de exclusién se consideré que la

gastroenteritis sea de origen bacteriano y que el infante sea mayor de 5 afios.

A cada medico y familiar de los pacientes se les solicitd llenar un cuestionario
relacionado con la sintomatologia del menor (apéndice 1). En base a ésto se determind la
edad del paciente, sexo, nUmero de dias con diarrea 0 vomito, nimero de episodios
diarreicos o de vomito en 24 h, la fiebre en °C, presencia de deshidratacion moderada o
severa, asi como el tratamiento. Con esta informacion se evalud la severidad de la
gastroenteritis, en base a la puntuacion propuesta por Ruuska (tablal). En este tipo de

evaluacion el puntaje maximo es de 20, un puntaje menor de 8 se relaciona con una
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gastroenteritis leve, de 9-14 con moderado y mayor de 15 como severo (Ruuska and
Vesiraki, 1990).

6.2 EXTRACCION DE RNA

De muestras recolectadas se realizé una suspension de heces al 20% en buffer de
fosfatos (PBS). Para la extraccion del RNA de rotavirus se utilizaron dos técnicas una

por fenol cloroformo y otra por trizol, ambas técnicas se describen a continuacion.

6.2.1 La extraccion de RNA por fenol cloroformo

Se realizd de acuerdo a la técnica descrita por Chomczynski y Sacchi con algunas
modificaciones. Se homogeniz6 la suspension de heces en vortex, se centrifugdé por 5
minutos a 12,000 rpm, se retiré 200 ul del sobrenadante, a éste se agregaron 200ul de
buffer lisis (Tris Base, 8 mM; EDTA sal disédica, 76 mM; SDS, 45 mM,;
Mercaptoetanol, 0.16 M, NaCl, 0.7 M) se homogenizd en vortex por dos minutos, se
adicionaron 200 pl de Fenol Saturado® (pH 8, Research Organics) se homogeniz6 en
vortex, después se le adicionaron 200 pL de cloroformo se homogeniz6 nuevamente y
se colocd en la centrifuga por 5 minutos a 12,000 rpm. En esta Gltima etapa de la
extraccion se observaron 2 fases una acuosa y otra organica, en la fase acuosa se localiza
el RNA viral y es por eso que se retird ésta fase para colocarse en un tubo eppendorf

estéril y etiquetado, posteriormente se almaceno a -20° C hasta su uso.
6.2.2 Extraccion de RNA por Trizol
Las suspensiones de heces al 20% se centrifugaron a 12,000 rpm por 5 minutos

a 4°C, se recolectaron 150 pL del sobrenadante para transferirse a un tubo eppendorf de
1.5 mL, a éste se le agregaron 500 pL de TRI REAGENT® ( Molecular Research Center,
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SINTOMATOLOGIA PUNTOS

<1

, . 1-4
Dias con diarrea

Evacuaciones en 24 h 45

No vomitos

. . 1
Dias con vomito

R OoOff W N

Episodios de vomito en 24 h
pisodi vomi » 4

>5

37°C
37.1°C-38.4°C
38.5°C38.9°C

>39 °C

Nada

Deshidratacion Leve
Moderada/severa

Temperatura en °C

Ninguno u otro
Tratamiento Medicamente supervisado

Hospitalizado
Gastroenteritis: Leve 0-8 puntos; Moderada 9-14 puntos; Severa >15 puntos

N P O W NDNOF W N FPOFTWNPFPOJWNPOJWNRERPJWDN PO

Tabla 1. Evaluacion de la severidad de la gastroenteritis segln la puntuacion propuesta por
Ruuskay Vesikari en 1990.

Inc), se homogenizd en vortex 10 veces con intervalos de 3-5 minutos, se dejo incubar a
temperatura ambiente por 5 minutos, posteriormente se afadieron  100uL de
cloroformo, nuevamente se agité en vortex por 10 ocasiones con intervalos de 3 a 5
minutos, se incubd a temperatura ambiente por 3 minutos, se centrifugo por 5 minutos a
4° C, después de esto se observaron dos fases, una acuosa y una organica, se tomo la fase

acuosa Y se colocd en un tubo eppendorf de 1.5 mL etiquetado. A la fase acuosa se le
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agregaron 400 pl de alcohol isopropilico se homogenizo por inversion y se incubd a -20°
C toda la noche. Al dia siguiente, se centrifug6 a 12,000 rpm por 15 minutos a 4° C, se
retir6 el sobrenadante, se adicion6 1 mL de etanol absoluto, se centrifugd a 12,000 rpm
por 7. min. a 4° C, se retiro el sobrenadante hasta dejar un volumen de aproximadamente
50 pL, nuevamente se colocé en la centrifuga por 5 min. a 12,000 rpm a 4° C, se retir
el sobrenadante con cuidado de no remover la pastilla de RNA y se colocd en la
campana de flujo laminar por 15 minutos para secar la pastilla, posterior a esto se
resuspendio en 20 pL de agua nanopura esteril, después se almacenaron a -20° C hasta

Su uso.

El RNA viral obtenido por el método de fenol cloroformo se utilizd para
visualizar el genoma de rotavirus en geles de poliacrilamida al 10% indicando las
muestras positivas para rotavirus. A éstas se les realiz6 nuevamente una extraccion pero
ahora por el método de trizol, el RNA obtenido se sometié a una retrotranscipcion

seguido de una PCR para genotipificar las cepas de rotavirus detectadas.

6.3 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

Una muestra de heces se consideré positiva para rotavirus al visualizarse el
genoma viral segmentado caracteristico del mismo (Verly and Cohen, 1977), en un gel
de poliacrilamida al 10%. EI RNA de doble cadena se sometio a una electroforesis en
un sistema continuo a 100 Volts, por 4 horas con buffer de corrimiento tris-glicina 1X
(Glicina,150 mM; Tris, 20 mM) para visualizar los segmentos de RNA, el gel se tifié por
nitrato de plata, para ésto se retird el gel de la cAmara de electroforesis, después del
tiempo establecido de corrimiento, y se transfiri6 a una solucién fijadora (Etanol
absoluto 10% y Acido acético 0.5%) por 30 minutos, después se coloco en una solucion
de nitrato de plata 1X (AgNOsz, 10 mM) por 30 minutos, se lavo 2 veces con agua
bidestilada, y se pasé a una solucion reveladora (Formaldehido, 1.5%; NaOH, 0.75 M)

por 10 o 15 minutos, se retird ésta solucion y se afiadié acido acético al 5% por 5
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minutos para despues colocarse en agua bidestilada y visualizarse en el transluminador
(Macbeth prooflite® con luz blanca) (Herring et al, 1982; Mosai et al, 1984).

6.4 SINTESIS DE cDNA

El RNA viral se sometié a una retrotranscripcion, el proceso se describe a
continuacion: Se prepar6 una mezcla con un primer externo, 0.1uM (Con2, para el gen
VP4; End9, para VP7 o0 10Begl6, para NSP4) y 2 ul de RNA geondémico de rotavirus,
para un volumen final de 3.7 pl. Esta mezcla se colocé en el termociclador
(TERMOHYBAID PCRsprint) a 94° C por 5 minutos, después incub6 en hielo por 10
minutos. Mientras se prepar6 una segunda mezcla la cual contenia: Buffer 1X (Tris-HCI
50 mM; MgCl. , 8 mM; KCI, 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
adicion0 a la mezcla inicial (conteniendo el RNA y el oligonucle6tido correspondiente),
posteriormente se sometié a 42° C por 30 minutos, seguido de 5 minutos a 94° C, este
ultimo paso para eliminar los residuos de la retrotranscriptasa (Gentsch et al, 1992;
Gouvea et al, 1990; Lee et al, 2000).

6.5 AMPLIFICACION DE LOS GENES QUE CODIFICAN PARA VP4, VP7Y
NSP4

El cDNA se sometié a una PCR para amplificar el gen completo, en el caso de
VP7 y NSP4; y parcial, en el caso de VP4. La mezcla de PCR se realiz6 como a
continuacidn se describe: Buffer, 1X (Tris-SO4 pH 8.9, 600 mM, sulfato de amonio, 180
mM); MgCl,, 1.5 mM,; oligonucledtido sentido, 0.5 pM (Con 2, 5°
ATTTCGGACCATTTATAACC 3’ para VP4; Beg9, 5> GGCTTTAAAAGAGAGA-
ATTTCCGTCTGG 3’ para VP7 y 10Begl6, 5° TGTTCCGAGAGAGCGCGTG 3’,
para NSP4); oligonucleotido antisentido (Con 3, 5 TGGCTTCGCCATTTTATAGACA
3’ para VP4; End9, 5° GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG 3’, para VP7 vy
10End722, 5> GACCATTCCTTCCATTAAC 3’, para NSP4); ANTP’s (dATP, dGTP,
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dCTP, dTTP), 0.4 mM; 1 U de Taq polimerasa (Platinum® Tag DNA Polymerase High
Fidelity) y 1 pl de cDNA, para un volumen final de 12.5 pL, posteriormente se sometio
en el termociclador, a 30 ciclos a 95 °C por 30 segundos 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 VVP7; 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 visualizd en un
gel de agarosa al 1.5%, con bromuro de etidio, con luz ultra violeta en el transluminador
(UVP, Transilluminator) (Gentsch et al, 1992; Gouvea et al, 1990; Lee et al, 2000).

6.6 GENOTIPIFICACION

Para cada gen amplificado se determind el genotipo correspondiente mediante
una PCR semianidada. Para genotipificar VP7, VP4 y NSP4 se prepar0 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); MgClz, 1.5 mM; un oligonucleotido externo, 1
UM (Con3, para VP4; End9, para VP7 y 16End722, para NSP4; respectivamente); un
oligonuclettido anidado, 1 uM (tabla 2); dNTP’s, 0.4 mM; 1 U de Taq polimerasa
(Platinum® Taq 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. Los segmentos amplificados, representativos de cada genotipo, se
sometieron a una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y se visualizaron en el

transluminador con luz uv.
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. Primer anidado Segmento
Gen Genotipo

5>-3° amplificado
P[8] 1T-1 TCTACTTGGATAACG TGC 345 pb
P[4] 2T-1 CTATTGTTAGAGGTTAGAGTC 483
VP4 P[6] 3T-1 TGTTGATTAGTTGGATTCAA 267
P[9] 4T-1 TGAGACATGCAATTGGAC 391
P[10] 5T-1 ATCATAGTTAGTAGTCGG 583
Gl aBT1l CAAGTACTCAAATCAATGATGG 749
G2 aCT2 CAATGATATTAACACATTTTCTGTG 652
veT G4 aDT4 CGTTTCTGGTGAGGAGTTG 583
G3 aET3 CGTTTGAAGAAGTTGCAACAG 374
Wa GGCTGGATATAAAGAGCAGG 450
NSP4 Kun ATTGATAGTGCGATCGACTGG 280
RRV AACGATTGGGCTGAAGGTG 200

Tabla 2. Secuencias de los oligonucleétidos anidados utilizados para determinar los genotipos VP4,
VP7 y NSP4, respectivamente (Gentsch et al, 1992; Gouvea et al, 1990; Kudo et al, 2001).

6.7 DETERMINACION DE VARIANTES INTRAGENOTIPICAS

El andlisis de polimorfismo intragenotipico se determind mediante la técnica de
polimorfismo conformacional de cadena sencilla (SSCP, del inglés Single Strand
Conformation Polymorphisms). 1uL de DNA producto de PCR semianidada se
mezclaron con 9 pL de solucion desnaturalizante (DLM, NaOH, 0.1 M; Formamida,
50%; xylen cyanole, 0.25%; azul de bromofenol, 0.25%) se incubé por 5 minutos a
95°C, despues se coloco en hielo por 10 minutos, posteriormente se depositaron 6 pL de
ésta mezcla en un gel de poliacrilamida de 8-10% en buffer TBE 0.6X(tris base, 0.5mM,;
borato, 50 mM; EDTA 7.5 mM) a 100 volts constantes por un tiempo de 3 h, para VP4 y
5 hrs, para NSP4; para VP7 el corrimiento fue de 75 volts por 16 h. El gel se tifio por
nitrato de plata, las bandas se visualizaron en el translumidador con luz blanca (Diaz et
al, 2002; Kukita et al, 1997; Orita et al, 1989).
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6.8 SECUENCIACION

De cada modelo de migracion, determinado por SSCP, se selecciond una muestra
para secuenciar. El producto de PCR se purifico de agarosa de bajo punto de fusion
(Ultra Pure DNA grade®, BIORAD) con el kit Turbo GenClean® (BIO 101® Systems)
como recomienda el fabricante. La concentracion del DNA purificado se midi6 en el
espectrofotometro a 260 nm; una posterior lectura a 280 nm demostro el nivel de
pureza de las muestras. Se utilizaron de 10 ng de DNA por cada 100 pb (75 ng, para
NSP4) y una concentracion de 5 picomoles de un oligonucleotido externo (sentido o
antisentido) para un volumen final 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. En el IBT las muestras fueron
secuenciadas por el método de secuenciacion basado en fluorescencia Tag FS Dye
Terminador, en el secuenciador ABIPRISM 310™ Genetic Analyzer. El analisis de las
secuencias de DNA se realiz6 con el software sequencing Analisis 3.7 ABI PRISM

(Applied Biosystem) y Clustal X.
6.9 ANALISIS ESTADISTICO
La comparacion entre los distintos modelos y la severidad de la gastroenteritis se

determiné utilizando una tabla de contingencia y la correlacion de pearson, esto se
realizo utilizando el paquete estadistico SPSS.
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7. RESULTADOS

7.1 ANALISIS DE MUESTRAS

De Octubre de 2004 a Marzo de 2005 se recolectaron un total de 123 muestras de

heces de nifios menores de 5 afios, ingresados por gastroenteritis, en diversos hospitales

del &rea metropolitana de Monterrey.

7.1.1 Deteccion del genoma viral por electroforesis

A las 123 muestras de heces recolectadas de nifios
con gastroenteritis, se les realizd una extraccion
de RNA por el método fenol cloroformo. El
RNA purificado se sometio a una electroforesis en
gel de poliacrilamida al 10% por 4 horas, seguido
de una tincidn con nitrato de plata, posteriormente
el genoma rotavirus se manifestd por la presencia
de los 11 segmentos de RNA de doble cadena
caracteristicos del virus. De las muestras
analizadas 64 (52%) resultaron positivas para
rotavirus, mismas que mostraron un modelo de
migracion  electroforetico  caracteristico  de

rotavirus del grupo A (fig. 3).

Fig. 3 Modelo de migracién
caracteristico de rotavirus del grupo A.
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7.2 DETERMINACION DE LOS GENOTIPOS

Una vez detectadas las muestras positivas para rotavirus, se prosiguié a realizar
una extraccion de RNA por el método de trizol. Al RNA obtenido se le determiné la
concentracion y pureza, para someterle a una RT-PCR y posteriormente una PCR
semianidada para determinar los genotipos VP7, VP4 y NSP4.

7.2.1 Genotipo VP4

El gen que codifica para la proteina VP4 se amplifico por RT- PCR de manera
parcial. Los oligonucledtidos Con 3 y Con2 se alinean en los nucleétidos 11-32 en el
extremo 5’ y 868-887 del extremo 3’ respectivamente, por lo que el segmento
amplificado es de 870 pb, mismos que corresponden al fragmento VP8* vy
aproximadamente 40 pb més. De las 64 muestras positivas para rotavirus 45 (70%)
amplificaron para el segmento de 870 pb (Fig. 4a). Posteriormente, el producto de PCR
se sometio a una PCR semianidada utilizando un oligonucledtido externo Con3 y 5
oligonucleotidos anidados, 1T-1 (que amplifica para genotipo P[8]), 2T-1(genotipo
P[4]), 3T-1 (P[6]), 4T-1(P[9]) y 5T-1(P[10]). Los resultados indicaron que 35 (54%),
de las muestras que amplificaron el segmento de 870 pb, corresponden al genotipo P[8]
(FIG 4b), y 10 (16%) no pudieron ser genotipificadas. Aunque algunas muestras no
amplificaron para PCR, éstas se sometieron a PCR semianidada, como resultado solo 1

(2%) muestra resulto ser genotipo P[8], (grafica1).
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Fig. 4 Genotipo VP4. Gel de agarosa al 1.5% a) visualizacion del segmento de 870 pb fraccion
VP8* de VP4. b) segmento de 345 pb correspondientes al genotipo P[8].

1, 2% 10, 16%

18, 28%

35, 54%

Posit P[8] B P[8] ¥ Neg Genotipo @ Muestras Neg

Gréfica 1. Determinacion de genotipos de VP4. De las 64 muestras positivas para rotavirus 35 (54%)
amplificaron para el fragmento de 870 pb, mismas que correspondieron al genotipo P[8]. Una muestra
(2%) no se amplifico en PCR pero si en PCR semianidada, correspondiendo al genotipo P[8]. 10 (16%)
amplificaron un segmento de 870 pb, pero no pudieron ser genotipificadas y 18 (28%) no amplificaron
en PCR ni en PCR semianidada.
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7.2.2 Genotipo VP7

Para determinar los genotipos G, se
realizd una RT-PCR, para amplificar el gen
completo de 1062 pb, seguido de una PCR
semianidada, en ésta Ultima etapa se
utilizaron los oligonucleétidos anidados
aBT1, aCT2, aDT4, aET3, que reconocen los
genotipos G1, G2, G4 y G3 respectivamente,
asi como el oligonucleo6tido externo End 9.
Los resultados demostraron la prevalencia del
genotipo G1 (fig. 5), el cual se detectd en el
47 (73%) de las muestras, sequido de 2 G4
(3.12%) y un G3 en mucho menor

proporcién (1.5%) (grafica 2).

14,22%

1,2%

2,3%

Fig. 5. Genotipos VP7. a) Gel de agarosa al
1.5% a) segmento de 1062. b) segmento de
749, mismo que corresponde al genotipo G1.

47,73%

® Gl BG4 G3 B Neg

Grafico 2. Determinacién de genotipos de VP7. De las muestras positivas para rotavirus 47 (73%)
resultaron ser genotipo G1, 2 (3%) genotipo G4 y 1 genotipo G1, 14 (22%) resulto negativo.
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7.2.3 Genotipo NSP4

Fig. 6 Genotipo NSP4. Gel de agarosa al 1.5%
a) segmento amplificado de 725 pb. b)
segmento de 450 pb correspondiente al
genotipo Wa.

42, 66%

A Posit Wa

En el caso de NSP4 se amplificé un
segmento de 725 pb. EI DNA producto de
RT-PCR se someti¢ a una PCR semianidada
junto con los oligonicledtidos 12End722,
Wa, KUN, y RRV; el primero se alinea en
el extremo 3’ del gen y los tres restantes se
alinean en los nucledtidos 286, 439 y 508; y
amplifican los genotipos Wa, KUN y RRV,
respectivamente. De las muestras analizadas
en ésta temporada 42(65%) corresponde a
genotipo Wa (Fig. 6), 4(16%) no pudieron
ser genotipificadas, las restantes no
amplificaron para el segmento de 725 pb

(gréfica 3).

4, 6%

18, 28%

No Wa Neg

Grafica 3. Genotipos NSP4. El 66% de las muestras, es decir, 42 muestras resultaron genotipo Wa, 4
amplificaron el segmento de 725 pb, pero no correspondieron a ningun genotipo de los propuestos a
analizar en el presente estudio, 18 (28%) muestras no amplificaron en PCR ni en PCR semianidada.
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7.2.4 Cepas genotipificadas

De todas las cepas de rotavirus analizadas en el presente estudio, se determinaron
los genotipos VP4, VP7 y NSP4. Con respecto a NSP4, de las 42 cepas que
correspondieron al genotipo Wa, 20 (31.25%) resultaron genotipo G1P[8], 1 (1.56%)
G4P[8], 4 (6.25%) P[8], 8 (12.5%) G1, 1 (1.56%) G3, 1(1.56%) G4 y 7 (11%) no
amplificaron para G1 ni para P[8]. De las cepas restantes 9(14%) correspondieron a
genotipo G1P[8], 2(3.12%) correspondieron a P[8], 10 (15.6%) a G1 y por ultimo solo

1(1.56%) no amplific6 para ninguno de tres los genotipos (gréfica 4).

1, 1.56%

=z
@D
«
1

7,11%

ﬂ

1, 1.56%

1, 1.56%

Niglig

1 /) 10, 15.62%

I

8, 12.5%
2,3.12%
4, 6.25%

P

P[8]

g

1, 1.56%
4Pl N REA%0 20, 31.25%

|

G1P[8]

B Genotipo Wa B No Wa

Grafico 4. Genotipos de las cepas analizadas durante el periodo de estudio. Las barras de color lila
corresponden a las cepas genotipo Wa, las de color guinda son negativas para genotipo Wa, Kun o
RRV. De las cepas Wa, 20 resultaron genotipo G1P[8], 1 G4P[8], 4 P[8], 8 G1, 1 G3, 1G4y 7 no
amplificaron para G1 ni para P[8]. De las cepas restantes 9 correspondieron a genotipo G1P[8], 2
correspondieron a P[8], 10 a G1 y por ultimo solo 1 no amplificé para ninguno de tres los
genotipos
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7.3 POLIMORFISMO DE CADENA SENCILLA

El DNA producto de PCR semianidada se sometié a una desnaturarizacion para
separar las dos cadenas de DNA, posteriormente se cargd en un gel de poliacrilamida al
8 0 10% en buffer TBE 0.6X, a 75 6 100 volts, para un corrimiento de 4 a 16 h, por

ultimo se tifié con nitrato de plata.
7.3.1 Genotipo P[8]

El segmento de 345 pb correspondiente al genotipo P[8] de VP4 se sometid a las
condiciones ya mencionadas, como resultado se observo que solo 3 de las 64 cepas
estudiadas mostraron un modelo de migracion distinto. El modelo 1 estuvo presente en
34 (94%) muestras, los modelos 2 y 3 solo se presentaron en las muestras 34 y 51,

respectivamente (fig. 7).

119 34 ol J 28
H :
1 2 3 1
Fig. 7 SSCP de genotipos P[8]. El nimero de muestra se presenta en azul y los
modelos en rojo.

7.3.2 Genotipo G1
Debido a que el genotipo G1 fue el mas predominante de los genotipos de VP7,

éstos se utilizaron para el analisis por SSCP. Los resultados indicaron la presencia de 3

modelos de migracion distintos (fig. 8). Los modelos 2, y 3 correspondientes a las
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muestras 28 y 34 fueron unicos, por otro lado el modelo 1 se presentd en 45 (90%) de

las muestras analizadas.

3 .\ “‘ 34 "’ ‘f’,"

Fig. 8. SSCP de genotipos G1. El nimero de muestra se presenta en azul y los
modelos en rojo.

7.3.3 Genotipo Wa

El analisis de los genotipos Wa de NSP4 por SSCP revel6 la presencia de 5
distintos modelos de migracion (fig. 9) ElI modelo 1 se presentd en 4 (9.5%) de las
muestras analizadas; el modelo 2, en 13(30.9%); modelo 3, en 11(26.1%); modelo 4, en

10 (23.8%) y por altimo el modelo 5, en 4 (9.5%) de todas las muestras (grafico 4).

Fig. 9. SSCP de genotipos Wa. EIl nimero de muestra se presenta en azul y los modelos
en amarillo.
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Gréafico 5. Modelos de migracion resultado de SSCP de los genotipo Wa detectados en el presente
estudio y el nimero de muestras que corresponden a cada uno de los 5 modelos.

7.4 SEVERIDAD DE LA GASTROENTERITIS

Para determinar la severidad de la gastroenteritis se registré la edad, nimero de
dias con diarrea 0 vémito, numero de episodios diarreicos o de vomito en 24hrs, fiebre
en °C, presencia de deshidratacion moderada o severa, y tratamiento de cada menor
muestreado. El andlisis se realiz6 en base a la puntuacion propuesta por Ruska y
Vesikari, donde una puntuacion menor de 8 fue indicio de una gastroenteritis leve, de 9-
14 moderada y mayor de 15 severa (tabla 1). De las 64 muestras positivas para rotavirus
10 (16%) se relacionaron con una gastroenteritis leve, 36(56%) moderada y 18(28%)

severa (gréafico 1).
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Gréafico 6. Andlisis de la severidad de la gastroenteritis por rotavirus dectectados de Octubre de
2004 a Marzo de 2005 en base a la puntuacion propuesta por Ruuska y Vesikari. De las 64
muestras positivas para rotavirus 10 se relacionaron con una gastroenteritis leve, 36 con una
moderada y 18 con severa.

7.5 SEVERIDAD DE LA GASTROENTERITIS Y EL POLIMORFISMO DE
CADENA SENCILLA.

Dentro de los modelos se observaron casos de gastroenteritis de leve, moderado a
severo. Para el modelo 2, 3 (23%) correspondieron a casos leves; 9 (70%) a moderados y
solo 1 (8%) a severo. Para el tercer modelo son 3 casos leves (27%), 7(54%)
moderados y 1(7.7%) severo. Con respecto al modelo 4 solo se presentaron 7 (70%)
casos severos y 3(30%) moderados. Para el modelo 5 se observaron 3 (75%) leves y un
(25%) moderado. La excepcion a lo antes mencionado, fue el modelo 1 que solo

presento 4 (100%) casos moderados (grafico 6).

Para determinar si existe asociacion entre la severidad de la gastroenteritis y los 5
modelos, detectados por SSCP en el gen que codifica para NSP4, se utilizé el programa
estadistico SPSS, mediante el cual se realizd una tabla de contingencia y una
correlacion de Pearson., Los resultados mostraron un valor de la XZcaicutada > X%a=0.05.8,
por lo que la hipotesis nula se rechazd (tabla 3) demostrando que si existe una

dependencia significativa entre los 5 modelos y la severidad de la diarrea. EIl analisis
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por de Pearson indico que no existe correlacion entre los modelos y la puntuacion global
para evaluar la severidad de la gastroenteritis, sin embargo, al comparar los modelos con
cada uno de los sintomas (con los valores asignados por Ruuska para determinar la
severidad) se observé que solo el grado de deshidratacion y la temperatura mostraban

una correlacion significativa (P< 0.05) (tabla 4).

9,70%

7,70%

4,100%

3,75%

3,279 3,30%

No. Muestras

8% 7.7% 25%

0 0

3
Modelos

Lewe B Moderado O Sewero

Gréfico 6. Modelos de migracion resultado de SSCP de los genotipos Wa y el nimero de casos
leves, moderados o severos que corresponden a cada genotipo. Modelo 2, 3 correspondieron a casos
leves; 9 a moderados y solo 1 a severo. Modelo 3, se presentaron 3 casos leves, 7 moderados y 1
severo. Con respecto al modelo 4 solo se presentaron 7 casos severos y 3 moderados. Para el modelo
5 se observaron 3 leves y un moderado. Por Gltimo, modelo 1 presento 4 casos moderados.
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Severidad Modelos Total

1 2 3 4 5
Leve 0 3 3 0 3 9
Moderado 4 9 7 3 1 24
Severo 0 1 1 7 0 9
Total 4 13 11 10 4 42

Tabla 3. Modelos y severidad la gastroenteritis. X2 cal = 26.77, X2 4—0.0s.s = 15.507

Ho= No hay dependencia entre hileras; Ha= Si hay dependencia entre columnas e hileras

Debido a que X? cal = 26.77 > X? .05 = 15.507, se rechaza la hip6tesis nula indicando que si hay
dependencia entre columnas e hileras.

Puntuacion

Diarrea  Diarrea/24 Vom Vom/24  Temp Deshidrat. Trat.
P 0.35 0.21 0.37 0.59 0.013 0.025 0.17

Tabla 4. Correlacidon entre la puntuacion designada a los sintomas y los modelos. Valores P<0.05
indican una correlacién

7.6 SECUENCIACION

Debido a que NSP4 presento mayor variabilidad genotipica, al mostrar 5
distintos modelos de migracion, se selecciond una muestra representativa de cada
modelo para secuenciar. Las secuencias obtenidas se compararon con las almacenadas
en la bases de datos de la NCBI, utilizando el programa BLAST. Las secuencias se
alinearon utilizando el software Clustal X (Fig. 9 y 10). Posteriormente, se tradujo la
secuencia de nucleétidos a proteinas con el programa EMBOSS:transeq del Instituto

Europeo de Bioinformatica (EMBL-EBI) y se aline6 con otras secuencias ya reportadas.

Se observo que NSP4 es una proteina conservada, la region del los aminoacidos

(aa) 119 a 126 no mostrd variaciones por tratarse del sitio de unién a VP4 (que se
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propone esta entre los aa 112 -148); por otra parte, la regiéon de 167-173 que también se
conservd en todas las secuencias, se conoce como sitio de union a las particulas virales
sin capside externa. En la secuencia también se observan dos cisteinas altamente

conservadas en las posiciones 66 y 74.

El arbol filogenético se realiz6 con el programa Treeview 16.6 (fig. 11), en éste
se observé 2 agrupaciones, de arriba el grupo de secuencias provenientes de casos
asintomaticos; seguido de otra agrupacion de secuencias, en este caso provenientes de
casos sintomaticos, las muestras correspondientes a los modelos analizados en este

estudio se ubicaron junto a las secuencias de casos sintométicos a manera de subgrupo.

Por otro lado, en el analisis de secuencias de aminoacidos con respecto a cada
modelo, se observo que en la regidon de aminoacidos 115 a 140 se localizaron algunos
cambios de aa, para la muestra correspondiente al modelo 1 se vio un cambio de L en
lugar de H en la posicidn 134; el modelo 2, presentd una A en lugar de T y una K por R,
en la posicion 139 y 140; modelo 3, mostr6é una R en lugar de una K y una L en lugar de
H, en las posiciones 131y 134 respectivamente; el modelo 5 presentd una K en lugar de
una M en el aa 115. El modelo 4 fue el Unico que no presento variaciones en la region ya

mencionada.
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Fig 10. Alineacion, con el programa Clustal X (version 1.83), de las secuencias nucleotidicas. Se indica el nimero de muestra seguido del modelo de migracion,
obtenido por SSCP, correspondiente. En los recuadros se observa la ubicacion de los primers 10Beg16 y 10End722, sentido y antisentido, respectivamente.
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FIG 11. Alineacion, con el programa Clustal X (version1.83), de las secuencias de proteinas. Se indica el nimero de muestra sequido del modelo de
migracion, obtenido por SSCP, correspondiente. Se observan dos cisteinas altamente conservadas en las posiciones 66 y 74, la regién del los
aminodacidos (aa) 119 a 126 no mostrd variaciones por tratarse del sitio de interaccion entre VP4 y NSP4,
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FIG 12. Arbol filogenético de la secuencias de NSP4 obtenidas en el presente estudio y de la base de
Las muestras 1150830,189795, 1389797 y 1389793, corresponden a casos
asintomaticos; 1389787, 1389783, 1389789, 1389785 a casos sintomaticos (Kirwood and Palombo,

datos de NCBI.

1997)
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8. DISCUSION

Debido a que rotavirus afecta mas de 111 millones de nifios a nivel mundial
tanto en paises desarrollados como subdesarrollados, y que desde su descubrimiento se
ha demostrado la presencia de mdltiples variedades, se vislumbrd la necesidad de
estudiar este patdgeno a niveles del polimorfismo genético (Parashar et al, 2003). Hasta
hoy en dia se han reportado estudios epidemiol6gicos de muchos lugares alrededor del
mundo, desde América del norte, México, Sur América, Europa, Asia, Africa e
Indonesia (Morris and Estes, 2001), ésto con la finalidad de determinar los genotipos de
rotavirus que predominan en cada region y establecer una estrategia para el control de
los mismos, desafortunadamente, la variabilidad dentro de los mismos genotipos, y la
falta de estudios donde este polimorfismo se relaciona con la enfermedad, entre otros
factores, han intervenido en el establecimiento de estas estrategias (Georges et al, 2002).
Es por esta razon que se requiere de estudios a nivel molecular para determinar que
genes se relacionan con la patologia viral y enfocarnos en su estudio para el disefio de

mejores estrategias preventivas o de control.

La gastroenteritis por rotavirus presenta sintomas como diarrea, vomito y fiebre;
y dependiendo de la intensidad y frecuencia de los episodios diarreicos, pueden conducir
a una deshidratacién severa comprometiendo la vida del paciente (Morris and Estes,
2001); las causas pueden ser multifactoriales, influyendo por un lado las particulas
virales y por otro la reaccion del hospedero infectado. Es importante mencionar que el
estado nutricional, y por ende el inmunoldgico, determina la pronta recuperacion del
menor ante una infeccion por rotavirus, es por esta razon que el mayor nimero de
decesos infantiles se da en paises en vias del desarrollo, donde las condiciones no son las

apropiadas para una pronta recuperacion. Sin embargo, a la par de lo anterior, es
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importante resaltar que ademas de la condicion fisioldgica e inmunoldgica del paciente,
existen evidencias de que algunos componentes virales pueden participar en la severidad
de la gastroenteritis, como son: la existencia de cepas que infectan de manera
asintomatica (Kirwood et al, 1997), la factibilidad de atenuacion de cepas patdgenas
(mediante varios pases en cultivo celular); asi como, la presencia de una proteina que

actlia como una enterotoxina, que desencadena procesos diarreicos (Raming et al, 2004).

En el presente estudio fue nuestro interés estudiar el polimorfismo de los genes
que codifican para las proteinas de superficie VP4, VP7 y la proteina no estructural
NSP4, debido a que algunos estudios relacionan estas proteinas con la patogénesis viral
(Kirwood et al, 1997; Zhang et al, 1998; Zhang et al, 2000; Morris and Estes, 2001). Se
ha establecido que las proteinas VP4 y VP7 son importantes para la adsorcion y
penetracion del virus en las células huésped, ademés de que ambas inducen la
produccion de anticuerpos neutralizantes de manera independiente. Como factores de
patogenicidad algunos investigadores han demostrado la intervencion de estas dos
proteinas en casos asintomaticos y sintomaticos (Kirwood et al, 1997; Estes, 2001); con
respecto, a VP7 se ha mostrado que una simple mutacion en el aminoacido 211 (cepa
SAll) trae como consecuencia una resistencia a anticuerpos neutralizantes (Estes,
2001); de igual manera para VP4, mutaciones los residuos 72 a 217 (fragmento VP8)
provocan una neutralizacion muy poco eficaz o nula (Steele et al, 1993; Kapikian et al,
2001). Sin embargo, aun y cuando son importantes en la penetracion del virus a la célula
blanco, no esta claro su papel en la generacion de la enfermedad y por consecuencia su

asociacion con la severidad del cuadro clinico.

Por otro lado, durante la morfogénesis, en los procesos de replicacion viral la
proteina NSP4 actia como un receptor intracelular en el reticulo endoplasmico (ER),
donde interacttan las denominadas particulas proteicas subvirales (Tian et al, 1996).
NSP4 es la Unica proteina de rotavirus que ha sido considerada como una enterotoxina,
debido a diversos estudios donde demuestran que la proteina completa, un fragmento de
la misma (115-175) y ciertos péptidos (aal14-135 y aal31-140), se han relacionado con

actividad enterotoxigénica, donde se induce un incremento en los niveles celulares de
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Ca?* hacia el RE, que desestabiliza la membrana plasmatica y estimula la secrecion de
ClI', provocando diarrea (Ball et al, 1996; Zhang et al, 2000; Morris and Estes, 2001,
Estes, 2001). Aunque algunos investigadores coinciden en que mutaciones en los
aminoacidos 114-140 se asocian con casos asintomaticos (Tian et al, 1996; Kirwoos et
al, 1997; Zhang et al, 1998; Estes, 2001), otros no estan de acuerdo con ésto, debido a
que sus estudios no relacionan casos asintomaticos con variaciones en dicha region de
aminoacidos (Ward et al, 1997; Lee et al, 2000). Por lo tanto, aunque se ha establecido
la participacién de NSP4 en los procesos diarreicos, aun existe controversia respecto al
papel que juegan las mutaciones en la manifestacion de casos leves, moderados o
severos de la gastroenteritis. Por tal motivo, parte del presente estudio analiza las
variantes intragenotipicas en NSP4 y su asociacion con la severidad de la gastroenteritis

en nifios infectados por rotavirus.

Para tener una mejor imagen de la participacion de las mutaciones de los genes
de estudio con la severidad de la gastroenteritis, se analizaron los genes que codifican
para las proteinas VP7, VP4 y NSP4, todos correspondientes a un mismo genotipo, los
cuales se relacionan a la cepa Wa (G1, P[8], y Wa NSP4); con el objetivo de determinar
la presencia de variantes intragenotipicas y si estas variaciones se asocian a la severidad
de la gastroenteritis (determinada en base a la escala de Ruuska). Con respecto a VP4 y
VP7, aunque los resultados mostraron variaciones intragenotipicas como lo demuestra la
presencia de tres modelos de migracién por SSCP de cada uno de los genes de estas
proteinas, no fue posible establecer una relacion de la severidad de la gastroenteritis con

alguno de estos modelos.

Estudios realizados por Mota-Hernandez y colaboradores en el 2003 asocian a un
genotipo de VP4 con los casos mas severos de diarrea, estudios previos realizados por
Kirwood demostraron que mutaciones en regiones antigénicas importantes en VP7 y
VP4 respectivamente, se relacionaban con infecciones asintomaticas. Nuestros
resultados no indican que variantes intragenotipicas en VP4 y VVP7 se correlacionen con
casos severos, leves o moderados. Esto se debe, en base a lo anterior, a que VP7 y VP4

son determinantes para la infeccion y la neutralizacion viral, pero no asi para la
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severidad de la gastroenteritis. Por otra parte, se ha determinado la actividad de NSP4
como una enterotoxina que desencadena los procesos diarreicos, en ratones (Ciarlet et
al, 2002; Raming et al, 2004). En infecciones naturales se han relacionado mutaciones

en esta proteina con casos asintomaticos (Kirwooed et al, 1997).

Sin embargo, para NSP4 los resultados indicaron la presencia de 5 modelos de
migracion, mismos que se correlacionaron con la severidad de la gastroenteritis (P<
0.05), en base al grado de deshidratacion. De cada modelo de variacion, se seleccion6
una muestra representativa y se obtuvo la secuencia de aminodcidos, dicha secuencia
indicd la presencia de dos cisteinas altamente conservadas en la posicién 66 y 74,
previamente reportadas en otros trabajos (Estes, 2001), con respecto a la region 115-140,
en la cual mutaciones se asocian a casos asintomaticos segun algunos investigadores
(Tian et al, 1996; Kirwood et al, 1997; Zhang et al, 1998), se observaron variaciones en
los distintos modelos analizados: la muestra correspondiente al modelo 1 presentd un
cambio de L en lugar de H en la posicion 134; el modelo 2, presenté una A en lugar de T
y una K por R, en la posicion 139 y 140; modelo 3, mostrd una R en lugar de una Ky
una L en lugar de H, en las posiciones 131 y 134 respectivamente; el modelo 5 presento
una K en lugar de una M en el aa 115. Cuando relacionamos cada uno de estos modelos
con la gastroenteritis, un dato importante fue que el modelo 4 fue el Unico que no
present0 variaciones en la region ya mencionada, y este mismo modelo fue el Gnico en
asociarse con casos moderados-severos. Cuando estos resultados se analizaron mediante
un arbol filogenético se observo que las cepas de estudio muestran una menor distancia
con respecto a secuencias de casos sintomaticos y a mayor distancia (otro grupo) de

secuencias de casos reportados como asintomaticos.

Por tal motivo, en este estudio se encontr6 un aspecto diferente al encontrado por
(Kirwood et al, 1997; Pager et al, 2000) ya que mientras ellos solo relacionaron la
presencia de mutaciones con la presencia o ausencia de sintomatologia, nosotros
mostramos una correlacion entre mutaciones con la en la regién de aa 115-140 con los
casos leves-moderados de la gastroenteritis. Estos resultados indican que la proteina

NSP4 no solo puede influir en la presencia de infecciones sintométicas o asintomaticas,
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como lo han reportado algunos investigadores, si no también puede ser considerada

como un factor de la severidad de la gastroenteritis en infecciones naturales.
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9. CONCLUSIONES

Rotavirus es el principal agente etiologico de la gastroenteritis de origen viral. En
el presente estudio, los genotipos que predominaron fueron G1P[8] en base a VP7 y
VP4, respectivamente. En base a NSP4 solo se detectaron genotipos Wa. Las muestra
pertenecientes a un mismo genotipo se sometieron a un andlisis de polimorfismo de
cadena sencilla mismo que revelo la presencia de 3 distintos modelos de migracion para
VP7 y VP4, para NSP4 indicé la presencia de cinco modelos distintos. A diferencia de
VP4 y VP7 se establecié una correlacion de modelos de migracion de NSP4 y la
severidad de la deshidratacion (P<0.05). Por tal motivo se secuenciaron cinco muestras
representativas de cada modelo de migracion, éste analisis demostrd variaciones en las
regiones 115-140, excepto para el modelo 4 el cual fue el Unico que no presentd
variaciones en esta region, este modelo se relacion6 con los casos moderados-severos, el
modelo 1 se relaciond con casos moderados y los modelos 2,3 y 5 con casos moderados-
leves. Estos estudios indican que NSP4 puede no solo asociarse a procesos diarreicos en
modelos murinos, si no también en afecciones humanas, mutaciones en el gen que
codifica para NSP4 no solo se relaciona con la presencia o ausencia de sintomatologia, si
no también con la severidad de la gastroenteritis particularmente con el grado de
deshidratacion. Por lo mismo, NSP4 podria considerarse como un importante factor de

patogenicidad de rotavirus.
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