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Resumen

Los norovirus humanos son los principales agentes etioldgicos de
gastroenteritis aguda en todo el mundo. Aunque los norovirus son muy diversos
(se han detectado mas de 30 genotipos en humanos), durante los ultimos 40
afos la mayoria de los brotes y epidemias han sido causados por cepas del
genotipo Gll.4, lo que plantea interrogantes sobre su persistencia en la
poblacion. Entre otras posibles explicaciones, se considera que la evasion
inmunoldgica es la principal causa de su éxito. Para estudiar en detalle el
reconocimiento y la evasion de anticuerpos, analizamos un epitopo
conformacional reconocido por un anticuerpo monoclonal (3C3G3) mediante
mutagénesis dirigida y resonancia superficial de plasmon (SPR, por sus siglas
en inglés). Los resultados muestran que el epitopo predicho estda compuesto por
11 aminoacidos dentro del dominio P de la capside virica. Sélo dos de ellos
difieren de la variante homdloga (Gll.4 Den-Haag_2006b) y de la variante pre-
epidémica (Gll.4 VA387_1996) que no es reconocida por el anticuerpo. Ademas,
un solo cambio de aminoacido es capaz de modificar el patrén de reconocimiento
de los antigenos histo-sanguineos (HBGA). Estos resultados proporcionan
evidencia de que el epitopo reconocido por el anticuerpo 3C3G3 esta involucrado
en las interacciones virus-huésped, tanto a nivel inmunolégico como en el
reconocimiento de los receptores celulares.

Los rotavirus humanos son los principales agentes causantes de
gastroenteritis aguda en nifios pequefios, y ademas el genotipo P[8] representa
mas del 80% de las infecciones en humanos. Se han determinado las bases

moleculares de la unién del dominio VP8* de la proteina VP4 del genotipo P[8] a
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su receptor celular, el antigeno H tipo 1 (Fuc- a 1,2-Gal- g 1,3-GIcNAc; H1) y a
su precursor lacto-N-biosa (Gal- g 1,3-GIcNAc; LNB). La resolucion de las
estructuras cristalinas de P[8] en complejos con el antigeno H1 y LNB y los
experimentos de mutagénesis dirigida revelaron que ambos glicanos se unen a
la proteina P[8] VP8* a través de un sitio de union compartido con otros
miembros del genogrupo PJll], es decir; P[4], P[6] y P[19]. Los resultados
muestran que la fraccion L-fucosa de H1 sélo muestra contactos indirectos con
P[8] VP8*. Sin embargo, los cambios conformacionales inducidos en la fraccion
de la LNB duplican la afinidad del ligando, segun las medidas por SPR lo que
proporciona una explicacién molecular a la diferente susceptibilidad a la infeccion
por rotavirus entre individuos secretores y no secretores. La inesperada
interaccion de P[8] VP8* con la LNB, un componente basico de los
oligosacaridos de la leche humana de tipo 1, dio lugar a la inhibicion de la
infeccion por rotavirus, lo que pone de manifiesto el papel y la posible aplicacion
de este disacarido como antiviral. A pesar de que los aminoacidos clave en el
sitio de union H1/LNB estan altamente conservados en los miembros del
genogrupo PJll], se han encontrado diferencias en las afinidades de ligandos
entre los distintos linajes de P[8]. La variacidén en las afinidades se explica por
sutiles diferencias estructurales inducidas por cambios en los aminoacidos de las
proximidades al sitio de unién, que proporcionan un mecanismo de ajuste para
la union del glicano en el bolsillo de union a la VP8* de los rotavirus del genotipo
P[8].

Un dltimo objetivo del presente trabajo fue determinar la prevalencia y el
titulo de los anticuerpos séricos frente a varios genotipos de la proteina VP8* de

rotavirus en nifios y adultos en Valencia, Espafia, y determinar el papel del
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estado secretor (polimorfismo FUT2g428a) en la respuesta serolégica. Se
utilizaron las proteina VP8* de los genotipos P[4], P[6], P[8], P[9], P[11], P[14] y
P[25] que fueron analizadas por ELISA con 88 muestras de sueros de nifios
(n=41, 3.5 afos de edad en promedio) y de adultos (n=47, 58 afios de edad en
promedio). El conjunto de 55 muestras fueron genotipadas para el polimorfismo
FUT2c428a Yy se compararon los titulos de anticuerpos. Se encontraron
diferencias en la seroprevalencia entre nifios y adultos para los genotipos P[4],
P[8] y P[11]. De manera similar, se encontraron diferencias significativas entre
adultos y nifios en los titulos de anticuerpos contra los genotipos P[4], P[8] y
P[11], teniendo los nifios titulos de anticuerpos mas altos que los adultos.
Curiosamente, se encontraron muestras positivas para genotipos raros como
P[11] (s6lo en nifios), P[14] y P[25]. Aunque no se encontraron diferencias
estadisticas en los titulos de anticuerpos entre secretores y no secretores para
ninguno de los genotipos P estudiados, se encontr6 una prevalencia
estadisticamente significativa mas alta para el genotipo P[25] en los individuos
secretores en comparacion con los no secretores. Finalmente, para profundizar
en el estudio de la susceptibilidad entre secretores y no secretores se estudio el
titulo de anticuerpos frente al rotavirus completo de la cepa Wa G1P[8],

encontrandose diferencias estadisticamente significativas en este caso.
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INTRODUCCION GENERAL






1. Introduccion

1.1. Norovirus

La familia Caliciviridae se divide en 7 géneros que infectan a humanos y animales
Lagovirus, Norovirus, Nebovirus, Recovirus, Sapovirus, Valovirus y Vesivirus
(Desselberger 2019; Vinjé et al., 2019). El prototipo de norovirus, Norwalk virus,
fue descrito por primera vez el 1972 como el agente etiolégico de un brote de
gastroenteritis aguda en un colegio de primaria en Norwalk, Ohio (Kapikian,
2000). Posteriormente, los norovirus han demostrado ser los causantes de la
mayoria de los brotes de gastroenteritis aguda no bacteriana. Actualmente, los
norovirus se reconocen como la causa principal de casos esporadicos de diarrea
en la comunidad (Estes et al., 2006; Glass et al., 2000; Lopman et al., 2003) y se
detectan hasta en un 95% de los brotes de gastroenteritis virica analizados
durante 4-5 afios en EEUU (Fankhauser et al., 2002). De igual modo, se han
detectado altos porcentajes en otros paises industrializados (Koopmans et al.,
2000; Lopman et al., 2003; Maguire et al., 1999).

Las caracteristicas comunes de todos los miembros de la familia Caliciviridae
incluyen la presencia de una unica proteina estructural mayoritaria a partir de la
cual se construye la capside, y la aparicion de 32 depresiones en forma de copa
en la superficie del viridn dispuestas con una simetria icosaédrica. El nombre de
la familia deriva de la palabra en latin calix, que significa copa, y se refiere a los
huecos superficiales del virion (Madeley, 1979). Otra caracteristica es la
ausencia de una caperuza metilada o de sitios de entrada ribosomales (IRES)
en el extremo 5’ del RNA viral. En su lugar, una proteina pequena (VPg) de ~10-

12 KDa se une covalentemente al RNA viral y se ha descrito que es esencial



para la infectividad del RNA (Black et al., 1978). Esto se ha descrito también para
otros calicivirus (Burroughs & Brown, 1978). La proteina VPg interactua con
factores de traduccién (elF3, elFGI, elF4E y la proteina ribosomal S6) y puede
jugar un papel importante en la iniciacion de la traduccion del RNA
(Daughenbaugh et al., 2003). La unién de la proteina VPg al RNA viral se cree
que ocurre durante la replicacion del genoma virico, donde la VPg se une como
un cebador proteico al extremo 5 del RNA gendmico (Rohayem et al., 2006).
Pequefias diferencias en la organizacién del genoma distinguen unos géneros

de otros dentro de la familia Caliciviridae (Figura 1).

VPe ORF1 ORF2 ORF3

Norovirus y Vesivirus Q NTPasa VPg  3CL"° RdRp [ VP1 [ w2 (A
VPg ORF1 ORF2

Sapovirus y Lagovirus Cl [ |  (A),

Figura 1. Organizacion genomica de cuatro de los géneros dentro de la familia
Caliciviridae. Norovirus y Vesivirus tienen 3 pautas abiertas de lectura que codifican para
las proteinas no estructurales, la proteina mayoritaria de la capside (VP1) y la proteina
minoritaria de la capside (VP2) (Adaptado de Buesa & Rodriguez-Diaz., 2016).

Los norovirus tienen un genoma de RNA poliadenilado de simple cadena de
sentido positivo con tres pautas abiertas de lectura (ORF) ( Lambden et al., 1993;
Wang et al., 1994). El virién tiene una densidad de 1.33-1.41 g/cm? en cloruro de
cesio (CsCl) (Caul & Appleton 1982; Madore et al., 1986) y generalmente carece
de la morfologia distintiva de calicivirus (hendiduras en forma de copa) cuando
se observa al microscopio electronico. Los norovirus se describian como
pequefios virus redondos estructurados (SRSV, del inglés small round structured
viruses).

Los calicivirus entéricos de animales son una causa importante de gastroenteritis

en animales domeésticos, como terneros y cerdos. Los norovirus murinos se han



aislado de ratones inmunodeficientes e inmunocompetentes de laboratorio, pero
su patogenicidad es diferente a la causada por norovirus humanos.

A parte de los numerosos intentos, los norovirus humanos no se han podido
replicar con éxito en cultivos celulares hasta hace poco tiempo (Ettayebi et al.,
2016; Jones et al., 2015), lo que ha condicionado muchos aspectos de su
investigacion. No obstante, se han realizado progresos considerables mediante
el analisis del cDNA generado a partir del RNA genomico de los viriones en
muestras fecales. De hecho, la era molecular de investigacion en norovirus
empezo6 con la clonacion de los genomas de virus Norwalk y Southampton
procedentes de muestras fecales (Jiang et al., 1993; Lambden et al., 1993). A
diferencia de los calicivirus humanos, muchos calicivirus animales se han
conseguido propagar en cultivos celulares, incluyendo los calicivirus de primates
(Smith et al., 1983), calicivirus felinos (FCV) (Love & Sabine, 1975) y los virus de
leones marinos de San Miguel (Smith et al., 1973). Estos virus proporcionan una
herramienta directa para el estudio de las infecciones, la transcripcion del
genoma, la traduccion de la proteinas y la replicacion del virus (Green et al.,
2002). Ademas, la informacion obtenida del estudio de los calicivirus que replican
en cultivos celulares o bien que disponen de un modelo animal, como el virus de
la enfermedad hemorragica del conejo (RHDV), es importante para la
identificacion de caracteristicas que comparten todos los miembros de la familia
Caliciviridae.

El norovirus murino (MuNoV) reveld un inesperado tropismo por linajes celulares
hematopoyéticos, particularmente células dendriticas y macréfagos (Wobus et
al., 2004). El norovirus murino puede cultivarse in vitro; la linea celular RAW264.7

se ha utilizado para disefiar experimentos tradicionales de titulacion y



purificacion de virus. Los norovirus murinos han proporcionado la primera
herramienta para estudiar el ciclo de replicacidén de un norovirus en el laboratorio.
A pesar de las diferencias en cuanto a la enfermedad en humanos y ratones, los
norovirus murinos poseen una alta similitud genética y constituyen un excelente
modelo para estudiar los mecanismos de traduccién y replicacion de norovirus,
asi como su patogenicidad e inmunidad. Recientemente, Jones et al., (2014)
mostraron que los norovirus humanos pueden propagarse en lineas celulares
derivadas de linfocitos B humanos, las células BJAB (Jones et al., 2015). Estos
experimentos confirmaron el tropismo de norovirus por los linajes celulares
hematopoyéticos. Otro aspecto relevante de las infecciones por norovirus es el
papel de la microbiota como cofactor necesario para la union virus-célula, tal y
como se ha demostrado in vitro para los norovirus humanos (Jones et al., 2015;

Rubio-del-Campo et al 2014) e in vivo para los murinos.

1.1.1.  Estructura y composicién

La capside de Norwalk virus esta compuesta por una unica proteina estructural
mayoritaria, conocida como VP1, y algunas copias de una proteina estructural
minoritaria, llamada VP2 (Glass et al., 2000; Prasad et al., 1999). Las estructuras
caracteristicas en forma de copa en la superficie de los viriones, son mas
prominentes en unas variantes que en otras. La clonacion y expresion de las
proteinas VP1 y VP2 de norovirus en células de insecto usando el sistema de
expresion en baculovirus da lugar al autoensamblaje de la capside viral y por
tanto a la formacion de unas particulas recombinantes pseudoviricas (rVLPs, del

inglés recombinant virus-like particles) que se asemejan antigénica y



estructuralmente a los viriones nativos (Green et al., 1997; Hale et al., 1999;
Jiang et al., 1993; Kobayashi et al., 2000).

La estructura tridimensional de las rVLPs de Norwalk fue la primera en
determinarse por crio-microscopia electronica, seguido del procesado de
imagenes a una resolucién de 22A. Estos andlisis revelaron que las particulas
viricas (38 nm de diametro mediante estas técnicas) tienen una arquitectura
distintiva y exhiben una simetria icosaédrica T=3 (Figura 2). La capside contiene
180 copias de la proteina VP1 que se ensablan en 90 dimeros con una estructura
en forma de arco. Los arcos estan dispuestos de tal manera que hay grandes
huecos en las posiciones icosaédricas cinco y tres; estos huecos se ven como
estructuras en forma de copa en la superficie de los calicivirus (Prasad et al.,
1996, 1999; Prasad et al., 1994). Para formar la estructura icosaédrica T=3, la
proteina de la capside tiene que adaptarse a las tres posiciones quasi-
equivalentes, las subunidades que se localizan en estas posiciones se
denominan convencionalmente A, B y C. La estructura de alta resolucion (3,4 A)
de la capside del virus Norwalk (norovirus Gl.1) se ha determinado mediante
cristalografia de rayos X (Prasad et al., 1999).

Cada subunidad o mondmero de la proteina de la capside se pliega en la region
N-terminal orientada al interior de la capside, el dominio S (shell) forma la cara
continua de la VLP, mientras que el dominio protuberante (P) forma las
protusiones (Figura 2). Una parte flexible de 8 aminoacidos une los dominios S
y P. El dominio P se encuentra en el exterior de la capside y contiene los
determinantes especificos de genotipo. El extremo NH2 (N-terminal) se localiza
en el dominio S y esta formado por los residuos del 10 al 49 orientados hacia el

interior de la capside. La parte del dominio S que forma los barriles 8 contiene



los aminoacidos 50-225. ElI dominio S entero (aminoacidos 1-225) se
corresponde con la regién N-terminal de la proteina de la capside y esta
relativamente conservada en los norovirus, segun las comparaciones de
secuencias. Los residuos aminoacidicos 226-530 forman el dominio P, que
corresponde con la mitad C-terminal de la proteina de la capside y forma las
estructuras en forma de arco que se extienden a través del dominio shell o de la
cubierta. El dominio S es necesario para el ensamblaje de la capside y ademas
participa en multiples interacciones moleculares entre dimeros, trimeros y

pentameros.

P2-domain

P1-domain

Capsid interior

Figura 2. Estructura de las particulas pseudoviricas de la cepa Norwalk resueltas
mediante reconstruccion por microscopia crio-electronica a 22 A (arriba, representacion
superficial, abajo, seccién transversal) y por cristalografia de rayos X a 3.4 A. Las VLPs
tienen 90 dimeros de la proteina de la capside (izquierda) ensamblada en una simetria
icosaédrica T=3. Cada mondémero de la proteina de la capside (derecha) esta dividido
en un brazo N-terminal (verde) que mira al interior de la VLP, un dominio S (amarillo)
que forma la superficie continua de la VLP y un dominio protuberante (P) que emana de
la superficie del dominio S. El dominio P esta dividido en dos subdominios, P1y P2 (rojo
y azul, respectivamente) con el subdominio P2 orientado en la cara mas superficial de
la VLP (Reproducido de Prasad et al., 1999).



El dominio P esta involucrado unicamente en la interacciones diméricas (Prasad
et al.,, 1999) y tiene dos subdominios: el P1 formado por los aminoacidos 226-
278 y 406-530, y el P2 con los aminoacidos 279-405 (Figura 3). El subdominio
P2 es la region mas variable de la proteina de la capside dentro de los norovirus
(Hardy et al., 1995) y juega un papel importante en el reconocimiento
inmunoldgico y la interaccion con receptores. Se ha demostrado que los
dominios P forman dimeros y se unen a los antigenos histo-sanguineos (HBGAs)
sin necesidad de la formacion de las VLPs (Tan et al., 2004). Ademas, el sitio de
unién en el dominio P es responsable de las uniones virales a HBGAs y la
formacion de dicho sitio incluye sélo interacciones intramoleculares (Tan et al.,
2003). El dominio S tiene una estructura canonica de barril f con 8 cadenas. El
subdominio P2 tiene un plegamiento similar al observado en el factor de
elongacion Tu (EF-Tu), una estructura nunca antes vista en una proteina de
capside virica (Prasad et al., 1999). Es mas, el plegamiento del subdominio P1
es diferente a cualquier otro polipéptido observado hasta ahora (Bertolotti-Ciarlet

et al., 2003).

La comparacion de proteinas de la capside de distintos calicivirus revela
variaciones significativas en sus secuencias y tamafos. En general, las proteinas
de la capside de los calicivirus humanos son mas pequefias que las de calicivirus
animales (Chen et al., 2004). La capside recombinante de Norwalk puede
autoensamblarse en VLPs mas pequeinas (23 nm) con una supuesta simetria
T=1, la cual se piensa que esta compuesta por 60 copias de la proteina de la

capside (White et al., 1997).
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Figura 3. Secuencia y estructura de la capside de NoV. El dominio N-terminal se
muestra en verde (aminoacidos 10-49), el dominio S (aminoéacidos 50-225) en amairillo.
El subdominio P1 (aminoacidos 226-278 y 406-530) en rojo y el subdominio P2
(aminoacidos 279-405) en azul. (Reproducido de Prasad et al., 1999)

Se ha propuesto que la region N-terminal de la proteina de la capside o el RNA
genomico actua como una region de conmutacion que controla las variaciones
en la conformacion de la proteina de la capside de los virus T=3 (Rossmann &
Johnson, 1989). Las particulas de norovirus son diferentes de otros virus T=3,
sus proteinas recombinantes de la capside forman rapidamente las rVLPs sin
RNA (Prasad et al., 1999). Se ha sugerido que los determinantes para adquirir
la simetria T=3 en los norovirus pueden estar fuera del extremo N-terminal y que
la interaccion entre las subunidades B y C no es obligatoria para la formacién de

la capside (Bertolotti-Ciarlet et al., 2003).

1.1.2. Genoma y proteinas

Como se ha mencionado anteriormente, todos los calicivirus tienen un genoma
de RNA lineal, monocatenario y de polaridad positiva de unas 7.5-7.7 kb (Green
et al., 2002). EI RNA del genoma de Norwalk virus, el prototipo para el género
Norovirus, tiene 1654 nucledtidos y esta poliadenilado en el extremo 3’ (Jiang et

al., 1993). La falta de una estructura de caperuza tipica de los mRNA de
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eucariotas y la ausencia de un sitio interno de entrada al ribosoma sugiere que
la proteina VPg realizaria estas funciones en el inicio de la traduccion a través
de una unica interaccién proteina-proteina con la maquinaria celular de
traduccién (Daughenbaugh et al., 2003). El genoma de los calicivirus, esta
organizado en dos o tres pautas abiertas de lectura (ORFs) excepto el norovirus
murino, el cual presenta una cuarta ORF (McFadden et al., 2011). Las proteinas
no estructurales codificadas en la ORF1 se predijeron primero en funcién de las
similitudes de secuencia con proteinas no estructurales de picornavirus (Neill,
1990). Los motivos de la secuencia de aminoacidos en comun con poliovirus, la
2C NTPasa, la proteasa 3C y la RNA polimerasa dependiente de RNA 3D (RdRp)
se identificaron facilmente y proporcionaron la informacién necesaria para la
caracterizacién adicional de proteinas no estructurales de calicivirus. Los
estudios de mapeo y enzimaticos de poliproteinas traducidas in vitro o de la
expresion de proteinas recombinantes, confirmaron la presencia de una NTPasa
(p41), una 3C proteasa (3CLP™), una RNA polimerasa RNA dependiente (RdRP)
y la localizacion de la poliproteina en el genoma unido a la proteina VPg
(Dunham et al., 1998; Liu et al., 1996; Pfister & Wimmer 2001). Las seis proteinas
no estructurales propuestas codificadas en la ORF1 estan definidas desde N
terminal a C terminal, p48-NTPasa-p22-VPg-3CLP*-RdRp (Ettayebi & Hardy
2003). Se ha publicado que la proteasa 3CL (3CLP™) inhibe la traduccion en la
célula huésped mediante la escision de la proteina de unién a la cola poli-A
(PABP), es una proteina implicada en la traduccion de los mRNAs poliadenilados
(Kuyumcu-Martinez et al.,2004). Analisis funcionales de la proteina producida
por la ORF 4 del norovirus murino demostraron que antagoniza la respuesta

inmune a la infeccidén mediante la desregulacion del numero de genes celulares
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activados por la respuesta inmune innata, incluyendo el IFN-f (McFadden et
al.,2011).

En los géneros Norovirus y Vesivirus la proteina de la capside VP1 esta
codificada en una ORF separada (ORF2), mientras que las proteinas de la
capside de Sapovirus y Lagovirus estan de forma contigua a la poliproteina no
estructural (Figura 1). Los virus del género Norovirus y Vesivirus tienen tres
pautas de lectura (ORF1, ORF2 y ORF3). En norovirus la primera y la tercera
ORF estan en la misma fase. En Norwalk virus, la ORF 3 codifica una proteina
estructural minoritaria de 212 aminoacidos (Glass et al., 2000). Todos los
genomas de los calicivirus empiezan en una GU en el extremo 5', el cual se repite
internamente en el genoma y corresponde con el inicio de un transcrito de RNA
subgenomico (2.2-2.4 kb) que es co-terminal con el extremo 3’ del genoma. Esto
se ha observado tanto en células infectadas por calicivirus felinos y por el virus
de la fiebre hemorragica del conejo como con viriones ensamblados (Herbert et
al., 1996). La comparacién de los extremos 5 de las secuencias de virus
representativos de cada uno de los cuatro géneros y sus correspondientes
secuencias internas repetidas sugiere que es una caracteristica comun a los
calicivirus. La sintesis de un RNA subgendmico en células infectadas con
calicivirus es una diferencia importante de la estrategia de replicacion de los
calicivirus y de los picornavirus, aunque varios de los enzimas replicativos
presentan una homologia distante (Green et al., 2001). Las proteinas
estructurales de calicivirus son expresadas como un mRNA subgendémico con
dos cistrones solapantes. La primer ORF de este RNA codifica para la proteina
mayoritaria de la capside VP1 mientras que la segunda codifica para la proteina

minoritaria de la capside, VP2. La traduccién de VP2 esta mediada por un
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mecanismo de terminacion/iniciaciéon, que depende de un elemento de
secuencia aproximadamente de 50 nucleétidos aguas arriba de la region de
unién al ribosoma (TURBS). Dos pequenos motivos de secuencia dentro de
TURBS son esenciales para la reiniciacion (Luttermann & Meyers 2009).

Mediante ensayos funcionales de la secuencia gendmica 5’ en el virus Jena, un
norovirus bovino, se analizo la funcion IRES en la secuencia genomica en N-
terminal en un sistema bicistronico, pero no se obtuvo evidencia de actividad
IRES (Salim et al., 2008). Los alineamientos de secuencias proteicas N-
terminales de varios norovirus mostraron una pequefa similitud entre
genogrupos en los primeros 180 residuos, no obstante, en la regién C-terminal
de la proteina, la similitud entre aminoacidos se incrementa. Recientemente se
han investigado las funciones de la proteina N-terminal de norovirus y se ha
demostrado su interaccién con el aparato de Golgi de las células infectadas
(Fernandez-Vega et al., 2004). Otros estudios sugieren que la proteina N-
terminal de norovirus altera el trafico intercelular de proteinas, incluyendo
proteinas destinadas a la membrana de la célula huésped (Ettayebi & Hardy,
2003). Se describié un evento de escision mediado por la proteasa 3C dentro de
la proteina N-terminal (37 KDa) del virus Camberwell, un norovirus del
genogrupo Il que produce proteinas de 22 y 15 KDa (Seah et al., 2003). En base
a estas observaciones, se sugirié que la proteina N-terminal en norovirus
corresponde a la regidon 2AB en picornavirus. Después de la expresion de
proteinas estructurales de moléculas de RNA subgenomicas, la capside se
ensambla y el RNA viral es encapsidado antes de la liberacion de los virus

progenie (Asanaka et al.,2005; Katayama et al.,2006).
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1.1.3. Diversidad molecular de norovirus

Los primeros estudios que analizaron la variabilidad de norovirus pronto
mostraron que era importante distinguir entre cepas para comprender mejor su
epidemiologia. Dada la falta de herramientas para los analisis inmunoldgicos de
las cepas de norovirus debido a la ausencia de sueros inmunes, la
caracterizacion del genoma se realizé6 mediante el analisis de secuencias lo cual
ha proporcionado un sistema provisional de genotipado (Desselberger & Gray,
2009). Como los genotipos suelen correlacionarse con los serotipos, la
secuencia de aminoacidos de la proteina estructural mayoritaria (VP1) se ha
utilizado para los analisis filogenéticos (Koopmans et al., 2000). Los norovirus se
clasifican en 10 genogrupos distintos (GI-GX) y se consideraba que sélo Gl, GlI
y GIV eran capaces de infectar a humanos pero actualmente se sabe que GVIII
y GX también pueden producir infecciones en humanos (Figura 4). Cada
genogrupo contiene distintos genotipos, Gl cuenta con 9 genotipos mientras que
Gll contiene 27 genotipos distintos. Los 10 genogrupos cuentan en total con mas
de 40 genotipos (Chhabra et al., 2019).

Los genogrupos se definen en funcion de la diversidad aminoacidica de las 3
OREFs, las regiones codificantes de RdRp y VP1 o la region codificante de la VP1
sola. La clasificacién en 10 genogrupos esta basada en la divergencia de la
proteina VP1 (Chhabra et al., 2019). Los genotipos se definen en base a la
secuencia de la polimerasa y de la capside, asumiendo que el genotipo esta
determinado por una region del genoma que suele representar al genoma entero,
debido a la naturaleza no segmentada del genoma de norovirus. Los nuevos
genotipos se asignan cuando la secuencia aminoacidica de VP1 difiere en mas

de un 20% del resto de genotipos conocidos (Chhabra et al., 2019). Sin embargo,
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con la acumulacion de mas datos de secuencia, el umbral de corte se ha
cambiado a 14.1% y a un minimo del 15% de diferencia de aminoacidos entre el
genotipo mas proximo para la propuesta de un nuevo genotipo de norovirus

(Kroneman et al., 2013; Zheng et al., 2006).
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Figura 4. Genogrupos y genotipos actuales de norovirus (Adaptado de Chhabra et al.,
2019).

Los eventos de recombinacion normalmente ocurren entre la ORF1 y la ORF2,
por lo que resulta necesario determinar tanto las secuencias de polimerasa como
de capside para describir las caracteristicas genotipicas de las cepas clinicas
(Buesa et al., 2002; Bull et al., 2007; Hoa Tran et al., 2013). La recombinacion
es muy importante en estos virus ya que genera diversidad (Bull et al., 2007). Un
genotipado binario basado en la polimerasa y la secuencia aminoacidica de la
capside puede Illevarse a cabo utilizando la herramienta “online”

http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool (Kroneman et al, 2011). Esta

metodologia emplea el porcentaje de similitud de bases en referencia a la cepa
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prototipo. Por lo tanto, el genotipo de polimerasa se define con un valor de corte
mayor o igual al 15% para la secuencia de nucledtidos de la polimerasa
(aproximadamente 800 nucledtidos en el extremo 3’ de la ORF1), al igual que el
genotipo de capside, que se define con un valor de corte mayor o igual del 15%
para la secuencia de aminoacidos de la proteina principal de la capside (VP1)
(Vinjé et al., 2004; Zheng et al., 2006). Con esto, se han descrito 14 genotipos
Gl y 29 genotipos Gll dependientes de la polimerasa y 9 genotipos Gl y 28 GlI
de la capside (Chhabra et al., 2019;Kroneman et al., 2013). El genotipo Gll.4 se
subdivide en variantes (sub-genotipos) basados en la diversidad de secuencia
(Vinjé et al., 2004; Buesa & Rodriguez-Diaz, 2007; Siebenga et al., 2007,
Kroneman et al,, 2011). Las nuevas variantes de Gll.4 se reconocen so6lo
después de proporcionar evidencia de que se han convertido en linajes
epidémicos en al menos dos ubicaciones geograficamente distintas. La tabla 1
muestra la nueva nomenclatura propuesta para las variantes de norovirus GlI

(Chhabra et al., 2019).

Denominacién actual

Nueva denominacién

GI.P6-Gl.6 Gl.6[P6]

Gl.Pd-GI.3 G1.3[P13]
GII.P1-GII.1 Gll.1[P1]
GIl.P12-GlI.3 Gll.3[P12]

Gll.pe-Gll.4 Sydney

Gll.4 Sydney [P31]

GII.P16-Gll.4 Sydney

Gll.4 Sydney [P16]

Gll.4 New Orleans-Gll.4 Sydney

Gll.4 Sydney [P4 New Orleans]

Gll.Pe-GII.17 GIl.17[P31]
GlI.P15-GlI.15 GIX.1[P15]
GVI.P1-GIV.2 GIV.2[GVI.P1]

Tabla 1. Nomenclatura propuesta para las variantes de norovirus (Adaptado de Chhabra

et al., 2019).
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La caracterizacion molecular sugiere que los calicivirus entéricos bovinos se
deben incluir dentro de Glll, ya que este genogrupo contiene virus encontrados
hasta ahora solo en bovinos (Ando et al., 2000; Oliver et al., 2003; Smiley et al.,
2003). Analisis filogenéticos colocan al menos dos norovirus humanos dentro del
genogrupo |V: las cepas Alphatron (GenBank: AF195847) y Ft Lauderdale
(GenBank: AF414426) (Fankhauser et al., 2002). Los norovirus porcinos se
agrupan dentro del genogrupo Il (Sugieda & Nakajima, 2002). El norovirus
murino se incluye en el GV (GenBank: DQ285629), cuyos miembros estan mas
cerca de Gll que de Gl mediante alineamientos de secuencia (Karst et al., 2003).
En la proteina de la capside VP1, los norovirus humanos de un mismo genogrupo
comparten al menos el 60% de identidad en la secuencia de aminoacidos,
mientras que muchos genotipos del GI comparten menos del 50% de identidad
con el genogrupo Gll (Green et al., 2001). Los serotipos de los picornavirus
presentan generalmente >85% de identidad en la secuencia aminoacidica de la
VP1, que esta en el rango de corte para los genotipos de calicivirus (>80% de
identidad de aminoacidos) (Oberste et al., 1999).

Los calicivirus contienen regiones codificantes en RNA subgendmicos que se
extienden desde el inicio del gen de la capside hasta el extremo 3'. Se ha
planteado la hipétesis de que el RNA subgendmico podria actuar como una
unidad independiente que participa en los eventos de recombinacion. Si la
recombinacion entre el RNA es un fendmeno comun en los calicivirus, se puede
esperar una elevada diversidad dentro de la familia, lo que facilitaria la
emergencia de nuevas variantes y haria del genotipado una ardua tarea (Bull et
al., 2012). La recombinacion permite a los calicivirus escapar del sistema inmune

del huésped, de forma analoga a los cambios antigénicos producidos por el virus
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de la gripe, pero mediante un mecanismo distinto. También se ha observado que
la acumulacion de mutaciones en el dominio P2 de la proteina de la capside
puede provocar cambios estructurales previstos, como la desaparicion de una
estructura helicoidal de la proteina y por lo tanto la aparicion de nuevos fenotipos

(Nilsson et al., 2003; Lindesmith, Donaldson & Baric, 2011).

1.1.4. Replicacién

Los estudios de replicacion de los calicivirus humanos se han visto
obstaculizados por la falta de un sistema de cultivo celular eficaz o un modelo
animal apropiado. No obstante, recientemente se ha descrito el primer modelo
de ratén para norovirus humano, que consiste en ratones BALB/c deficientes en
el gen 1 o0 2 que activa la recombinacion (Rag) y la cadena gamma comun (yc)
(Rag-/- yc-/- mice) (Taube et al., 2013). La validacion de este modelo podria
acelerar la adquisicion de nuevos conocimientos de la biologia de los norovirus
humanos y ayudar a investigar los mecanismos moleculares que regulan las
infecciones por norovirus. Actualmente existe un modelo de cultivo celular de
norovirus asociado a enteroides, con este se consigue replicar los norovirus del
genotipo Gll.4. Aunque se obtiene una concentracion del virus bastante baja,
proporciona una herramienta valida para el estudio de los norovirus humanos.

La expresion de proteinas recombinantes de clones de cDNA permite generar
mapas proteoliticos de las proteinas no estructurales de muchos calicivirus, por
ejemplo del virus Southampton (un norovirus) y RHDV (un lagovirus) (Liu et al.,
1996). El analisis individual de proteinas recombinantes de estos calicivirus no
cultivables ha permitido la identificacion de las actividades NTPasa y de la 3C

proteasa en el virus de la fiebre hemorragica del conejo y en norovirus (Liu et al.,
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1999) y de una RNA polimerasa RNA-dependiente en el virus de la fiebre
hemorragica del conejo. Estudios sobre los mecanismos de replicacion de los
calicivirus cultivables, como el calicivirus felino (FCV), han contribuido a entender
mejor las caracteristicas basicas de la replicacion en calicivirus (Sosnovtsev et
al., 2003). El calicivirus felino replica produciendo dos tipos de RNAs
poliadenilados, un RNA de aproximadamente 7.7 kb de polaridad positiva y un
RNA subgendmico de 2.4 kb (Herbert et al., 1996). EIl RNA gendmico sirve como
molde para la sintesis de proteinas no estructurales codificadas por la ORF 1,
mientras que el RNA subgendmico actua como molde para la traduccion de
proteinas estructurales.

Guix et al., en 2007 demostraron que la transfeccion de RNA de Norwalk
en células de hepatoma humano (Huh-7) mantiene la replicacion viral con la
consiguiente expresion de los antigenos virales, la replicacion del RNA vy la
produccion de particulas viricas al medio (Guix et al., 2007). Si se trata
previamente el RNA con proteinasa K se pierde la infectividad del RNA, lo que
sugiere la necesidad de un complejo proteina-RNA. Sin embargo, se mantuvo
un bloqueo a la propagacion del virus a otras células en cultivo, lo que indica que
el bloqueo existe tanto en la etapa de entrada como en la de salida de la célula
(Guix et al., 2007). Cierto numero de factores del huésped son importantes para
el ciclo replicativo de norovirus tal y como se ha demostrado por proteémica y
genética reversa (Bailey et al., 2010; Yunus et al., 2010). Se ha visto que la
proteina VPg interacciona con las proteinas de la célula huésped elF4E e elF4G
(Chaudhry et al., 2007). La estructura cristalografica de las proteinas VPg del
calicivirus felino y el norovirus murino se han determinado recientemente

mediante espectroscopia de resonancia magnética (Leen et al., 2013)
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Los sistemas de genética reversa y replicones han sido herramientas muy
importantes para dilucidar el mecanismo de replicacion y patogenicidad de los
calicivirus. Los sistemas de genética reversa estan accesibles para virus
cultivables como el calicivirus felino (Sosnovtsev et al., 2003) el norovirus murino
(Ward et al., 2007), el calicivirus entérico porcino (Chang et al., 2005), el virus de
la fiebre hemorragica del conejo (Liu et al., 1999) y el virus Tulane, un calicivirus
de mono Rhesus (Wei et al., 2008). Para los calicivirus no cultivables, como los
norovirus humanos, se han desarrollado sistemas de replicones con expresion
transitoria o estable de RNA viral. La transfeccion de un clon de cDNA del RNA
de longitud completa de virus Norwalk bajo el control del promotor T7 en células
infectadas MVA-T7 permite la expresidn de las proteinas viricas y la replicacion
del RNA de virus Norwalk (Asanaka et al., 2005). Se genero un replicdn basado
en células para la replicacion del virus Norwalk usando una secuencia consenso
del cDNA clonado de su genoma (Fernandez-Vega et al., 2004), disefiado para
codificar el gen de resistencia a la neomicina como un marcador selectivo dentro
de la ORF2. No obstante, solo algunas células transfectadas soportaban
aparentemente la replicacion del virus, lo que sugiere que las células presentan

algunos factores de restriccion a la replicacion viral (Chang et al., 2005).

1.1.5. Interacciones virus-célula

Se ha establecido que los calicivirus entéricos humanos y animales replican en
el tracto intestinal superior, causando infecciones citoliticas en las vellosidades
de los enterocitos pero no en los enterocitos de las criptas del intestino delgado.
Las biopsias de yeyuno tomadas de voluntarios infectados experimentalmente

que desarrollaron la enfermedad gastrointestinal después de la administracién
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oral de norovirus mostraron lesiones histopatolégicas que consisten en
acortamiento de las vellosidades, hiperplasia de células de la cripta, infiltracion
con células mononucleares y vacuolizacion citoplasmatica (Dolin et al., 1972).
Experimentos con rVLPs de virus Norwalk y biopsias gastrointestinales
humanas, mostraron que las VLPs se unen a las células epiteliales por la region
pildrica del estbmago y a los enterocitos en el duodeno. La unién de las rVLPs
ocurre sélo en células, al igual que en saliva, de individuos que secretan
antigenos histo-sanguineos (HBGAs) (Marionneau et al., 2002). Esto se
determind previamente en las uniones de los virus de la fiebre hemorragica del
conejos que se unen al grupo H tipo 2 de los HBGAs presentes en células
epiteliales de conejo (Ruvoen-Clouet et al., 2000). Se ha demostrado una unién
significativa de las rVLPs a células Caco-2 diferenciadas (White et al., 1997). Las
células Caco-2 diferenciadas, derivadas de un individuo que exprese el grupo
sanguineo O, se asemejan a los enterocitos maduros y expresan el HBGA de
tipo H en sus superficies celulares (Amano & Oshima, 1999).

Aunque los norovirus son altamente infecciosos (se ha estimado que entre 18 y
2800 viriones son suficientes para infectar a un adulto (Atmar et al., 2014),
estudios en voluntarios han demostrado que algunos sujetos no se infectan a
pesar de haber sido inoculados con dosis altas del virus (Matsui & Greenberg,
2000). Esto puede deberse a la presencia de resistencia innata o bien a una
inmunidad preexistente al virus (Lindesmith, 2003). Se ha asociado un mayor
riesgo de infeccidn por el virus Norwalk con el grupo sanguineo O y las VLPs de
virus Norwalk se unen a las células gastroduodenales de individuos que son
secretores (Se*) pero no a los de los no secretores (Se”) (Hutson et al., 2004;

Marionneau et al., 2002). El gen responsable del fenotipo secretor FUT2 codifica

21



para una «(1,2) fucosil-transferasa que produce los antigenos H encontrados en
la superficie de células epiteliales y de secreciones mucosa (Lindesmith, 2003).
Otras formas adicionales de HBGAs que se encuentran en la mucosa intestinal
y en sus secreciones estan en funcion de unas glicosil-transferasas adicionales,
incluidas las que producen los antigenos Lewis (FUT3) y los antigenos de tipo A
y B relacionados con los de los glébulos rojos (Marionneau et al., 2001). El
descubrimiento de la unién de norovirus a las células del intestino de individuos
que expresan carbohidratos HBGAs especificos determinados genéticamente,
es un gran avance en la comprensién de las interacciones norovirus-huésped y
la susceptibilidad a las infecciones por norovirus (Lindesmith, 2003; Hutson et
al., 2004). Individuos con el gen FUTZ2 inactivo se llaman secretores-negativos,
no expresan los carbohidratos HBGA necesarios para la unién de virus Norwalk,
por ello muestran resistencia a la infeccion por este virus. Estos datos sostienen
que FUTZ2 y otros genes que codifican enzimas que regulan el procesamiento de
los carbohidratos HBGAs, funcionan como alelos de susceptibilidad. Sin
embargo, los individuos secretores negativos pueden infectarse con otras cepas
de norovirus (Lindesmith et al., 2008).

Para explorar el proceso por el que norovirus se une a las células se han utilizado
las particulas pseudoviricas (VLPs), que mimetizan los viriones nativos tanto
morfolégicamente como antigénicamente (Allen et al., 2008; Lindesmith 2003).
El extremo C-terminal del dominio P de norovirus tiene la capacidad de
autoensamblarse en particulas subvirales, llamadas particulas P (Tan & Jiang,
2005) las cuales son potencialmente utiles para aplicaciones como el desarrollo
de vacunas (Tan & Jiang, 2011). La region C-terminal (dominio P) de la proteina

de la capside esta involucrada en la union a los HBGAs y por ello juega un papel
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importante en la infeccion (Marionneau et al., 2002). Se han cristalizado las
estructuras de union a HBGA en virus Norwalk (Gl.1) y VA387 (Gll.4), cada uno
de ellas representando los principales genogrupos de norovirus humanos (Choi
et al., 2008; Liu et al., 2007). Las superficies de union a HBGAs de las dos cepas
difieren significativamente en sus estructuras, las ubicaciones exactas de la
union del HBGA y la composicion aminoacidica, aunque ambas se ubican en la
parte superior del dimero P (Tan et al., 2009). El alineamiento de secuencias ha
demostrado cuales son los residuos responsables de la unién a los HBGAs y
estos estan altamente conservados dentro de un mismo genogrupo, pero no
entre los genogrupos Gl y Gll. Las secuencias del subdominio P2 se mantienen
altamente variables (Tan & Jiang, 2010). Se ha sugerido que los norovirus
utilizan como receptores secundarios o alternativos otros distintos a los HBGAs
cuando se unen a los enterocitos. Por lo tanto, los HBGAs podrian desempefar
un papel importante como co-receptores, por lo que bloquear estas interacciones
puede no abolir la unién a las células (Murakami et al., 2013).

Estudios recientes sugieren que los calicivirus animales pueden cruzar la barrera
interespecie e infectar a humanos. La existencia hipotética de un reservorio
animal y la posibilidad de la transmision interespecie sugieren una relacion
filogenética entre los virus humanos y bovinos o porcinos dentro del género
Norovirus (Lambden et al., 1993; Dastjerdi et al., 1999; Liu et al., 1999; Van Der
Poel et al., 2000). Sin embargo, la informacién sobre la frecuencia de transmision
entre especies de calicivirus es limitada. Dada la similitud genética de los
calicivirus humanos y animales y su potencial de recombinacién, es posible la
transmision entre especies de norovirus y de sapovirus aunque aun no se ha

demostrado claramente.

23



24



1.2. Rotavirus

Los rotavirus son la principal causa de gastroenteritis virica en nifios menores de
5 afos de todo el mundo y también en individuos jévenes de una gran variedad
de especies animales (Parashar et al., 2006). Las infecciones por rotavirus en
humanos ocurren a lo largo de toda la vida, pero la enfermedad suele ser leve o
asintomatica. Ademas de los casos esporadicos de gastroenteritis aguda, se han
descrito algunos brotes de diarrea por rotavirus en nifios en colegios y en adultos
(Griffin et al., 2002; Mikami et al., 2004; Rodriguez-Diaz et al., 2008). Los
rotavirus se descubrieron como causantes de gastroenteritis en humanos en
1973 (Bishop et al.,, 1973; Flewett et al., 1973; McNulty et al., 1979). Son
responsables de aproximadamente 240,000 muertes al afio, principalmente en
nifos de paises en vias de desarrollo (Tate et al., 2016). La principal estrategia
para combatir las infecciones por rotavirus ha sido el desarrollo de vacunas.
Desde la década de los 80 este ha sido el centro de gran parte de la investigacion
sobre rotavirus, y, desde 2006, dos vacunas estan siendo administradas en todo

el mundo.

1.2.1 Clasificacion de rotavirus

Clasicamente los rotavirus se han clasificado en funcion de su composicion
genomica y de la reactividad inmunologica de tres de sus proteinas estructurales,
VP6, VP7 y VP4. Los rotavirus se clasifican en 8 genogrupos (A-H) en funcién
de la reactividad inmunolégica de la proteina de la capside interna, VP6. Los
rotavirus del grupo A estan comunmente asociados a infecciones en humanos.
Dentro del grupo A, existen dos subgrupos (I y Il) (lturriza Gomara et al., 2002).

Las dos proteinas de la capside externa, VP7 y VP4, sintetizan anticuerpos
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neutralizantes y por ello se consideran implicadas en la proteccion frente a la
infeccién. Utilizando estas dos proteinas se establecio un sistema de
clasificacion binario de rotavirus del grupo A en genotipos G (en funcién de la
VP7 que es una glicoproteina) y P (de la VP4 que es sensible a proteasas) (Estes
& Kapikian, 2007). Actualmente, se cuentan 36 genotipos G y 51 genotipos P
entre humanos y animales, dependiendo de VP7 y VP4, respectivamente. Los
serotipos G correlacionan completamente con los genotipos G como se ha
determinado mediante los analisis de secuencia del gen VP7. No obstante,
muchos genotipos P no correlacionan con el serotipo P (Estes & Kapikian, 2007).
VP4 y VP7 estan codificados por segmentos distintos de RNA (segmento 4 y
segmentos 7-9, respectivamente), por lo que podemos encontrar varias
combinaciones G y P tanto en animales como en humanos. Los genotipos
G1P[8], G2P[4], G3P[8] y G4P[8] representan aproximadamente el 90 % de las
cepas de rotavirus circulando en la mayoria de los paises, ademas de otras
combinaciones G y P que se estan detectando de forma creciente (lturriza-
Gomara et al.,, 2011). A parte de la clasificacion binaria, se ha utilizado otro
sistema que incluye el genotipo de la enterotoxina NSP4 (Rodriguez-Diaz et al.,
2008). Recientemente el Grupo de Clasificacion de Rotavirus (Rotavirus
Classification Working Group, RCWG) ha establecido un nuevo sistema de
clasificacion utilizando el genoma completo (Matthijnssens et al., 2008;
Matthijnssens et al., 2011). Esta clasificacion nos permite entender mejor la
diversidad gendmica y antigénica de los rotavirus, asi como los eventos de
recombinacion en las cepas de rotavirus. En esta clasificacion genémica, cada
uno de los 11 segmentos de RNA proporciona una denominacion que incluye el

genotipo G para VP7, P para VP4 y E para la proteina NSP4 (NSP4 es la
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enterotoxina). El cédigo de clasificacion del genoma completo es el siguiente:
Gx-P[x]-1x-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx correlacionado con los genes VP7-VP4-
VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6 (Matthijnssens et al.,
2011). El analisis completo del genoma es interesante porque muestra las
constelaciones genéticas y la compleja diversidad genética (Matthijnssens et al.,
2011). Basado en las comparaciones de secuencia del genoma completo de los
rotavirus A se han establecido dos constelaciones no dependientes de G y de P;
estas son 11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1 (tipo Wa) y 12-R2-C2-M2-A2-N2-T2-
E2-H2 (tipo DS-1) que ademas se ha demostrado que estan circulando por todo
el mundo. La cepa de rotavirus Wa del grupo A se sugiere que es el ancestro
comun de las cepas de rotavirus del grupo A bovino (Matthijnssens et al., 2008).
Se establecié una tercera constelacion de genotipo humano (aunque menor)
denominada tipo AU-1 (13-R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H3) que se origind en gatos

o perros (Nakagomi et al., 1990).

1.2.2. Estructura del virion

La estructura en forma de rueda bajo el microscopio electronico de transmision
es el rasgo caracteristico de las particulas de rotavirus, y su nombre “rota”
significa rueda en latin. Las particulas de rotavirus tienen simetria icosaédrica, y
consisten en tres capas concéntricas de proteinas, con un diametro de ~1000 A
incluyendo las espiculas (Estes & Kapikian, 2007). La capa interna esta formada
por la proteina VP2 que rodea completamente los 11 segmentos de RNA
genomico, y las proteinas VP1y VP3 que forman un complejo heterodimérico en
la superficie interior de la VP2, actuando como enzimas de transcripcion (Prasad

et al., 1996) (Figura 4).
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Figura 4. Caracteristicas estructurales de rotavirus. a SDS-PAGE de los 11 segmentos
de doble cadena de RNA (dsRNA) que componen el genoma de rotavirus; a la izquierda
se indica el segmento mientras que a la derecha la proteina para la que codifica. b
Reconstruccion de la particula virica de rotavirus mediante un modelo atémico. Se indica
el codigo de colores, excepto para la VP3 que no esta localizada en el modelo. Las
espiculas proteicas, VP4, estan en rojo mientras que la capa mas externa, VP7, se
identifica en amarillo. La escala corresponde a 25 nm. ¢ Vista de la estructura interna
de la particula, se muestra la capa mas interna VP2 (VP2-A y VP2-B) indicados en
diferentes niveles de verde. d. Estructura de la capside intermedia, VP6 indicado en
azul. e. Estructura de la capa externa. Las 60 espiculas de VP4 se muestran en rojo.
(Modificado de Rodriguez & Luque, 2019).

La VP1, RNA polimerasa RNA dependiente, interactua con la VP3, la proteina
con actividad guaniltransferasa y metilasa (Liu, Mattion & Estes, 1992). 120
copias de VP2 (proteina de unién a RNA) conforman la estructura interna o “core”
(Labbé et al., 1991). La adicién de VP6 a la capa de VP2 produce las particulas
de doble capa (DLPs). VP6 forma 260 trimeros interrumpidos por 132 canales
acuosos de tres tipos diferentes en relacion con la simetria de la capside. La
capa mas externa de la particula de triple capa (TLP) esta formada por dos

proteinas, VP7 y VP4. La superficie lisa del virus esta conformada por 260
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trimeros de VP7 y 60 espiculas que emergen de la superficie del virus y que
consisten en dimeros VP4 (Prasad et al., 1998; Yeager et al., 1990). Las DLPs
y las TLPs de rotavirus contienen 132 canales que les permiten intercambiar
componentes del interior con el exterior de la particula virica. Hay 12 tipos de
canales tipo |, cada uno localizado en uno de los vértices de la TLP y de la DLP.
Cada uno de los canales tipo | esta rodeado por cinco canales de tipo Il y 60
canales de tipo Il que se situan en las posiciones hexavalentes adyacentes al

triple eje icosaédrico (Yeager et al., 1990).

Durante la entrada en la célula la TLP pierde las proteinas VP7 y VP4, y como
resultado aparece la DLP transcripcionalmente activa dentro del citoplasma
(Estes & Kapikian, 2007). VP4 es una proteina no glicosidada de 776
aminoacidos que presenta funciones esenciales en el ciclo celular del virus,
incluyendo la unién al receptor, la penetracion celular, la actividad de
hemaglutinina y la modificacion de la permeabilidad celular de las membranas
(Estes & Kapikian, 2007). VP4 se escinde proteoliticamente dando lugar a las
subunidades VP5* y VP8*, esta escision de VP4 aumenta la infectividad del
virus. Se ha demostrado que la escisidn por tripsina promueve un cambio en las
espiculas de VP4, que es esencial para que el virus ingrese en la célula
(Crawford et al., 2001). Ademas, estudios bioquimicos con VP4 recombinantes
muestran que la protedlisis de mondmeros de VP4 genera dimeros de VP5*
(Dormitzer et al., 2002). Se ha demostrado por tomografia crioelectrénica que la
disgestion proteolitica de VP4 induce en ella cambios conformacionales que
permiten la entrada del virus en la célula (Rodriguez et al., 2014). VP7 es una
glicoproteina de unién al calcio compuesta por 326 aminoacidos con 9 regiones

variables que contribuyen a su especificidad funcional y antigénica (Nishikawa et
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al., 1989). Ademas, la VP7 interacciona con las integrinas ax2 y axf34 (Coulson
et al., 1997; Hewish et al., 2000) e induce la activacion de células B intestinales
durante la infeccion por rotavirus (Blutt et al., 2004).

Cuando la DLP se localiza intracelularmente, se vuelve activa
transcripcionalmente y los nuevos transcritos de mRNA son translocados de la
particula a través de los canales tipo | (Lawton et al., ,1997). Prasad et al., 1998
fueron los primeros en proponer que estos canales en la capa de VP6 podrian
ser utilizados para exportar los mMRNA. Estudios de microscopia electronica han
confirmado que las DLPs mantienen la integridad de su estructura durante el
proceso de transcripcién. Mediante un modelo pseudoatémico de VP6 con una
estructura T=13 (Mathieu et al., 2001) se descubrié un motivo de VP6 de hojas
B con una secuencia altamente conservada, que sobresale en el canal de salida
del mRNA. Esta puede desempefar un papel funcional muy importante en la
translocacion de transcritos nacientes (Lawton et al., 1997). El andlisis detallado
de las mutaciones en la capa de VP6 han contribuido a dilucidar los
determinantes de VP6 necesarios para su ensamblaje con VP2 y cémo VPG6

puede afectar a la transcripcion (Charpilienne et al., 2002).

1.2.3. Genoma

El genoma de rotavirus esta compuesto por 11 segmentos de RNA de doble
cadena (dsRNA) con extremos 5’ y 3’ conservados, con tamafios que varian de
667 pb (segmento 11) hasta 3302 pb (segmento 1). La cepa de rotavirus de simio
SA11 tiene 6120 KDa y sus genes codifican para seis proteinas estructurales
(VP1, VP2, VP3, VP4, VP6, VPT) y 6 proteinas no estructurales (NSP1-NSP6).

La nomenclatura, funcién y muchas otras propiedades de las proteinas
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codificadas en los 11 segmentos, estan bien establecidas. La tabla 2 muestra
cada una de estas proteinas y sus caracteristicas mas relevantes. La asignacion
de proteinas se determiné mediante la traduccién de mRNA in vitro o dobles
cadenas de RNA desnaturalizadas y por analisis de virus recombinados (Estes

& Kapikian, 2007).

Tamario del ORFs Producto génico Tamario proteico Localizacion en la Numero de Funciones
segmento aa particula virica copias/particula
genomico (pb)
1(3302) 18-3282 VP1 1088 Capside interna 12 -RNA polimerasa RNA dependiente

-Complejo de replicacion
- Enlace de 3'-mRNA especifico del virus
- Pieza de complejo dle transcripcion del virion con VP3

2 (2690) 17-2659 VP2 881 Céapside interna 120 -Proteina del nucleo
-Actividad de unién no especifica al ss y dsRNA
-Parte minima del complejo de replicacién
-Actividad de ensamblaje y unién al RNA

3 (2591) 50-2554 VP3 835 Capside interna 12 -Enzima multifuncional guaniltransferasa y metiltransferasa
-Localizada en los vértices del core
-Parte del complejo de replicacién con VP1
-Unién no especifica al ssRNA

4 (2362) 10-2337 VP4 776 Capside externa 120 -Espiculas de la capside externa
(espiculas) -Interactia con VP6
-Su digestioén con tripsina mejora la infectividad

VPS 529 -Proteina de unién a las células
-Antigenos tipo P
VP8* 247
5(1611) 31-1515 NSP1 495 No estructural - -Asociada con el citoesqueleto
-Unioén al extremo 5'-mRNA
-Interacttia con el IFN 3.
6 (1356) 24-1214 VP6 397 Capside intermedia 780 -Proteina mayoritaria del virion

-Cépside media
-Antigeno de subgrupo
7 (1105) 26-970 NSP3 315 No estructural - -Unién especifica al extremo 3-mRNA

-Unién al factor de iniciacion eIR4G1
-Implicado en la regulacién traduccional

8 (1059) 47-997 NSP2 317 No estructural - -NTPasa
-Unién no especifica al ssRNA
-implicado en la formacién del virpoplasma con NSP5

9 (1062) 49-1026 VP7 326 Glicoproteina de la 780 -Glicoproteina estructural de la capside externa
capside externa - Antigenos tipo G
10 (751) 41-569 NSP4 175 No estructural - -Enterotoxina

-Receptor para la formacion de la particula doble a través de la membrana
del reticulo rugoso
-Movilizacién del Ca*2 en las células del huésped
-Asociado a patogenicidad

11 (667) 22-615 NSP5 198 No estructural - -Interactia con VP2, NSP2 y NSP6
-Unién no especifica al ssRNA

80-355 NSP6 92 No estructural - -Interacciona con NSP5
-Producto secundario de la ORF
-Se localiza en el viroplasma

Tabla 2. Segmentos del genoma y proteinas del rotavirus SA11 de simio: asignaciones
de codificacidon, funciones y propiedades biolégicas de las proteinas codificadas
[adaptado de Estes (2001) y Estes y Kapikian (2007)].

Los analisis por criomicroscopia electronica han permitido observar la
organizacion estructural del genoma virico ( Prasad et al., 1996) y muestran que
la doble cadena de RNA forma una estructura dodecaédrica en la cual las dobles

hélices del RNA interaccionan estrechamente con la VP2 de la capa interna, y

31



que se agrupan alrededor de los complejos de transcripcién ubicados en los
vértices icosaédricos. La VP2 tiene propiedades de union a RNA, puede ser la
responsable del ordenamiento icosaédrico y de las porciones de RNA que
interactuan estrechamente. Pesavento et al., (2001) demostraron que el genoma
de rotavirus puede expandirse o condensarse bajo ciertas condiciones quimicas
dentro de la capside ( Pesavento et al., 2001). Esta condensacion es concéntrica
respecto a la particula central y una masa oscura de elevada densidad se
mantiene de forma consistente en el centro de cada una de las particulas
(Pesavento et al., 2001). Un pH alto en presencia de iones de amonio provoca
la condensacion del genoma hasta un radio de 180 A, siendo el inicial de 220 A.
Cuando se vuelve a las condiciones de pH fisioldgicas, el genoma se expande
hasta su radio original (Pesavento et al., 2001). Estos estudios sugieren que
VP2, a través de sus propiedades de unién al RNA muestra una importante
funcion manteniendo el espacio entre las cadenas de RNA en su situaciéon
expandida. Un modelo de organizacion estructural del genoma que surge de
estos estudios es que cada segmento de dsRNA se enrolla alrededor de un
complejo de enzimas de transcripcion en los cinco ejes, dentro de la capa mas
interna de la capside (Prasad et al., 1996; Pesavento et al., 2001; Pesavento et
al., 2003).

1.2.4. Mecanismos de evolucién y diversidad

Los rotavirus, como muchos otros virus de RNA, tienen un elevado grado de
diversidad. Ademas de los diferentes genotipos G y P y de una gran variedad de
combinaciones de estos, también tienen variaciones intratipicas. Tres
mecanismos, juntos o de forma aislada, son importantes para la evolucion y

diversidad de los rotavirus:
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(a) Deriva antigénica: la tasa de mutacion en los genes de rotavirus es
relativamente alta, ya que la replicacion del RNA lleva asociados muchos
errores. La tasa de mutacion por replicacion se ha calculado que es <5 x
10" por nucledtido, lo que implica que como media un genoma de
rotavirus difiere del genoma parental en al menos una mutacion (Blackhall
et al., 1996). Pueden acumularse mutaciones puntuales y dar lugar a
variaciones intratipicas, como se identifica por la existencia de distintos
linajes dentro de los genes VP7 y VP4. Las mutaciones puntuales pueden
contribuir también a cambios antigénicos que daran lugar a mutantes con
capacidad de evadir al sistema inmunitario (Estes & Kapikian, 2007;
lturriza-Gomara et al., 2011).

(b) Cambios antigénicos: el intercambio de segmentos génicos a través de la
recombinacion puede ocurrir durante una infeccion mixta en una unica
célula. Los reordenamientos pueden contribuir a la diversidad de los
rotavirus y ademas esto es evidente en reordenamientos acontecidos in
vitro (Raming 2000). Hay evidencias también de que el reordenamiento a
través de alteraciones en las interacciones proteina-proteina posibilitan la
aparicion de cambios conformacionales en los epitopos, lo que favorece
la evolucion de tipos antigénicos (Chen et al., 1992; Lazdins et al., 1995).
La transmision interespecifica y la subsecuente recombinacion tienen
gran importancia al incrementar la diversidad de los rotavirus co-
circulantes. Ademas, los genes de rotavirus humanos pueden codificar
proteinas desconocidas inmunolégicamente para la poblacion humana, lo
que puede permitir una rapida propagacion de la cepa recombinante

(Iturriza-Gomara et al., 2000). Mientras los cambios antigénicos siempre
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se consideran las mayores fuerzas de evolucion, el analisis de secuencias
del genoma completo revela que hay restricciones en este mecanismo de
evolucion.

(c) Reordenamientos génicos: la concatemerizacion o la apariciéon de
segmentos genomicos truncados contribuyen de forma importante a la
evolucion de rotavirus a través de la produccion de nuevas proteinas con

funciones alteradas (Servin, 2003).

1.2.5. Replicacién del genoma

La actividad RNA polimerasa de las DLPs cataliza la sintesis de los 11
segmentos de mRNA de rotavirus, que comprenden tamarnios entre 0.7 y 3.3 kb
(Estes & Kapikian, 2007). El transcrito naciente es extraido a través de los
canales presentes en los ejes de simetria quintuple de las DLPs (Lawton et al.,
1997). Los extremos 5’- y 3’- no traducidos (UTRs) tienen una longitud entre 9-
49y 17-182 nucledtidos respectivamente. Los mRNAs virales sirven como molde
para la sintesis de las cadenas de RNA negativas, para formar las moléculas de
dsRNA (Chen et al., 1994). La sintesis del dsSRNA y su ensamblaje dentro de las
DLPs ocurre en los viroplasmas del citoplasma (Estes & Kapikian, 2007). Existen
tres especies de RNA que contienen replicones intermedios (RI) en las células
infectadas: el replicon intermedio pre-nucleo, que contiene las proteinas
estructurales VP1 y VP3; el replicon intermedio “core” con VP1, VP2 y VP3 y la
doble capa del replicdn intermedio que contiene VP1, VP2, VP3 y VP6. Los 11
segmentos genomicos son producidos y empaquetados en cantidades
equimolares en las células infectadas por rotavirus, lo que demuestra que tanto

el embalaje del RNA como su replicacién son procesos coordinados (Patton &
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Gallegos, 1990). La ausencia de un dsRNA desnudo en las células infectadas
sugiere que el empaquetado del RNA se produce después de la replicacidon
(Patton et al., 2003)

Las unicas secuencias que estan conservadas dentro de los mRNAs de rotavirus
se encuentran en las UTRs. Como los 11 segmentos de mRNA se replican por
el mismo complejo polimerasa VP1-VP2-VP3, los mRNAs del virus comparten
sefiales comunes de reconocimiento de la polimerasa (Patton et al., 2003). La
caracteristica mas destacable es que en el extremo 3’ de los mMRNAs de
rotavirus, al igual que en otros miembros de la familia Reoviridae, hay ausencia
de una cola poli-(A). En vez de esto, todos los genes y mRNAs en sus extremos
tienen una secuencia conservada (UGACC) en todos los segmentos de los
rotavirus del grupo A. Los estudios de mutagénesis dirigida han revelado que es
el 3’-CC de la secuencia consenso el mas critico para la sintesis de la cadena
negativa (Chen et al., 2001). Ademas, se ha demostrado que el promotor para la
sintesis de la cadena negativa se forma mediante el emparejamiento de bases
en cis de secuencias complementarias proximas a los extremos 5’- y 3'- de los
mRNAs (Chen & Patton, 1998). La secuencia consenso en 3’- contiene una sefal
en cis que actua como potenciador de la traduccion, cuya actividad esta mediada
por NSP3, que reconoce especificamente los cuatro o cinco ultimos nucledtidos
de la secuencia 3’ consenso (Poncet et al, 1994). La NSP3 a su tiempo
interacciona con el factor de iniciacion, elF4Gl, y facilita la circularizacion del
mMRNA en polisomas, lo que incrementa la eficiencia de la expresion génica viral
(Piron et al., 1998).

El desarrollo de un sistema celular que permita la sintesis del dsRNA a partir de

un mMRNA exdgeno supone un gran hito en el estudio de la replicacion de
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rotavirus, ademas proporciona una herramienta para analizar los elementos en
el mRNA virico que promueven la sintesis de la cadena negativa. Este sistema
esta basado en nucleos derivados de viriones que han sido “interrumpidos” o
“abiertos” mediante un tampdn hipoténico (Chen et al., 1994). Histéricamente,
han surgido dos sistemas que permitian la genética reversa parcial en rotavirus.
La primera aproximacion utilizé un virus “helper” y se seleccionaron los
anticuerpos neutralizantes (Komoto et al., 2008; Komoto et al., 2006). Sin
embargo, en esta aproximacion solo las proteinas estructurales fueron capaces
de generar anticuerpos neutralizantes. En la segunda aproximacion, la
combinacion de una NSP2 defectuosa con un RNA de interferencia que mediaba
la degradacion de los mRNA de la NSP2 permiti6 la doble seleccion y
recuperacion de virus recombinantes con modificaciones en genes codificantes
para proteinas no estructurales (Navarro et al., 2013; Trask et al., 2010). Pero
no fue hasta el afo 2017 cuando Kanai y colaboradores disefiaron un sistema

de genética reversa para los rotavirus (Kanai et al., 2017).

1.2.6 Infeccion celular

Los rotavirus tienen un tropismo especifico in vivo, ya que infectan inicialmente
los enterocitos maduros de las microvellosidades del intestino delgado. Muchos
estudios sugieren que la propagacion extra-intestinal del virus tiene lugar durante
la infeccion, lo que indica un tropismo mas amplio de lo que inicialmente se
consideraba (Blutt et al., 2003; Mossel & Ramig, 2003). Los rotavirus pueden
unirse a una gran variedad de lineas celulares, aunque s6lo unas cuantas son
infectadas de forma eficiente. Estas incluyen células de origen renal e intestinal

y lineas celulares transformadas de mama, estomago, pulmon y osteocitos (
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Ciarlet et al., 2002). Muchos estudios de replicacion de rotavirus se han realizado
en ceélulas MA104, las cuales se utilizan de rutina para producir la progenie del
virus. No obstante, nuevas investigaciones en los mecanismos patoldgicos de la
infeccion por rotavirus se estan realizando utilizando células polarizadas in vitro
de intestino humano HT-29 y Caco-2 (Servin, 2003).

Los rotavirus entran en las células mediante un proceso muy complejo en el que
diferentes dominios de la superficie viral interaccionan con moléculas de la
superficie celular que actuan como receptores (Guerrero et al., 2002; Ciarlet et
al., 2002; Ciarlet & Estes 2001; Lépez & Arias 2004). Muchas cepas de rotavirus
animales reconocen residuos de acido sialico (SA) para unirse a la superficie
celular y mejorar su infectividad que disminuye mediante el tratamiento de las
células con neuraminidasa (NA). Por el contrario, muchas cepas animales y
humanas son NA resistentes (Ciarlet & Estes, 1999). Las interacciones de
rotavirus con el SA son dependientes del genotipo VP4 de cada virus y no del
origen de las cepas (Ciarlet et al., 2002). VP8* es el dominio de VP4 involucrado
en las interacciones con el acido sialico, mientras que VP5 esta implicado en las
interacciones con las integrinas. La interaccion de los rotavirus con las integrinas
a2B1 se ha demostrado que estda mediada por el dominio DGE de
reconocimiento de integrinas, localizado en los aminoacidos 308-310 de la VP4,
en la region de VP5*. VP4 también contiene el tripéptido IDA, en los aminoacidos
538-540 que es un motivo de union a ligando para la integrina 41 (Coulson et
al., 1997); sin embargo, la funcionalidad de este sitio no ha sido demostrada.
También se ha demostrado que la integrina avf3 esta involucrada en la entrada
celular de varias cepas de rotavirus en un paso posterior a la unién (Graham et

al., 2003).
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Ademas, la proteina de choque térmico de la superficie celular, hsc70, también
actua como receptor posterior a la unién para cepas de rotavirus sensibles y
resistentes a NA (Guerrero et al., 2002). Los estudios con lineas celulares
epiteliales polarizadas muestran que la entrada viral de cepas dependientes de
SA esta restringida a la membrana apical, mientras que las cepas
independientes de SA ingresan apical o basolateralmente (Ciarlet & Estes,
2001). Se ha sugerido que las balsas lipidicas podrian desempefar un papel en
la entrada celular de rotavirus (Isa et al., 2004), probablemente sirviendo como
plataformas para permitir una interaccion eficiente de los receptores celulares
con la particula viral (Lopez & Arias, 2004).

Recientemente se ha demostrado que los HBGAs pueden actuar como
receptores o co-receptores para ciertos genotipos de la proteina VP4 (Huang et
al., 2012; Liu et al., 2012; Ramani et al., 2013). Estos hallazgos son relevantes
desde el punto de vista de la genética del huésped, porque las poblaciones con
una alta prevalencia de un genotipo Lewis negativo son insensibles a los
rotavirus de genotipos VP4 P[8], disminuyendo asi la circulacion de los genotipos
P[8] y reduciendo la eficacia de las vacunas contra rotavirus del genotipo P[8].
La infeccion por rotavirus en células Caco-2 polarizadas y completamente
diferenciadas produce un descenso en la expresion de hidrolasas en el borde de
las microvellosidades (Jourdan et al., 1998). La actividad sacarosa-isomaltasa y
su expresion apical se reducen especificamente en la infeccion por rotavirus sin
ninguna destruccion celular aparente (Jourdan et al., 1998). Ademas, la infeccion
viral induce un aumento en la concentracion de calcio intracelular, que dafa el

citoesqueleto microvillar y promueve lesiones estructurales y funcionales en las
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uniones estrechas de los complejos de unién de células en monocapas de Caco-

2 sin dafar su integridad (Brunet et al., 2000; Obert et al., 2000).

1.2.7. Microbiota intestinal y susceptibilidad a las infecciones

por rotavirus y norovirus

Los probiéticos intestinales como Lactobacillus rhamnosus GG, Bifidobacterium
lactis Bb-12 o la levadura Saccharomyces boulardii, entre otros, se han
estudiado a fondo por sus efectos beneficiosos sobre la incidencia y la gravedad
de la diarrea viral (Monedero, Buesa & Rodriguez-Diaz, 2018). Las interacciones
fisicas de bacterias con rotavirus y norovirus y con componentes de la superficie
de la mucosa que son objetivos para la union viral, han sido propuestas como

mecanismos para el bloqueo fisico de la union del virus (Figura 5).
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Figura 5. Interacciones propuestas de bacterias intestinales comensales con virus
entéricos y sus efectos sobre la accesibilidad viral. Las interacciones fisicas de bacterias
con virus entéricos pueden promover o bloquear la infectividad viral. La uniéon de
particulas virales por bacterias puede promover su eliminacion en las heces, estimular
su unidén a la mucosa o su transcitosis. Alternativamente, las bacterias pueden bloquear
los sitios de unidn viral o modificar el estado de glicosilacidon de la mucosa, lo que a su
vez afecta a la unién viral segun Monedero et al., 2008.
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Ademas, la inmunorregulacion y el refuerzo de la barrera intestinal como
consecuencia del “cross-talk” que se establece entre las bacterias comensales
probidticas y las células epiteliales e inmunes han surgido como un mecanismo

principal que media los efectos antivirales de la microbiota (Figura 6).
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Figura 6. Efectos sobre la infectividad viral. Las bacterias producen diversas moléculas
que participan en “cross-talk” con células epiteliales o inmunes. Esto desencadena
diversos mecanismos que afectan la infectividad viral. La inmunorregulacion (produccion
de IgA especifica, citocinas como IFN-y o IFN-f o regulacion de poblaciones de
linfocitos) provocada por bacterias puede limitar la infeccion viral. El cross-talk entre
células y bacterias mejora la funcién de barrera e induce la sintesis de moléculas que
pueden reducir la infectividad: mucinas, especies reactivas de oxigeno (ROS) o ciertas
defensinas. Al mismo tiempo, la glicosilacion de la mucosa del huésped esta regulada
por la microbiota enddégena segun Monedero et al., 2008.

También se ha descrito que la secrecion de moléculas que interfieren con los
virus, como el aumento de la produccion de moco o la sintesis de compuestos
antivirales potenciales (por ejemplo, especies reactivas de oxigeno y algun tipo
de defensinas) esta regulada por la microbiota entérica (Figura 5) y se sabe que

el estado de glicosilacidon de la mucosa intestinal puede verse influenciada por
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microorganismos comensales (Freitas et al., 2005). Las bacterias probioticas (L.
rhamnosus GG y B. lactis Bb-12) pueden unir rotavirus en su superficie (la cepa
de rotavirus bovino NCDV vy la cepa humana Wa) a diferentes niveles y esto se
ha propuesto como una forma de interferir con la infeccién viral secuestrando
particulas virales y promoviendo su eliminacion a través de las heces. Los
experimentos con norovirus humanos (genotipos Gl1.3, Gll.4, Gll.6 y Gll.7) lo han
demostrado también con la enterobacteria Enterobacter sp. La cepa SENG-6 de
Enterobacter sp. puede unir las particulas virales en su superficie debido a la
presencia de moléculas similares a HBGAs de los tipos A, B y H que forman
parte de polimeros secretados extracelularmente (Miura et al., 2013). Las
particulas P de los genotipos Gl.1 y Gll.4 de norovirus también mostraron su
capacidad para interactuar con la superficie de las bacterias comensales y
probiodticas Gram-positivas y Gram-negativas (Rubio-del-Campo et al., 2014). La
unién de rVLPs de norovirus humanos (G1.6 y Gll.4) se ha evidenciado en cepas
intestinales humanas de los géneros Lactobacillus, Enterococcus, Bacteroides,
Klebsiella, Citrobacter y Hafnia (Almand et al., 2017). Al analizar el efecto de la
interaccion bacteria/virus en la union a células cultivadas mediante el uso del
modelo de particulas P de norovirus humano, se observé que la incubacion
conjunta de particulas P de genotipo GI.1 con bacterias disminuyd su union a las
células HT-29. Por el contrario, los experimentos de exclusion o desplazamiento
de particulas P de norovirus humano por las bacterias dieron como resultado un
aumento de la union de las particulas subvirales a las células en cultivo (aumento
de hasta un 400%) (Rubio-del-Campo et al., 2014). Esto coincide con la
observacion de que algunos probiéticos mejoraban la unién de los patégenos

bacterianos a las células cultivadas (Rinkinen et al., 2003) y sugiere que, en
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algunos casos, la union a la superficie bacteriana del norovirus humano puede
estar promoviendo la infeccion viral en lugar de limitarla. De forma contraria al
papel aceptado de la microbiota comensal intestinal y bacterias particulares
(probidticos) como linea de defensa contra los patdgenos entéricos (resistencia
a la colonizacion), la microbiota ha aparecido recientemente como un tercer actor
en la infectividad viral. Se obtuvieron pruebas preliminares sobre el papel de la
microbiota intestinal en la replicacién de virus en mamiferos mediante el uso de
modelos de ratones con microbiota intestinal eliminada (ratones o animales libres
de microorganismos tratados con cécteles de antibiéticos) y virus que no atacan
el tracto gastrointestinal o no causan gastroenteritis. El virus del tumor mamario
murino (MMTYV) utiliza la microbiota para evadir al sistema inmunitario haciendo
uso de un mecanismo que induce tolerancia a la microbiota residente. Se
descubri6 que los viriones de MMTV interactian con el lipopolisacarido
bacteriano (LPS), lo que desencadena una respuesta mediada por TLR4 que
resulta en inmunosupresion (Kane et al., 2011). La leucemia inducida por el virus
de la leucemia murina (MuLV) disminuyd en animales libres de microorganimos
y se planted la hipétesis de que la microbiota estimulaba el aumento de las
células linfoides, que son la diana de MuLV. Similar a MMTV, se vio que el
poliovirus de replicacion intestinal se une al polisacarido del LPS, lo que da como
resultado una mayor estabilidad al calor y capacidad de unirse al receptor de
poliovirus en ratones transgénicos (Kuss et al., 2011). Como consecuencia, la
infectividad se redujo en ratones libres de microorganismos o tratados con
antibidticos. Se observd el mismo efecto para el reovirus entérico T3SA+, que
pertenece a la misma familia que rotavirus, lo que sugiere que éste puede ser un

fendmeno extendido en otros virus entéricos (Kuss et al., 2011). Un trabajo
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reciente que empled una bateria de microorganismos intestinales de Gram-
positivos y Gram-negativos (36 cepas bacterianas) demostré que la mayoria de
ellos tenian capacidad de unirse a poliovirus (Erickson et al., 2018). EI mayor
porcentaje de unidn se encontrd para Lactobacillus johnsonii FI9785 (un aislado
de aves de corral), mientras que el mayor aumento de la infeccidén por poliovirus
en células HelLa se observo después de la incubacién conjunta con aislados
fecales humanos de Lactobacillus johnsonii. Aunque algunas cepas aumentaron
la infeccion viral, este incremento no se correlacion6 con su capacidad de unirse
al poliovirus. Por el contrario, la infeccion por poliovirus se relacioné con la
capacidad de las bacterias para unirse a las células huésped HelLa (Erickson et
al., 2018). Se encontré una situacion analoga al analizar las particulas P de
norovirus humano que se unen a las células HT-29, donde Lactobacillus casei
BL23 y E. coli Nissle 1917, dos cepas que se unen a la superficie HT-29,
promovieron la retencidén de particulas P en las superficies celulares (Rubio-del-
Campo et al., 2014). Durante los ultimos afios también se han obtenido
evidencias del papel positivo de la microbiota en la infectividad de rotavirus y
norovirus. Si bien varios tipos celulares son susceptibles a la infeccion por
rotavirus in vitro, para los norovirus humanos no fue hasta hace poco que se
describi6 la replicacion in vitro en linfocitos B humanos (Jones et al., 2015). Esta
infeccion in vitro requirié de microbiota intestinal, como se evidencié cuando la
infeccion se realiz6 con inéculos norovirus humano (Gll.4, aislado de heces) que
no se filtraron para eliminar las bacterias acompafantes. Se observé que
bacterias especificas como Enterobacter cloacae ATCC PTA-3882, que
expresan en su superficie sustancias poliméricas parecidas al antigeno histo-

sanguineo tipo H, aumentaron la union del virus y la infeccion de los linfocitos
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(Jones et al., 2015). Se obtuvo el mismo efecto cuando se utilizé el antigeno H
purificado. Ademas, en analogia con los poliovirus, la union de norovirus (Gl.1y
Gll.4) a carbohidratos HBGA de tipo A y B en la superficie de E. coli LMG8223 y
E. coli LFMFP861, respectivamente, mejor6 su estabilidad frente a los
tratamientos térmicos (Li et al., 2015). Finalmente, reforzando los datos
observados in vitro, la eliminacion de la microbiota mediante el uso de
antibidticos redujo la infectividad de norovirus murino en ratones (Jones et al.,
2015) y evito su infeccidn persistente en un proceso que dependia del receptor
para IFN-A (Walker & Baldridge, 2019). Se observo una situacion similar con la
infeccion por rotavirus murino EC en un modelo de ratén, donde el tratamiento
con antibidticos redujo la infectividad viral y mejoré la respuesta de anticuerpos
en suero y en mucosas a rotavirus (Lei et al., 2016a). Sin embargo, los
experimentos in vivo en el modelo de cerdo gnotobidtico con E. cloacae ATCC
13047 demostraron que, en oposicion a los resultados in vitro, esta bacteria
redujo la excrecidn de norovirus humano (Gll.4) y que las células B no fueron la
diana de la infeccion (Lei et al., 2016b). Ademas, se ha establecido un sistema
in vitro reciente para la infeccién por norovirus humano sin la participacion de la
microbiota basado en organoides derivados de células madre intestinales
(Ettayebi et al., 2016), para lo cual todavia existe un profundo debate sobre el
estricto requisito de la microbiota para la infeccidn por norovirus y el tropismo
celular.

Los mecanismos subyacentes sobre como la microbiota promueve la infeccion
por rotavirus y norovirus estan lejos de ser entendidos y se desconoce si la union
a bacterias recubiertas con HBGAs o HBGAs libres participan en el proceso de

entrada durante la infeccion, ayudando a los virus a realizar una unién productiva
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o simplemente sirve a los virus para llegar a sus sitios de infeccion. También se
ha propuesto que las células M pueden transportar a las bacterias cargadas de
virus (Karst & Wobus, 2015), lo que les permitiria alcanzar sus dianas de
infeccién. En cualquier caso, parece claro que ciertos virus intestinales hacen

uso de la microbiota para modular algunos pasos de su proceso de infeccion.
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2. OBJETIVOS

Dada la importancia de las infecciones por rotavirus y norovirus, el objetivo
principal de la presente tesis doctoral ha sido estudiar las interacciones virus-
hospedador a dos niveles diferentes. Por un lado, nos propusimos estudiar la
respuesta inmune frente a ambos virus y por otro lado estudiar en detalle las
interacciones entre diferentes genotipos de rotavirus y norovirus y los diferentes
antigenos de grupo sanguineo (HBGAs). El conocimiento de ambos tipos de
interacciones permitira disefar estrategias antivirales para disminuir la
morbilidad y la mortalidad causada por estos dos virus productores de

gastroenteritis.

Para conseguir el objetivo principal de la presente tesis se proponen los
siguientes objetivos especificos:
1. Determinar el epitopo reconocido por el anticuerpo monoclonal, 3C3G3,
frente a la variante epidémica Gl1.4-2006 del genotipo Gll.4 de norovirus.
2. Estudiar cdmo ha variado dicho epitopo a lo largo del tiempo en diferentes
variantes de norovirus del genotipo Gll.4 y su relacion con la existencia
de reactividad cruzada del anticuerpo monoclonal.
3. Determinar los patrones de union de norovirus de distintas variantes del
genotipo Gll.4 con los diferentes HBGAs.
4. Determinar el sitio de unién de los rotavirus humanos P[8] a HBGAs asi
como la relevancia del antigeno secretor (H) en dicha interaccién.
5. Estudiar la prevalencia y el titulo de anticuerpos séricos anti-VP8* de
rotavirus frente a diferentes genotipos P (P[4], P[6], P[8], P[9], P[11], P[14]

y P[25]) en la poblacion de Valencia.
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3. Capitulo I: Caracterizacién de un nuevo epitopo
conformacional de norovirus Gll.4: implicaciones
para las interacciones de los norovirus con el

hospedador
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3.1. Introduccién
Los norovirus (NoV) son los agentes etioldgicos predominantes de gastroenteritis
aguda en todo el mundo, causando brotes epidémicos y casos esporadicos
(Patel et al., 2009). En muchos paises, los NoV se han convertido en la principal
causa de gastroenteritis infantil desde la introduccion de las vacunas contra
rotavirus (Hall et al., 2013), y también han sido reconocidos mundialmente como
la principal causa de enfermedades asociadas a alimentos (Buesa & Rodriguez-
Diaz, 2007; Kirk et al., 2015). Los NoV pertenecen a la familia Caliciviridae, y
actualmente, se clasifican en 10 genogrupos (Gl a GX) (Chhabra et al., 2019)
subdivididos en mas de 30 genotipos basados en la diversidad de secuencias de
proteinas de la capside. Sin embargo, la mayoria de las infecciones humanas
por NoV son causadas por los genogrupos Gl y Gll. Ademas, en las ultimas 2
décadas, el genotipo Gll.4 ha sido el agente causante de > 95% de los brotes de
gastroenteritis por NoV, con variantes virales epidémicas distribuidas
globalmente que emergen cada 2 a 3 afos (Tran et al., 2013; White et al., 1997).
Los NoV son virus pequefios no envueltos, con un genoma de RNA de sentido
positivo monocatenario no segmentado, que codifica las proteinas estructurales
y no estructurales virales en tres pautas abiertas de lectura (ORF). ORF1 codifica
las seis proteinas no estructurales, incluidas la proteasa viral y la RNA
polimerasa RNA dependiente (RdRp), mientras que ORF3 codifica una pequefia
proteina basica, VP2, que interactta con VP1 vy estabiliza el virion
(Vongpunsawad et al., 2013). ORF2 codifica la proteina estructural principal VP1,
que se organiza ademas en los dominios N-terminal (N), shell (S) y protuberante
(P). El dominio P se divide en dos subdominios, P1y P2 (Prasad et al., 1999). El

subdominio P1 forma la porcién de anclaje del dimero P, conectandolo con el
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dominio S y procurando la estabilidad de la particula viral, mientras que el
subdominio P2 esta expuesto en la superficie de la proteina de la capside y es
la region mas variable del virus. Tanto los epitopos principales para el inmuno-
reconocimiento como los dominios de unién al antigeno histo-sanguineo (HBGA)
residen dentro de este subdominio P2. La aparicion y acumulacién de
mutaciones dentro del subdominio P2 son los principales impulsores de la
evolucion de las cepas Gll.4 y dan como resultado nuevas cepas epidémicas
con propiedades de union a HBGA y antigenicidad alteradas (Allen et al., 2008;
Atmar et al., 2014; Debbink et al., 2013). Los genotipos Gll.4 asociados con la
mayoria de las pandemias de NoV han sido Gll.4 US1995 1996,
Farmington_Hills_2002, Gll.4 Hunter_2004, Gll.4 Den Haag_2006b, Gll.4 New
Orleans_2009 y, mas recientemente, Gll.4 Sydney 2012. De estas seis cepas
pandémicas, se ha postulado que las cuatro primeras son el resultado de la
evolucion mutacional de la capside del dominio P, mientras que las dos variantes
mas recientes muestran eventos de recombinacioén adicionales entre ORF1 y
ORF2 (van Beek et al., 2013). A pesar de los avances recientes en el cultivo de
norovirus in vitro (Ettayebi et al., 2016; Jones et al., 2015), la falta historica de un
modelo in vivo (que imite la enfermedad) y de un sistema de replicacion in vitro
reproducible ha obstaculizado el estudio de los NoV, incluida una explicacion al
éxito evolutivo de las cepas Gll.4. A pesar de estos desafios, se han aplicado
con éxito varias estrategias para el estudio de la inmunogenicidad y de las
propiedades de union al receptor de las cepas de norovirus. Las particulas
pseudoviricas (VLPs) expresadas en células de mamiferos o insectos (Jiang et
al., 1992) y las particulas P expresadas en Escherichia coli (Tan & Jiang, 2005)

muestran propiedades estructurales similares a las del virus nativo y mantienen
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las propiedades antigénicas y la capacidad de uniéon a HBGA. Su uso condujo a
la identificacion de varios epitopos y dominios de union a HBGA (Lindesmith et
al.,2011; Siebenga et al., 2007; Zakikhany et al., 2009). Para caracterizar aun
mas el impacto de la evolucion de NoV Gll.4 en la evasién inmune, analizamos
la funcionalidad del epitopo reconocido por un anticuerpo monoclonal (MAb)
(83C3G3) producido en nuestro laboratorio contra una cepa de NoV Gll.4, y
caracterizado aplicando las técnicas de “phage display” y mutagénesis dirigida.
El epitopo reconocido esta compuesto por 11 aminoacidos, dos de ellos, R397 y
D448, implicados en la evasion del sistema inmune y en los patrones de

reconocimiento de diferentes HBGA.
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3.2. Material y métodos

3.21. Expresién y purificacién de VLPs NoV
Las VLPs de las cepas NoV GI.1 Norwalk, Gll.3, Gll.4_1999 (v0), Gll.4_2004
(v2) y Gll.4 Den Haag_2006b se expresaron en células de insecto tras la
infeccion con baculovirus recombinantes, como describen Allen et al., 2009.
Los cultivos en suspension de células Sf9 fueron infectados con BAC-GII4vO0,
BAC-Gll4v2 o BAC-GI1.42006b a una multiplicidad de infeccién (m.o.i.) de 2-3 e
incubados a 28°C durante 48-72 horas. Las VLPs se purificaron de la fase
intracelular mediante un tratamiento con tampon fosfatado que contenia un 1%
de detergente (IGEPAL, Sigma Aldrich) y pasos de centrifugacion secuencial
para su clarificacion y finalmente a través de un gradiente discontinuo de
sacarosa de un 15% y 60%. Las fracciones fueron recogidas y analizadas por
SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 12% y observadas por microscopia
electronica.
3.2.2. Expresién y purificacién de particulas P y dominios P de
norovirus

Se produjeron particulas P de NoV de distintos genogrupos. Del genogrupo |, se
produjo la particula P del genotipo Gl.1 cepa Norwalk. En cuanto a las particulas
correspondientes al genogrupo Il se expresaron y purificaron las particulas de la
cepa GI.9 VA207 y distintas variantes epidémicas de Gll.4 que han ido
apareciendo histéricamente como VA387_1996, Den Haag 2006b vy
Sydney 2012, asi como cinco mutantes de la variante VA387_1996. Tras
realizar los analisis de secuencia pertinentes se seleccionaron tres residuos que
parecian mostrar implicacién con el sitio de union y que eran diferentes en la

cepa VA387_1996 con respecto a la cepa Den Haag_2006b. Se construyeron

52



dichos mutantes (M1 a M5): M1 (Q396R), M2 (N447D), M3 (NN-393 y 394-STT),
M4 (M1 + M2) y M5 (M1 + M2 + M3). Todas ellas se expresaron y purificaron en
E. coli BL21 siguiendo el protocolo que se detalla a continuacién.

Los genes que codifican la proteina de la capside VP1 de los NoV VA387
(genotipo Gll.4) y Norwalk (genotipo GIl.1) (numeros de acceso a GeneBank
AY038600 y M87661, respectivamente) fueron sintetizados por GeneArt (Life
Technologies). La region que codifica el dominio P de la cepa VA387 se amplificd
a partir de los genes sintetizados con primers p524 (5'-GCA CGG ATC CTC AAG
AAC CCT TAA CCA TTC ACC-3’) y p590 (5'-GCA TGG GGG CTT AGC AAA
AGC AAT CGC CGG GCA ATC GCATAATGC ACG CAC GTC TGG CCC CccC
CCG CCG CGC-3’). El cebador inverso incorpora las bases que codifican un
péptido rico en cisteina CDCRGDCFC para favorecer la estabilidad de la
particula (Tan & Jiang, 2005). Para amplificar el fragmento que codifica el
dominio P de la cepa Norwalk se utilizé6 una modificacion de los cebadores p649
(p649-mod: 5-GCG TGG ATC CTG CAA CGG CCG TTG CCA GAA AAC CAG
GCC CTT CAC AC-3)), incorporando el dominio rico en cisteinas del CNGRC en
el cebador directo y el cebador reverso p494 (GGA CGC GGC CGC TTA TCG
GCG CAG ACC AAG CCT-3’). Los sitios de restriccidon introducidos para la
clonacion estan subrayados y los codones de parada estan en negrita. Las
amplificaciones de PCR se realizaron con la polimerasa Pfx (Invitrogen) y los
fragmentos amplificados fueron digeridos con BamHI y clonados en el vector
pQES80 (Qiagen) digerido con BamHIl y Smal y transformados en E. coli DH10B.
La integridad de las secuencias se verificO mediante secuenciacion y los
plasmidos generados se transfirieron a E. coli BL21 portando el plasmido

pREPGroES/EL que codifica las chaperonas de E. coli para mejorar la
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solubilidad de las particulas P recombinantes. Para mejorar aun mas la
solubilidad y recuperacion de las particulas P recombinantes se cultivd E. coli
durante la noche a 25°C en medio LB y se indujo con 0,2 mM IPTG durante 4
horas a la misma temperatura. Después de esto, las células bacterianas fueron
recuperadas por centrifugacion (4100 rpm durante 15 minutos) y congeladas a -
80°C. Las particulas P de norovirus se purificaron utilizando un sistema FPLC
Akta Prime (GE Healthcare) y columnas FastFlow Ni-NTA de 1 ml (GE
Healthcare). Los sedimentos de células bacterianas fueron descongelados y
resuspendidos en tampén A (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM NaCl, 50 mM
NaSOs) complementados con 0.5 mM ditiotreitol, 0.5 mM fluoruro de
fenilmetilsulfonilo y 1 mg/ml de lisozima e incubados durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Los lisados celulares se obtuvieron por sonicacién en
hielo seguida de centrifugacion a 20.000xg durante 20 min a 4°C. Los lisados
clarificados se cargaron en las columnas de Ni-NTA que se lavaron con tampdn
A con un gradiente de imidazol de 0 a 500 mM. Para la elucion del tampodn de
las particulas P se utilizé el tampdn A con 2 M imidazol. Las fracciones que
contienen proteinas recombinantes se recogieron y almacenaron a 4°C.

El gen GI1.9 VA207 se adquirid6 como un gen sintético (GeneArt; Invitrogen). La
particula P Den Haag_ 2006b se subcloné de una construccion VP1 anterior
disponible en nuestro laboratorio (Carmona-Vicente et al., 2016) usando los
cebadores P524 y P590 descritos anteriormente (Tan et al., 2005), y la variante
Gll.4 Sydney 2012 se clon6 de una muestra clinica usando los cebadores P-
Sydney directo (5-GCA CGG ATC CTC AAG AAC TAAACC ATT CTC TG-3') y
reverso (5-GCA TGC GGC CGC TTA GCA AAA GCA ATC GCC ACG GCAATC

GCATAC TGC ACG TCT ACG CCC CGT TCC-3").
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El dominio P de la cepa Gll.4 Apeldoorn_2007 también se produjo y purifico. El
RNA se extrajo utilizando el Mini Kit de ARN viral QIAmp (Qiagen) de una
muestra de heces que contenia la variante NoV Gll.4 Apeldoorn_2007. El cDNA
se obtuvo mediante RT-PCR utilizando los primers P_GlI-4F (5-GAN GAT GTC
TTC ACA GTC TCT CTC TT-3) y P_GII-4R (5-CAT TCG GGG GGA GAG TAG
ACA-3') (Carmona Vicente Noelia, 2014). El producto amplificado se secuencio
y sometié a una PCR anidada para generar el dominio P amplificado de VP1 con
los siguientes primers: P-REV_PET, (5'-CTATTC GGG GGG AGA GTA GAC A-
3'), y P-FOR_PET, (5'-CAC CGA TGT CTT CAC AGA GTC TCT CTT-3'). Un
fragmento de 790-bp (nt 579 -1369 (aa 194-456) fue clonado en el vector
pET100/D-TOPO que luego fue transformado en células competentes de E. coli
One Shot® TOP10 para la expresion de la proteina P recombinante 6xHis-
tagged por células BL21 (Life Technologies). El polipéptido 6xHis-tagged fue
purificado por cromatografia de afinidad en columnas de niquel (agarosa Ni-NTA,
Qiagen), en condiciones de desnaturalizacién (8 M urea), y renaturalizado por
didlisis, disminuyendo progresivamente la concentracién de urea en un tampdn
Tris-HCI de 50 mM (pH 7,4) que contenia 100 mM NaCl y 1 mM EDTA. Esta
construccion se conoce como un dominio P y no una particula P porque carece
del péptido rico en cisteina que estabiliza la formacién de particulas P.

Después de la cromatografia de afinidad se afiadié EDTA 10 mM a las particulas
P resultantes para quelar el niquel co-eluido, y la mezcla se cargd en una
columna preparativa de cromatografia de exclusion por tamafo HiPrep 16/60
Sephacryl S-300 HR (GE Healthcare Life Sciences) equilibrado con solucién

salina tamponada con fosfato (PBS). Las fracciones correspondientes a las
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particulas P (masas moleculares entre 750 y 1.100 kDa) se extrajeron y

almacenaron a -20 °C en PBS que contenia 10% de glicerol.

3.2.3. Anticuerpos utilizados en el presente estudio.
Se obtuvo el anticuerpo monoclonal 3C3G3 inmunizando un raton BALB/c
hembra de 6 semanas de edad con VLPs de Gll.4 Den Haag_2006b con
adyuvante de Freund mediante inyeccion intraperitoneal. Tres dias después de
la inyeccion de inmunizacion final, los linfocitos de bazo de raton se fusionaron
con células de mieloma Sp2 / 0-Ag14, los hibridomas se seleccionaron mediante
un ensayo ELISA y se subclonaron mediante dilucion limite. Uno de los
hibridomas en crecimiento produjo un MAb anti-Gll.4_2006b (3C3G3), que se
purifico utilizando columnas HiTrap proteina A - sepharosa (GE Healthcare). Dos
anticuerpos monoclonales previamente obtenidos y caracterizados también se
utilizaron en el presente estudio: el MAb anti-v0.8 generado contra la variante
pre-epidémica Gll.4 vO_2000 y el MAb anti-v2.5 producido contra la variante
Gll.4 v2_2004 (Allen et al., 2009). Se obtuvieron dos antisueros policlonales
inmunizando conejos con particulas Gll4 VA387_1996 P (P-PAb) o con una

mezcla de VLPs Gll.4 vO_2000, Gll.4 v2_2004 y GII.3 (HPA-PAD).

3.24. Caracterizaciéon de anticuerpos por ELISA

Las placas de microtitulacién de 96 pocillos (Corning) se sensibilizaron con las
diferentes variantes VLPs, particulas P o dominio P (ver arriba) a 1 [Jg/ ml en
tampdn carbonato / bicarbonato (pH 9.2) y se incubaron durante la noche a 4°C.
Las placas se bloquearon durante 1 hora a 37°C con PBS-Tween al 0,05% (PBS-

T) con albumina de suero bovino al 3% (BSA). Los anticuerpos primarios (anti-
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v0.8 MAD, anti-v2.5 MAb, 3C3G3 MADb, P-PAb y HPA-PAb) se agregaron a las
placas recubiertas en diluciones seriadas 1/2, comenzando en 1/1,000 hasta
1/128,000 en PBS-T con 1% de BSA. La union se detecto con anti-lgG anti-ratén
conjugado con peroxidasa (HRP) a 1/4,000 o IgG anti-conejo a la misma dilucién
(Santa Cruz Biotechnology), segun corresponda. Las reacciones se
desarrollaron mediante la adicion de OPD (diclorhidrato de o-fenilendiamina;
Sigma) y se detuvieron tras 10 minutos de incubacién con H2SO4 3 M. La
absorbancia se midié a 492 nm en un lector de microplacas Multiskan Spectrum
(Thermo Fisher Scientific). Los ensayos se realizaron por triplicado y se
incluyeron controles negativos y en blanco. El valor medio de los controles
negativos (sin anticuerpo primario) mas 3 desviaciones estandar (DE) se utilizd

como valor de corte.

3.2.5. Ensayo de bloqueo de unién a la saliva
Las placas de microtitulacién (Corning, NY) se recubrieron con saliva de un
donante secretor positivo diluido 1/500 en tampdn carbonato / bicarbonato (pH
9,2) y se incubaron a 37 °C durante 1 hora y a 4 °C durante la noche. Las placas
se lavaron tres veces con PBS-T y se bloquearon con PBS con BSA al 3%
durante 1 hora a 37 °C. Las particulas P Gll.4 2006b (1 pg / ml) se incubaron
durante 1 h con diluciones seriadas del MAb 3C3G3 en PBS-T a 37°C. La mezcla
se anadio a la placa recubierta y se incubd durante 1 h a 37°C. Después de tres
lavados, se afiadio el anticuerpo policlonal (P-PAb) a una diluciéon de 1/1.000.
Finalmente, se afiadié un anticuerpo anti-conejo conjugado con HRP a 1/4.000
(Santa Cruz Biotechnology). El sustrato OPD se us6 para detectar las

reacciones, que se detuvieron después de 20 minutos mediante la adicién de
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H2SO4 3 M. La absorbancia se midié a 492 nm. Los ensayos se realizaron por
triplicado, y el bloqueo de la unién se expresé como porcentajes de sefal en
relacion con la densidad dptica de control de bloqueo negativo a 492 nm (ODa4e2)

(particulas P sin ningun agente de bloqueo).

3.2.6. Caracterizacion del epitopo 3C3G3 mediante “phage display”
Las librerias de péptidos para la técnica de “phage display” Ph.D.-C7C (1,5 x
10" UFP/ml) y la cepa bacteriana huésped E. coli ER2738 se adquirieron de
New England BioLabs (Beverly, MA, EE. UU.).

La seleccion de fagos se llevo a cabo en placas de microtitulacion de 96 pocillos
mediante recubrimiento directo, siguiendo el manual del kit de la libreria Ph.D.-
C7C. Se recubrio una placa de 96 pocillos con el MAb 3C3G3 purificado (100 ug
/ ml) en 150 ul de tampon de carbonato (NaHCOs3 0,1 M, pH 8,6) por pocillo y se
incub6 durante la noche a 4°C con agitacion suave. La union inespecifica se
bloqued mediante incubacion con 300 ul de tampdn de bloqueo (NaHCO3 0,1 M,
pH 8,6, con BSA a 5 mg/ml) durante 1 hora a 4°C. Para el procedimiento de
union, se incubaron aproximadamente 2 x 10" fagos UFP/ml diluidos con
tampén Tris Buffer Saline con 0,1% Tween-20 (TBST) en la placa revestida con
el anticuerpo 3C3G3 durante 45 minutos a temperatura ambiente en agitacion.
Los fagos no unidos se eliminaron mediante lavado con TBS al 0,01% de Tween-
20. Los fagos unidos al MAb 3C3G3 se eluyeron con 100 ul de tampdn glicina
(glicina-HCI 0,2 M, pH 2,2) que contenia 1 mg/ml de BSA y luego se neutralizaron
con 15 ul de Tris-HCI 1 M, pH 9,1. Los fagos eluidos se amplificaron y purificaron
para usarse en rondas de seleccion posteriores y para infectar la bacteria E. coli

ER2738 para la amplificacion vy titulacién. En la segunda y tercera ronda de
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panning, la astringencia del lavado se increment6 al aumentar el numero de
lavados y la cantidad de Tween 20 en rondas consecutivas. Tras cada lavado
con mayor cantidad de Tween 20 se eliminan mas interacciones inespecificas,
de forma que tras la elucion los fagos obtenidos seran mas especificos frente al
antigeno.

Después de tres rondas de seleccién - elucion, se seleccionaron clones positivos
individuales de placas LB/IPTG/X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-d-
galactopiranosido), se amplificaron y se secuenciaron. El cebador utilizado para
la secuenciacion fue 96 glll (5'-CCC TCA TAG TTA GCG TAA CG-3'), provisto
en el kit. Las secuencias que codifican 7 aminoacidos fueron identificadas y
utilizadas para predecir el epitopo (Carmona-Vicente, 2014) (Carmona Vicente

Noelia, 2014).

3.2.7. Modelado de epitopos
El modelado conformacional del epitopo se realizé utilizando el servidor Pepitope
(Mayrose et al., 2007). La estructura de la cepa NoV GlIl.4 VA387_1996 se utilizd
como modelo para localizar el epitopo reconocido por el MAb 3C3G3 (Protein
Data Bank [PDB] ID, 20BR). El programa Modeller (http://salilab.org/modeller/)
(version 9.15) se utilizd para la homologia y el modelo comparativo de
estructuras de proteinas tridimensionales (Sali & Blundell, 1994). Se utiliz6 la
estructura de la cepa Gll.4 VA387_1996 como molde (PDB ID 20BR) y se
proporcioné una alineacion adecuada con las secuencias de los mutantes M1 a
M5 (ver mas abajo). El software Modeler creé el numero requerido de modelos
y estimé los parametros de calidad de los modelos. Se eligié el modelo con la

mejor puntuacién para cada mutante. Las estructuras se visualizaron con el
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programa PyMOL (PyMOL Molecular Graphics System, version 0.99;

Schrodinger, LLC

3.2.8. Mutagénesis dirigida
Para confirmar los residuos de aminoacidos que forman parte del epitopo
3C3G3, se uso la cepa Gll.4 VA387_1996 (no reconocida por el anticuerpo)
como molde para incorporar los aminoacidos presentes en el epitopo predicho.
Se construyeron cinco mutantes mediante la introduccion de las siguientes
mutaciones en la secuencia Gll.4 VA387_1996: M1 (Q396R), M2 (N447D), M3

(NN-393 y 394 STT), M4 (M1 mas M2) y M5 (M1 mas M2 mas M3) (Figura 7).
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Figura 7. Alineamiento de los residuos de aminoacidos deducidos de Gll.4
VA387_1996, los mutantes M1 a M5 y la variante Den Haag_2006b. Los 11
residuos que forman el epitopo previsto del 3C3G3 se encuentran dentro de los
rectangulos en rojo (R397 y D448).
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El sistema de mutagénesis dirigida GeneArt® (Thermo Fisher) fué utilizado para
incorporar las mutaciones deseadas con cebadores solapantes.

Los cebadores utilizados para crear los mutantes se describen en la Tabla 3. M1
y M2 se produjeron en un solo paso, pero M3 se construyd en dos pasos, primero
usando los cebadores MUT_3 1 FW y MUT_3 1 _RV y luego los cebadores
MUT_3 2 FW y MUT_3 2 RV en una segunda reaccion de mutagénesis. La
construccion M4 (un mutante doble que incorpora M1 y M2) se realizé usando la
construccion M1 como molde e incorporando la mutacién M2 después. Para
crear el mutante M5, se utilizé la construccion M3 como molde, usando los
cebadores MUT_1_3 FW y MUT_1_3 RV para incorporar M1 sin cambiar la
mutacion M3 que ya estaba presente, seguido de la adicion de la mutacién M2.
Los transformantes se analizaron por PCR y secuenciacién. Los transformantes
positivos se transfirieron a la cepa GroES / EL de E. coli BL21, y las particulas P

mutantes se produjeron y purificaron como se ha descrito anteriormente.

Cebador Secuencia Mutante
MUT_1_FW 5-CAGGATGGTAATAACCACAGGAATGAACCCCAGCAATG-3' M1y M4
MUT_1_RV 5-CATTGCTGGGGTTCATTCCTGTGGTTATTACCATCCTG-3' M1y M4
MUT_2_FW 5-CGGGTATCCCAACATGGACCTGGATTGCCTACTC-3' M2, M4 y M5
MUT_2 RV 5-GAGTAGGCAATCCAGGTCCATGTTGGGATACCCG-3' M2, M4 y M5
MUT_3_1_FW 5-CGTCATCCAGGATGGTAGCACCCACCAAAATGAACCCC-3' M3y M5
MUT_3_1_RV 5-GGGGTTCATTTTGGTGGGTGCTACCATCCTGGATGACG-3' M3y M5
MUT_3 2 FW 5-CCAGGATGGTAGCACAACCCACCAAAATGAACC-3' M3y M5
MUT_3 2 RV 5-GGTCCTACCATCGTGTTGGGTGGTTTTACTTGG-3' M3y M5
MUT_1_3 FW 5'-CGTCATCCAGGATGGTAGCACAACCCACAGGAATGAACCCCAGCAATG-3' M5

MUT_1_3 RV 5-CATTGCTGGGGTTCATTCCTGTGGGTTGTGCTACCATCCTGGATGACG-3' M5

Tabla 3. Cebadores utilizados en la mutagénesis dirigida del epitopo 3C3G3.
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3.2.9. Resonancia superficial de plasmén (SPR)
La capacidad de las particulas P (Gll.4 VA387_1996, M1, M2, M3, M4, M5 y Den
Haag_2006b) para unirse a tres MAbs diferentes (3C3G3, anti-V0.8 y anti-V2.5)
fue estudiada por resonancia superficial de plasmén (SPR) utilizando el
instrumento Biacore T100 (Biacore; GE Healthcare). Se inmovilizé un anticuerpo
anti-His (Clontech) en las superficies de los chips CM5 (GE Healthcare) y se us6
como un anticuerpo de captura para particulas P. La inmovilizacion se logré
utilizando un kit de union de aminas (GE Healthcare). Brevemente, 5.000
unidades de resonancia (RU) del anticuerpo monoclonal (MAb) anti-His se
inmovilizaron en el canal 2, dejando el canal 1 como referencia. Cada particula
P se capturdé haciendo fluir una solucion de 100 ug/ml durante 100 s a una
velocidad de flujo de 5 ul/min en el tampdn que recomienda el fabricante como
diluyente para las muestras a analizar, HBS suplementado con 0.01 M HEPES
pH 7.4, 0.15 M NaCl, 3 mM EDTA, 0.005% Surfactant P20 (HBS-EP*) (GE
Healthcare), hasta alcanzar un nivel de captura de ~100 RU. Se inyectaron
varias diluciones de cada MAb (100 nM, 50 nM, 25 nM, 12.5 nM y 6.125 nM),
comenzando con el mas diluido y terminando con el mas concentrado, en el chip
CMS5 a una velocidad de flujo de 30 ul/min. en tampon HBS-EP + (GE Healthcare)
a 25 °C en experimentos de cinética de ciclo unico. El tiempo de union fue de 60
s, con un tiempo de disociacién final de 600 s. Cada interaccidon se probd en tres
experimentos independientes. Las cinéticas de union se analizaron con el

software de evaluacion Biacore.
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3.2.10. Unién de particulas P a neoglicoconjugados

La union de las particulas P a cinco neoglicoproteinas (preparados de
glicoproteinas unidos covalentemente a HSA) diferentes (Tabla 4) con las
estructuras de oligosacaridos del antigeno H (grupo sanguineo O), grupo
sanguineo A, grupo sanguineo B, Lewis X (Le¥) y sialil-Lewis X (SiLeX) se
analizaron mediante ELISA. Todas las neoglicoproteinas se obtuvieron de
Isosep AB (Tullinge, Suecia). Los oligosacaridos fueron obtenidos conjugados a
la albumina sérica humana (HSA) a través de un espaciador de
acetilfenilendiamina (APD) o aminofeniletil (APE), con 10 a 30 oligosacaridos por
molécula de proteina.

Las placas de microtitulacion (Corning, NY) se recubrieron con los diferentes
neoglicoconjugados a 1 ug/ml en tampon carbonato / bicarbonato (pH 9,2) y se
incubaron a 37°C durante 1 hora a 4°C durante la noche. Las placas se lavaron
tres veces con PBS-T y se bloquearon con PBS con BSA al 3% durante 1 hora
a 37°C. Las particulas P se anadieron a 1 ug/ml en PBS-T, y las placas se
incubaron durante 90 minutos a 37°C. Después de tres lavados, se afadio el
suero policlonal (P-PAb) a las placas a una dilucion de 1/1.000. La union se
detectd con un anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado con HRP a 1/4.000
(Santa Cruz Biotechnology). Las reacciones se revelaron mediante la adicion de
OPD y se detuvieron después de una incubacion de 20 minutos con H2SO4 3 M.
La absorbancia se midié a 492 nm. Los ensayos se realizaron por triplicado y se
incluyeron controles negativos (HSA sin conjugar con el oligosacarido 6 no
funcionalizado a 1 ug/ml) y en blanco. La unién se expresé como porcentajes de

sefial en relacion con la mayor OD4os.
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Neoglicoconjugado

Estructura

H tipo 1- HSA Fuca2Gal3NAcGIcf3GalBf4Glc-APD

SiLe*-HSA Neu5Aca3Galf4(Fuca3)NAcGlcS3Galf4Glc-APD
Le*- HSA GalB4(Fuca3)NAcGIcB3GalB4(Fuca3)NAcGlc-APD
A-tri HSA NAcGala3(Fuca2)Gals-0-APE

B-tri HSA Gala3(Fuca2)GalB-0-APE

Tabla 4. Neoglicoconjugados utilizados en el presente estudio.
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3.3. Resultados

3.3.1. Produccién y purificacién de particulas P de norovirus
Con el objetivo de estudiar la inmunogenicidad y la capacidad de unién de
diferentes cepas de NoV a varios HBGA se produjeron un total de 10 particulas
P, una correspondiente al genotipo Norwalk Gl.1, cuatro correspondientes a
diferentes genotipos Gl (cepas GI.9 VA207, Gll4 VA387_1996, Gll.4 Den
Haag_2006b y Gll4 Sydney 2012), y el resto obtenido por mutagénesis dirigida
de la particula P Gll.4 VA387_1996 (M1 a M5). Todas las proteinas mostraron
una masa molecular cercana a la masa esperada (36 kDa) pero con pequefas
diferencias. La variante Gll4 VA387 1996 mostré una doble banda tipica para la
cepa. Esta doble banda también estaba presente en el mutante M1 (Q396R). El
mutante M2 (N447D) migré como una banda unica, al igual que todas las demas
construcciones, excepto el mutante doble M4, que mostré una movilidad mas
baja en el gel (Figura 8). Las particulas P se purificaron ademas por
cromatografia de exclusion molecular. Los resultados mostraron que la mayoria
(mas del 80%) de las proteinas produjeron particulas formadas, como se puede
observar en la figura 9. El volumen de elucion fue ligeramente diferente para
cada preparaciéon, variando de 37.89 ml (M1) a 40.29 ml (VA387), que
corresponde de 1.030 kDa a 870 kDa (Figura 9). En total, pudimos producir y
purificar 10 particulas P diferentes, que se utilizaron en ELISA, SPR y ensayos

de unién.

66



KDa

250 s
150 mm—

100 s—

75 —

50

37

25
20

15
10

Figura 8. Gel SDS-12%PAE tefiido con azul de Comaséidque muestra las 10
diferentes particulas P utilizadas en el presente estudio. Los pesos moleculares se
indican con barras a la izquierda.
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Figura 9. (A a G) Cromatogramas que muestran la cromatografia de exclusion molecular
de GIl.4 VA387_1996, los mutantes M1 a M5 y las particulas P-Den Haag_2006b. Las
flechas indican los picos de elucion correspondientes a las particulas P con una masa
molecular esperada de 840 kDa. Los asteriscos (*) marcan los picos de elucién de las
proteinas no particuladas. (H) Volumenes de elucién y masas moleculares calculadas
de preparados de particulas P.
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3.3.2. Caracterizacion del anticuerpo monoclonal (MAb) por ELISA
Para dilucidar los patrones de reactividad de cada uno de los MADb frente a
diferentes genogrupos, genotipos y variantes de norovirus, se realizé la
caracterizacion inicial de los MAbs 3C3G3, anti-v0.8 y anti-v2.5 mediante ELISA
utilizando un conjunto de antigenos (Tabla 5y Figura 10). Como control, se utilizd
el HPA-PADb. El anticuerpo 3C3G3 reconocid solo su VLP homodloga (Gll.4 Den
Haag_2006b) y el dominio P Gll.4 Apeldoorn_2007, mas estrechamente
relacionado. Sorprendentemente, no reconocio las particulas Gll.4 v2_2004 VLP
y Gll.4 VA387_1996 P, dos variantes diferentes dentro del mismo genotipo. Este
resultado es similar a los obtenidos con los anticuerpos monoclonales (MAb)
anti-v0.8 y anti-v2.5. EI MAb anti-v0.8 reconoci6 eficientemente su VLP
homologa Gll.4 vO_1999y la particula Gll.4 VA387_1996 P, mientras que el MAb
anti-v2.5 reconocio solo su VLP homdloga Gll.4 v2_2004 y el antigeno Gll.4
2006b mas cercano, pero no el dominio Gll.4 Apeldoorn_2007 P. El anticuerpo
policlonal HPA pudo reconocer todos los antigenos probados, excepto las
particulas P Gl.1 (Tabla 5). Estos resultados confirman que la rapida evolucion
de las variantes Gll.4 de norovirus parece estar impulsada por la presion de
anticuerpos en el huésped, lo que favorece la aparicion de variantes de escape

de los anticuerpos.
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Antigeno de norovirus Reactividad del anticuerpo_(Kp_ [nM])

HPA-PAb P-PAb MAb 3C3G3 MADb Anti-v0.8 | MADb Anti-v2.5

VLP GI.1 Norwalk + ND - - -
VLP GIl.4-1999 + = + =
VLP GlI.4-2004 + - - +
VLP GII.3 + + = = =
P-GI.1 Norwalk - ND - - -
P-GII1.4-1996 + + = + (47 £ 35) =
P-GlI.4-1996 M1 + + - + (72 + 49) -
P-GlI.4-1996 M2 + + = +(71) =
P-GlI.4-1996 M3 + + - +(12+3) -
P-GlI.4-1996 M4 + + + (153 £ 74) +(7+1) =
P-GII1.4-1996 M5 + + +(25+12) +(12+3) -

P-GlI.4-2006b + + +(21%1) = +(11£3)
P-GlI.4-2012 + + - - -
P domain GlI.4-2007 + + + = =

Tabla 5. Reacciones de los anticuerpos frente a diferentes antigenos de norovirus por
ELISA y constantes de afinidad (KD) estimadas por resonancia superficial de plasmén.
+= reconocimiento; -=ausencia de reconocimiento; ND= no determinado.

av0.8 mAb

av2.5 mAb
HPA pAb
3C3G3 mAb

OD 450 nm

oD o

TIITTITITTITI0TT A

0
Cut-off ———22|——__ £§ NP I ¢

Figura 10. Propiedades de la union de cuatro anticuerpos, anti-v0.8, anti-v2.5, 3C3G3
y HPA PAb, a un panel de antigenos de norovirus (VLP, particulas P y dominio P)
analizados por ELISA. Para mayor claridad, solo se representan las diluciones 1/1,000.
Las barras de error indican las desviaciones estandar de tres réplicas. La linea horizontal
indica el valor de corte del ELISA.
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3.3.3. El anticuerpo monoclonal (Mab) 3C3G3 bloquea la unién de las
particulas P a la saliva

El objetivo principal del presente estudio fue caracterizar el epitopo de un MAb
dirigido a la proteina de la capside viral para proporcionar una explicacion de
cdmo ocurre la evasion a los anticuerpos en las variantes de norovirus Gll.4. Era
importante saber si el MAb 3C3G3 podia bloquear la unidon de norovirus a sus
receptores. Por esta razon, se realizé un ensayo de bloqueo de unién a la saliva,
y los resultados confirmaron que el MAb 3C3G3 es capaz de bloquear la unién
de las particulas Gll.4 Den Haag_2006b P a la saliva de un individuo secretor

positivo de una manera dependiente de la dosis (Figura 11).
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Figura 11. Bloqueo de la unién de particulas Gll.4 Den Haag_2006b P a la saliva
secretora positiva por el 3C3G3 MADb. Las barras de error indican las desviaciones
estandar de tres réplicas. Los numeros en el eje x indican las concentraciones del MAb
3C3G3s.

3.3.4. Caracterizacion del epitopo del anticuerpo monoclonal 3C3G3
por “phage display” y mutagénesis dirigida
Con el fin de caracterizar el epitopo reconocido por el MAb 3C3G3, se aplico la

técnica de “phage display”, seguida de mutagénesis dirigida. Después de tres
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rondas de panning, se obtuvo una secuencia de consenso de 11 aminoacidos.
El epitopo predicho estaba formado por los siguientes aminoacidos: P245, E247,
1389, Q390, R397, R435, G443, Y444, P445, N446, y D448 de la variante Gll.4
Den Haag 2006 (Figura 7). Tres de estos aminoacidos estan dentro del
subdominio P2 (1389, Q390 y R397), y los otros ocho estan dentro del

subdominio P1 (Figura 12).

Figura 12. Modelos estructurales que muestran las superficies de los diferentes
mutantes producidos en el presente estudio. El subdominio P1 se muestra en gris y el
subdominio P2 en azul. El grupo sanguineo, trisacarido tipo A, se localizé de acuerdo
con el PDB ID 20BS y puede verse en una representacion en varillas. (A) Estructura del
tipo silvestre VA387_1996 con los residuos formando el epitopo 3C3G3 en rojo. (B, Cy
D) Mutantes individuales M1, M2 y M3, respectivamente. (E) Modelo del mutante doble
M4. (F) Modelo del mutante multiple M5. Todas las mutaciones se muestran en color
rosa. Solo el mutante M5 tiene el carboxilato anionico D448 (RCOO-) y el amonio
catiénico R397 (RNH3+) en una conformacion estrecha que aumenta la posibilidad de
formacion de puentes salinos, lo que permite la estabilizacion del epitopo 3C3G3.

Para confirmar el epitopo se realizé la mutagénesis dirigida, utilizando la
particula P de la variante Gll.4 VA387 1996 como estructura molde. Esta

variante no fue reconocida por el MAb 3C3G3, y solo 2 residuos fueron diferentes
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entre las dos proteinas del epitopo predicho, R397 y D448 (figura 7). Se
produjeron cinco mutantes como se describe en Material y métodos (M1
[Q396R], M2 [N447D], M3 [NN-393, 394 STT], M4 [M1 mas M2], y M5 [M1 mas
M2 mas M3]), y la reactividad del MAb 3C3G3 contra los mutantes se ensayo
por ELISA. Ademas de los mutantes, se afadieron dos nuevas particulas P al
experimento: la variante P Gll.4 Den Haag_ 2006 como control positivo y la
variante P Gll.4 Sydney 2012 para evaluar el reconocimiento del anticuerpo
hacia la variante epidémica Gll.4 mas reciente. En los resultados de ELISA,
resumidos en la Tabla 5 y la Figura 13A, se encontré6 que ninguno de los
mutantes, M1, M2 o M3, fue reconocido por el anticuerpo. Curiosamente, tanto
el mutante doble, M4, como el mutante multiple, M5, fueron reconocidos por el
anticuerpo, confirmando que al menos R397 y D447 forman parte del epitopo
reconocido por el anticuerpo 3C3G3. Estos resultados muestran que el sitio
antigénico B (STT 393,394,395) no parece estar involucrado en la formacion del
epitopo 3C3G3, ya que M3 no fue reconocido por el MAb del 3C3G3. También
es interesante que la variante epidémica posterior, Gll.4 Sydney 2012, no sea
reconocida por el MAb aunque comparte los 11 residuos del epitopo predicho
(Tabla 6). Esto indica que otros residuos no identificados en este estudio podrian

estar implicados en la formacion del epitopo 3C3G3.
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Figura 13. Union de diferentes anticuerpos a particulas P de tipo salvaje y mutantes
analizadas por ELISA. (A) Reconocimiento por los anticuerpos P-PAb y 3C3G3. (B)
Reconocimiento por anti-v0.8 y anti-v2.5 MAbs. Sélo se muestra la dilucién 1/1.000 para
mayor claridad. Las barras de error indican las desviaciones estandar de tres réplicas.
La linea horizontal indica el valor de corte de la prueba ELISA.
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Cepa norovirus (Variante) Numero de acceso [Afio  [Residuos aminoacidicos de VP1 (2006 b) Sitio B antigénico
245 [247 [389 [390 [397 [435 [443 [444 [445 [446 [448 393-395

Epitopo 3C3G3 P E | Q R R G Y P N D

Gll.4 MD134-7 (<1996) AY030098 1987 - = - = Q - - - o - N D-H
Gll.4 Bristi (<1996) X76716 1993 Q N D-H
Gll.4 Kaiso (<1996) AB294779 2003 - Q o - N D-R
Gll.4 VA387 (1996) AY038600.3 1998 - Q N N-N
Gll.4 004 95M-14 (1996) AF080551 1995 - Q o - N N-N
Gll.4 Narita 104 (1996) AB078336 2002 - Q N N-N
Gll4 VO (1999) 1999 - Q - - N N-N
Gll.4 Farmington Hills (2002) AY502023 2002 - \ Q N NGT
Gll.4 Oxford B5S22 (2002) AY581254 2003 - Vv Q o - N NGT
Gll.4 Hunter 284E (2004) DQO78794 2004 - Vv - STT
Gll4 V2 (2004) 2004 - T - - - STA
Gll.4 Kimitsu (2004) AB294784 2005 \ Q N STT
Gll.4 Den Haag 54 (2004) EF126962 2006 - Vv Q = - N STT
Gll.4 Isumi 060936 (2006a) AB294790 2006 - Vv Q - N STT
Gl1.4 Yerseke 38 (2006a) EF126963 2006 - \% Q - N STT
Gll.4 Sakai (2006b) AB220922 2005 - Q N SSA
Gll.4 NSW696T (2006b) EF684915 2006 - T - - - STT
Gll.4 Den Haag (2006b) 2006 - - STT
Gll.4_Apeldoorn (2007) 2007 - = = = NTA
Gll.4 New Orleans (2009) KR904211 2009 - - - - - GTT
Gll.4 Sydney (2012) AGV76572.1 2012 - - = = = = = STT

Tabla 6. Secuencias de epitopos 3C3G3 en diferentes variantes de norovirus Gll.4.

Para determinar si este epitopo recién descrito afecta a la unién de otros
anticuerpos dirigidos frente a Gll.4, se ensay6 también por ELISA la reactividad
de los MAbs anti-v0.8 y anti-v2.5 contra las diferentes particulas P. Los
resultados muestran que el epitopo anti-v2.5 podria ser diferente del epitopo
3C3G3, ya que ninguno de los mutantes fue reconocido por el MAb (Figura 13B).
Curiosamente, este anticuerpo también era independiente del sitio antigénico B
descrito anteriormente, presente aqui en las construcciones M3 y M5 (Allen et
al., 2008). Por el contrario, el MAb anti-v0.8 reacciond contra cada uno de los
mutantes, aunque a diferentes niveles. Esto puede indicar que los residuos
seleccionados influyen en el plegamiento del epitopo reconocido por el
anticuerpo, ya que ambos residuos se conservan en las variantes VA387_1996

y VO_1999 (Tabla 6). Segun nuestros resultados, este MAb mostré una
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dependencia del sitio antigénico B, como se habia descrito anteriormente (Allen

et al., 2008).

3.3.5. Caracterizacion del epitopo MAb 3C3G3 por resonancia
superficial de plasmén (SPR)

Para cuantificar la fuerza de la interaccion entre los MAbs probados y las
diferentes particulas P reconocidas, se aplicd un ensayo de SPR, y se obtuvieron
constantes de afinidad (KDa) en al menos tres experimentos independientes. De
todos los pares de interaccion, la afinidad mas alta (valor KDa mas bajo) se
obtuvo en el par de interaccion 3C3G3-Gll4 Den Haag_2006b (Tabla 5 y Figura
14). Aunque M4 dio una sefal mas intensa en ELISA (Figura 13A), los
experimentos de SPR revelaron que el mutante M4 tenia una KDa (153 nM) 6
veces mayor que la del mutante M5 (25 nM) (Tabla 5). Después de modelar las
estructuras de los diferentes mutantes utilizando la estructura de dominio P del
VA387_1996 como andamio (PDB ID, 20BR), observamos que los residuos
R397 y D448 probablemente presentan diferentes conformaciones en M4 y M5
(Figura 9C y D). En el modelo M5, el carboxilato aniénico D448 (RCOO-) y el
amonio cationico R397 (RNH3+) estaban mas cerca. Esto aumentaria la
posibilidad de formacién de puentes salinos, lo que permitiria la estabilizacion

del epitopo 3C3G3.
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Figura 14. A) Sensogramas representativos de los experimentos de resonancia
superficial de plasmén (SPR). Los pares de interaccion se muestran en cada panel. B)
Representacion de las diferentes constantes de afinidad (KDs) en molar (M) obtenidas
mediante los analisis por SPR. Las barras de error indican las desviaciones estandar de
tres réplicas. La flecha indica el mejor par de interaccién.
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3.3.6. El residuo R397 esta involucrado en el reconocimiento de
HBGA

La union de las variantes VA387_1996, Den Haag_2006b y Sydney 2012, asi
como de las cinco mutantes (M1 a M5), a cinco antigenos HBGA diferentes
(SiLe*, Le*, grupo sanguineo O [antigeno H], grupo sanguineo A y grupo
sanguineo B) fue analizada para estudiar si los residuos involucrados en su
inmunogenicidad también tuvieron un impacto en la union de sus receptores.
Nuestros resultados mostraron que hubo un cambio en el patron de
reconocimiento entre el VA387_1996 y las variantes Den Haag_2006b y
Sydney 2012. Mientras que la cepa VA387_1996 poseia una gran capacidad
para unirse al antigeno SiLe*, las variantes Den Haag_2006b y Sydney_2012 no
reconocian ninguno de los antigenos ensayados (Figura 15). Curiosamente, M1,
que incorpora la mutacion unica Q396R, perdié su capacidad de unirse a los
HBGA probados, mostrando el mismo patréon de reconocimiento que las
variantes 2006b y 2012. El mutante M2 mantuvo una unién con SiLe* similar a la
del tipo salvaje VA387_1996. M3 y M4 aumentaron su capacidad para reconocer
los antigenos de los grupos sanguineos A, B y O. Ademas, M4 reconocio la HSA
no funcionalizada. Finalmente, el mutante M5 demostré una union residual del
10% a SiLe*. Tal y como se muestra en la Tabla 6 dicho residuo se mantiene
invariable a lo largo de las cepas anteriores a la aparicion de la variante Gll.4_
Den Haag 2006b en el cual se produce un cambio de Q397R lo que aportaria
una explicacion a la falta de reconocimiento por el MAb 3C3G3 de las variantes

anteriores a ésta.
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Figura 15. Porcentajes de union de siete particulas de P diferentes (VA387_1996, M1
a M5y Den Haag_2006b) a cinco antigenos HBGA diferentes (antigeno SiLe*, antigeno
Le* y antigenos del grupo sanguineo A, B y O H) determinados por ELISA. Cada unién
de particulas P se normalizé con el valor mas alto de OD4o,. Las barras de error indican
las desviaciones estandar. Se usé la HSA como control.
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3.4. Discusion

Debido a la relevancia de las variantes de escape a anticuerpos en la
persistencia de norovirus Gll.4 durante los ultimos 40 afios, decidimos resolver
el epitopo reconocido por el anticuerpo monoclonal 3C3G3, que es un anticuerpo
capaz de bloquear la unidén de norovirus a saliva. Los resultados del presente
estudio arrojan luz sobre la forma en que norovirus escapa a la neutralizacién de
anticuerpos. El anticuerpo no pudo reconocer ninguno de los antigenos
analizados por Western blot, lo que indica que el epitopo diana debe ser
conformacional. Por esta razén, se eligio el ensayo de “phage display”. De los
11 residuos sospechosos de formar parte del epitopo (ver resultados), dos, R397
y D448, fueron confirmados como parte del epitopo por mutagénesis dirigida de
las particulas P de VA387_1996. Cuando se produjeron diferentes particulas P,
se observaron diferencias en su movilidad electroforética. Estas diferencias en
la movilidad electroforética han sido previamente reportadas para la variante
VA387 y se asociaron a la formacion de particulas P (dimeros de P versus
particulas P) (Tan & Jiang, 2005) lo que podria revelar cambios estructurales. En
el presente estudio se confirmd que todas las particulas P disehadas se
construyeron con éxito, con masas moleculares estimadas entre 870 y 1.030
kDa.

Ademas de los residuos R397 y D448, otra diferencia entre las secuencias de
VA387_1996 y Den Haag_2006b fue el cambio de aminoacidos 393 a 395 (STT
en la variante Den Haag_2006b y N-N en la variante VA387_1996). Este cambio
se incorporé en los mutantes M3 y M5, ya que se encontraban en las
proximidades de R397. Anteriormente se habia demostrado que formaban un

epitopo importante en los norovirus Gll.4 (Allen et al., 2008). Sin embargo, estos
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tres residuos no rescataron la capacidad de union del anticuerpo 3C3G3 (M3 no
fue reconocido por el 3C3G3), pero ayudaron a estabilizar el epitopo 3C3G3, ya
que el 3C3G3 tenia 6 veces mas afinidad por M5 que por M4. Después del
modelado molecular de los 5 mutantes (Figura 12), podriamos predecir la
formacion de un puente salino entre R397 y D448 s6lo en M5 y no en M4. Esto
podria explicar la mayor estabilidad del epitopo 3C3G3 en M5, mientras que los

residuos de STT 393 a 395 no parecian formar parte del epitopo 3C3G3 en si.

Como se muestra en la Tabla 6, parece que los residuos R397 y D448 han sido
importantes en las sucesivas variantes de Gll.4. Para aclarar si son parte de
epitopos reconocidos por otros MAbs producidos frente a diferentes variantes de
Gll.4, también caracterizamos dos MADbs previamente obtenidos, anti-v0.8 y anti-
v2.5, que fueron probados contra los mismos antigenos y mutantes que el MAb
3C3G3. Mediante ELISA y SPR se confirmé que el MAb anti-v0.8 depende del
sitio antigénico B (393 a 395, -NN a STT), como se describié anteriormente (Allen
et al., 2008). El epitopo reconocido por el anti-v0.8 también se vi6 afectado en
los mutantes M1 y M2, indicando que los aminoacidos 397 y 448 también podrian
estar implicados en la conformacion del epitopo. Ademas, los resultados con los
tres MAbs mostraron la existencia de reactividad cruzada sélo entre las variantes
mas cercanas y que ninguna de las variantes mas distantes compartia
reactividad (Tabla 5). El MADb anti-v2.5 reconocidé sélo la particula P mas cercana
correspondiente a la variante Gll.4 Den Haag_2006b. Todos los mutantes fueron
hechos usando la variante VA387_1996 como andamiaje, la cual no es
reconocida por el anticuerpo. Solo si R397 y D448 estan presentes en su epitopo

se recuperaria el reconocimiento por parte del anticuerpo. La unica conclusion a
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la que podemos llegar es que estos residuos podrian no formar parte del epitopo
anti-v2.5 MAb. Estos resultados tienen implicaciones importantes desde un
punto de vista evolutivo, ya que demuestran que los MAbs contra las variantes
mas antiguas no reconocen a las mas nuevas. Esto explica por qué el mismo
genotipo puede producir pandemias sucesivas. Ademas, el HPA-PAb es capaz
de reconocer las VLPs de GI.1 pero no las particulas P de GI.1, apoyando la idea
de que los epitopos de reaccion cruzada entre los dos genogrupos estan
presentes solo en el dominio S de VP1, que no esta presente en las particulas P

(Parra et al., 2012).

Cuando se compararon los epitopos del 3C3G3 en varias variantes de norovirus
Gll.4 (Tabla 6), los dos residuos identificados en el presente estudio, R397 y
D448, se conservaron siempre. Todas las variantes anteriores a 2004 poseian
la combinacion Q397-N448, y todas las variantes surgidas desde 2006 contienen
el doblete R397-D448. Hubo un periodo de transicion entre 2004 y 2006 en el
que ambos dobletes estuvieron presentes, pero siempre en la misma
combinacion. En la estructura VA387_1996 y en los modelos estructurales de la
figura 12, se observé que estos dos aminoacidos estaban localizados muy cerca
uno del otro, y en M5, parecian interactuar a través de un puente salino. Esta
interaccion fisica podria explicar por qué estos dos residuos se encuentran en
combinaciones fijas a través de las diferentes variantes. Podriamos plantear la
hipétesis de que los residuos podrian estar involucrados adicionalmente en la
estabilizacién de la propia particula P, no sdélo en el epitopo del 3C3G3. De
hecho, observamos cambios en la movilidad electroforética de las diferentes

particulas de P cuando estos residuos fueron mutagenizados dentro de
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VA387_1996, M1y M4, siendo las particulas P las mas heterogéneas migrando.
Sin embargo, las variantes Den Haag_2006b y Sydney 2012, que poseen el par
R397-D448, junto con la version 393 a 395 STT del sitio antigénico B (que
favorece la formacion del puente salino R397-D448), fueron mas homogéneas
que la variante 1996.

Se sabe que los norovirus Gll.4 tienen patrones de reconocimiento de HBGA
especificos de cepa (Debbink et al., 2013; Yang et al., 2010). Para evaluar si el
epitopo 3C3G3 esta involucrado en la interaccion con los receptores, se analizé
la unién de las diferentes particulas P Gl1.4 a varios HBGAs. Nuestros resultados
indicaron que el cambio en R397 parecia ser la clave en los diferentes patrones
de reconocimiento observados en las nuevas variantes de Gll.4 en comparacién
con las antiguas. La conclusién a la que se lleg6 fue que este cambio podria
haber tenido un efecto en el plegado del sitio de union a la fucosa, que no esta

en contacto con este residuo (figura 12).

Curiosamente, el mutante M4 que incluye ambas sustituciones (Q396R y N447D)
ha aumentado la capacidad de unién, incluyendo una alta unién a la HSA (control
negativo). En la Tabla 6 se puede observar que esta combinacién de
aminoacidos (R396 y D447) siempre va acompanada del triplete del sitio
antigénico B y no del doblete que esta presente en M4. La combinacion del
doblete del sitio antigénico B con R396 y D447 no se ha encontrado hasta ahora
en virus silvestres, lo que puede reflejar un proceso de seleccién negativo,
probablemente debido a su deficiente unién, como se observa con el mutante

M4.
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Esta es la primera vez que se ha aplicado la técnica de “phage display” para
estudiar los epitopos de norovirus Gll.4. En estudios anteriores se utilizaron
enfoques evolutivos y estructurales para identificar epitopos putativos, incluidos
los sitios A (aminoacidos 296 a 298) y B (aminoacidos 393 a 395) (Allen et al.,
2008). Estos epitopos se confirmaron mediante quimeras entre diferentes
variantes de Gll4 de norovirus y anticuerpos monoclonales. Un enfoque similar
mostro que el sitio A deberia estar formado por los aminoacidos 294, 368 y 372,
ademas de 296 a 298 (Debbink et al., 2013). También se ha demostrado que el
epitopo B influye en los cambios en las capacidades de union de los HBGA de
diferentes variantes de Gll4 (Debbink et al., 2013). Utilizando la técnica de
“‘phage display”, hemos podido identificar 2 residuos (397 y 448) que no estaban
tan expuestos como los epitopos descritos anteriormente, lo que dificulta la
prediccidn de su relevancia tras el analisis estructural. Hemos demostrado que
estos residuos desempenan un papel importante en el reconocimiento de
anticuerpos y en las interacciones con los HBGAs y que han evolucionado de
variantes ancestrales a modernas.

En conjunto, hemos podido estudiar el epitopo reconocido por el anticuerpo
3C3G3 y hemos demostrado que este epitopo esta implicado en las
interacciones virus-hospedador. Por un lado, los dos aminoacidos R397 y D448
parecen estar implicados en la evasion de la respuesta de los anticuerpos del
huésped, lo que demuestra como pequefios cambios en la secuencia de
aminoacidos podrian aportar enormes beneficios al virus en términos de evasion
de anticuerpos. Por otra parte, hemos demostrado que un solo cambio en la
posicion 396 de la variante de 1996 (397 en la variante 2006b) podria ser

suficiente para modular la unién de norovirus a los HBGAs.
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4. Capitulo Il: Descifrando la funcién del antigeno
secretor en la adhesion de rotavirus humanos a

los antigenos histo-sanguineos
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4.1. Introduccion

Los rotavirus se encuentran entre los principales agentes etioldgicos de la
gastroenteritis virica en lactantes y nifios pequefios en todo el mundo y son
responsables de unas 140.000 muertes al afio en los paises en desarrollo (Wang
et al., 2016). La clasificacion de los rotavirus se basa en su composicion
genomica y de la reactividad inmunoldgica de tres proteinas estructurales: VPG,
VP7 y VP4. Se clasifican en 9 grupos (A-l) segun la reactividad inmunolégica de
la proteina de la capa intermedia, VP6, siendo los rotavirus del grupo A los que
mas frecuentemente producen infecciones en humanos (Matthijnssens et al,,
2012). Las dos proteinas de la capside externa, VP7 y VP4, generan anticuerpos
neutralizantes que pueden inducir proteccion. Utilizando estas dos proteinas se
ha establecido un sistema de clasificacion de los rotavirus del grupo A en
serotipos/genotipos G (dependientes de la glicoproteina VP7) y P (dependientes
de la proteina VP4 sensible a proteasas) (Buesa & Rodriguez-Diaz, 2007).
Existen al menos 36 genotipos G y 51 genotipos P de rotavirus humanos y
animales. Los genotipos G1[P8], G2[P4], G3[P8] y G4[P8] representan mas del
90% de las cepas humanas de rotavirus que circulan en la mayoria de los paises
(Buesa & Rodriguez-Diaz, 2007), siendo de especial relevancia el genotipo P[8],
que incluye cuatro linajes genéticos diferentes (I a IV) (Arista et al., 2006; Banyai
et al., 2012).

Se han descrito diversas interacciones entre los antigenos histo-sanguineos
(HBGAS) y rotavirus. Se cree que los HBGAs expresados en la superficie de las
células diana sirven como receptores virales. La porcion distal VP8* (~27 kDa,
N-terminal) de la proteina VP4 de los genotipos P[8], P[4], P[6] y P[19] reconoce

los HBGAs secretores. P[8] y P[4] estan relacionados genéticamente y, segun
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algunos autores (Huang et al., 2012), ambos se unen a los antigenos Lewis®
(Fuc- a 1,2-Gal-$1,3-[Fuc-a1,4-]GIcNAc; Le®) y H type-1 (H1) (Fuc- a 1,2-Gal-
B1,3-GlcNAc) (Tabla 7) mientras que otros defienden que no se establece ningun
tipo de unién de estos genotipos con Lewis® (Liu et al., 2017). P[6], un genotipo
ligeramente relacionado, se une al antigeno H1 pero no a Lewis® (Huang et al.,
2012), mientras que P[19] se une a los glicanos de mucina con un nucleo de
GIcNAc-$1,6-GalNAc y al precursor de HBGA de tipo 1 (Liu et al., 2016) (Tabla
7). Ademas, los genotipos P[9], P[14] y P[25] se unen especificamente a los
antigenos de tipo A (GalNAc-a1,3-[Fuc-a1,2-]Gal) (Hu et al., 2012; Liu et al.,
2012), P[11] interacciona con la N-acetilactosamina (Gal-$1,4-GIcNAc; LacNAc),

la cual constituye el precursor del glicano de tipo 2 (Liu et al., 2013) (Tabla 7).

Precursor tipo | Htipo | Leb Antigeno tipo A Precursor tipo Il Nucleo de la

Lacto-N-Biosa (LNB! mucina

£-1,3 B-1,3
’ -1,3/4 -1,4
p-13 —— R a-13 P13/ paa_ 16
HBGAs ¥-7 R - —
a-12 a-1,2 a-1,3/4
4 a-1,2

Ge‘r;'t:tsipo P[8] y P[19] P[4], P[6] y P[8] P[4] y P[8]* P[9], P[14] y P[25] P[11] P[19]

Tabla 7. Resumen de las interacciones descritas entre los diferentes genotipos de VP8*

y los HBGAs. El asterisco indica que dicha interaccion no se reproduce en todos los

experimentos. Leyenda: ¢ galactosa; I N-acetilglucosamina (GIcNAc), 4 fucosa y la
N- acetilgalactosamina.

Se han obtenido evidencias detalladas de las interacciones de VP8*-HBGAs
mediante cristalografia de rayos X de P[14] VP8 y P[11] VP8* en complejo con
el oligosacarido de tipo A (Hu et al., 2012) y LacNAc (Liu et al., 2013),
respectivamente. Recientemente, se ha resuelto la estructura de la VP8* del
genotipo P[19] porcino con la lacto-N-fucopentaosa | (Fuc-a1,2-Gal-£1,3-
GIcNAc-1,3-Gal-$1,4-Glc; LNFPI), y con el glicano del nucleo de la mucina de

tipo 2 (GlcNAc-$1,6-[Gal-$1,3]GalNAc). Con ello se muestra un sitio de union de
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carbohidratos alternativo al utilizado por P[11] y P[14] (Yang Liu et al., 2017).
Este sitio de union fue sugerido por primera vez por analisis de secuencias de
proteinas en otros miembros del genogrupo de rotavirus PJ[ll] (es decir, genotipos
P[4], P[6], P[8]) (Liu et al., 2017) y recientemente se ha confirmado para P[4] y
P[6] (Hu et al., 2018). Sin embargo, se desconoce por que los individuos que no
son secretores (que carecen de fucosilacion a-1,2 en las estructuras de los
HBGAs) poseen una menor susceptibilidad a las infecciones por rotavirus (Kazi
et al., 2017; Nordgren et al., 2014) y cual es la funcién de la L-fucosa en el
reconocimiento del ligando H1 para el rotavirus humano mas importante, ya que
todavia no se dispone de una estructura para el genotipo P[8] en complejo con
los HBGA.

Mediante el uso de VP8* de un aislado clinico perteneciente al linaje [l1] de P[8],
en el presente trabajo demostramos que P[8] se une al antigeno H1 en un sitio
similar al que se unen los genotipos P[19], P[4] y P[6]. Nuestros resultados
estructurales y funcionales también demuestran que el precursor H1, lacto-N-
biosa (Gal- # 1,3-GIcNAc; LNB), desprovista de L-fucosa, también interactua con
la proteina VP8*, y descartamos los antigenos Lewis? o Lewis® como ligandos
del genotipo P[8]. Proporcionamos las bases moleculares para la funcion del
antigeno secretor en la unién del rotavirus a su receptor. Nuestros resultados
muestran un aumento del doble de la afinidad por el antigeno H1 en comparacion
con la LNB. Este aumento se explica por la reduccion de los contactos de la L-
fucosa con las moléculas de disolvente y la estabilizacion estructural de la
fraccion LNB en la conformacion adecuada para la union. Ademas, mostramos
cémo las sutiles diferencias en el sitio de union H1/LNB en diferentes linajes de

P[8] influyen en las afinidades de los antigenos, dando especial relevancia a la
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glicobiologia del huésped en las infecciones por rotavirus del genotipo P[8] en
los seres humanos. El efecto parcial de la LNB como anti-adhesina frente a
rotavirus que se muestra en el presente articulo y los conocimientos adquiridos
sobre la interaccion entre rotavirus y las células huésped durante la adhesion del
virus podrian abrir nuevas vias para el tratamiento y la prevencién de las

infecciones por rotavirus.
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4.2. Material y métodos

4.21. Expresién y purificaciéon de las proteinas VP8* de rotavirus

Las secuencias génicas codificantes de las proteinas VP8* (aminoacidos 64-224
de la proteina VP4 de rotavirus) pertenecientes a los genotipos P[4], P[6], P[8],
P[9], P[11], P[14] y P[25] se clonaron en el vector de expresion pGEX-2T (GE
Healthcare) con el fin de expresarlas como fusiones a GST en su extremo N
terminal.

Para amplificar la regidn codificante de los genotipos P[4], P[6], P[8], P[9] y P[14],
se extrajo el RNA a partir de muestras de heces de pacientes con infeccion por
rotavirus (diagnosticadas en el Servicio de Microbiologia del Hospital Clinico
Universitario de Valencia) que contenian rotavirus de genotipo P conocido,
utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen) y siguiendo el procedimiento estandar. El
RNA viral se trascribié usando la transcriptasa inversa SuperScript (Invitrogen)
con cebadores aleatorios, y el cDNA generado se amplificé por PCR usando la
Pfu polimerasa (Stratagene) con los cebadores que se detallan en la Tabla 8.
Los cDNAs se clonaron en el vector pGEX-2T (GE healthcare) tras la digestion
con BamHI (ThermoFisher). Los diferentes clones de VP8*::GST se expresaron
en E. coliBL21 (DE3) (Novagen), cultivado a 37°C en agitacion hasta un ODegpo=
0.5 en medio LB suplementado con ampicilina y kanamicina (concentracion final
100 ug/mly 25 ug/ml respectivamente). Tras esto se indujeron los cultivos con
IPTG a una concentracion final de 0.1 mM. Los cultivos se mantuvieron a 25°C
durante la noche. Después de la induccion, las células se recuperaron por
centrifugacion a 5.000 x g durante 20 minutos. Las células procedentes de 1 | de
cultivo se lisaron en 15 ml de tampdn de lisis [(PBS con 0.5% de coctel inhibidor

de proteasas (Sigma), lisozima 1 mg/ml, 125 U DNAsa | (Thermo Fischer
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Scientific) y 0.5 mM DTT]. Los lisados se centrifugaron a 15.000 x g durante 30
minutos y se filtraron los sobrenadantes a través de filtros de 0,45 um (Millipore).
Para purificar las proteinas se utiliz6 un sistema FPLC Akta prime (GE.
Healthcare) con una columna GST-Trap (GE. Healthcare) en PBS. El tampon de
elucién consistia en 50 mM Tris-HCI, 10 mM glutation, pH 8.0. Las proteinas
VP8* fueron dializadas utilizando una columna de HiTrap desalting (GE.
Healthcare) en el mismo sistema Akta prime FPLC.

Los genes VP8* de los genotipos P[4], P[11] y P[25] se adquirieron como genes
sintéticos de Gene-ART (ThermoFischer). El nivel de expresion de la proteina
P[4]-VP8* en E. coli de la muestra clinica fue muy bajo, por lo que se optimizé el
uso de codones en el gen sintético. P[11] VP8* y P[25] VP8* no estaban

disponibles de muestras clinicas.

Nombre cebador Secuencia 5'->3'
VP8_P4_FWD TACAGTGGATCCGTTTTAGATGGTCCTTATCAA
VP8_P4_REV ATCTATTATAAACCATTATTGATATATTCA
VP8_P6_FWD ACAATAGGATCCGTACTCGATGGTCCTTATCAA
VP8_P6_REV CTATTACAATCCAGTATTTATATATT
VP8_P8_FWD ACAGTAGGATCCATGTTAGATGGTCCTTATCAG
VP8_P8_REV CTATTACAGACCATTATTAATATATTCA
VP8_P9_FWD CTAGTGGGATCCACTCTTGATGGTCCATATCAA
VP8_P9_REV TTCTGAATCTATTATAAACCATTATTTATATATT

VP8_P14_FWD TTAGTTGGATCCACATTAGATGGACCATATCAA
VP8_P14_REV CTATTAGAGCCCATTATTTATATACT

VP8_P8 W113A_FWD TGGAAGAATAGCGACATTTCATGGT

VP8_P8_W113A_REV ACCATGAAATGTCGCTATTCTTCCA

VP8_P8_R148A_FWD ATTATTCCAGCGTCTCAAGAGTCTAA

VP8_P8_R148A_REV TTAGACTCTTGAGACGCTGGAATAAT

VP8_P8_E151A_FWD AAGGTCTCAAGCGTCTAAGTGTAAT

VP8_P8 E151A_REV ATTACACTTAGACGCTTGAGACCTT
VP8_P8_1112V_FWD ATATGGTGGAAGAGTATGGACATTTCAT
VP8_P8_[112V_REV ATGAAATGTCCATACTCTTCCACCATAT

Tabla 8. Secuencias de cebadores utilizados en el presente trabajo. El sitio de
restriccion BamHI esta subrayado.
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422, Mutagénesis dirigida
Los residuos seleccionados en la proteina VP8*P[8]::GST se sustituyeron por
alanina o valina segun los datos estructurales del sitio de unién a la LNB. Se
construyeron cuatro mutantes (M1-M4) utilizando un kit de mutagénesis dirigida
(Stratagene) y los oligonucleoétidos apropiados (Tabla 8). Los cambios en el DNA
se confirmaron mediante secuenciacion. Los mutantes M1, M2 y M3 contenian
cambios en los codones de triptéfano 174, arginina 209 y glutamico 212,
respectivamente, en cada posicion se introdujo una alanina. El mutante M4

sustituy6 una isoleucina 173 por una valina.

4.23. Ensayos de unién de VP8* a glicanos
Se utilizo un panel de oligosacaridos biotinilados incluyendo Le?, Le®, Le® (lacto-
N-biosa; LNB), H tipo 1, H tipo 2 y trisacaridos de grupo sanguineo A y B
adquiridos de Glyconz (Figura 15 y Tabla 9). Estos glicanos son
neogliconjugados biotinilados con una cola poli [N-(2-hidroxietil-acrilamida]
(PAA) y con un tamafio de 30 a 50 KDa. Esto forma un polimero flexible para la
presentacion multivalente de los glicanos. Se recubrieron placas opacas (Nunc)
con estreptavidina inmovilizada con los oligosacaridos biotinilados (2 pg/ml) en
agua mili-Q y se incubaron durante 1 hora a 37°C. Después de la
funcionalizacion, se lavaron las placas una vez con PBS con 0,05% Tween 20
(PBS-T) y se anadieron las proteinas VP8* (10 pg/ml) incubandolas a 4°C
durante la noche. Después de tres lavados con PBS-T, se anadié un anticuerpo
policlonal de conejo anti-GST (1:1.000) (Abcam) y se mantuvieron una hora a
37°C. A continuacion, se lavo tres veces con PBS-T y se afadié un anticuerpo

anti-lgG de conejo conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) a una
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dilucién 1:10.000 durante 1 hora a 37°C. Después de tres lavados con PBS-T, la
unién se detectd utilizando el kit QuantaBlue (ThermoFisher), tal y como
recomienda el fabricante. Las unidades de fluorescencia se registraron con un
lector de microplacas MultiScan (ThermoFisher). Todos los ensayos de unién se
realizaron por triplicado.

La unién EC50 de la VP8* de los genotipos clinicos (P[8]c) y cultivable (P[8]Wa)
al tipo H-1 y a su precursor (LNB, Le®) se determiné incubando diluciones
seriadas 1/2 de las proteinas VP8*, empezando en 100 ug/ml hasta 1,5 ug/ml.

Los ensayos de unién se realizaron por triplicado utilizando el protocolo descrito

anteriormente.
0, OH
oH Y
NH OH
[e) o)
GlcNAC Gal GIcNAc
HO.
o) OH
OH OH
LNB LacNAc
GalB1,3GlcNAc GalB1,4GlcNAc
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OH Y o NH
NH OH HO.
FUT3 o o FUT3/4
Le® GlcNAc Gal GlcNAc
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OH o o
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Fuc
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A type | secretor A type Il secretor

Figura 15. Estructura y representacion esquematica de las vias biosintéticas de los

antigenos histo-sanguineos tipo 1y 2 (HBGA).

93



Oligosacarido Estructura

Lewis?, Le? GalB1,3(Fuca1,4)GlcNAcB-sp3-PAA-biot

Lewis®, Le®, LNB GalB1,3GIcNAcB-sp3-PAA-biot

H type 2, H2 Fuca1,2GalB1,4GIcNAcB-sp3-PAA-biot

H type 1, H1 Fuca1,2Galp1,3GIcNAcB-sp3-PAA-biot

A trisaccharide, Ay; GalNAca1,3(Fuca1,2)Galp-sp3-PAA-biot

B trisaccharide Gala1,3(Fuca1,2)GalB-sp3-PAA-biot

LewisP, LeP Fuca1,2GalB1,3(Fuca1,4)GIcNAcB-sp3-PAA-biot

Tabla 9. Oligosacaridos biotinilados utilizados en el presente estudio. Todos los
oligosacaridos biotinilados se adquirieron de Glyconz.

4.2.4. Ensayos de bloqueo de unién

Para confirmar la unién de VP8* del genotipo P[8] a la LNB, precursor del
antigeno H tipo 1, se realizé un ensayo de bloqueo utilizando LNB soluble y su
correspondiente disacarido galacto-N-biosa (Gal-#-1,3-GalNAc; GNB) producido
y purificado en nuestro laboratorio como se describe en (Bidart et al., 2014).

Las placas de microtitulacion de estreptavidina se recubieron con el antigeno H
tipo 1 biotinilado o LNB a 2 ug/ml con agua, se incubaron durante 1 hora a 37°C
y posteriormente durante la noche a 4°C. Los ensayos de bloqueo se realizaron
en paralelo utilizando tubos de vidrio que contenian la proteina P[8]c y P[8]Wa
VP8* en su concentracion EC50 para cada ligando y 20 mM de cada uno de los
disacaridos solubles (LNB y GNB) y monosacaridos (D-galactosa, GIcNAc y
GalNAc). Se incluy6 también un control positivo sin azucar. Los tubos que
contenian las mezclas de VP8* con los azucares se mantuvieron 1 hora a 37°C,
seguidos de una incubacion durante la noche a 4°C. Al dia siguiente las placas
de estreptavidina se lavaron con PBS-T, se anadieron las soluciones de azucar

y VP8*s y se incubaron durante 4 horas a 4°C. Tras 4 horas de incubacion se
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lavaron tres veces con PBS-T y se detectaron las interacciones como se ha
descrito anteriormente. Los resultados se presentan como el porcentaje de unién
de cada condicidon en comparacion con la union del control positivo (sin bloquear

con el azucar). Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

4.2.5. Produccién de particulas completas de rotavirus
Se utilizaron células epiteliales de rifion de mono verde africano (linea celular
MA104; ATTC #CRL-2378.1) para la propagacion de la cepa Wa de rotavirus
que pertenece al genotipo humano dominante G1P[8]. Se infectaron diez frascos
de 150 cm? de células MA104 confluentes (aproximadamente 1,5 x 107
células/frasco) con la cepa Wa a una multiplicidad de infeccion (MOI) < 0,1
(Arnold et al., 2009). Se obtuvieron 100 ml de medio con 1,5 x 108 virus/ml y las
particulas virales se concentraron por ultracentrifugacion a 160.000 x g durante
1 h a 4°C en un rotor SW 41 (Beckman). El sedimento fue resuspendido en
tampdén TNC (20 mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM NaCl, 1 mM CacCl,) para particulas
de triple capa (TLP) o en TNE (20 mM Tris-HCI, pH 8.0, 100 mM NaCl, 1 mM

EDTA) para particulas de doble capa (DLP).

4.2.6. Ensayos de union del rotavirus de triple capa (TLP) y de
particulas de doble capa (DLP) con glicanos

Se empled un ensayo de unidn tipo ELISA para determinar la capacidad de unién

de las TLP y DLP de rotavirus al antigeno H tipo 1 y a su precursor LNB. Se

recubrieron las placas de estreptavidina con los oligosacaridos biotinilados como

se ha descrito anteriormente. Después de lavar con PBS-T, se agregaron las

diluciones seriadas de TLPs y DLPs (desde 10 ug/ml hasta 0.078 ug/ml). Las
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TLPs se mantenian siempre en TNC-T (20 mM Tris, 100 mM NaCl, 1 mM CaCly,
0,05% Tween 20, pH 7,4) y tanto los pasos de unién como los de lavado se
realizaron en esta solucion. Los ensayos de DLPs se realizaron en solucion
salina Tris con Tween 20 (TBS-T, 20 mM Tris, 100 mM NacCl, 0,05% Tween 20,
pH 7,4). Las TLPs y DLPs se incubaron durante la noche a 4°C. Después de la
union, las placas se lavaron tres veces en TNC-T (para TLP) o TBS-T (para DLP)
con un 0,05% de Tween 20 (TNC-T y TBS-T), se afadioé un anticuerpo anti-VP6
de raton a 1:100 en TNC-T o TBS-T y se incubaron durante 1 h a 37°C. A
continuacion, las placas se lavaron de nuevo tres veces con TNC-T o TBS-T, se
afiadioé una IgG anti-ratébn conjugada con HRP a 1:10.000 y se incub6 a 37°C
durante 1 hora. Después de los tres lavados finales, el reactivo QuantaBlue
(ThermoFisher) revel6 la union siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Las unidades de fluorescencia fueron registradas por un lector de microplacas

MultiScan.

4.2.7. Bloqueo de la infeccion por rotavirus en las células MA104

La cepa G1P[8] Wa fue replicada en células MA104. Se utilizaron los azucares
LNB, GNB, GIcNAc, GalNAc, D-galactosa y L-fucosa para determinar su efecto
sobre la infectividad de rotavirus. Los oligosacaridos se esterilizaron previamente
a 99°C durante 10 minutos y luego se disolvieron en DMEM libre de suero que
contenia 1 ug/ml de tripsina. En cada experimento se utiliz6 como control el
DMEM libre de suero que contenia 1 ug/ml de tripsina sin oligosacaridos.

El efecto de diferentes monosacaridos y disacaridos sobre la infectividad de
rotavirus se evalu6 mediante ensayos de focos de fluorescencia en células

MA104 (Arnold et al., 2009). La dilucion del virus Wa que produjo ~150
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unidades/pocillo de focos fluorescentes se estableciéo como dilucién de infeccion.
Luego se anadieron azucares durante la inoculacion del virus a una
concentracion final de 5 mg/ml, se incubaron durante 1 hora y el virus no ligado
se eliminé mediante lavado con FBS-DMEM (1% Suero bovino fetal- DMEM). Se
mantuvo la infeccion durante 16 horas, tras esto se lavaron una vez con PBS y
se fijaron con metanol al 100%. Se agregd un anticuerpo primario de raton anti-
VP6 (dilucion 1:50 en PBS con 3% de BSA) y se incubd durante 30 minutos a
temperatura ambiente con una rotacidon suave. Tras la adicién de un anticuerpo
secundario anti- IgG de raton conjugado con FITC (Sigma F4143) diluido 1:128
en PBS con un contenido de BSA del 3% se mantuvo durante 30 minutos a
temperatura ambiente con una rotacion suave. Los focos de fluorescencia
individuales se contaron con un microscopio de fluorescencia invertida con un
filtro compatible con FITC. La infectividad en ausencia de oligosacaridos sirvid
como control. Cada condicién experimental fue ensayada un minimo de 2 veces,
con triplicados para cada oligosacarido. Se representaron las medias y la SD de
un minimo de 6 determinaciones para cada condicion. Se consider6 que el titulo
del virus medido en ausencia de oligosacaridos era 100% infeccioso, y los
cambios en el titulo del virus en presencia de azucares se expresaron como

porcentaje de infectividad en comparacion con el tratamiento sin azucar.

4.2.8. Analisis de resonancia superficial de plasmén (SPR)
Los ensayos de afinidad se basaron en SPR y se realizaron en un instrumento
Biacore T100 (GE Healthcare). Los azucares H1 PAA-biotina y LNB PAA-biotina
se diluyeron a una concentracion de 1 mg/ml en agua y se capturaron con la

estreptavidina en un chip SA (GE Healthcare). H1 se inmovilizé en el canal 2
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(630 RU) del chip y LNB se inmovilizé en el canal 4 (624 RU). Los canales 1y 3
se utilizaron como superficies de referencia para los canales 2 y 4,
respectivamente. El proceso de inmovilizaciéon se realizd6 acondicionando la
superficie del chip con tres inyecciones consecutivas de 1 minuto de NaCl 1M,
50mM NaOH antes de inmovilizar los ligandos biotinilados a una velocidad de
flujo de 15 pl/min. Los ensayos de afinidad se realizaron a 10°C utilizando 1X
tampon HBS-EP*(0.01 M HEPES pH 7.4, 0.15 M NaCl, 3 mM EDTA, 0.005%
Surfactant P20), a un flujo de 5 ul/min con 2700 segundos de tiempo de contacto
y un tiempo de disociacion de 1800 segundos. El paso de regeneracion consistio
en un paso de lavado con 10 mM glicina-HCI pH 2 durante 20 segundos con el
mismo flujo. Los ensayos se realizaron con la VP8* purificada a diferentes
concentraciones (45; 137; 411; 1.234; 3.703; 11.111; 33.333; 100.000 y 200.000
nM). Cada experimento incluia tres ciclos sin muestra. Los datos de afinidad se
obtuvieron tras el analisis de los sensogramas obtenidos con el software
BlAevaluation 2.0 (GE Healthcare). Dado que los oligosacaridos se inmovilizan
en la superficie de un chip de forma multivalente pueden producirse efectos de
avidez y re-union, por lo que el valor que se obtiene corresponde a constantes
de afinidad aparentes (KDa). Los valores de KD; se obtuvieron a partir del
experimento cinético en equilibrio, ya que se utiliza la concentracién de ligandos
optima para lograr una uniébn maxima en el equilibrio. Los experimentos se
hicieron por ftriplicado. La representacion grafica de las curvas de

sefal/concentracion se obtuvo usando GraphPad Prism 6 para MacOsX.
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4.2.9. Cristalizacion y recogida de datos
Los cristales se obtuvieron con la técnica de las gotas colgantes a 21°C mediante
difusién de vapor. Los ensayos iniciales de cristalizacién se realizaron en el
servicio de cristalografia del IBV-CSIC utilizando los paneles comerciales JBS |,
Il (JENA Biosciences) y JCSG+ (Molecular Dimensions) en placas de 96 pocillos.
Las gotas de cristalizacion se generaron mezclando volumenes iguales (0.3 pl)
de la solucion de proteina P[8]c y la solucidén de reservorio correspondiente, y se
equilibraron con 100 pl de la solucion de reservorio. Ambas estructuras de P[8]c
Apo fueron cristalizadas a 10 mg/ml. VP8* Apo1 se cristalizdé en una solucion
reservorio de 1,2 M (NH4)2SO4, 3% isopropanol y 0,1 citrato de sodio pH 4,6,
mientras que VP8* Apo2 se cristalizé en 1,5 M Li2SO4 y 0,1 M Tris-HCI pH 6,5.
En ambos casos se utilizd 2 M LioSO4 para crioproteger el cristal durante su
congelacion en nitrogeno liquido. Para la cristalizacidon en presencia de glicanos,
los ligandos se mezclaron con la proteina a una concentracién final de 10 mM
de ligando y 10 mg/ml de proteina. P[8]c VP8* con LNB se cristaliz6 en una
solucién de depdsito que consistia en 25% de PEG 3.350 0,1 M Bis-Tris pH 5,5.
La criosolucion utilizada para la congelacion de cristales fue la solucion de su
reservorio aumentando hasta un 35% el PEG 3.350. P[8]c VP8* con H1 se
cristalizé con una solucion de reservorio que consistia en 25% de PEG 6,000,
0.1 M Na-HEPES pH 7.5, 0.1 M LiCl, y PEG 6,000 que se incremento6 hasta 35%
para crioproteccion. Se realizé difraccidon de rayos X a 100K en los sincrotrones
Alba (Cerdanyola, Barcelona, Espafia) y DLS (Didcot, Reino Unido) y se
recogieron los mejores conjuntos de datos utilizados para resolver las
estructuras en las lineas de haz y longitudes de onda indicadas (Tabla 9). Los

datos de difraccion se procesaron y redujeron con los programas Mosflm (Battye

99



et al., 2011) y Aimless (Evans et al.,2013) de la suite CCP(Winn et al., 2011).

Las estadisticas de los datos utilizados en la determinacion de la estructura se

muestran en la Tabla 10.

P[8]c VP8* Apol

Data Collection

P([8]c VP8* Apo2 P[8]c VP8* LNB

P[8]c VP8® H1

Beamline ALBA-XALOC ALBA-XALOC ALBA-XALOC ALBA-XALOC
Wavelength (A) 0.97910 0.97907 0.97923 0.97928
Space group P3,2 P2,2,2 P2, P2,
Cell dimensions (A) a=b=76.15c=70.08 a=5335b=77.74c=104.01 a=38.99b=>5472 a=38.74b=>54.64
a=y=90p=120 a=B=y=90 c=67.43 c=67.94
o=y=90p=97.92 a=y=90p=97.73
Resolution (A) 65.95-1.35 104.01-1.51 54.72-1.31 54.64-1.85
(1.39-1.35) (1.59-1.51) (1.38-1.31) (1.95-1.85)
Total reflections 524841 (27293) 483220 (61018) 220889 (26591) 85661 (12054)
Unique reflections 52269 (5152) 68175 (9712) 64030 (9582) 23811 (3447)
Completeness (%) 99.92 (99.34) 99.8 (98.9) 94.9 (97.6) 99.2 (98.9)
Multiplicity 10.0 (5.3) 7.1(6.3) 3.4 (2.8) 3.6 (3.5)
Mean I/o(I) 15.98 (1.48) 10.2 (2.3) 8.4 (1.7) 9.5(1.9)
Rpim 0.021 (0.266) 0.051 (0.425) 0.053 (0.419) 0.053 (0.431)
CC1/2 0.999 (0.932) 0.996 (0.802) 0.995 (0.739) 0.997 (0.746)
Refinement
Ruork 0.206 0.171 0.180 0.176
Reree 0.227 0.204 0.209 0.232
Number of atoms 1564 3202 3204 2819
Protein 1312 2649 2652 2604
Water 211 524 512 179
Others 41 29 40 36
Rmsd, bonds (A) 0.032 0.022 0.022 0.016
Rmsd, angles () 2.703 2.224 2.105 1.717
Ramachandran plot
Preferred (%) 94.77 97.04 97.41 95.91
Allowed (%) 4.58 2.96 2.59 3.77
Outliers (%) 0.65 0 0 0.31

“Numbers in parentheses indicate values for the highest-resolution cell.

Tabla 10. Valores y estadisticos de recopilacidn y perfeccionamiento de datos.

4.2.10.

Construccion de modelos

La estructura P[8]c VP8* Apo1 se resolvio mediante sustitucion molecular

realizada con el programa Phaser (McCoy et al., 2007) y utilizando como modelo

la estructura VP8* del rotavirus porcino CRW-8 (PDB 2I2S) (Blanchard et al.,

2007). Las fases iniciales del reemplazo molecular se utilizaron para construir

manualmente la estructura P[8]c VP8* con Coot (Emsley et al., 2010). La

estructura Apo1 de P[8]c VP8* se utiliz6 como modelo de reemplazo molecular

para resolver las estructuras P[8]c VP8* Apo2, P[8]c VP8*LNB y P[8]c VP8*H1.
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Todos los modelos finales fueron generados por ciclos iterativos de refinamiento
usando Refmac (Vagin et al., 2004) y optimizacion manual con Coot. En la tabla
9 se presentan estadisticas sobre el perfeccionamiento de los datos. Los
cristales mostraron buenos parametros de control de calidad y una excelente
estereoquimica. Las coordenadas atomicas y los factores de estructura se han
depositado en el Banco de Datos de Proteinas (PDB) con los numeros de
identificacion 6HOW, 6H9Z, 6HOY y 6HAOQ para P[8]c VP8* Apo1, P[8]c VP8*
Apo2, P[8]c VP8*LNB y P[8]c VP8*H1, respectivamente. Los calculos de
superposicion de estructuras y RMSD se realizaron con Superpose (Krissinel &

Henrick, 2004) de la suite CCP4.

4.211. Analisis estadistico
Para evaluar las diferencias estadisticas en los experimentos de unién formato
ELISA en los que se compararon muchos grupos, se realizé una prueba ANOVA.
Para analizar las diferencias estadisticas en los valores de KDa obtenidos por
SPR se aplicdé una prueba t no pareada. Todos los analisis estadisticos se
realizaron con GraphPad Prism versién 6.0 para MacOsx (GraphPad Software).

Los valores de p <0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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4.3. Resultados

4.3.1. El dominio VP8*de rotavirus del genotipo P[8] reconoce
lacto-N-biosa, el precursor del antigeno H tipo-1
Se produjeron los dominios VP8* de los genotipos P[4], P[6], P[9], P[11], P[14],
P[25] y de diferentes linajes genéticos (I, Il y 1V) del genotipo P[8] (Figura 16).
Para confirmar su funcionalidad, las diferentes proteinas se analizaron mediante
ELISA contra un panel de antigenos histo-sanguineos (HBGAs) biotinilados,

corroborando las interacciones previamente descritas (Figura 17).

- - = 2 _ T @ =
S I A A ) Y 2T g
A o e e @@= x == == @2
5 180
e 130
b 100
70
55
40
35
25
15

Figura 16. Gel SDS-PAGE al 12% tefido con azul de Coomassie que muestra las
diferentes proteinas GST::VP8* utilizadas en el presente estudio. Se indica el genotipo
de cada una de las proteinas asi como el marcador de peso molecular (Mw). Los pesos
moleculares (en kDa) del marcador se indican a la derecha del gel. El P[8]Wa
corresponde al linaje | y el P[8]c al Ilinaje Ill, cepa RVA/Human-
wt/VLC/3455/2015/[G1P8]. EI linaje IV corresponde a la cepa RVA/Human-
tc/BGD/MMC71/2005/G1P[8].
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Figura 17. Ensayos de union tipo ELISA del rotavirus VP8* de diferentes genotipos a
un panel de azucares biotinilados. Los pares de interaccion se indican en cada panel
desde el panel A al panel J.

Los genotipos P[4], P[6] y P[8] reconocieron el antigeno H tipo 1 (Fuc-a1,2-Gal-
B 1,3-GIcNAc, H1), P[11] reconocid el antigeno H tipo 2 (Fuc- a1,2-Gal- g 1,4-
GIcNAc, H2) y P[9], P[14] y P[25] el trisacarido del grupo sanguineo A (GIcNAc-
a1,3-(Fuc-a1,2)-Gal, Atri). El genotipo P[8] mostré una baja union a este
trisacarido. Sin embargo y contrariamente a los informes anteriores (Liu et al.,
2017), en nuestros ensayos los genotipos P[4] y P[8] mostraron muy poca o
ninguna interaccion con Lewis® (Fuc- a1,2- Gal- B 1,3-[Fuc- a1,4-]GIcNAc).
Sorprendentemente, la VP8* del genotipo P[8] reconocié el precursor del
antigeno H1, lacto-N-biosa (Gal- g 1,3-GlcNAc, Lewis®, LNB; figura 17) pero se
encontraron diferencias en las capacidades de union entre diferentes linajes y
cepas. En el caso de las VP8* de la cepa cultivable de rotavirus humano Wa
(P[8]Wa) y de la vacuna Rotarix (P[8]Rotarix) (ambas del linaje 1), dieron sefales
mas bajas con H1 y LNB que el VP8* de la cepa del linaje IV (P[8]LIV) de un

aislado clinico y el perteneciente al linaje Ill (P[8]c) (Figura 17). La interaccion
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con la LNB se caracterizd6 ademas mediante el ensayo a diferentes
concentraciones de VP8* de este aislado (P[8]c) y de la cepa cultivable P[8]Wa
(Figura 18). Los resultados mostraron que ambas proteinas son capaces de

unirse a H1 y LNB, aunque la union al primer antigeno fue mayor.

EC50 P[8]cvs H1 = 12 ug/ml
EC50 P[8]; vs LNB = 6 pg/ml
EC50 P[8]wa vs H1 =12.5 ug/mi
EC50 P[8]wa vs LNB = 15 ug/ml

E—
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P[8]. vs LNB
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Figura 18. Caracterizacion de la interaccion de P[8]c y P[8]Wa con el antigeno H1 y la
lacto-N-biosa (LNB) por ELISA. EIl grafico muestra que la union es dependiente de la
concentracion de VP8* del aislado clinico (P[8]c) y de la cepa cultivable Wa (P[8]Wa) al
antigeno H1 y a su precursor LNB.

Se caracteriz6 de forma mas detallada la interaccion de VP8* a H1 y LNB
mediante la determinacién por SPR de las constantes de afinidad aparente (KDa)

para cada par de interaccion (Tabla 11).

Ligando vs analito KD, (M)

P[8]cvs H1 2.79x10°+7.17 x 107
P[8]c vs LNB 5.21x10>+4.26 x 10”7
P[8]wa vs H1 8.02x10°+2.21x 107
P[8]w. Vs LNB 6.65 x 105 + 6.47 x 107
P[8]c M4(lle173Val) vs H1 3.90 x 105 + 1.25 x 107
P[8]c M4(lle173Val) vs LNB 4.94x10°+1.74x 107

Tabla 11. Constantes de afinidad entre diferentes proteinas VP8* y HBGAs
determinadas por SPR.
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La KDa de VP8* P[8]c al antigeno H1 (KDa = 27,9 £ 0,71 uM; Figura 19A) fue dos
veces menor en comparacion con la del precursor, la LNB (KDs = 52,1 + 4,26
uM; Figura 19B). Esta diferencia fue significativa (p = 0,0045), lo que sugiere que
la fraccion de L-fucosa de H1 contribuye activamente a la union.
Sorprendentemente, la constante de afinidad para la interaccién de P[8]wa con
H1 fue tres veces mayor (KDa = 80,2 + 2,21 uM) que la del P[8]c (Figura 19C).
Ademas, P[8]wa mostré una afinidad similar para la LNB que para H1 (KD = 66,5
1 6,47 uM; p > 0,05 figura 19D). Las interacciones para VP8* de la cepa Rotarix
(linaje 1) y la cepa del linaje IV con H1 y LNB fueron demasiado bajas para ser

determinadas bajo nuestras condiciones de SPR.
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Figura 19. Caracterizacién de la unién del antigeno H1 y su precursor al VP8* del
genotipo P[8]. a. Ajuste de afinidad y sensogramas de la interaccion entre P[8]c y el
antigeno H1. b. entre P[8]c y LNB. c y d. entre P[8]Wa y el antigeno H1 y LNB,
respectivamente. Las barras indican la desviacion estandar.

Para caracterizar aun mas el papel de la interaccion de VP8* con el precursor
H1, la LNB, las TLPs (particulas de triple capa; TLP) de la cepa Wa vy las
particulas de doble capa (DLP; obtenidas después de la eliminacion de VP4 y
VP7 mediante el tratamiento con EDTA) se analizaron mediante un ensayo de
unién tipo ELISA. Las TLPs fueron capaces de unirse al antigeno H1 (Figura
20A) y a su precursor LNB (Figura 20B) de forma dependiente de concentracion,

pero no las DLPs. Esto indica que la interaccién observada entre el P[8] y la LNB
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también era reproducible en el caso del virus completo. Estos resultados también
apuntan al hecho de que a pesar de la baja afinidad de P[8] del linaje | al antigeno
H1 y LNB, la alta avidez de una particula virica (los viriones contienen 120

moléculas de VP4) resulta en una interaccion medible.

a b
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Figura 20. Union de las particulas de rotavirus al antigeno H1 y a la lacto-n-biosa (LNB).
Las particulas de triple capa (TLP) y las particulas de doble capa (DLP) del rotavirus se
utilizaron en ensayos de unioén contra el antigeno H1 (a) y contra su precursor (LNB) (b).

4.3.2. La lacto-n-biosa soluble (LNB) y la galacto-N-biosa (GNB)
bloquean parcialmente la unién de VP8* al antigeno H-tipo 1y
a su precursor

Para confirmar la unién de VP8* del genotipo P[8]c a la LNB, se establecioé un
ensayo de bloqueo de la union en el que, la LNB (Gal- g 1,3-GIcNAc) y su
disacarido estructuralmente relacionado galacto-N-biosa (Gal- f 1,3-GalNAc;
GNB), se probaron como inhibidores potenciales de la union. Los resultados
mostraron una reduccion moderada pero significativa (p < 0,05) en la union al
antigeno H1 por ambos disacaridos (24,2% de reduccion para el LNB y 30,1%
para el GNB; Figura 21A).

También se probaron los componentes

monosacaridicos de la LNB y la GNB (D-galactosa, N-acetilglucosamina y N-
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acetilgalactosamina) y la L-fucosa (Figura 21). Entre estos azucares, solo la D-
galactosa poseia una capacidad de bloqueo discreta pero significativa de la
union al antigeno H1 (reduccion del 14,7%; p = 0,032). Curiosamente, la L-fucosa
soluble aumentd significativamente la union de VP8* al antigeno H1 (Figura
21A). Como era de esperar, cuando se utilizdé la LNB como ligando, la LNB
soluble y la GNB redujeron la union de VP8* P[8]c, en un 52,2% y 44,1%,
respectivamente (Figura 21B).

Posteriormente se investigdo el papel del precursor del antigeno H1 en la
infeccién por rotavirus mediante la co-incubacion de rotavirus Wa con LNB, GNB,
sus componentes monosacaridicos y L-fucosa durante la infeccién de células
MA104. Solo la LNB bloque6 significativamente la infeccion viral (reduccion del
33%; Figura 21C), lo que sugiere que este precursor del HBGA interfiere con la

union de la cepa Wa a su receptor en las células MA104.
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Figura 21. Experimentos de union y bloqueo de infecciones. La lacto-n-biosa (LNB) y la
galacto-n-biosa (GNB) solubles, asi como los monosacaridos L-fucosa (FUC), D-
galactosa, N-acetilglucosamina (GIcNAc) y N-acetilgalactosamina (GalNAc) se utilizaron
a 20 mM para bloquear la uniéon de VP8* del genotipo P[8]c al antigeno H1 (a) y a la
LNB (b). Se utilizaron los mismos azucares a 5 mg/mL para bloquear la infeccién del
rotavirus Wa en las células MA104. Las diferencias estadisticas se indican con
asteriscos. * p <0,05; **p < 0,01; ***p = 0,001 (c).
4.3.3. Los glicanos unen VP8* en un sitio de unién preformado

Para entender la base molecular del reconocimiento y union de LNB y H1 con
P[8] VP8*, determinamos la estructura cristalina de la VP8* P[8] del aislado
clinico en su forma apo y unido a los glicanos LNB y H1. Se obtuvieron dos
estructuras cristalograficas diferentes de P[8]c VP8* en su forma apo. La primera

estructura, VP8*-Apo1, difracté a una resolucion de 1,35 A y presenta una sola

copia de P[8]c VP8* en la unidad asimétrica de cristal (ASU), mientras que la
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segunda estructura, VP8*-Apo2, difracta a 1,5 Ay presenta dos copias en la ASU
(Tabla 9). Las tres copias de P[8]c VP8* en estas dos estructuras cristalinas
presentan el pliegue de galectina con dos hojas f separadas por una hendidura
superficial que conforma el sitio de union del glicano en los genotipos P[11] y

P[14] (Hu et al., 2012, 2015) (Figura 22).

a)

b) /

~  ——p1—— B2 B3

64 MLDGPYQPTTFTPPSDYWILINSNTNGVVYESTNNSDFWTAVIAVEPHVDPVDRQYNVFGENKQFNVRNDSDKWKFLEMFR 144
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145 GSSQNDFYNRRTLTSNTRLVGILKYGGSAK?FHGETPRATTDSSNTANLNGISITIHSEFYIIPXSQESKCNEYINNGL 223

Figura 22. Estructura de la VP8* P[8]c. a. Representacion de VP8* P[8]c Apo1
mostrando la estructura secundaria. En azul para las hojas £, naranja para a-helices y
blanco para loops. Se utilizan diferentes tonos de azul para diferenciar entre hojas £.
Los elementos de estructura secundaria estan numerados y etiquetados en orden desde
el N-terminal hasta el C terminal. La secuencia de P[8]c VP8* se muestra en b,
destacando con letras rojas los residuos que interactuan con el azucar H1 y con letras
azules la horquilla g 9- § 10. Los triangulos magenta indican residuos mutados en este
estudio. Los elementos estructurales se muestran sobre la secuencia coloreada como
en la representacion de la caricatura.

La superposicion de los protdmeros individuales VP8* a partir de estos cristales
mostrd que las tres moléculas de P[8]c VP8* son casi idénticas (RMSD 0,28 A
para la superposicion de todos los C a; Figura 23 y Tabla 11). Los cristales de

P[8]c unidos a H1 o a su precursor LNB se obtuvieron en una tercera estructura
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cristalografica diferente y las estructuras de los complejos P[8]c VP8*-H1 y P[8]c

VP8*-LNB se resolvieron a 1,8y 1,3 A, respectivamente (Figura 24A, 24B y Tabla

11).

P[8]c Apo2

P[8]wa
P[8]rot

P[8]cLNB

d)

P[8]Rot

P[4]LNFP |

Figura 23. VP8* P[8]c tiene un sitio de union al azucar preformado que coincide con lo
observado en virus del mismo genogrupo.a. Superposicion de las estructuras troncales
de P[8]c en su forma apo (Apo1 y Apo2 en naranja y magenta, respectivamente), y en
el complejo H1 (verde) y LNB (azul). Los glicanos unidos a P[8]c se muestran en forma
de varillas con atomos de carbono coloreados segun la estructura correspondiente. b.
Superposicién de las estructuras de P[8]c - H1 (verde) con las formas VP8* apo del
linaje | P[8]Wa (magenta; PDB 2DWR (Blanchard et al., 2007)) y P[8] Rotarix (azul; PDB
5JDB (Sun et al., 2018)]). El glicano H1 se muestra en varillas con atomos de carbono
de color verde. ¢. Superposicién de estructuras VP8* de diferentes miembros del linaje
Il. Estructuras troncales de las proteinas VP8* en su forma apo de P[8]Wa (magenta;
PDN 2DWR (Blanchard et al., 2007)) y P[8]Rotarix (azul; PDB 5JDB (Sun et al., 2018))
o en complejo con diferentes glicanos de P[8]c (verde), P[19] (naranja; PDB 5VKS (Yang
Liu et al., 2017)), P[6] (cian; PDB 5VX9 (Hu et al., 2018)) y P[4] (gris; PDB 5VX5 (Hu et
al., 2018)) se superponen y los glicanos ligados (H1 o LNFPI) se muestran como varillas
con atomos de carbono coloreados segun la estructura correspondiente. d.
Superposicién de estructuras de P[8]c VP8* (verde), P[14] VP8* (rosa; PDB 4DS0 (Hu
et al., 2012)) y P[11] VP8* (azul claro; PDB 4YGO (Hu et al., 2015)) ligadas a glicanos
H1, A-type y LNnT (en varillas), respectivamente, mostré que la localizacién de las
cavidades de unién del azucar difiere entre grupos.
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P[8)c P[8lc Plglc

Cédigo  RMSD (A) P[8]c Apo2 Pl8lwa  Pl8lpx P[19] PI6] Pl6]  P[4]LNFP1
PDB Apol LNB H1 Pl4] LNFP1

6HowW PI8JcApol o 0,28 0,28 034 0727 044 051 057 072 057 0,51
6HSZ  PI8Jc Apo2 0 0,35 033 035 0,55 056 061 081 0,56 0,54
6HoY  P[8IcINB 0 022 o041 0,57 06 059 084 0,54 0,62
6HAO0  P[8JcH1 0 0,37 0,54 056 061 081 0,57 0,58
20WR  Pl8lwa 0 05 046 053 084 0,57 047
5IDB P[8]ax 0 065 066 073 0,65 0,74
2AEN P[4] 0 061 069 0,63 043
5VKI P[19] 0 0,66 0,56 0,59
5VX9  P[6] LNFP1 (1] 0,71 0,67
5VX8 P6] 0 0,64
5vXs Pl4] LNFP1 0

Tabla 12. Valores RMSD para la superposicion de todos los atomos de las estructuras
VP8* de diferentes rotavirus de linaje P[ll] (Apo o ligados por glicano).

Figura 24. Estructuras de P[8]c en complejo con el antigeno H1 y LNB.

a. Representacion de la estructura P[8]c. El antigeno H1 unido entre una hoja g y la
hélice @ se muestra en “sticks” con atomos de carbono en amarillo, verde y azul para
los motivos GIcNAc, Gal y Fuc. b. Representacién de la estructura de P[8]c- LNB. La
LNB unida se representa como en (a). ¢ y d. Vista de los centros activos P[8]c H1 (¢c) y
P[8]c LNB (d). Los azucares ligados se representan en varillas con atomos en amarillo
(GIcNACc), verde (Gal) y azul (Fuc).
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Dos protdmeros de VP8* estan presentes en la ASU de cada uno de estos
cristales y, sorprendentemente, solo uno de los dos protobmeros mostré una
molécula de glicano unida. La wunién del azucar induce cambios
conformacionales insignificantes en la VP8* (Figura 23) ya que la comparacion
estructural de los protdmeros P[8]c VP8* ligados al glicano y sin glicano
mostraron diferencias minimas (RMSD 0,22-0,35 A; Tabla 12). Ademas, los P[8]c
VP8* también son estructuralmente idénticos (RMSDs 0.37-0.57 A) a las formas
VP8* apo del linaje | de P[8]Wa y P[8]Rotarix (Figura 23 y Tabla 12), lo que
demuestra que el sitio de union del glicano se realiza en la proteina P[8]c VP8*.
Esta caracteristica también parece ser compartida por otros genotipos P
pertenecientes al genogrupo PJll], ya que la comparaciéon estructural con
estructuras recientemente estudiadas de VP8 a partir de genotipos humanos
P[4] y P[6], y P[19] porcinos mostr6 diferencias modestas (RMSD 0.51-0.84 A)

(Tabla 12 y Tabla 13).

Tipo/Linaje Cepas Residuos del sitio de union H1/LNB

81 ] 167 | 168 | 169 | 170 | 171 | 172 | 173 | 174 | 184 | 185 | 209 | 212 | 216

RVA/Human-wt/BEL/BE0253/2008/G1P[8] W K Y G G R \ W T T R E N

| RVA/Vaccine/USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A[8] | . F Y G G R Vv T N

RVA/Human-wt/BEL/BE1520/2009/G1P[8] Y G G R \ T N

RVA/Human-wt/USA/Wa/1974/G1P[8] Y G G R \ T N

RVA/Vaccine/USA/RotaTeq-WI179-4/1992/G6P1A[8] Y G G R 1 T N

" RVA/Bethesda/DC140/1975/G3P[8] Y G G R 1 T N

RVA/Human-wt/BRA/RJ12419/2006/G12P[8] Y G G R 1 T N

Tipo P[8] RVA/Human-wt/BEL/BE00012/2006/G1P[8] Y G G R 1 T N

n RVA/Human-wt/BRA/BA20142/2011/G12P[8] Y G G R 1 T N

RVA/Human-wt/VLC/3889/2018/G1P[8] Y G G R 1 T N

RVA/Human-wt/VLC/3455/2015/[G1P8] Y G G R 1 T N

RVA/Human-wt/BTN-49/BTN/2010/G9P[8] Y G G R 1 \% Vv

RVA/Human-tc/BGD/MMC38/2005/G1P[8] Y G G R 1 Vv \Y

v RVA/Human-tc/BGD/MMC71/2005/G1P([8] Y G G R 1 Vv Y

RVA/Human-wt/BEL/BE1280/2009/G1P[8] Y G G R 1 \ \

P[4] RVA/Human-wt/BCN/2570/2012/G2[P4] Y G G R \ T N

Pl6] RVA/Human-wt/VLC/3173/2014/G12[P6] H Y N S i T Y

Tabla 13. Comparacion de las posiciones de los aminoacidos implicados en la unién H1
y LNB en diferentes linajes P[8] de VP8*. Los residuos criticos para la interaccion H1 y
LNB se determinaron en P[8]c VP8* (linaje Ill). Los residuos que fueron mutados a
alanina (174, 209 y 212). El residuo subrayado (posicion 173) no hace contacto con los
ligandos sino que difiere entre los linajes 1 y II, 1l y IV.
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4.3.4. Sitio de unién P[8] al glicano
P[8]c une H1 y LNB en un bolsillo formado por una de las hojas £ y la a-hélice
C-terminal (Figura 24 Ay 24 B). Las estructuras mostraron que la fraccion de
LNB esta situada en el bolsillo interactuando con la proteina mientras que la L-
fucosa se proyecta hacia el exterior, principalmente mediado por solventes, con
minimos contactos con la proteina (Figura 23A y 24B). Solo siete residuos
reconocen la LNB, entrando en contacto con la fraccion de N-acetil-glucosamina
a través de L167, W174, T185, R209 y E212 y la fraccion de galactosa a través
de T184, T185, E212 y N216 (Figura 24C y 24D y Tabla 14). Este sitio compartia
residuos idénticos con el nuevo sitio de unién VP8* descubierto recientemente
en los genotipos P[19] y P[4]/P[6] por su interaccion con la LNFPI y difiere del
sitio de unién de carbohidratos previamente definido en VP8* de los genotipos
P[11] (union de LacNAc (Liu et al., 2013)) y P[14] (uni6on de antigeno A (Hu et al.,
2012)), que se encuentra en la hendidura entre las dos hojas g (Figura 23). La
N-acetil-glucosamina tiene una importante contribucién a la unién, ya que se
inserta en el bolsillo, mientras que la galactosa adquiere una posicion mas
superficial (Figura 24C y 24D). De esta manera, el anillo de N-acetil-glucosamina
es un grupo entre W174 y R209 que define dos caras del sitio de union y los
enlaces de hidrogeno mediados por oxigeno O4 y Os con E212 que se colocan
en la parte inferior del sitio de union (Figura 24C, 24D y Tabla 12). Para confirmar
el papel de estos aminoacidos en la interaccion con H1 y LNB, se obtuvieron los
mutantes P[8]c VP8 W174A (M1, VP8W174A), R209A (M2, VP8R209A) y
E212A (M3, VP8E212A) (Figura 16). Los tres mutantes VP8* perdieron la

capacidad de interactuar con el receptor cuando fueron ensayados por SPR para
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H1 y LNB (Figura 25), apoyando los datos estructurales y sugiriendo que el sitio

de unidn identificado es el unico sitio de unién para el antigeno H1 y su precursor

en P[8] VP8".
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Figura 25. Caracterizacion de la interaccion de las variantes M1, M2, M3 y M4 de los
mutantes VP8* con el antigeno H1 y la lacto-n-biosa (LNB) mediante SPR.

De a a f. Pérdida de union de los mutantes M1 a M3 al antigeno H1 (a, cy e) y ala LNB
(b, d y f), confirmando la funcionalidad del sitio de union VP8*. g y h muestran union y
obtienen Kd, del mutante M4 (lle175Val P[8]c) a H1 y LNB, respectivamente.
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Lacto-N-Biose VP8* H1 VP8*

Oligosacarid{Tipo de ato|Residuo Tipo de aton| Distancia (A|Oligosacarid|Tipo de ato|Residuo Tipo atomo |Distancia|

a 209(ARG) NH2 3.80 a 209(ARG) NH2 3.90

174(TRP) CH2 3.87 174(TRP) CH2 3.71

01 209(ARG) NH2 3.51 01 209(ARG) NH2 3.47

209 (ARG) NH2 3.21 209(ARG) NH2 3.21

05 174(TRP) CZ2 3.93 05 174(TRP) CZ2 3.80

169(TYR) CD2 3.98 CH2 3.82

CE2 3.81 CE2 3.86

CH2 3.83 CH2 3.55

c5 174(TRP) cz2 3.83 c5 174(TRP) €22 3.74

CD2 3.68 CD2 3.81

CE3 3.64 CE3 3.59

CZ3 3.70 CZ3 3.50

CE2 3.82 CE2 3.23

174(TRP) CD2 3.54 CD2 3.03

6 CE3 3.93 CE3 3.27

CG 3.72 CG 3.03

167(LEU) CD2 3.55 174(TRP) NE1 3.72

212(GLU) OE1 3.45 c6 CE2 3.23

GlcNAC NH2 3.72 CH2 3.87

CG 3.35 GlcNAc CZ2 3.67

209(ARG) CD 3.65 CD1 3.88

06 NE 2.83 CZ3 3.72

(o4 3.71 212(GLU) OE1l 3.92

167(LEU) CD2 3.36 209(ARG) NH2  |3.98

212(GLU) CD 3.74 06 NE 3.52

OE1 2.71 167(LEU) CD2 3.37

185(THR) 0Gl [3.82 212(GLU) OE1  |[3.05

- OE2 3.11 185(THR) 0Gl1 |3.85

212(GLU) cD 3.71 . OE2 3.20

OE1 3.55 212(GLU) CD 3.80

CB 3.32 OE1 3.65

185(THR) 0G1 2.66 CB 3.40

04 0G2 3.37 185(THR) 0G1 2.68

OE2 2.53 04 0G2 3.43

212(GLU) CD 3.34 OE2 2.61

OE1 3.41 212(GLU) CD 3.35

c3 212(GLU) OE2 3.95 OE1 3.38

03 212(GLU) OE2  [3.43 c3 212(GLU) OE2  [3.89

o5 185(THR) 0Gl1 |[3.48 03 212(GLU) OE2  [3.37

212(GLU) OE2  |[3.88 05 185(THR) 0Gl [3.45

184(THR) cB 3.78 212(GLU) OE2 [3.86

Cc6 185(THR) 0G1 3.64 C5 185(THR) 0G1 3.95

N 3.60 184(THR) CB 3.67

CB 3.52 6 CA 3.94

- 184(THR) CA 3.88 185(THR) 0G1 [3.42

C 3.74 N 3.50

CB 3.57 CB 3.53

06 0G1 2.66 Gal 184(THR) CA 3.96

185(THR) C 3.92 C 3.84

(0] 3.49 CB 3.69

N 2.81 06 0G1 2.71

CA 3.56 185(THR) C 3.80

0 3.21

N 2.87

CA 3.61

04 216(ASN) 0oD1 3.98

Fuc 6 209(ARG) NH2 3.87

212(GLU) OE2 3.86

Tabla 14. Contactos entre el precursor LNB y los ligandos del trisacarido H1 con la
proteina VP8* de P[8]c.
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4.3.5. Papel de la fucosilaciéon de Lacto-N-biosa en la interaccion
con la VP8* P[8]
La fucosilacidon del precursor H1 esta determinada genéticamente por el gen
FUT?2 (fucosilacion a-1,2 de la galactosa terminal), que define el estado secretor,
y por el gen FUT3 (fucosilacion a-1,3 en el precursor N-acetil-glucosamina), que
define el estado de Lewis (Figura 15). Este perfil de glicanos determinados
genéticamente es un factor de susceptibilidad en rotavirus humanos (Larsson et
al., 2006; Lindesmith 2003). La estructura P[8]c en complejo con el antigeno H1
confirma que el residuo L-fucosa de individuos secretores tiene contactos
reducidos con la VP8*. Asimismo, se observaron contactos minimos o nulos de
la fraccion L-fucosa en los complejos de la LNFPI con otras VP8* del genogrupo
P[] (Hu et al., 2018; Liu et al., 2017). Por lo tanto, la diferencia en la afinidad por
H1y LNB en diversas VP8* de este genotipo resulta dificil de explicar. Una vision
de la disposicion relativa del precursor H1 y la LNB en complejo con P[8]c
después de la superposicion de las proteinas VP8*, mostré algunas diferencias,
pero no asi para los residuos que interactuan (Figura 26A). Si alternativamente,
se superponen las fracciones de N-acetil-glucosamina de ambas estructuras, se
hace visible que la fraccién de galactosa ocupa una posicion mas expuesta a los
disolventes en la estructura de la LNB que la del antigeno H1 (Figura 26B), lo
que explica su unién mas débil en comparacidn con este antigeno. La resolucién
atomica de los datos de difraccidn y la alta calidad de los mapas de densidad
derivados de estos datos (Figura 26C y 26D) permiten modelar con precisién las
estructuras de los ligandos para observar estas diferencias. Esta observacion
indica que la fraccion L-fucosa induce a una conformacion en la LNB mas

adecuada para la unién a VP8*. La estructura P[8]c VP8* en complejo con H1
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muestra que el anillo de L-fucosa se apila sobre el grupo acetamido de N-acetil-
glucosamina estabilizando asi la conformacién del glicano (Figura 24C y 26B).
Por lo tanto, estas estructuras sugieren que la fraccion L-fucosa podria favorecer
la unién del VP8* mediante un doble mecanismo: inducir una conformacion
competente que facilite el reconocimiento del mdédulo de la LNB y mediar

interacciones indirectas que estabilicen el complejo glicano-VP8*.

Figura 26. Comparacion la unién de P[8]c con H1 y LNB a. Sitio de unién del glicano de
las estructuras superpuestas P[8]c VP8* H1 (verde claro) y P[8]c VP8* LNB (azul claro)
muestra que los residuos que interactian con el azucar (en varillas) se alinean con
diferencias minimas. b. Superposicion de las fracciones de GIcNAc del H1 (en varillas
coloreado con carbonos en verde) y LNB (en varillas coloreado con carbonos en azul)
de las estructuras con P[8]c VP8*. Muestra que la fraccién de galactosa en la estructura
LNB ocupa una posicion mas superficial. ¢ y d Los mapas de alta calidad de densidad
de electrones obtenidos por difracciéon de rayos X para P[8]c VP8* en complejo con LNB
(c) y H1 (d), proporcionan un alto nivel de detalles.
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Por el contrario, la fucosilacion en la N-acetil-glucosamina del precursor, LNB
para producir el antigeno Lewis® parece ser incompatible con la union a P[8]
VP8*. El acoplamiento del antigeno Lewis® (Fuc-a-1,2-Gal-$1,3-[Fuc-a-
1,4]GIcNAc) en la estructura P[8]c VP8* tomando como referencia el antigeno
H1 mostré que la L-fucosa a-1,4 unida se orienta hacia el interior del sitio de
unién del glicano, chocando con diferentes residuos (principalmente T185 y
E212) que generan esta cavidad (Figura 27). Dado que el sitio de unién del
glicano esta muy conservado entre los linajes P[8] VP8* y los genotipos P[lI] (Hu
et al., 2018; Liu et al., 2017), parece que este genogrupo de rotavirus no es
competente para unir a los antigenos Lewis. Esta observacion es confirmada por
nuestros ensayos de ELISA en los que, ninguna de las proteinas VP8* del
genotipo P[ll] muestra capacidad de union a estos HBGAs, y cuestiona
resultados anteriores en los que se demostré que P[8] VP8* interactuaba con
Lewis® (Huang et al., 2012). Siguiendo una estrategia idéntica, el antigeno A de
tipo | puede acoplarse en el sitio de unién al azucar de P[8]c. El azucar unido
mostro que la N-acetilgalactosamina (GalNAc) afiadida en el extremo no reductor
de la galactosa H1 apunta hacia el disolvente sin mostrar interaccién con la
proteina (Figura 27B), lo que apoya que P[8] VP8* deberia ser capaz de ligar

este azucar.
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Figura 27. Evidencias estructurales de la selectividad del azucar P[8]c VP8*. El
modelado de los antigenos Lewis® (a) y A-tipo (b) en estructuras P[8]c VP8* H1 muestra
que la Fuc del Lewis® (en varillas con atomos de carbono coloreados en cian) se
proyecta desde el glicano H1 (en varillas con atomos de carbono en verde) hacia la
proteina VP8* (en azul resaltando la superficie de la proteina en representacion
semitransparente de color blanco) chocando con diferentes azucares reconociendo
residuos como T185 y E212. En el caso del antigeno A tipo |, la presencia de una
fraccion adicional de GalNAc (en palitos con atomos de carbono coloreados en
magenta) no tiene problemas estéricos ya que se proyecta hacia el solvente.

4.3.6. Diferencias estructurales sutiles afectan a la afinidad y
especificidad de la unién del glicano

Las estructuras de VP8* en complejo con LNB y H1 obtenidas aqui confirman
que P[4], P[6], P[19] y el genotipo humano predominante P[8] de rotavirus
comparten un sitio comun de unién al glicano que se conserva altamente en
estructura y secuencia. Por lo tanto, las diferencias en afinidad y especificidad
por los HBGAs observadas en nuestros ensayos ELISA y SPR, asi como las
publicadas por otros autores, son sorprendentes. En particular, las diferencias
en la capacidad de interactuar con el antigeno H1 observadas entre los linajes
P[8] son dificiles de entender. La inspeccion de los aminoacidos que definen el
sitio de union del glicano en los cuatro linajes P[8] mediante la comparacion de
estructuras P[8]c, P[8]Wa y P[8]Rotarix reveld diferencias interesantes. En

primer lugar, la proteina VP8* de la cepa Rotarix (linaje 1) difiere de otros
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miembros del mismo linaje, incluida la cepa Wa, por la sustitucion de la leucina
167 por fenilalanina. Dado que L167 se coloca en la parte inferior del sitio de
union del azucar (Figura 24C y 24D), la introduccion de un residuo voluminoso
de Phe podria explicar la falta de interaccion de esta cepa vacunal con el
antigeno H1 (Sun et al.,, 2019) que fue corroborada en nuestro estudio. En
segundo lugar, una inspeccion minuciosa de las estructuras P[8] reveld
pequefias diferencias en la disposicion en el bucle que conecta las hebras f 9y

B 10 (Figura 28).

G170 hair pln

W\
%

B9

310

Figura 28. Movimientos minimos inducidos por la unién del azucar a P[8] VP8*.

Las estructuras de P[8]Wa (rosa; PDN 2DWR), P[8]Rotarix (azul claro; PDB 5JDB) y
P[8]c (naranja) en sus formas apo se superponen con P[8]C en complejo con H1 (verde)
y se muestra los elementos estructurales que conforman el sitio de union del glicano. El
antigeno H1 unido se representa en varillas con atomos de carbono en amarillo
(GlcNAc), verde (Gal) y azul (Fuc). Los residuos que interactuan con los azucares se
muestran en varillas, con atomos de carbono coloreados segun el elemento estructural
al que corresponden. Los atomos de oxigeno y nitrégeno estan coloreados en rojo y
azul oscuro, respectivamente, en toda la estructura. Se observa un sutil desplazamiento
del bucle que conecta p9- 10 entre las formas libres de glicanos y las ligadas a
glicanos. Un desplazamiento similar se observa en el residuo Y169. El desplazamiento
del bucle se ve facilitado por la presencia de dos residuos de Gly (G170 y G171)
representados como esferas. El residuo hidrofébico (Val o lle) en la parte posterior del
sitio de unién del glicano en la posicion 173 se muestra como varillas.

Estas dos hojas £ definen el fondo del sitio de unién del glicano donde se asienta

la fraccion LNB (Figura 24C y 24D). Estos movimientos sutiles estan mediados
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por la presencia de dos residuos de Gly (G170 y G171) que confieren flexibilidad
al bucle. Y169 y R172 a ambos lados de las Glys delimitan el bucle y juegan un
papel fundamental en la correcta organizacion del sitio de unién, ya que Y169 se
apila sobre R209 y R172 interactua con W174, los principales residuos que
reconocen N-acetil-glucosamina (Figura 24C, 24D y Figura 27). Por lo tanto, la
disposicion de este bolsillo podria modular la afinidad y especificidad del glicano.
El analisis de la secuencia de esta region entre los linajes P[8] revela que en la
posicion 173 el linaje | presenta un Val mientras que en el resto de los linajes se
encuentra una lle (Tabla 13). La posicién 173 se coloca en la base de las hojas
p orientado hacia el nucleo hidrofobo de la proteina VP8* (Figura 24C, 24D y
figura 27). Por lo tanto, nos preguntabamos si este cambio sutil podria influir en
la arquitectura del sitio de unién al glicano, teniendo en cuenta la diferencia en
las afinidades de H1 observadas entre linajes. Para probar esta posibilidad
disefiamos un nuevo mutante en el que 1173 en P[8]c fue reemplazada por Val
(M4, VP8I173V), imitando P[8]Wa. Este cambio resulté en una proteina VP8* con
una interaccion disminuida al antigeno H1, con una constante de afinidad (KDa
= 39.0 £ 1.25 uM, Figura 25, Tabla 11) 1.4 veces mas alta en comparacion con
la proteina silvestre (KD, =27.9 £ 0.71 uM, Tabla 11; p = 0.0002). La variante de
VP8 1173V mantuvo la capacidad de union a la LNB con una constante de
afinidad aparente (KDa = 49,4 £ 1,74 uM, Tabla 11) que continué siendo superior
a la del H1 (p = 0,0033). Estos resultados apoyan que cambios sutiles de
aminoacidos en el bucle cercano al sitio de unién pueden estar contribuyendo a
modular la afinidad por el glicano entre P[8] VP8* de los linajes | y lll. Las
diferencias en este sitio también son evidentes en las estructuras de VP8* del

genogrupo PI[ll]. Mientras que la conservacion entre P[8] y P[4] es alta, la
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divergencia de secuencias entre P[4] y P[6] (Tabla 13) podria explicar las

diferentes afinidades para la LNFPI entre estos dos genotipos (Hu et al., 2018).
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4.4. Discusién

La interaccion entre los virus y los HBGAs ha surgido como un factor importante
en la infectividad viral. A diferencia de otros virus entéricos (por ejemplo,
norovirus), en un principio se descuido la importancia de la interaccién HBGA en
los rotavirus, y los estudios de adhesién de las células huéspedes a los virus se
centraron principalmente en la unién al acido sialico, hasta que los analisis
estructurales de VP8* sugirieron interacciones con los HBGAs (Blanchard et al.,
2007) y se determin6 experimentalmente en las cepas insensibles a la sialidasa
(Huang et al., 2012). En norovirus muchos estudios sefalan el polimorfismo
FUT2 humano como una caracteristica clave que afecta a la infectividad viral
(Larsson et al., 2006; Lindesmith 2003). Los individuos portadores de dos alelos
afuncionales de FUTZ2 carecen de actividad de la fucosil-2-transferasa, no
expresan estructuras de antigeno H en la mucosa intestinal y en las secreciones
(no secretores) y son menos susceptibles a las infecciones por norovirus.
Mientras que estudios anteriores no mostraron ninguna correlacion entre el
estado secretor y la infeccion por rotavirus (Larsson et al., 2006), los estudios
mas recientes demuestran que los titulos de anticuerpos frente a rotavirus
(Nordgren et al., 2014), la incidencia de la gastroenteritis por rotavirus (Payne et
al., 2015) y la efectividad de la vacuna (Kazi et al., 2017) se correlacionan con el
fenotipo de FUT2.

Sin embargo, los mecanismos moleculares de estas correlaciones eran
desconocidos hasta ahora. La interaccion previamente publicada del antigeno
H1 (Fuc-a1,2-Gal-$1,3-GIcNAc) con el genotipo P[8] del rotavirus humano mas
comun, que ha sido caracterizado mas a fondo aqui a nivel estructural, resalta la

importancia del fenotipo de los secretores en la incidencia de la diarrea por
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rotavirus. Hemos determinado las caracteristicas de esta interaccion,
reconociendo un nuevo sitio de union para H1 en VP8* comun para todos los
miembros del genogrupo P[ll]. Nuestros resultados muestran que la interaccion
fisica entre el antigeno H1 y el rotavirus P[8] se produce a través del precursor
del H1 (LNB), reforzando la idea de que los principales contactos carbohidrato-
proteina se realizan a través de la fraccion de N-acetil-glucosamina (Liu et al.,
2017). Los estudios de RMN sobre la unién del antigeno A de P[9] y P[14] VP8*,
demostraron que la fraccion de L-fucosa no entra en contacto con VP8*, sino que
permanece expuesta al disolvente con un alto grado de flexibilidad (Bohm et al.,
2015). Sin embargo, en el mismo estudio VP8* de los genotipos P[4] y P[6], que
no reconocieron el antigeno A en nuestros ensayos, se demostré que se unen a
este antigeno y se evidenciaron los contactos de la proteina con L-fucosa (Bohm
et al., 2015). Los datos estructurales de P[4] y P[6] VP8* en complejo con la
LNFPI también mostraron una interaccion limitada pero directa de la L-fucosa a-
1,2-ligada con la proteina, a través del residuo R209, que se conserva en todas
las proteinas del genogrupo P[ll] (Hu et al., 2018). Debido a la interaccion minima
de la L-fucosa a VP8*, los autores de este estudio plantean la hipétesis de que
esta fraccion de glicano tiene una baja contribucion a la afinidad de unién y que
se esperaria una fuerte interaccién para el precursor H1 no fucosilado, lo que
explica los estudios epidemiolégicos que no correlacionan el estado de FUT2
con la infeccién por los genotipos P[4] y P[6] (Kambhampati et al., 2016). Por el
contrario, mostramos que aunque la fraccién de L-fucosa de H1 hace contactos
indirectos con P[8] VP8*, estabiliza la conformacién competente de la fraccion
de LNB para interactuar con los residuos del azucar, lo que da como resultado

un KD, dos veces mas baja para H1 en comparacion con la LNB. Esta diferencia
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pequefia pero significativa puede ser relevante en el contexto de la
susceptibilidad entre los individuos secretores y no secretores (FUT2-/-).
Ademas, una interaccion mas débil con la LNB también puede explicar por qué
la infeccion de rotavirus P[8] puede ocurrir, a un nivel mas bajo, en individuos no
secretores (Gunaydin et al.,, 2016) y también explica el efecto inhibidor de la
infeccidn de rotavirus in vitro de la LNB que se demuestra aqui.

La interaccidn previamente presentada del genotipo P[8] con LewisP identificada
por los ensayos de ELISA (Huang et al., 2012), no pudo ser reproducida en
nuestros experimentos. Las pruebas estructurales obtenidas aqui y en los
analisis estructurales de P[4] y P[6] en complejo con la LNFPI (Hu et al., 2018)
argumentan en contra de la interaccion con Lewis®, que difiere de H1 por la
presencia de una L-fucosa extra a-1,4-ligada a la N-acetil-glucosamina que
genera impedimentos estéricos en la interaccidn. Estas discrepancias, junto con
las diferencias encontradas entre ELISA y SPR para la unién H1 en los diferentes
linajes de P[8], sugieren que las pruebas cualitativas de ELISA no siempre
proporcionan resultados fiables y que es necesario aplicar otras técnicas para
evaluar las afinidades VP8* con los HBGAs. Sin embargo, los datos estructurales
de los genotipos P[4] y P[6] predicen la interaccién con los HBGAs de los tipos
Ay B, ya que la N-acetilgalactosamina (tipo A) y la galactosa (tipo B) situadas
en los extremos no reductores de estos glicanos no crean ningun obstaculo
estérico (Hu et al.,, 2018). Esto coincide con nuestra observacion de que P[8]
VP8* de diferentes linajes interactuan con el carbono de trisacina del grupo
sanguineo A y también se apoya en la modelizacién de N-acetilgalactosamina

adicional en H1 unida a P[8]c VP8* (Figura 27).
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Demostramos que existen variaciones en el dominio de union en los linajes P[8]
que justifican las diferencias en la afinidad por H1 y LNB segun la medicion de
SPR. Ademas, aunque la arquitectura del sitio de union es similar para la mayoria
de los linajes P[8] y otros genotipos pertenecientes al grupo PJ[ll], otros residuos
proteicos fuera de este sitio pueden poseer efectos epistaticos sobre la
capacidad del sitio de union para acomodar a H1 y LNB, lo que explica las
diversas afinidades entre los genotipos P[ll] y en los diferentes linajes P[8].

Esto se ejemplifica con el hecho de que pudimos asociar un residuo que no
participa en los contactos directos proteina-ligando (Valina 173) en P[8]wa VP8*
a su menor afinidad por la H1 y el LNB y que VP8* de la cepa vacunal Rotateq
(linaje 1), aunque compartiendo residuos clave idénticos de unidn al linaje lll, no
se unenalaH1 (Sunetal., 2016). Se postula que cambios sutiles en los residuos
dentro y fuera del sitio de unidn definido, conducen a un ajuste fino en las
afinidades HBGA que pueden en ultima instancia condicionar la capacidad de
infeccion del huésped. Los estudios epidemioldgicos revelaron la aparicion de
los linajes P[8] I, 1l y lll como los principales rotavirus circulantes con una
prevalencia del linaje Ill (Arista et al., 2006; da Silva et al., 2013; Zeller et al.,
2015), mientras que el linaje IV se encuentra raramente (da Silva et al., 2013).
Cabe mencionar que este linaje, que es filogenéticamente distante (Arista et al.,
2006), presenta algunas diferencias en el sitio de unién a H1 y mostré baja
afinidad con el H1, ha sido aislado de pocos paises pero parece estar
expandiéndose rapidamente (Zeller et al., 2015). Muchos estudios se han
centrado en los genotipos de rotavirus que circulan antes y después de la
introduccién de los programas de vacunacién contra rotavirus (Jere et al., 2018;

Zeller et al., 2015), pero ningun trabajo ha abordado la cuestion de si existe un
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vinculo entre el estado secretor y la incidencia de los diferentes linajes P[8]. En
un estudio sobre el efecto del estado FUT2 en la gastroenteritis por rotavirus se
demostré que el 100% de los pacientes (n = 51) fueron secretores positivos en
comparacién con un control sano o un grupo de pacientes con gastroenteritis no
producida por rotavirus (14-19% de los no secretores) y que todos los rotavirus
implicados eran P[8] del linaje Ill (Imbert-Marcille et al., 2014). Los estudios sobre
la dinamica de rotavirus G1P[8] en una poblacion occidental mostraron que las
antiguas cepas eran similares a la Wa (linaje 1) y que desde finales de los afos
noventa han surgido nuevos linajes (Arista et al., 2006), aunque los tres linajes
principales circulan actualmente en la mayoria de las localidades geograficas.
Algunos autores han argumentado que la falta (o baja) interaccion de las cepas
Wa con H1 puede ayudar a que estos virus prevalezcan, ya que no discriminan
por el estado secretor (Bohm et al., 2015), pero nuestros resultados sugieren que
las afinidades por el receptor pueden variar dentro de los diferentes linajes P[8]
y no se sabe codmo esto puede afectar a la eficacia bioldgica del virus. Cabe
destacar que los aminoacidos que componen el sitio de unién H1/LNB se
encuentran fuera de los epitopos definidos en VP8* que provocan proteccion.
Frecuentemente, se aislan mutaciones en VP8* que dan lugar a variantes
antigénicas que podrian escapar a los anticuerpos neutralizantes (Zeller et al.,
2015), pero no estan afectando a los residuos de interaccion H1/LNB definidos
aqui. El impacto de los diferentes linajes de rotavirus P[8] en la poblacion en
funcion del estado secretor merece estudios adicionales para determinar si la
prevalencia o la cocirculacion de los diferentes linajes P[8] responde a una

adaptacion a los perfiles HBGA de los diferentes huéspedes.
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A pesar de la necesidad de una investigacion mas exhaustiva sobre la relevancia
de los HBGAs y la especificidad del huésped en los rotavirus del genotipo P[8],
los glicanos de superficie poseen una clara aplicacion en el desarrollo de
estrategias antivirales. Se ha establecido que la leche humana, ademas de otros
componentes antivirales, lleva un conjunto de oligosacaridos (oligosacaridos de
la leche humana; HMO) que comparten similitudes estructurales con los HBGAs
(Bode, 2012) y podrian actuar como antiadhesinas por competencia con los
ligandos de patdogenos en la mucosa. Esta capacidad de bloqueo por
carbohidratos solubles que se asemejan a los ligandos de rotavirus ha sido
evidenciada. Se demostré6 que los HMO inhiben la unién de VP8* de los
genotipos P[6] y P[11] (Yu et al., 2014); la infeccidn de los genotipos P[8] y P[4]
es inhibida por el HMO 2'-fucosilactosa, 3'-sialilactosa y 6'-sialilactosa (Laucirica
et al.,, 2017); la LNFPI inhibe la infeccidn de los genotipos P[19], P[4], P[6] y P[8]
(Liu et al., 2017), mientras que nosotros demostramos que la LNB inhibe la
infeccion de la cepa Wa in vitro. El potencial antiadhesina de este disacarido
simple (LNB) es susceptible de ser explotado en estrategias antivirales. La LNB
esta presente en la leche humana en su forma libre (Balogh et al., 2015), pero
principalmente como un bloque de construccién de los HMO tipo I, que son
predominantes en la leche humana sobre los HMO tipo Il (Lac-NAc), que son
caracteristicos de otros mamiferos y primates (Bode, 2012). Por lo tanto, la LNB
ha sido considerada el "factor bifido" de la leche humana y muchas especies de
bifidobacterias del tracto gastrointestinal infantil tienen la maquinaria enzimatica
para su metabolismo (Kitaoka, 2012). La LNB no sdélo actuaria como un
prebidtico estimulante de bifidobacterias, sino también como una antiadhesina

viral para contrarrestar la infeccion por rotavirus. Ademas, su sintesis es
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relativamente sencilla, puede llevarse a cabo de forma enzimatica y mediante
ingenieria metabdlica (Bidart et al.,, 2016) lo que hace de este disacarido un
producto potencial para el desarrollo de nuevos alimentos funcionales (por
ejemplo, férmulas infantiles mejoradas).

A este respecto, es importante tener en cuenta que se han determinado
constantes de alta afinidad (en el rango mM) para los oligosacaridos libres que
se vinculan a VP8* (Bohm et al., 2015; Hu et al., 2018) a fin de obtener buenos
competidores, los oligosacaridos multivalentes conjugados parecen ser una
buena opcion.

La determinacién detallada de las interacciones entre los virus y su huésped es
crucial para desarrollar estrategias antivirales adecuadas. Hemos definido las
interacciones moleculares de P[8] VP8* de rotavirus humano con su ligando
HBGA dando una explicacion fisica de por qué el estado secretor influye en la
infectividad del virus. No obstante, los elementos estructurales adicionales, mas
alla del sitio de unién identificado en VP8*, son probablemente responsables de
modular las interacciones con HBGA dentro de los linajes P[8]. Se esta llevando
a cabo una diseccion de los elementos estructurales adicionales de VP8* que

afectan a la unién de los ligandos.
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5. Capitulo lll: Estudio seroepidemioldégico de la
proteina VP8* de rotavirus pertenecientes a

diferentes genotipos P en Valencia, Espaia
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5.1. Introduccioén

Los rotavirus son el principal agente etioldgico de la gastroenteritis viral en bebés
y nifos pequefios en todo el mundo (Parashar et al., 2006). Rotavirus contiene
un genoma de ARN de doble cadena segmentado. La proteina del rotavirus VP7
forma la cubierta de la proteina de la capsula externa y VP4 forma los picos que
sobresalen a través de la capside externa. VP7 es una glicoproteina que
determina el antigeno de tipo G, mientras que VP4 es una proteina sensible a la
proteasa que determina el antigeno de tipo P (Buesa & Rodriguez-Diaz, 2007).
La clasificacidn de rotavirus se realiza por su composicibn gendmica y su
reactividad antigénica, por lo que la comunidad cientifica utiliza las proteinas
VP7, VP4 y VPG para clasificarlas. Los rotavirus se clasifican en 9 grupos (A al)
basados en la reactividad inmunologica de la VP6 (proteina viral de la capa
media) (Matthijnssens et al., 2012). Los rotavirus de los grupos A, B y C han sido
aislados en humanos pero el mas prevalente es el grupo A.

Las dos proteinas de la capside externa, VP7 y VP4, se utilizan para clasificar
los rotavirus en los tipos G y P (genotipos y/o serotipos). Hoy en dia, podemos
contar mas de 36 genotipos G y 51 genotipos P diferentes
(https://rega.kuleuven.be/cev/viralmetagenomics/virus-classification/rcwg). Los
genotipos mas prevalentes en las infecciones humanas son G1P[8], G2P[4],
G3P[8] y G4P[8]. Mas recientemente se ha establecido una clasificacion
utilizando los once segmentos del genoma. Esta nueva clasificacion permite un
conocimiento mas profundo de la epidemiologia de rotavirus para estudiar mejor

la aparicion de reordenamientos genéticos (Matthijnssens et al., 2011).
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La proteina de adhesidén VP4 se procesa proteoliticamente en dos subunidades,
VP5* y VP8*. VP8* esta involucrada principalmente en el proceso de adhesién
de las células al virus, mientras que VP5* esta involucrada en la translocacion
del virus al citoplasma de las células infectadas. Durante mas de 30 afios el acido
sialico fue considerado el receptor de glucésidos para los rotavirus animales
(Ramani et al., 2016). Curiosamente, las cepas humanas se consideraban
independientes del acido sialico. El descubrimiento de que la VP8* de las cepas
de rotavirus humano también interactua con los azucares, componentes de los
antigenos del grupo histo-sanguineos (HBGAs) rompio el paradigma de la
comprension de la biologia de los rotavirus, mostrando que los primeros pasos
de la infeccidbn de rotavirus humanos estan mediados por interacciones
especificas entre carbohidratos y virus (Gozalbo-Rovira et al., 2019; Hu et al.,
2012) . La sintesis de los HBGAs se produce mediante la adicion secuencial de
monosacaridos a un precursor de disacaridos. El precursor contiene los
azucares galactosa y N-acetilglucosamina (GIcNAc) unidos por un enlace 3-1,3
o -1,4.

Dependiendo del tipo de enlace, los azucares se clasifican como tipo | que
contiene una vinculacion de -1,3 mientras que el tipo Il incluye enlaces -1,4.
Para sintetizar el antigeno H se necesita la adicién de una fucosa en la posicion
a-1,2 por el enzima FUT2. Los antigenos Lewis se sintetizan mediante la adicion
de un residuo de fucosa en la posicion a-1,4 0 a-1,3 a los precursores terminales
GIcNAc o H tipo | y Il respectivamente para crear los diferentes antigenos de
Lewis 2°*Y (Monedero, Buesa & Rodriguez-Diaz, 2018). El estado secretor esta

definido por el gen FUT2, los individuos no secretores son aquellos que carecen
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de funcionalidad en ambos alelos FUT-2 y, por consiguiente, no expresan

estructuras de antigeno H (Figura 30).

Secretor Non-Secretor
FUT2- (a-1,2) Fucosyltransferase B-1,3 FUT3- (a-1,4) Fucosyltransferase
| R
Aa—l,z type | precursor
-1,3 Htypel al4 -1,3
tee AN

R
| FUT3- (a-1,4) Fucosyltransferase

a 1,2 Galactosa (Gal)
B-13 Leb u N-acetylglucosamine (GIcNAc)
“ H . A rycose (Fuc)
R

Figura 30. Via de biosintesis de HBGA de tipo |. El estado secretor depende de la
presencia del enzima FUT2 que anade secuencialmente una fucosa en la posicion a-
1,2 del precursor disacarido. Por otro lado, los individuos no secretores muestran una
falta de funcionalidad de este enzima. No son capaces de sintetizar ningun antigeno de
tipo H. En este caso, FUT3/4 afade una fucosa en la posicion a-1,3 generando el
antigeno Le?®.

Varios estudios sugirieron que la condicion de no secretor reduce la
susceptibilidad a las infecciones por RV causadas principalmente por los
genotipos de rotavirus P[8], P[4] y P[6] ] (Nordgren et al., 2014; Ramani et al.,
2013). Esto es cierto en nuestra zona donde los nifios no secretores son menos
propensos a sufrir infecciones sintomaticas por rotavirus (Pérez-Ortin et al.,
2019).

Los estudios seroepidemiolégicos son importantes para dilucidar los diferentes
agentes virales y genotipos que estan circulando en una zona determinada, por
este motivo el objetivo principal de este trabajo fue determinar la prevalencia y

el titulo de anticuerpos séricos frente a un panel de proteinas VP8* de diferentes
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genotipos de rotavirus (P[4], P[6], P[8], P[9], P[11], P[14] y P[25]) en nifios y
adultos. El segundo obijetivo fue determinar si el estado secretor (polimorfismo
FUT2c428n) estaba relacionado con la diferente respuesta de anticuerpos como

medida de la susceptibilidad a los distintos genotipos de rotavirus.
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5.2. Material y métodos

5.21. Expresién y purificacion de VP8* recombinante
La proteina VP8* de los genotipos P[4], P[6], P[8], P[9], P[11], P[14] y P[25] se
produjo como se ha descrito en el capitulo Il. Los diferentes clones de E.coli
fueron cultivados en medio LB con ampicilina y kanamicina (concentracion final
100 pg/mly 25 pyg/ml respectivamente) a 37°C con agitacién hasta un O.D.eoo =
0.5, luego se indujeron los cultivos con IPTG a una concentracion final de 0.1
mM. Los cultivos se mantuvieron a 25°C durante la noche. Después de la
induccion, las células se recuperaron por centrifugacién a 5.000 x g durante 20
minutos. Las células de 1 litro de medio de cultivo se lisaron en 15 ml de tampdn
de lisis (PBS con 0,5% de coctel de inhibidores de proteasas (Sigma), lisozima
1 mg/ml, 125 U DNAsa | (Thermo Fischer Scientific) y 0,5 mM DTT). Los lisados
se centrifugaron a 15.000 x g durante 30 minutos y los sobrenadantes se filtraron
a través de filtros de 0,45 u (Millipore). Las proteinas fueron purificadas en un
sistema FPLC Akta prime (GE, Healthcare) que llevaba una columna GST-Trap
(GE, Healthcare) en PBS. El tampdn de elucion consistia en 50 mM de Tris-HCI,
10 mM de glutation, pH 8.0. Las proteinas GST::VP8* fueron desaladas usando
una columna de desalinizacién HiTrap (GE, Healthcare) en el mismo sistema

FPLC Akta prime segun el protocolo del fabricante.

5.2.2. Recogida de muestras
Las muestras de suero se obtuvieron de pacientes atendidos en el Hospital
Clinico Universitario de Valencia. Se analizaron un total de 88 muestras de suero
de adultos y nifios. Las muestras fueron de nifilos de 3,5 afios en promedio y de

adultos de 58 afos en promedio. La informacion sobre las muestras se muestra
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en la tabla 13 (Anexo). Este estudio se realiz6 con la aprobacién del Comité de
Etica de la Universidad de Valencia (cddigo H1544010468380). No se obtuvo un
consentimiento informado ya que las muestras de sangre humana del Hospital
Clinico Universitario de Valencia fueron anonimizadas previamente a su
inclusion en el presente estudio. El estudio se realizé siguiendo la declaracion
de Helsinki sobre los principios éticos para la investigacion médica en seres

humanos.

5.2.3. Determinacién de anticuerpos IgG anti-VP8* en muestras de
suero

Los anticuerpos IgG de 88 muestras de suero se analizaron por ELISA frente a
siete genotipos diferentes de VP8*, P[4], P[6], P[8], P[9], P[11], P[14] y P[25]. Las
placas ELISA se recubrieron con cada proteinas GST::VP8* (P[4], P[6], P[8],
P[9], P[11], P[14] y P[25]). Las proteinas purificadas se diluyeron en tampdn
carbonato/bicarbonato, pH 9,6, a 1 uyg/ml. Se afadieron 100 ul de solucién a
cada pozo y se incubaron durante la noche a 4°C. Paralelamente, los pocillos de
las mismas placas se recubrieron con la proteina GST (1 pg/ml) como proteina
de referencia para establecer el corte de cada muestra. Las placas se
bloquearon afiadiendo 200 pl de PBS que contenian 0,05% de Tween 20 (PBS-
T) y 3% de BSA durante 1 hora a 37°C. Después del bloqueo, las placas se
lavaron tres veces con PBS-T. Las muestras de suero se diluyeron de forma
seriada en diluciones 1/2 desde 1/100 a 1/6.400; se anadieron a las placas por
triplicado y se incubaron durante 1 hora a 37°C. Después de tres lavados se
anadio un anticuerpo de cabra anti-lgG humana (1:1.000) conjugado con HRP
(Sigma) durante 1 hora a 37°C. Se afiadieron 100 ul de o-fenilendiamina (reactivo

OPD-Fast, Sigma) a cada pocillo y se detuvo la reaccion afadiendo 50 pL de
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H>SO4 e incubando durante 10 minutos. La absorbancia se registréo a 492 nm.
La dilucién se considerd positiva cuando la absorbancia en el pocillo GST::VP8*

era mayor que la misma dilucion contra el GST mas tres desviaciones estandar.

5.24. Determinacién de anticuerpos IgG anti-Wa rotavirus en
muestras de suero

Los anticuerpos IgG de las 55 muestras de suero, de las cuales se disponia del
genotipo FUT2, fueron analizados por ELISA frente al virus completo de la cepa
Wa, un genotipo humano G1P[8]. Las particulas de rotavirus se purificaron como
se ha descrito en el capitulo Il. Las placas de ELISA se tapizaron con 100 pl por
pocillo de una solucion que contenia 2,5 pg/ml de virus purificado en tampon
carbonato/bicarbonato, pH 9,6. La prueba ELISA se realiz6 como se ha descrito
anteriormente, pero, en este caso, el corte se calculd en pocillos recubiertos con
100 pl de BSA a 1 yg/ml. La dilucion se considero positiva cuando la absorbancia
en el pocillo de virus Wa era mayor que la misma dilucion contra BSA mas tres

desviaciones estandar.

5.2.5. Genotipado del estado secretor
El DNA gendmico se extrajo de muestras de suero con un kit comercial (kit de
purificacion de ADN gendmico JetFlex, Genomed, Vilnius, Lituania) siguiendo las
instrucciones del fabricante. El polimorfismo FUT2c428a s€ determind mediante
PCR y RFLP (Marionneau et al., 2005) con modificaciones. Para detectar este
polimorfismo se realizé una PCR anidada. La primera PCR se realizé con los
cebadores Fut2_PCR1 directo (5-CGG CCA GCA GGG ATC CCC TGG CAG

AAC TAC CAC-3')y Fut-2_PCR1 reverso (5'-CTT TTT GGC ATG CAT GAC ATA
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GTC CCC TCC TGG GG-3'). Lasegunda PCR se realizé con los cebadores FUT-
2 G428A directo 5'-GAG GAA TAC CGC GGG GGA GTT AC-3'y FUT-2 G428A
reverso (ATG GAC CCC TAC AAA GGG TCC CCG GGG GGC T-3'). La reaccién
de PCR se realizé con 0,3 uM de cada cebador, 0,5 ung de DNA gendmico, 0,4
mM de dNTPs, 1X Taq tampoén de polimerasa con MgCl> y 1U de DNA
polimerasa (Biotools). El volumen final fue de 50 pl. La PCR anidada se realizo
con 0,3 uM de cada segundo par de cebadores con 1 pl de producto de primera
amplificacion. El volumen final fue de 50 pl en la primera amplificacion. El
protocolo de PCR en ambos casos incluia un paso inicial de desnaturalizacion a
95°C durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos de amplificacién de PCR,
consistentes en 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 55°C y 72°C durante 1
minuto. El paso de extension final incluyé 72°C durante 10 minutos. El producto
de PCR se observd en un gel de agarosa (1,5% de agarosa con tampdn 0,5x
TBE) y las muestras positivas (el tamano del fragmento esperado es de 300pb)
fueron digeridas con Avall. La digestion se llevo a cabo con 10 ul del producto
de la PCR y 1U de Avall en un volumen final de 15 pl. La digestion se realizo a
37°C durante 2 horas. Los 15 pl de producto digerido se cargaron en un gel de
agarosa al 2,5%. Para determinar el estado del secretor homocigdtico o
heterocigotico respecto a la mutacion Gazsa en el gen FUT2, el tamafio de banda
esperado es diferente. La presencia de una sola banda a 50 bp determina el
estado secretor homocigoto para FUT-2 (Se+Se+). La presencia de una doble
banda a 200 pb y 50 pb indica el estado secretor heterocigoto (Se+se). Mientras

que la banda unica a 200 pb indica la condicion de no secretor (sese).
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5.2.6. Analisis estadisticos
Los datos categdricos se analizaron mediante la prueba y2. Las diferencias en la
respuesta de los anticuerpos a todos los genotipos probados de VP8* se
analizaron mediante una prueba Anova de una sola via. Las diferencias en los
titulos medios y en el numero medio de genotipos entre dos grupos se analizaron
con la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney. Los analisis se realizaron con
el software GraphPad Prism 6 para MacOsX. Se consideraron estadisticamente

significativos los valores de p inferiores a 0,05.
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5.3. Resultados

5.3.1. Expresién y purificaciéon de la proteina VP8* de rotavirus de
varios genotipos

La proteina VP8* de los genotipos P[4], P[6], P[8], P[9], P[11], P[14] y P[25] se

produjo en E. coli como se describe en el capitulo Il. Las proteinas purificadas

fueron analizadas por SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 12% (Figura 31)

y confirmadas por Western blot utilizando un anticuerpo anti-GST. La pureza de

cada proteina alcanzé el 90 % y sus tamafios eran los esperados.
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Figura 31. Gel SDS-PAGE al 12% tefiido con azul de Coomassie que muestra las
diferentes proteinas GST::VP8* utilizadas en este trabajo. Se indica el genotipo de cada

una de las proteinas. Los pesos moleculares (kDa) del marcador (Mw) se indican a la
derecha del gel.
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5.3.2. Prevalencia de anticuerpos anti VP8* en suero
El 93% de las muestras resultaron positivas al menos para uno de los antigenos
VP8* (82/88). Se encontréo una prevalencia diferente para cada uno de los
genotipos, tanto en adultos como en nifios (Tabla 15). La mayor prevalencia se
encontré en los genotipos P[4] y P[8], mientras que la menor prevalencia se
encontré en el genotipo P[11]. Considerando la seroprevalencia total, no se
encontraron diferencias entre los nifios 88% (36/41) y los adultos 98% (46/47)
(Tabla 15). Lo mas interesante es que la prevalencia en los genotipos P[4], P[8]
y P[11] fue mayor en los nifios que en los adultos (P<0,05) (Tabla 14). Por el
contrario, no se encontraron diferencias significativas para ninguno de los otros

genotipos ensayados.

Genotipo VP8* Adultos Nifios x> test
P[4] 26/47 (56%) 33/41 (80%) P=0.01*
P[6] 32/47 (68%) 28/41 (68%) P=0.98
P[8] 23/47 (49%) 29/41 (70%) P=0.04*
P[9] 16/47 (34%) 22/41 (53%) P=0.06
P[11] 0/47 (0%) 11/41 (27%) P=0.0006*
P[14] 27/47 (57%) 18/41 (44%) P=0.2
P[25] 14/47 (30%) 20/41 (49%) P=0.06
Cualquier genotipo | 46/47 (98%) 36/41 (88%) P=0.6

Tabla 15. Seroprevalencia de anticuerpos IgG anti-VP8* en adultos y nifios en Valencia.
Los niveles de significacion se indican para cada genotipo. P < 0.05 se considera
significativo (*).
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También se estudio el numero de genotipos diferentes reconocidos por una sola
muestra de suero. Los resultados muestran que las muestras de suero de los
nifos reconocen un numero mayor de genotipos (3,90 + 0,26) en comparacion

con los sueros de adultos (2,94 + 0,24) (P<0,05) (Figura 32).
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Figura 32. La figura muestra el numero de genotipos reconocidos por las muestras de
suero de nifos y adultos. La poblacion infantil reconocié una media de 3,90 genotipos,
mientras que la poblacién adulta reconoce un niumero menor de genotipos que los nifios
(2,93). Ademas, el valor P indica que la diferencia es significativa entre las dos
poblaciones (P<0.05).

5.3.3. Titulos de anticuerpos séricos contra las proteinas VP8* de

rotavirus

Las muestras de suero del presente estudio tenian diferentes titulos de
anticuerpos contra cada uno de los diferentes genotipos de VP8* estudiados
(Figura 33A). Los titulos de anticuerpos mas altos se detectaron contra los
genotipos P[4] y P[8] y los titulos de anticuerpos mas bajos contra el genotipo

P[11] (P<0,0001). Estas diferencias se observaron tanto en nifios como en

adultos (Figura 33B y 33C, respectivamente).
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Figura 33. Valores medios de los titulos de anticuerpos IgG en suero, de adultos y nifios
(n=88) en A, de sdlo nifios (n=41) en B y de adultos (h=47) en C, frente a cada genotipo
de rotavirus. Las barras de error indican el error estandar de la media (SEM). Se
realizaron analisis estadisticos (ANOVA de una via) que muestran que en las tres
poblaciones las P[6], P[9], P[14] y P[25] tienen titulos de anticuerpos mas bajos que P[4]
y P[8] (P<0,05 a). Los titulos de anticuerpos mas bajos se encontraron en el genotipo
P[11] en comparacién con cualquiera de los otros genotipos (P<0,0001 b).

La comparacion de los titulos de anticuerpos entre adultos y nifios (Figura 34),
mostroé que los nifios tienen titulos mas altos frente a los genotipos P[4], P[8] y
P[11] en comparaciéon con los adultos (P=0,014, P=0,0024 y P<0,0001
respectivamente). Los titulos de anticuerpos contra los genotipos P[6], P[9] y
P[25] fueron similares en ambos grupos, y el titulo contra el genotipo P[14] fue
mayor en el grupo de adultos, pero no significativo. Ademas, no se encontraron

diferencias entre nifos y adultos cuando se utilizé como antigeno la particula

viral completa del rotavirus Wa (Figura 34 H).
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Figura 34. Comparacion de los titulos de anticuerpos anti-VP8* de rotavirus en nifios y
adultos. De los paneles A a G, se muestra el titulo de IgG contra cada proteina VP8*. El
eje Y representa el titulo medio de I1gG alcanzado en las muestras de suero de adultos
0 niflos contra la proteina VP8*. Las barras de error representan el error estandar de la
media (SEM). Sdlo para P[4], P[8] y P[11] las diferencias obtenidas entre adultos y nifios
fueron estadisticamente significativas (P<0,05). El panel H muestra los resultados
utilizando la particula entera de rotavirus de la cepa Wa, una cepa PJ[8].

5.3.4. Estado secretor y respuesta de los anticuerpos a las proteinas

VP8* de rotavirus

El DNA gendmico se extrajo directamente de las muestras de suero y se pudo
determinar el genotipo FUT2 en 55 de ellas. Las 33 muestras restantes no
presentaban suficiente DNA o su calidad era insuficiente para permitir el
genotipado. La tabla 1 del Anexo muestra una compilacion de la respuesta de
los anticuerpos y el estado secretor de cada una de las muestras analizadas. De
las 55 muestras, 43 fueron secretores positivos (78%) y 12 fueron secretores
negativos (21%); estos porcentajes son similares a los publicados anteriormente
por nosotros para la poblacion general en el area de estudio (Pérez-Ortin et al.,

2019; Rodriguez-Diaz et al., 2017). Se establecieron comparaciones para

estudiar las diferencias en la prevalencia (Tabla 16), de anticuerpos (Figura 35)
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y en el numero de genotipos diferentes reconocidos entre secretores y no
secretores (Figura 36). Curiosamente, el genotipo P[25] mostré6 una mayor
prevalencia en los secretores en comparacién con los no secretores (P=0,045).

Los demas genotipos mostraron frecuencias similares entre estas dos

poblaciones (Tabla 16).

Genotipo VP8* Secretor No-secretor ¥’ test
P[4] 28/43 (65%) 10/12 (83%) P=0.22
P[6] 26/43 (60%) 9/12 (75%) P=0.35
P[8] 23/43 (53%) 9/12 (75%) P=0.18
P[9] 20/43 (46%) 6/12 (50%) P=0.83
P[11] 4/43 (9%) 1/12 (8.3%) P=0.93
P[14] 24/43 (56%) 6/12 (50%) P=0.72
P[25] 21/43 (49%) 2/12 (16%) P=0.045*

Ningun genotipo 39/43 (90%) 12/12 (100%) P=0.6

Tabla 16. Seroprevalencia de las proteinas anti-rotavirus VP8* en individuos secretores
y no secretores en Valencia. Los niveles de significacién se indican para cada grupo
genético. P < 0.05 se considera significativo (*).

La comparacion de los titulos de anticuerpos entre secretores y no secretores no
mostréo ninguna diferencia entre ambos grupos (Figura 35). Ademas, los
genotipos reconocidos por cada muestra de suero en la poblacidén de secretores
(3,39 £ 0,28) y no secretores (3,66 + 0,33) no mostraron diferencias significativas
(P=0,626) (Figura 36). Curiosamente, cuando se utiliz6 como antigeno la
particula viral completa de la cepa Wa de rotavirus, una cepa P[8], en los
experimentos de ELISA, se encontraron diferencias significativas entre los

secretores y los no secretores (P=0,037) (Figura 35 H).
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Figura 35. Relacion entre el estado secretor y el titulo de anticuerpos frente a cada
genotipo de VP8*, paneles A a G. Los datos analizados incluyen 43 individuos
secretores y 12 no secretores. Se realizaron analisis estadisticos (U Mann Whitney a
muestras no apareadas) para determinar las diferencias entre los titulos de anticuerpos.
El panel H muestra los resultados utilizando la particula entera de rotavirus de la cepa
Wa, una cepa P[8]. Las barras de error representan el error estandar de la media (SEM).
Las muestras no mostraron diferencias significativas entre estas dos poblaciones para
las proteinas VP8* (P>0,05), pero si se encontraron diferencias significativas (P=0,037)
cuando se utilizo la particula de rotavirus completa (panel H).

Numero de genotipos reconocidos

3.39 £ 0.27 N=43 3.66 £ 0.33 N=12

Figura 36. Numero de genotipos reconocidos por los anticuerpos séricos. En la
poblacion secretora (n=43) los datos muestran que estas muestras de suero contienen
anticuerpos contra 3,3 genotipos como media. Las muestras de suero de poblaciones
no secretoras (n=12) pudieron reconocer 3,6 genotipos. No se observaron diferencias
significativas entre el grupo secretor y no secretor (P>0,05). Las barras de error
representaban el error medio estandar (SEM).
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5.4. Discusion

Los rotavirus son una de las principales causas de gastroenteritis aguda en nifios
menores de 5 afios en todo el mundo y son responsables de aproximadamente
128.000 muertes por ano (Troeger et al., 2018). Su prevalencia es similar en los
paises desarrollados y en desarrollo, pero la mayoria de las muertes se producen
en los paises en desarrollo, donde no se dispone de vacunas contra el rotavirus
0 éstas son menos eficaces que en los paises desarrollados (Jonesteller et al.,
2017). En el presente estudio se analizé la reactividad de 88 muestras de suero
de adultos y nifios frente a siete proteinas VP8* de rotavirus diferentes de
genotipos P, algunos de genotipos de rotavirus comunes, P[4], P[6], P[8] y P[9]
pero otras de genotipos no comunes como P[11], P[14] y P[25] (Sadiq et al.,
2018). Hasta donde sabemos, ésta es la primera vez que se han utilizado siete
genotipos diferentes de proteina VP8* en un estudio seroepidemioldgico,
proporcionando una alta capacidad de deteccion.

Nuestro estudio revela la presencia de anticuerpos IgG séricos frente a todos los
genotipos evaluados, lo que indica que la exposicién a rotavirus es habitual en
todas las etapas de edad. Los genotipos G mas comunes distribuidos por todo
el mundo estan representados por G1, G2, G3, G4, G9 y G12 en combinacién
con la mayoria de P[8] y P[4] (aproximadamente el 88%) (lturriza-Gémara et al.,
2009). Estos genotipos son responsables de casi el 90% de las infecciones por
rotavirus a nivel mundial (Sadiq et al., 2018) y también en nuestra area de estudio
(Pérez-Ortin et al., 2019). En dos publicaciones recientes sobre la epidemiologia
molecular del rotavirus humano en Valencia (Espafia), se demostré que el 98,5%
de las muestras procedian del genotipo P[8] y solo el 1,5% pertenecia al genotipo

P[4] (Pérez-Ortin et al., 2019). Ninguno de los otros genotipos ensayados en el
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presente estudio se encontr6 en muestras clinicas (P[6], P[9], P[11], P[14],
P[25]). Por consiguiente, los resultados del presente estudio muestran una
mayor prevalencia y titulos de los genotipos P[8] y P[4]. Curiosamente, el
genotipo P[11] sdlo fue reconocido por las muestras de suero de los nifios, lo
que refuerza la evidencia de que el genotipo P[11] tiene una mayor restriccidon
de edad que otros genotipos, probablemente debido a la capacidad de este
genotipo para reconocer los receptores no fucosilados (Liu et al., 2013).

Se encontraron anticuerpos frente a todos los genotipos ensayados, lo que indica
que, aungque no se encuentren en las muestras clinicas, estos virus también
circulan en la poblacion a nivel subclinico. Algunos de los genotipos menos
frecuentes, como el P[11], el P[14] y el P[25], se consideran cepas reordenadas
entre los rotavirus animales y humanos o incluso se transmiten directamente de
animales a humanos (Santos & Hoshino, 2005). Este hecho podria explicar una
menor eficacia biolégica en el huésped humano causando infecciones menos
severas o asintomaticas.

Los antigenos histo-sanguineos (HBGAs) se encuentran en la mucina gastrica 'y
en la superficie de las células epiteliales del intestino. Muchas investigaciones
han demostrado que los VP8* de rotavirus son capaces de reconocer diferentes
HBGAs en un genotipo dependiendo de la forma (Monedero,Buesa & Rodriguez-
Diaz, 2018). Los genotipos P[9] y P[14] pertenecen al genogrupo Il y son
capaces de reconocer el antigeno del grupo sanguineo A (Azad et al., 2018). El
genotipo P[19], un genotipo que infecta a los cerdos y a los humanos, pertenece
al genogrupo Il y se une al antigeno H y al nucleo de mucina tipo 2 (Liu et al.,
2017). De la misma manera, P[4], P[6] y P[8] que también pertenecen al

genogrupo I, son capaces de reconocer los antigenos relacionados con el tipo
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H y el precursor del tipo | (Hu et al., 2018; Gozalbo-Rovira et al., 2019).
Finalmente el genotipo P[11] interactua con la molécula precursora del antigeno
tipo H 2 (Liu et al., 2013). Varios estudios han demostrado una susceptibilidad
diferente a las infecciones por rotavirus dependiendo de la capacidad de producir
el antigeno H. En un estudio epidemioldgico recientemente realizado en la
misma regién geografica se demostré que el 98% de las muestras clinicas
pertenecian a nifos secretores, lo que indica que las infecciones por rotavirus
de los genotipos P[8] y P[4] son mas frecuentemente sintomaticas.

Los resultados seroldgicos del presente estudio demuestran que los titulos de
anticuerpos frente a todos los VP8* de los diferentes tipos P no dependen del
estado secretor. Curiosamente, cuando se utilizé la particula completa de
rotavirus Wa, se encontraron titulos significativamente mas altos frente a
rotavirus en los secretores, en comparaciéon con los no secretores. Estos datos
confirman resultados de otro estudio en el que se encontraron titulos mas altos
frente a rotavirus en individuos secretores en Suecia (Nordgren et al., 2014). Es
importante mencionar que las proteinas estructurales y no estructurales como
VP2, VP6 y NSP2 son inmunodominantes (Colomina et al., 1998), mientras que
VP8* es poco reconocida por los anticuerpos séricos (Svensson et al., 1987).
Estas diferencias en la inmunodominancia podrian explicar por qué las
diferencias entre secretores y no secretores sélo pueden observarse cuando se
utiliza como antigeno la particula viral completa, que contiene VP2 y VP6
(ademas de VP4 y VP7), para determinar los titulos de anticuerpos. Estos
resultados son muy pertinentes, en el contexto del desarrollo de la vacuna, ya
que se esta elaborando una vacuna de la subunidad VP8* (Groome et al., 2017).

Las vacunas comunes como Rotarix (G1P[8]) y RotaTeq (G1-G4 P[8]) protegen
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contra una amplia gama de genotipos de rotavirus G y P, incluso contra los que
no estan incluidos en las vacunas (Burnett et al., 2020). Esto podria deberse a
la inmunidad cruzada frente a las proteinas inmunodominantes VP6 y VP2 que
estdan mas conservadas en los rotavirus del grupo A, independientemente de los
genotipos G y P (Buesa & Rodriguez-Diaz, 2007).

Esto podria explicar también el nivel de proteccién alcanzado con la vacuna
Rotavac, que esta compuesta por un genotipo G9P[11] (Ella et al., 2019). En
cuanto a la vacuna de la subunidad VP8*, se ha demostrado que VP8* puede
producir anticuerpos neutralizantes y protectores (Ruggeri & Greenberg, 1991;
Gil et al., 2000; Feng et al., 2019). Sin embargo, también se ha demostrado que
la proteccidén es homotipica (Gil et al., 2000), lo que indica que esta vacuna sélo
podria proteger frente a rotavirus portadores de los genotipos incluidos en la
formulacién. Por otra parte, una de las ventajas de la vacuna de la subunidad
VP8* es que se administra por via parenteral, lo que evita las diferencias de
eficacia de la vacuna observadas entre los secretores y los no secretores
(Groome et al., 2017).

Nuestro grupo de investigacion ha dilucidado recientemente las bases
moleculares de las interacciones del antigeno P[8]::H y hemos demostrado que
rotavirus puede unirse tanto al antigeno H como a su precursor (H-tipo I, Lacto-
N-Biosa) pero esta interaccidn es mas débil cuando falta la fucosa (Gozalbo-
Rovira et al., 2019), lo que refuerza la idea de que el estado secretor es un factor
clave del huésped en las infecciones por rotavirus. Ademas, cuando se comparo
el sitio de unién de VP8* entre diferentes genotipos y linajes se encontré que la
VP8* de la vacuna de Rotarix posee una mutacion (L167F) que interrumpe el

bolsillo de union, lo que explica la atenuacion de esta cepa (Gozalbo-Rovira et
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al., 2019). Mas sorprendentemente, encontramos diferencias significativas en la
prevalencia de anticuerpos contra el genotipo P[25] en secretores y no
secretores. Se sabe que este genotipo se une al antigeno del grupo sanguineo
A (Gozalbo-Rovira et al., 2019). La presencia del antigeno del grupo A depende
de la enzima A codificada en el locus ABO. La enzima A utiliza el antigeno H
como sustrato, lo que significa que los individuos secretores negativos son
incapaces de sintetizar el antigeno del grupo sanguineo A en sus mucosas,
explicando la menor susceptibilidad de los no secretores a un virus que se une

al antigeno A en lugar del antigeno H.

Como conclusion, mostramos aqui la utilidad de los estudios
seroepidemiologicos para comprender la circulacion de los genotipos de
rotavirus comunes (P[4] y P[8]) y no comunes (P[6], P[9], P[11], P[14], P[25]) en
una poblacién determinada y demostramos por primera vez una relacion entre el

estado secretor y la susceptibilidad a los rotavirus del genotipo P[25].
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6. Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos a lo largo de todo el proyecto podemos
extraer las siguientes conclusiones:

1. Las particulas subvirales P y las particulas pesudoviricas (VLPs) de
norovirus proporcionan una herramienta adecuada para estudiar las
interacciones entre los norovirus y el hospedador.

2. El epitopo reconocido por el anticuerpo monoclonal 3C3G3 es
conformacional y esta formado por los aminoacidos P245, E247, 1389,
Q390, R397, R435, G443, Y444, P445, N446, y D448 de la variante Gll.4
Den Haag_2006b.

3. El anticuerpo monoclonal 3C3G3 no reconoce las variantes de Gll.4
cronolégicamente anteriores, VA387_1996, 2000 y 2004.

4. De los 11 aminoacidos que forman el epitopo 3C3G3, unicamente los
residuos R397 y D448 difieren las variantes de norovirus reconocidas y
no reconocidas por el anticuerpo.

5. La mutagénesis de los dos residuos R397 y D448 en la variante
Gll.4_VA387_1996 permiten que esta variante sea reconocida por el
anticuerpo 3C3G3 confirmando la participacion de estos dos residuos en
el epitopo conformacional.

6. El residuo R397 esta implicado en el reconocimiento de norovirus Gll.4 a
los antigenos histo-sanguineos.

7. La proteina VP8* de rotavirus del genotipo P[8] reconoce tanto el antigeno
H1 como su precursor, la lacto-N-biosa.

8. Tanto la lacto-N-biosa como su analogo estructural la galacto-N-biosa son

capaces de bloquear la unién de la VP8* a los glicanos lacto-N-biosa y
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10.

11.

12.

13.

14.

antigeno H1. Ademas, la lacto-N-biosa es capaz de bloquear la
infectividad de rotavirus en células MA104.

El sitio de union de la proteina VP8* descrito mediante técnicas
cristalograficas esta preformado y esta compuesto por los aminoacidos
W81, L167, K168, Y169, G170, G171, R172, W174, T184, T185, R209, E
212 y N216 situados entre las hojas beta f9-f10 y la hélice a1.

La mayoria de contactos entre el antigeno H1 y el sitio de union se
establecen con la galactosa y la N-acetil-glucosamina con una
participacion muy escasa de la fucosa.

La afinidad de la proteina VP8* de la variante clinica del genotipo P[8] es
dos veces mayor por el antigeno H que por su precursor. Esta diferente
afinidad se puede explicar por un mejor posicionamiento de los residuos
galactosa y N-acetil-glucosamina en el sitio de union cuando la fucosa
esta presente, asi como por las interacciones directas (aunque escasas)
entre la fucosa y los aminoacidos R209 y Q2012.

Diferentes linajes dentro del genotipo P[8] presentan diferentes afinidades
por el antigeno H1 y la lacto-N-biosa. Estas diferencias se pueden
explican por cambios sutiles (1173V) en un bucle cercano al sitio de unién
que posicionan de forma ligeramente diferente el sitié de union.

El estudio serolégico llevado a cabo muestra la presencia de anticuerpos
IgG séricos frente a la VP8* de los genotipos P[4], P[6], P[8], P[9], P[11],
P[14 y P[25] en la poblacién de estudio.

La prevalencia y el titulo de anticuerpos es mayor en la poblacion infantil

que en los adultos para los genotipos P[4], P[8] y P[11].



15.

16.

17.

18.

La poblacion pediatrica presenta reactividad frente a un mayor numero de
genotipos de VP8* que la poblacion adulta.

Existe una mayor prevalencia de anticuerpos frente a la VP8* del genotipo
P[25] en secretores que en no secretores.

Los individuos secretores presentan un mayor titulo de anticuerpos frente
a rotavirus de la cepa Wa (G1 P[8]) que los individuos no secretores.

No existen diferencias significativas en los titulos de anticuerpos frente a
la proteina VP8* de los diferentes genotipos de rotavirus entre secretores

y no secretores.
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7. Anexo

Tabla 1. Niveles de titulos de anticuerpos IgG contra cada VP8* de las muestras de
suero utilizadas. El estado secretor se indica en la ultima columna, Se+Se+:
homocigético positivo; Se+se-: heterocigotico positivo; se-se-: no secretor; ND: no
determinado.

Muestra | Edad P[4] P[6] P[8] P[9] | P[11] | P[14] | P[25] | Estado secretor
1 3 0 0 0 100 0 0 0 ND

2 3 400 0 400 0 0 0 0 Se+se-
3 3 100 100 400 200 0 200 400 Se+se-
4 3 0 0 0 0 0 0 0 ND

5 3 400 0 0 100 0 100 100 se-se-

6 3 200 100 800 0 0 100 100 Se+se-
7 3 200 0 800 100 100 0 0 se-se-

8 3 200 0 1600 100 0 100 0 Se+Se+
9 3 100 0 3200 100 0 100 0 se-se-
10 4 0 0 0 100 0 0 100 Se+Se+
11 4 0 0 200 100 100 0 100 Se+Se+
12 4 400 0 400 100 0 0 0 Se+se-
13 4 100 0 0 800 0 200 400 Se+se-
14 4 400 100 800 100 0 0 100 Se+se-
15 5 0 0 0 0 0 0 0 Se+se-
16 5 100 100 0 0 0 0 0 ND

17 2 400 200 400 0 0 100 100 Se+se
18 2 400 0 0 400 0 0 100 Se+se
19 3 800 200 1600 400 0 400 200 ND

20 3 800 100 400 0 0 400 0 Se+Se+
21 4 400 200 0 800 0 400 400 Se+Se+
22 4 1600 100 800 0 0 800 100 Se+Se+
23 4 0 100 0 0 0 800 0 se-se-
24 5 400 200 100 0 0 0 0 Se+se-
25 5 0 0 0 0 0 400 0 ND

26 5 200 400 100 0 0 0 0 se-se-
27 3 200 0 0 0 0 0 0 ND

28 3 0 400 100 0 0 0 0 se-se-
29 4 0 200 0 0 0 0 0 ND

30 4 0 100 0 100 0 100 0 ND

31 5 0 0 0 0 0 0 0 ND

32 4 100 800 400 800 0 400 800 se-se-
33 5 200 100 0 0 0 100 100 Se+se-
34 5 100 0 100 0 0 0 0 Se+se-
35 2 0 100 200 0 0 0 0 Se+se-
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36 4 0 0 0 0 0 0 0 Se+Se+
37 1 200 100 100 0 0 0 0 ND

38 4 0 100 0 0 0 0 0 Se+Se+
39 3 400 0 0 0 0 100 0 ND

40 2 0 0 0 0 0 0 0 Se+Se+
41 3 0 100 0 0 0 0 0 ND

42 25 0 400 0 0 0 0 0 Se+se-
43 28 0 100 100 0 0 100 0 Se+se-
44 33 100 400 400 800 0 200 200 Se+se-
45 35 400 200 100 0 0 100 0 Se+Se+
46 40 0 0 0 0 0 0 0 Se+Se+
47 44 100 0 0 100 0 100 0 Se+Se+
48 44 100 100 0 200 0 100 0 Se+Se+
49 51 0 0 0 0 0 100 100 Se+Se+
50 52 0 100 0 0 0 200 100 Se+Se+
51 52 100 0 0 0 0 100 0 Se+se-
52 54 0 200 0 200 0 200 100 ND

53 54 100 100 200 0 0 100 0 se-se-
54 54 400 100 100 0 0 0 0 se-se-
55 54 400 0 800 0 0 100 0 Se+se-
56 55 400 200 200 100 0 800 800 Se+se-
57 55 0 0 100 100 0 100 200 ND

58 56 0 100 0 0 0 0 0 ND

59 61 0 200 100 800 0 100 0 Se+se-
60 61 0 400 0 200 0 100 200 Se+Se+
61 61 100 100 200 200 0 100 0 se-se-
62 62 200 0 200 100 0 0 0 Se+se-
63 72 3200 200 3200 200 0 0 0 ND

64 63 200 400 0 0 0 0 0 Se+Se+
65 63 200 400 0 100 0 0 100 Se+Se+
66 63 100 400 100 100 0 0 0 ND

67 64 200 400 400 0 0 0 0 se-se-
68 64 100 400 100 100 0 0 0 se-se-
69 64 400 200 200 100 0 100 100 ND

70 65 200 200 100 0 0 100 0 ND

71 65 0 400 0 100 100 100 100 Se+Se+
72 66 800 400 400 200 100 100 100 Se+Se+
73 67 1600 100 400 0 0 0 100 Se+se-
74 70 800 100 400 0 0 0 0 ND

75 70 3200 400 1600 200 100 0 100 ND

76 70 1600 100 100 100 200 100 100 Se+Se+
77 71 1600 200 800 0 0 0 100 ND

78 71 800 100 400 0 0 0 0 ND

79 72 800 400 1600 0 0 0 100 ND

80 73 800 400 800 800 0 0 100 ND
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81 74 400 400 1600 200 0 100 0 ND
82 75 800 400 1600 200 0 100 0 ND
83 76 100 100 0 0 100 100 100 ND
84 76 100 400 100 0 100 100 100 ND
85 78 0 400 100 0 100 0 0 ND
86 79 0 0 0 0 0 100 0 ND
87 80 400 200 800 0 100 100 100 ND
88 83 400 200 800 0 100 100 0 ND
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