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Glosario

Virién: particula viral madura e infectiva

Virus no envuelto: virus en los que la particula viral carece de envoltura
lipidica externa. La particula viral es estable y puede sobrevivir por mucho
tiempo en el ambiente.

ARN de cadena doble: doble hebra de ARN similar a la estructura de la doble
hélice de ADN

ARN segmentado: ARN viral no lineal, compuesto por segmentos que
constituyen los genes gel genoma viral.

Segmento de ARN: cada uno de los segmentos del genoma que constituye un
gen que codifica una proteina viral.

Proteina estructural: proteina que forma parte de la particula viral

Proteina no estructural: proteina codificada en el genoma viral pero que no
forma parte de la particula. Se traduce durante el proceso replicativo.
Genotipo: clasificacién de un virus en base a la secuencia nucleotidica de un
gen determinado

Genotipo G: clasificacion de los rotavirus en base a la secuencia nucleotidica
del gen que codifica la proteina VP7 de la capside viral.

Genotipo P: clasificacion de los rotavirus en base a la secuencia nucleotidica
del gen que codifica la proteina VP4 de la capside viral.

Clasificacion binaria: clasificacion de cepas de rotavirus en base a los



genotipos Gy P.

Constelacion génica: conjunto de genes que conforman el genoma.
Genogrupo: clasificacién de los rotavirus en base al conjunto de genotipos que
conforman su constelacion génica.

Reordenamiento génico: evento que ocurre cuando en una infeccién con dos
cepas de virus diferentes, intercambian un segmento de ARN para formar una
constelacion génica reordenante.

Cluster: agrupacion filogenética entre virus relacionados entre si.

Variante: virus de un determinado genotipo cuyo genoma posee variaciones
en su secuencia.

Identidad: cantidad de caracteres (bases/aminoacidos) en una secuencia que
coinciden exactamente con otra secuencia.

Variabilidad intragenotipo: grado de identidad entre secuencias de un mismo
genotipo.

Variablidad intergenotipo: grado de identidad entre secuencias de genotipos
diferentes.

Genotipo predominante: genotipo cuya frecuencia es mayor que la de otros
genotipos circulantes durante una epidemia.

Transmisidn interespecie: infeccion de un hospedero por un virus que
tipicamente infecta especies diferentes.

Proteccion homotipica: inmunidad especifica hacia un determinado patdégeno,
conferida por una infeccion o vacunacion con un patégeno del mismo tipo.

Proteccion heterotipica: inmunidad cruzada hacia un determinado patégeno,



conferida por una infeccion o vacunacion con un patégeno diferente, pero que
comparte ciertas caracteristicas en comun.
Patégeno multigenotipo: patdgeno que posee cepas de diferentes genotipos

que son capaces de infectar a un hospedero.



Resumen
Los rotavirus son uno de los patégenos mas importantes en humanos y
animales. Son virus no envueltos que poseen un genoma compuesto por
segmentos de ARN de cadena doble, cada uno de los cuales codifica una
proteina. Las dos proteinas de superficie del virion, VP7 y VP4 poseen sitios
antigénicos contra los cuales se producen los anticuerpos neutralizantes.
Historicamente la clasificacion de los rotavirus estaba basada en la secuencias
de los genes que codifican las dos proteinas de superficie. El actual sistema de
clasificaciéon se basa en el analisis de la secuencia entera del genoma de
rotavirus, donde Gx-P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx designa los genotipos
para los genes VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5
respectivamente. Este sistema de clasificacion permitié determinar la compleja
interaccion entre las cepas humanas y animales y que los rotavirus mantienen
constelaciones génicas definidas. En nuestro laboratorio poseemos una
coleccion de mas de 700 muestras tipificadas de rotavirus durante los afos
1998-2009 que nos permitid estudiar la dinamica de los rotavirus en una
poblacion no vacunada. En base a las variaciones en la dominancia de un
determinado genotipo y la composicion de su genoma, podemos proponer que
la capacidad de un genotipo determinado de rotavirus de predominar sobre
otros, no es solo el producto de cambios antigénicos en las proteinas VP7 y/o
VP4, sino es mas bien debido a la introduccién de una nueva constelacion
génica. Esto pudiera sugerir que tanto combinaciones génicas Optimas para

formar el virion, el rol que juegan otras proteinas en la respuesta inmune, asi



como el estatus inmunoldgico de una poblacion, son determinantes en la

dinamica epidemioldgica de los rotavirus.



Abstract
Rotaviruses are one of the most important pathogen for humans and animals.
The infectious virion consists on a triple-layered protein capsid that encloses 11
segments of double-stranded RNA. Each of the 11 segments encodes one
protein. The two outermost proteins, VP7 and VP4, possess antigenic sites that
induce the production of neutralizing antibodies. Although initially the genotypes
were assigned by using the VP7 and VP4, the current classification system
assigns a genotype to each genome segment of the virus. Thus, Gx-P[x]-Ix-Rx-
Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx assign the genotype for the genes VP7-VP4-VP6-VP1-
VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5. This classification system has
revealed the complex interaction between human and animal rotavirus strains
and that the evolutionary dynamic of rotaviruses occurs as a fluctuation of
whole gene-constellations. We took advantage of a large collection (>700) of
rotavirus samples, which circulated from 1998 to 2009, to study the rotavirus
dynamic in a non-vaccinated population. Using large-scale genomics we have
found that the seasonal shift of the predominant genotypes was not only due to
the antigenic shift of the VP7 and VP4 genotypes, but also from the introduction
of a new gene constellation to a population. This suggests that the gene
constellation not only occur at rotavirus strains infecting different species, but
also to variants infecting humans; and other viral proteins play a role in
immunity. Together, the immunological status of the population and the viral

protein interactions are determinant on the rotavirus strains dynamic.



Introduccion

Los Rotavirus

Los rotavirus son un género dentro de la familia Reoviridae (1). Esta familia
incluye patégenos de importancia para la salud publica como los rotavirus y
virus con impacto econdémico en la produccion animal, como los orbivirus, que
afectan a ganado bovino y caprino (2). Otros miembros de la familia Reoviridae,
como el virus de la fiebre del Colorado también afectan humanos; sin embargo
la infeccidon por rotavirus esta extendida globalmente (2). Los rotavirus fueron
descritos por primera vez en 1973 mediante microscopia electronica en el
epitelio del intestino delgado de nifios con diarrea no bacteriana (3) y
rapidamente pasaron a ser reconocidos como una de las principales causas de
gastroenteritis aguda en humanos y otras especies animales (4, 5). En paises
de clima templado se observé que la circulacion de los rotavirus tiene un pico
estacional en los meses frios mientras que en los paises tropicales los rotavirus
circulan todo el afio sin un patrén estacional (6, 7).

En humanos la enfermedad causa episodios de diarrea acuosa no
sanguinolenta y puede causar vomitos y fiebre. En la mayoria de los casos la
enfermedad puede ser autocontrolada en 2 a 3 dias, sin embargo, la carga de
la enfermedad antes de la introduccion de la vacuna era de aproximadamente
600000 muertes de nifios menores de 5 anos por ano, ocurriendo al menos el
79% de ellas en paises en desarrollo (8). Ademas producir un promedio de 2

millones de hospitalizaciones por afio en paises desarrollados, segun lo
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estimado por la WHO (World Health Organization) hasta el 2014 (9).

Caracteristicas de la particula viral

Los rotavirus son virus no envueltos y poseen una capside icosahédrica
formada por tres capas concéntricas de proteinas. Su genoma consiste en 11
segmentos de ARN de cadena doble, cada uno de ellos codifica una proteina,
excepto por el segmento 11 que en algunas cepas codifica dos proteinas
(NSP5 and NSPG6) (Figura 1). Seis proteinas estructurales conforman la
capside VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 y VP7 y seis proteinas no estructurales
NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 y NSP6 que son requeridas para la
replicacion del virion (Figura 1) (1, 5, 10, 11). La estructura general del virion
infeccioso es una particula de triple capside (TLP de sus siglas en ingles). La
capside interna esta constituida por la VP2, y esta asociada a dos proteinas
menores: la polimerasa viral (VP1) y la enzima metil-transferasa (VP3)
formando un complejo requerido para la replicacion viral (12). La capside
interna esta rodeada de homotrimeros de VP6 formando una capside
intermedia y el mayor antigeno viral. La capside externa esta formada
principalmente por homotrimeros de la glicoproteina VP7 y la espicula VP4.
VP4 posee un sitio de sensible a proteasas, donde la tripsina la cliva para
permitir los cambios conformacionales necesarios para la penetracién a la
célula (11, 13-15). Las proteinas no estructurales no forman parte ni son

encapsidadas dentro del viribn maduro. Durante la infeccion cumplen funciones
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que incluyen la replicacion del genoma, control de la sintesis de proteinas
celulares y virales, regulacion del sistema inmune del hospedero, morfogénesis

y maduracion de la particula (Tabla 1) (1, 16-18).

RVA
VP1 I
Vp2 < [
[ NSP1
[ NSP2
VP6
\:
VP7 < mmm NSP3
T
Trask et al. Nat Microb 2012 _ NSP4
[ NSP5/6

Figura 1. Particula viral de los rotavirus. Se muestra la estructura de la capside
compuesta por una triple capa concéntrica de proteinas que encierran al genoma. Se
observa la representacion de los 11 segmentos de ARN doble cadena gendmico y las
proteinas que codifican. La posicion de la proteina VP3 no esta completamente
definida. VP: viral protein (proteinas estructurales); NSP: no structural protein (proteina
no estructural)

Diversidad y clasificacion

Los rotavirus se dividen en cinco grupos (A-E) principalmente basados en las
propiedades antigénicas y en la secuencia de aminoacidos de la capside
intermedia VP6. En base a estudios filogenéticos, se ha propuesto la existencia
de 3 grupos mas (F-H) (19). De todos estos grupos, solo los rotavirus de los
grupos A-C infectan humanos, mientras que los restantes solo fueron
encontrados en animales (2). Los rotavirus del grupo A son la principal causa

de diarrea en nifos menores de 5 anos.
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Proteina

VP1

Funciones

ARN polimerasa, dependiente de ARN, proteina de unidén a ARN de
cadena simple; en el virion se encuentra localiza en la capside
interna unida a VP2; forma un complejo transcripcional con VP3

(Kb)
3302

VP2

Proteina estructural de la cdpside interna; con actividad de unién a
ARN no dependiente de la secuencia; necesaria para la actividad de
polimerasa de VP1

2687

VP3

Guaniltransferasa y metiltransferasa; parte del complejo de
transcripcion del virion junto con VP1

2595

VP4

Los trimeros de VP4 forman las aciculas externas de la capside;
antigeno  de neutralizacidn P-especifico; hemaglutinina
determinante de la virulencia; proteina de anclaje a la célula; el
corte por tripsina en VP5 y VP8 favorece la infectividad.

2362

NSP1

Se asocia con el citoesqueleto; de gran diversidad entre las cepas;
tiene el rol de suprimir la respuesta IFN.

1581

VP6

Proteina principal de la capside; proteina estructural de la capside
media, de estructura homotrimérica; antigeno subgrupo, necesaria
para la transcripcion.

1356

NSP3

Homodimero, se une de manera especifica al extremo 3’ del ARNm
del rotavirus, se une al factor de elongacion elFG1; involucrada en la
regulacion de la traduccion

1074

NSP2

NTPasa y helicasa; se une de manera no especifica a ARN de cadena
simple; involucrada en la formacion del viroplasma; se une a NSP5
y VP1; esencial para la sintesis de ARN de doble cadena.

1059

VP7

Glicoproteina estructural de la capside externa; antigeno de
neutralizacion G-especifico; proteina de transmembrana del reticulo
endopldsmico con sitios de union a calcio.

1062

NSP4

Enterotoxina viral; receptor del brote de particulas de doble capa a
través del reticulo endoplasmico; glicoproteina; regula los niveles de
calcio intracelular y la replicacion de ARN; secretada como producto
de corte.

751

NSP5

Interactia con NSP2 y NSP6; forma homomultimeros; fosfo-O-
glicosilada; se une a ARN de cadena simple; componente del
viroplasma, esencial para la replicacion viral.

666

NSP6

Producto secundario fuera del marco de lectura del marco de
lectura  abierto del gen NSP5; interactua con la proteina NSP5 se
localiza en los viroplasmas; no todas las cepas producen este
producto génico.

Tabla 1. Caracteristicas y funciones de las proteinas de rotavirus. Adaptado de

Angel, et al., Nature Reviews Microbiology 2007 y Desselberger, Virus Res. 2014.

Actualmente se cuenta con dos vacunas eficaces, pero se estima que los

rotavirus siguen causado un promedio 215.000 muertes

por

ano,
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principalmente en paises en desarrollo (20). La clasificacion genotipica de las
cepas del grupo A se basa principalmente en un esquema binario de acuerdo
a la secuencia de los genes que codifican las proteinas VP7 y VP4 (genotipos
G y P, respectivamente) (10). El uso de este sistema binario tiene sus
limitaciones, ya que es incapaz de proveer la informacion necesaria para
evaluar de manera completa la diversidad genética y la dinamica evolutiva de
las cepas de rotavirus co-circulantes. Debido a estas limitaciones se desarrollé
un nuevo sistema de clasificacion basado en el analisis de la secuencia entera
del genoma de rotavirus, donde se asigna un genotipo a cada uno de los
genes. En la nomenclatura definida para esta clasificacién, cada gen esta
designado por una letra seguida un numero que asigna el genotipo para ese
gen, asi: Gx-P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx designa los genotipos para
VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5 respectivamente
(Figura 2) (21). El numero de genotipos descritos para cada gen se detalla en
la Tabla 2. Este nuevo sistema de clasificacion permitié determinar que en la
poblacion humana circulan 3 principales agrupaciones de genes o
“constelaciones” que se mantienen constantes y son responsables de la mayor
parte de las infecciones (Figura 2); por ello se propone que la fluctuacién
temporal y geografica de los rotavirus resulta no de la dinamica de genes
individuales sino del comportamiento de una determinada constelacion

genética (21, 22).
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Principales genogrupos circulantes en humanos

Gen-Letra asignada Wa-like DS-1 like AU-1 like
s ——— VP1-R R1 R2 po R3
s — \/P2-C Cc1 C2 o c3
N — \/P3-M M1 M2 M3 [
] — \/P4-P P p p

Al A3
.
| — NSP1-A
] —— NSP2-N N1 A2 E N3
N2
] —— \/P6-| 11 12 13 00
EEE— NsSP3-T T1 - :: T3
> VP7-G G G | g
s — NSPA4-E El gy E3 mm
H1 e

S —— NSP5-H 1 l l
G1P[8] G2P[4] G3P[9]

G3P[8] G4P[6] G12P[9]

G4P[8] GIP[6]

G9P[8]

Figura 2. Clasificacién de los rotavirus basada en el genoma completo. Se
muestra el codigo de letras asignado a cada gen. Se muestran las constelaciones de
los 3 genogrupos principales circulantes en humanos: genogrupo 1 o Wa-like;
genogrupo 2 o DS-1-like y genogrupo 3 o AU-1-like.

Identidad ,
‘s Numero
(nucledtidos) de
Gen para designar .
. genotipos
un genotipo descritos
(cut-off)
VP7 80% 28 G
VP4 80% 37 P
VP6 85% 211
VP1 83% 14 R
VP2 84% 14 C
VP3 81% 13 M
NSP1 79% 24 A
NSP2 85% 14 N
NSP3 85% 16T
NSP4 85% 21 E
NSP5 91% 16 H

Tabla 2. Genotipos descritos para cada gen del genoma de rotavirus. Se
muestran los valores de cut-off de identidad de nucleétidos para definir un genotipo.
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Epidemiologia y mecanismos de diversificacion

La epidemiologia de los rotavirus es un fendbmeno complejo y cambiante.
Globalmente, las cepas causantes de la mayoria de las infecciones, pueden
cambiar afo tras afio y geograficamente. Aunque en general un genotipo es el
predominante en una determinada poblacién, mas de un tipo puede co-circular
al mismo tiempo (6, 23, 24). Pese a que multiples genotipos G y P han sido
descritos, so6lo 5 combinaciones: G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] y G9P[8] han
sido asociadas con la vasta mayoria causante de gastroenteritis en humanos
(21, 25, 26); sobre todo en paises de medio-alto nivel socioeconémico (27, 28).
En paises en desarrollo, sin embargo, se ha detectado que los genotipos
dominantes cambian con mas frecuencia y cepas con genotipos atipicos
pueden ser causantes de las epidemias anuales (Figura 3) (29, 30).

La diversidad de los rotavirus es generada por varios mecanismos; .
acumulacion de mutaciones (deriva genética que conduce a cambios
antigénicos); ii. reordenamiento de genes que conduce a un virus con nuevas
caracteristicas genéticas y antigénicas; iii. transmisién interespecies y iv.
rearreglos génicos; siendo el primero y el segundo los principalmente

reportados en cepas humanas (Figura 4) (24).
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Europe North America Australia/Oceania
1 2.4 12,
3
2\

Asia South America Africa

0.5

OG1P[B]
BG2P[4]
0G3P[E]
OG4P[B]
OGIP[E]
OGIP[E]
OUnusual

Santos & Hoshino Rev Med Virol 2005

Figura 3. Distribucion geografica y frecuencia de genotipos a nivel mundial (25).

Deriva genética
Cambios puntuales

— ] —

Cambio genético
Reordenamiento de genes

— — —
s + o —— EEE
— — [E—

e

Constelacidn génica que mantiene set de
proteinas que confieren mayor eficacia
replicativa viral

Figura 4. Mecanismos genéticos de variabilidad de los rotavirus. Se muestra el
esquema de cambios mediante acumulacién de mutaciones puntuales y el esquema
reordenamiento de genes entre cepas diferentes.
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En principio, cada uno de los 11 segmentos o0 genes puede segregar de
manera independiente, sin embargo se demostr6 que solo ciertas
combinaciones de genes ocurren naturalmente; por ejemplo, en la gran
mayoria de las cepas que infectan humanos, G1 siempre esta asociado a P[8]
mientras que G2 se asocia a P[4] y las mismas tienen constelaciones génicas
enteramente de genotipo 1 y genotipo 2, respectivamente (Figura 2) (21, 31).
Similares observaciones se hicieron en animales donde G3 se asocia a P[9] y
genes del genotipo 3 en gatos y perros, mientras que en conejos se asocia a
P[14] (32). Estos resultados soportan la idea de que los rotavirus han
mantenido evolutivamente constelaciones de genes debido a la presion
selectiva que ejerce la interaccion entre proteinas (22, 23, 33-35). El
ensamblaje de la capside viral es un paso clave donde la estrecha interaccion
entre las proteinas que la conforman (11, 36) parece seleccionar la
segregacion de los genes (22, 37) (Figura 5).

En paises en desarrollo, la presion selectiva a favor de mantener una
constelacion génica preferida, puede ser superada por el constante intercambio
de genes a través de co-infecciones y reordenamientos. Si bien el
reordenamiento de virus animales con cepas humanas usualmente produce
cepas inestables incapaces de sostener una transmision entre personas, es
solo cuestion de tiempo hasta que ocurra un que provea un virus capaz de
circular con una capacidad de replicacion y transmision comparable los virus

prevalentes en humanos (6, 26, 38).
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Figura 5. Interaccién de las proteinas estructurales en la particula viral de
rotavirus. (Corte transversal). Modelado Settembre et al. 2011.

Inmunidad y vacunacion

Actualmente hay dos vacunas aprobadas para combatir la enfermedad
provocada por rotavirus. Estas vacunas son administradas temprano en la
nifez ya que los nifos menores de 2 afos son los mas afectados, ya que
superada esa edad, la mayoria de los nifios habra experimentado una infeccién
natural por rotavirus (39, 40). Las dos vacunas son orales y con virus atenuado.
RotaTeq (Merck & Co., West Point, PA, USA), una vacuna pentavalente (G1,
G2, G3, G4-P[8]), reordenante humano-bovino en donde los genes de cada

uno de los cinco genotipos humanos se reordenaron en la cepa bovina WI79.
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Rotarix, (GlaxoSmithKline Biologicals, Rixensart, Belgium) una vacuna,
monovalente, derivada de la cepa G1P[8] tienen licencia de uso en mas de 100
paises alrededor del mundo (41). En un principio, la proteccién de las vacunas
se basa en los anticuerpos producidos contra los epitopes de neutralizaciéon

presentes en las proteinas de superficie VP7 y VP4 (Figura 6).

Sitios Ag VP7

B 71 7-1b i 7-2

Sitios Ag VP4

| R

8-2

Figura 6. Sitios antigénicos en las proteinas VP7 y VP4 de rotavirus.

A partir de estudios observacionales y ensayos vacunales se vio que tanto las
infecciones naturales por rotavirus como la vacunacion confieren inmunidad
homotipica y heterotipica. A diferencia de otros virus, las infecciones sucesivas
con un mismo genotipo no solo resulta en una reduccion de las sintomas sino
que también confiere mayor proteccion heterotipica lo cual a ha sido la base

para el desarrollo de la vacuna monovalente. Asi la naturaleza y fortaleza de la
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proteccidon puede variar dependiendo de factores como: el numero de
infecciones previas, el tipo de infeccion/vacuna (animal, reordenante, etc)
estado nutricional, lactancia, diversidad de las cepas circulantes, microbiota del
intestino, entre otros (42-44). Aunque la respuesta inmune contra una infeccién
por rotavirus no esta completamente dilucidada, ha sido propuesto que
ademas de los anticuerpos neutralizantes contra VP7 y VP4, puede existir
proteccion debido a anticuerpos no neutralizantes contra VP6 (IgA) en el lumen
del intestino y en suero. Ademas, esta siendo estudiado el rol de los altos
niveles de IgA en suero, asi como el de la inmunidad mediada por células y la
inmunidad innnata, aunque su correlacion con la proteccién contra infecciones
permanece en controversia (18, 45, 46).

Estudios post-vacunales han mostrado que en paises en desarrollo la eficacia
de ambas vacunas puede prevenir entre el 85% - 100% de las gastroenteritis
severas (26, 47). Asi por ejemplo en México, se observé una reduccion del
35% de la mortalidad a causa de la infeccion por rotavirus, en los dos primeros
afos de vacunacion con Rotarix™ (Figura 7) (48). Sin embargo, por razones
desconocidas la eficacia de las vacunas en paises en desarrollo fue menor (49,
50) o decliné a partir del segundo afio de vida de los nifios vacunados (51).
Varios estudios demostraron que en paises en vias de desarrollo, la frecuencia
de infecciones mixtas es muy alta, alrededor del 20%, y que la frecuencia de
este evento es crucial en la generacion de virus reordenantes lo generaria

cepas que no serian completamente protegidas por las vacunas actuales (38).
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Figure 1. Number of Diarrhea-Related Deaths among Children 59 Months of Age or Younger from July 2002
through May 2009 in Mexico, According to Age Group.

No. of Deaths from Diamhea

Figura 7. Reduccion de casos de mortalidad a causa de diarrea en México. Se
observa la reduccion de casos en dos afios post-introduccion de la vacuna
monovalente anti rotavirus (48).

Ademas debe tenerse en cuenta los patrones de predominancia ciclica de un
genotipo y coexistencia de diferentes virus en un determinado tiempo vy
espacio (52). Entender como la inmunidad moldea la dinamica de patégenos
multi-genotipos es esencial para determinar la presion selectiva que pueden
imponer las vacunas. Actualmente existe un gran interés en elucidar la
dindamica de fluctuacion de los genotipos de rotavirus asi como de otros
patdbgenos multi-genotipo como papiloma virus y pneumococco, para
determinar si la presion de la vacuna deriva en el incremento de nuevas cepas

(52, 53).

Situacion de la infeccidén por rotavirus en Paraguay

En Paraguay, la diarrea aguda es la cuarta causa de mortalidad en nifios
menores de 5 afos (54). Nuestro grupo ha estudiado la epidemiologia del

rotavirus desde 1998 y ha demostrado que: i. el promedio de la frecuencia en
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nifos es del 25% ii. la circulacién presenta un pico estacional marcado en los
meses frios del afio (Figura 8), iii. la dominancia de un genotipo cepa fluctua
afio tras ano, posiblemente a causa de la introduccion de genotipos o
variaciones intragenotipo, iv. se detectaron co-infecciones con dos o mas
genotipos con una frecuencia del 3 al 13%, en los diferentes afios de estudio y

v. la circulacién de genotipos G y P atipicos (29, 30, 55).
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Figura 8. Estacionalidad y frecuencia de casos de rotavirus en Paraguay (7).

Llamativamente, los diferentes grupos etarios son igualmente afectados cuando
una nueva cepa ingresa a la poblacion, mientras que solo nifilos de 6-24 meses
son mayormente afectados cuando cepas previamente circulando predominan
en un determinado afio (56). Esto hace suponer que dicha fluctuacién en los
genotipos dominantes puede estar direccionada en parte por el estatus

inmunoldgico de la poblacién que selecciona diferentes proteinas VP7 y VP4
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Optimas para infectar humanos.

En Paraguay vacuna monovalente Rotarix ™ fue incorporada al programa de
vacunacion nacional en 2010 y el promedio de cobertura en todas las regiones
sanitarias fue del 75% (http://www.mspbs.gov.py/pai/index.php/boletines-de-
cobertura). Este dato y el hecho que en nuestro laboratorio poseemos una
coleccion de mas de 700 muestras tipificadas de rotavirus durante los anos
1998-2009 nos permite estudiar la dinamica de los rotavirus en una poblacion
no vacunada. Como hipotesis proponemos estudiar la dinamica de los
genomas de rotavirus e identificar factores que favorezcan la dominancia y
persistencia de los genotipos en el tiempo. El estudio de patdégenos
multigenotipo es de importancia no sélo para evaluar programas de vacunacion
sino también para extrapolar el comportamiento de los mismo a través del

tiempo a sistemas otros de control de patdégenos menos establecidos.
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Hipoétesis

Los rotavirus cambian sus propiedades antigénicas y bioldgicas periodicamente

para persistir en poblaciones humanas.

Objetivo

Analizar la relacion entre la composicidn genética y la predominancia de las

cepas de rotavirus circulantes en Paraguay detectadas de 1998-2009.

Objetivos particulares

1. Analizar la filogenia de los 11 genes de las cepas de rotavirus

predominantes y minoritarias de los afios 1998 a 2009.

2. Determinar si los cambios detectados en el genoma producen cambios
en la composicion aminoacidica de las proteinas de las cepas

analizadas.
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Capitulo 1

Epidemiologia molecular de las cepas de rotavirus circulantes en
Asuncion, Paraguay de 1998 a 2009.

Antecedentes

A partir de la era gendmica, la clasificacion de los rotavirus se basd en un
sistema binario basado en la secuencia de los genes que codifican a VP7
(genotipo G) y VP4 (genotipo P), mediante transcripcién reversa del ARN
seguido de reaccidon en cadena de la polimerasa (RT-PCR) (57, 58).

Los rotavirus circulantes en la poblaciéon infantii y adulta de Paraguay,
principalmente en Asuncion y area metropolitana, han sido genotipificados
anualmente desde 1998 hasta 2009 por RT-PCR y secuenciacion parcial de los
genes VP7 y VP4 (29, 30, 59). En un plazo de tiempo de 11 afos se vio que los
5 genotipos predominantes a nivel mundial fueron detectados en diferentes
porcentajes, llegando varios de ellos a ser el mayoritario al menos en una de

las temporadas en la poblacién analizada (Figura 9).
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Figura 9. Cambios en la predominancia anual de genotipos G de rotavirus en Gran
Asuncién. Se muestran genotipos de rotavirus (%) detectados por RT-PCR en muestras
rotavirus positivas analizadas entre 1998 y 2009.
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Entre las muestras no tipificables por RT-PCR, fue posible detectar por
secuenciacion parcial de los genes VP7 y VP4, los genotipos atipicos G12P[9]
y G3P[9], en los afos 2006 a 2009 (30, 59).

Estos resultados nos permiten analizar los mecanismos por los que los
rotavirus pudieran incrementar la variabilidad de sus constelaciones génicas y
asi permitir que los rotavirus circulen continuamente a lo largo del tiempo en
una regidn geografica delimitada. Para poder estudiar la dinamica
secuenciaron los genomas de 113 rotavirus abarcando todos los genotipos

identificados previamente.

Metodologia

Extraccion de ARN viral

El ARN de doble cadena (ARNdc) viral de 114 muestras rotavirus positivas,
almacenadas a -20°C en el archivo de muestras de materia fecal del
LBMB/IICS/UNA, fue extraido mediante el método silica/tiocianato de guanidina
(60) a partir de una solucién fecal en PBS al 10%. Brevemente, la solucion es
sometida a un buffer de lisis TRIS/EDTA que contiene Triton-x10 (Sigma, MO,
USA), y tiocianato de guanidina (Invitrogen, CA, USA) permiten |
desnaturalizar las proteinas ii. que los acidos nucleicos (AN) liberados no sean
degradados por nucleasas y iii. puedan unirse electrostaticamente al didéxido de
silice (Sigma, MO, USA). EI pellet silica/AN fue lavado con etanol 80% vy

acetona (Biopack, ARG) y posteriormente el AN eluido con con agua ultrapura.
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Control de calidad del ARN extraido

La integridad del ARN a ser secuenciado fue verificada mediante electroforesis

en gel de poliacrilamida (PAGE) (61) y RT-PCR del gen NSP5 (30).

Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)

La separacion de los fragmentos de ARN se realiz6 en geles de acrilamida-
bisacrilamida al 7,5%, con un gel concentrador al 4,5%. La electroforesis se
realizd por 1 hora a 10W constantes. El gel fue tefiido con nitrato de plata al

0,1% (62).

RT-PCR del gen NSP5

En el caso de muestras donde se visualizé ARN gendmico con baja intensidad,
se realizé RT-PCR del gen NSP5 de rotavirus. Se realiz6 transcirpcidn reversa
del ARNdc, utilizando 50 ng de cebadores randdmicos hexaméricos y 200U de
transcriptasa reversa MMLV (Invitrogen, CA, USA). EI gen NSP5 fue
amplificado segun protocolo previamente descrito (30). Los productos se

visualizaron en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio.
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Secuenciacion de genomas

El ARN de las 113/114 muestras que cumplieron con los criterios de calidad
(visualizacion del ARNdc por PAGE o amplificacion positiva del gen NSP5); fue
enviado bajo cadena de frio al J. Craig Venter Institute (Rockville, MD, USA)
para la secuenciaciéon completa de todos los genes del genoma de rotavirus

utilizando Next Generation Sequencing.

Preparacién de la libreria

Se obtuvieron amplicones con primers que anillan de manera especifica en los
extremos 5 y 3" de cada gen utilizando el kit One-Step RT-PCR de Qiagen
(Qiagen, Valencia, USA). El programa de ciclado consisti6 en 30 minutos de
transcripcion reversa y 50 ciclos de amplificacion (94°C 10 segundos, 55°C 1
minuto, 68°C 3 minutos) mas una extension final de 10 minutos. Los
amplicones fueron analzados en geles de agarosa y tratados con fosfatasa
alcalina (Shrimp alkaline phosphatase Affymetrix, Cleveland, USA) vy
Exonucleasa | (Affymetrix). Los amplicones fueron cuantificados con SYBR®
Green (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) y agrupados. Cada grupo fue
sometido a cortes enzimaticos por 15 minutos y luego ligados a adaptadores
(con cdédigo de barras) compatibles con el sistema lon Torrent, utilizando el kit
lon Express Plus Fragment Library Kit (Thermo Fisher Scientific). La libreria

creada contenia fragmentos de 200 pares de bases (pb) que fueron repartidos
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en pooles con volumenes equivalentes y purificados con Agencourt Ampure XP
Reagent (Beckman Coulter, Inc, Brea, USA). Para calcular el factor de dilucion

a ser utilizado, los pooles fueron cuantificados con PCR cuantitativa.

Enriquecimiento de la libreria y secuenciaciéon

Cada pool fue diluido apropiadamente y amplificado por PCR en emulsiéon con
lon Sphere Particles (ISPs) en el instrumento lon One Touch 2 (Thermo Fisher
Scientific). Posteriormente las emulsiones se rompieron y fueron lavadas y las
ISPs positivas fueron enriquecidas en el lon One Touch ES instrument (Thermo
Fisher Scientific). La secuenciacion fue llevada a cabo en el secuenciador lon

Torrent PGM utilizando el lon 316 Chip kit (Therno Fisher Scientific).

Procesamiento de secuencias de los fragmentos cortos (reads) obtenidos

Los reads obtenidos fueron ordenados segun su codigo de barras, y
ensamblados de novo utilizando el programa clc_novo_assemble (CLC Bio,
Boston, USA) y los ensambles (contigs) fueron comparados con bases de
datos de secuencias completas de cada segmento génico de rotavirus. Todos
los reads fueron mapeados segun la cepa de referencia con mayor similitud
utilizando el programa clc_ref assemble_long (CLC Bio, Boston, USA). Las
regiones incompletas y bases ambiguas fueron resueltas por secuenciacion

convencional (Sanger).
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Construccion de matrices e identificacion de constelaciones génicas de

rotavirus

Las secuencias obtenidas en cada muestra, identificadas como genes de
rotavirus, fueron descargadas en un archivo fasta. Cada archivo fasta fue
procesado utilizando el programa BioEdit v7.2.5 (63). Se crearon archivos de
los 11 genes de cada cepa. Ademas se crearon matrices de cada gen de de
cepas de referencia de todos los genotipos, depositadas en el GenBank
(https://www.ncbi.nim.nih.gov). Cada genotipo fue identificado utilizando las
herramientas en linea Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (64) y RotaC
(65). Al montar las matrices en todos los casos se utilizé la nomenclatura
recomendada para las cepas de rotavirus (66). Para comprobar los genotipos
identificados con las herramientas web, se alinearon las secuencias de las
matrices de cada gen utilizando el algoritmo ClustalX con el programa v7.2.5.
Los arboles fueron construidos sin raiz, con el programa MEGAV6 utilizando el
método Neighbor-Joining, Kimura-2-Parameter como modelo de sustitucion de
nucledtidos y como prueba estadistica se utiliz6 el método bootstrap (1000

réplicas).

Resolucién de discrepancias

Las cepas en las cuales el genotipo G y/o P (VP7 y VP4 respectivamente) no
coincidio con la caracterizacion previa por RT-PCR, fueron resueltas repitiendo

la genotipificacion por PCR y secuenciando los amplicones. Los amplicones
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fueron extraidos a partir de geles de agarosa al 0,7%, y purificados con el kit
PureLink Quick Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific) segun
instrucciones del fabricante. Los productos purificados fueron enviados a
Macrogen Inc, Korea, donde fueron secuenciados por secuenciacion
convencional. Las secuencias resultantes fueron editadas manualmente segun

el cromatograma obtenido.

Resultados

Control de calidad de ARN genémico de rotavirus extraidos a partir de

muestras fecales

De las 114 muestras extraidas, 113 fueron fuertemente positivas por PAGE o
por RT-PCR del gen NSP5 de rotavirus. Los ARN de las muestras

seleccionadas fueron secuenciados (Figura 10).

-

A1‘2‘ 34 5 M 7 8 9 1011 Bg

& i : -—
Zgggg:uﬁa “'{;._’::hﬁ‘uu —_

—
Figura 10. Control de calidad del ARN gendmico de rotavirus. (A) RT-PCR del gen
NSPS5. Carril 4 control negativo, M marcador de peso molecular (B) PAGE de ARN

segmentado.
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Secuenciacion del genoma de rotavirus

Se obtuvo lecturas correspondientes a genes de rotavirus en 105/113
secuenciadas. El numero de muestras secuenciadas por aio por genotipo se

muestra en la figura 11
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Figura 11. Muestras rotavirus secuenciadas. En la fila superior se observa el afio de
colecta, los cuadros corresponden al numero/genotipo G de muestras secuenciadas.
En la fila inferior se indica el total de muestras por afio.

Constelaciones génicas

Para definir una constelacion génica, nos basamos en los genogrupos
predominantes definidos: genogrupo | (Wa-like), genogrupo 2 (DS-1-like) y
genogrupo 3 (AU-1-like). Luego de analizar cada cepa (105) gen por gen, el
total de las constelaciones génicas diferentes encontradas fue 11 (Figura 12).

Se detectaron 28 muestras mixtas, conteniendo hasta 3 alelos de un mismo
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gen. Cuando la muestra contenia alelos del mismo genotipo, por ejemplo:
RVA/Human-wt/PRY/407/1999/G4G1P[8]

G1G4P[8]P[8]-11-R1-C1-C1-M1-M1-A1-N1-N1-T1-E1-E1-H1-H1

Constelacion

-

N o g un
N & O «o &N oo o a o a o
[ - T - - - 7 I I 7 7, B 7 |
> > > > > > 2 zZ2 zZ2 zZ2 =z
Gl P[] 1 R1 C1 M1 A1 N1 T1I E1 H1
G4 P[8] 1 RL C1 M1 A1 N1 T1I El1 H1

G3 P[8] 1 RL C1 M1 A1 N1 T1I E1 H1
G3 P[99 3 R3 C3 M3 A3 N3 T3 E3 H6
G12 P[9] I3 R3 C3 M3 A3 N3 T3 E3 H6
G4 P[] 1 R1 C1 M1 A8 N1 T7 E1 Hi
G9 P[4 12 R2 C2 M2 A2 N2 T2 E2 H2
G9 P[4 11 RL C1 M1I A1 N1 T1I El1 H1
G4 P[99 I3 R3 C3 M3 A3 N3 T3 E3 H6

N RrRroaoasF8ERN Total

Figura 12. Constelaciones génicas detectadas. Se muestran los genotipos de cada
gen en las constelaciones detectadas. En la columna de la derecha se observa el
numero encontrado para cada constelacion.

Las constelaciones se resolvieron mediante filogenia y se contabilizaron
ambos genotipos. En los casos en que no fue posible establecer al menos una
constelacion, esta muestra no fue contabilizada en la tabla de constelaciones,
pero los genes fueron analizados individualmente dentro del genotipo al que
pertenecen. El Anexo 1 contiene el listado de muestras y genes detectados en
cada una. Todas las secuencias fueron depositadas en el GenBank. Los

codigos de acceso asignados a cada gen, se encuentran en el Anexo 2.

Resolucién de discrepancias

Las discrepancias entre la genotipificacion por RT-PCR y la secuenciacién
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NGS, se resolvio secuenciando por el método de Sanger el gen VP7. Los
resultados se describen en la Figura 13. De acuerdo a lo obtenido con
secuenciacion del gen VP/ por el método Sanger, las muestras fueron

consideradas mixtas y la constelacion fue definida filogenéticamente.

Muestra RT-PCR NGS VP7 Sanger
1702SR G3P[9] G1 P[9] I3-R3-C3 M3-A3- N3-T -E3-H6 G3
1256A G3P[9] G4 P[9] 13-R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H6 G3
1257A G3P[9] G1 P[9] I3-R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H6 G3
1747SR G3P[8] G1 P[8] I11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1 G3
1727SR G3P[8] G12P[8] I1, I3- R1, R3- C1, C3- M1-A1-N1-N3-T1,T3-E1-H1, H6 G3
533SR G1P[9] G9 P[8] 11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1 Gl

3SR G1P[9] G9 P[8] 11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1 Gl

Figura 13. Resolucion de discrepancias en el gen VP7. Se observa el nombre de
archivo de la cela, resultado original de genotipificacién, constelacion obtenida por
NGS vy el resultado de la secuenciacion Sanger del gen VP7.

Discusién

Los virus analizados, en su amplia mayoria forman parte del genogrupo 1
76/105 (72%) comunmente llamado “Wa-like”. Este genogrupo incluye a G1,
G9 y G4 en combinacién con P[8] acompafiados por una constelacién 1 R1
C1 M1 A1 N1 T1 E1 H1. Con datos obtenidos mediante secuenciacion masiva
de bancos de muestras de rotavirus circulantes durante décadas alrededor del
mundo, se pudo comprobar que la vasta mayoria de los genes de los virus
predominantes mantienen de manera consistente estas combinaciones. El
genotipo que circuld con mayor prevalencia a través del tiempo en Asuncion fue
G9P[8] y la primera deteccion en nuestro pais en la década de los 90 coincide

con su emergencia a nivel mundial (67-69). ElI genotipo G1P[8] ha sido
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reportado como el de mayor prevalencia alrededor del mundo (25, 70), sin
embargo en este analisis pudimos ver que circulé a baja frecuencia en 8 de los
11 afos analizados y sélo en una ocasion predomind por sobre otros genotipos.
Los genotipos de rotavirus tienden a circular de forma ciclica, en espacios de 3
a 7 anos (52, 70) y podria esperarse su incremento luego de haber
predominado en el 2003, sin embargo, debemos tener en cuenta que la vacuna
monovalente Rotarix™ empez6 a distribuirse de manera privada a partir del
2008 y la proteccion homotipica pudo haber incidido en la propagacién de este
genotipo.

La constelacion DS-1-like 12 R2 C2 M2 A2 N2 T2 E2 H2 se presenta en la
poblacion humana en combinacién con G2P[4] y generalmente su circulacién
es ciclica. Luego de la introduccion de la vacuna en 2006, algunos paises
reportaron un aumento en la circulacién de este genogrupo (71-73), sin
embargo todavia queda por elucidar si el aumento pudo haberse debido a la
fluctuacion natural de la cepa, ya que ese aumento se vio también en paises
donde no estaba disponible la vacuna, como fue el caso de Paraguay. El otro
genogrupo encontrado con relativa frecuencia en circulacion en humanos, es el
AU-1-like 13 R3 C3 M3 A3 N3 T3 E3 H3, relacionado a un origen felino (30, 74,
75). En nuestro laboratorio fue detectado por primera vez en 2006 el genotipo
G12P[9], sin embargo en este estudio hemos encontrado que la constelacién
G12P[9] I3 R3 C3 M3 A3 N3 T3 E3 H6 ya circulaba de forma esporadica en
nuestro pais en el 2003. Posteriormente, se detectd la circulacion del genotipo

G3 en dos cepas diferentes, una G3P[8] 11 R1 C1 M1 A1 N1 T1 E1 H1 Wa-

36



like, y una G3P[9] I3 R3 C3 M3 A3 N3 T3 E3 H6 del tipo AU-1-like. Entre los
genomas identificados pudimos observar dos cepas que presentaron una
constelacion recombinante intergenogrupo: G9P[4] 11 R1 C1 M1 A1 N1 T1 E1
H1y G9P[4] 12 R2 C2 M2 A2 N2 T2 E2 H2. Cepas G9IP[4] con constelacion de
genogrupo 2 fueron reportadas en diferentes paises pero a diferencia de la
cepa paraguaya, la NSP4 de las emergentes alrededor del mundo tenia el
genotipo E6 (76, 77). Sin embargo, dado el alto numero de muestras con
infecciones mixtas detectadas, 28 en total, podria tratarse de muestras mixtas
en las que no se lograron amplificar y secuenciar todos los genes presentes en
las mismas. Cada constelacion detectada sera discutida en detalle en los
capitulos siguientes. La fluctuacion de la distribucion de genotipos de rotavirus
de manera geografica y temporal ha sido ampliamente descrita (6), sin
embargo el mecanismo detras de esta fluctuacion de genotipos no esta

completamente dilucidado.
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Capitulo 2

Constelacion genémica de los genotipos G1P[8] y G4P[8].

Antecedentes

Los rotavirus G1P[8] son los responsables de la mayoria de las infecciones en
humanos alrededor del mundo, aunque variaciones geograficas y temporales
en su incidencia son comunes(78). Debido a ello, una de las vacunas
disponibles desde el 2006 se basa en una cepa atenuada de rotavirus G1P[8];
Rotarix ™ y se espera que ademas de la proteccidon homotipica contra esta
cepa prevalente, la vacuna sea capaz de conferir inmunidad heterotipica contra
los demas genotipos de rotavirus . En nuestro pais, la vacuna Rotarix™ estuvo
disponible desde el 2008 pero se introdujo al programa de vacunacion nacional
a partir del 2010.

Entre 1998 y 2003 hemos detectado en Asuncion la co-circulacién de los
genotipos G4P[8] y G1P[8]. G4 predomino en 1998 y 1999 pero luego de 2002
su circulacién decliné casi por completo, detectandose sdlo casos esporadicos.
Por otro lado, G1P[8] convivé con G4 de 1998 hasta el 2002, hasta que en el
2003 G1 causa de la mayoria de las infecciones correpondientes a rotavirus., el
genotipo G1 siguid circulando hasta el 2009 con una frecuencia muy baja.

En este capitulo, analizamos variabilidad de los genes que conforman los

genomas de estos dos genotipos co-circulantes y comparamos la fluctuacién
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de variantes en relacién a los cambios en la predominancia a través de los

periodos epidémicos.

Metodologia

Se alined la secuencia parcial y/o completa (al menos 85%) de los genes VP7 y
VP4 con genes de cepas de linajes conocidos y previamente reportados (23,
29, 79-81), utilizando el programa BioEdit v7.2.5 (63). Para analizar la
variabilidad intragenotipica, se construyeron arboles filogenéticos a partir de
alineamientos de la region codificante (al menos 85%) de cada uno de los 9
genes de las cepas G1P[8] y G4P[8]. La reconstruccion de los arboles se
realizé con el programa MEGA v6 (82). Se utilizé el algoritmo Neighbor-joining
y el modelo de sustitucion Kimura-2-parameter con distribucion gamma. Como

soporte estadistico, se implementd el método bootstrap (1000 réplicas).

Resultados

Distribucién de linajes de los genes VP7 y VP4 de los genotipos G1, G4 y
P[8]

En la Figura 14 se observa que las VP7 de las G1 circulantes entre 1998 y
2003 se distribuyen en los linajes |y I, mientras que las detectadas a partir del
2008 pertenecen al linaje | solamente. Las cepas del 2008-2009 agrupan de
modo cercano con las G1 del linaje | de fines de los afios noventa en nuestro

pais asi como con cepas que circularon en el mismo periodo alrededor del
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mundo. Dentro del linaje Il se pueden observar dos sub-linajes definidos: ll-a y
el II-b el cual circulé en la temporada donde se observa el aumento en la

prevalencia del genotipo G1 (Figura 9) (29).

o @ 1998-1999
% ¢ B 2002-2003
i @ 2004-2005
& A 2008-2009
o ‘:
81 A
9
b9 92
97 N 'be
) .
A 59 ‘
‘ 9AY 5 9% 89
... / <4
. - . ‘\~ 7 - -
Linaje lla R < Linaje |
ERA Pl
*» "

DT T e

Linaje llb

Figura 14. Arbol filogenético de la secuencia de nucleétidos del gen VP7 de
genotipo G1. Los marcadores indican el afio de circulacion. Los linajes se indican en
numeros romanos. Se muestran los valores de bootstrap mayores a 75%. La tasa de
sustituciones por base (distancia) en cada rama se muestra segun escala.

Dentro del linaje | se encontraron 5 sub-grupos de alelos de VP7 entre las
cepas circulantes: i. la 1747SR del 2009 formé un cluster con una cepa de
Brasil del 2007 vy otras cepas de Asia circulantes afios mas tarde (2012-2014).

La misma presentd dos cambios antigénicos respecto a las demas cepas
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paraguayas del linaje |; 94S-N y 148F-L (Figura 15). ii. La VP7 de las cepas
1670SR, 1679SR y 1692SR del 2008 se agrupan con cepas pre-vacunales
descritas en Béligica (83), iii. Dos cepas paraguayas de 1999: 371 y 419,
siendo las mas cercanas las cepas de Kenia del 2009, iv. 4 cepas del 2009,
1259A, 1701SR, 1702SR, 1755SR formaron un cluster con una cepa de Japon
del 2014, v. 1638SR del 2008 junto con las cepas 55 y 56 de 1998 conformaron
un cluster con una distribucion geografico-temporal bastante amplia.

Las G1 linaje | modernas (2008-2009) presentan los mismos epitopes que las
de 1998/1999 (Figura 15). En este linaje se observan 3 substituciones respecto
a la VP7-G1 de la vacuna Rotarix™: 94 N-S; 291 K-R en la region 7-1a y 217
M-T en la region 7-2. Las caracteristicas antigénicas de la VP7 de las cepas del
linaje Ila son idénticas a las de Rotarix™ mientras que el linaje Ilb presenta un
cambio en el sitio 148 N-S. Las G4P[8] paraguayas corresponden a los anos
1998-2003, ademas de la G4P[9] del 2009 (1815SR) y la G4P[6] (1809SR). En
la Figura 16 se observa que todas las G4 (excepto 1809SR) se agrupan dentro
de linaje |. Todas (menos la 954SR) forman un mismo clado, junto con G4
circulantes en Argentina, Uruguay y Brasil en el mismo periodo de tiempo, lo
que hace suponer que esta variante circul6 ampliamente por la region en esos
afnos. La cepa 954SR agrup6 con rotavirus detectados en Argentina a finales
de los anos 90. Ademas dentro de ese cluster se encuentran cepas con mas de
diez anos de diferencia, por lo que esta cepa podria ser precursora de las G4

que circularon del afio 2000 en adelante alrededor del mundo (84, 85).
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Una de las cepas G4 paraguayas (1809SR) agrupo6 en el linaje VII junto con

cepas de origen animal y humanas de origen animal (Figura 16).
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Figura 16. Arbol filogenético de la secuencia nucleétidos del gen VP7 de
genotipo G4. Las cepas paraguayas se marcan en amarillo. Los marcadores indican
el afo de circulacion.Se muestran valores de bootstrap mayores a 75%. La tasa de
sustituciones en cada rama se muestra segun escala. Los numeros romanos indican
linajes de G4. Las ramas azules indican linajes humanos, las ramas rosadas indican
linajes animales

Anteriormente se habia reportado la circulacion de un nuevo sub-linaje del
linaje I, que presentaba una insercion de una asparragina en el sitio 76 (86). Al
alinear la secuencia de aminoacidos se observd que todas presentaban la
insercion, excepto 954SR que diverge de las otras cepas paraguayas y

1809SR que agrupa en un linaje animal (Figura 17).
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Figura 17. Inserciéon Asp76 en el gen VP7 de cepas de linaje | de G4. En azul

cepas de origen humano, en rosa cepas de origen animal. Las cepas paraguayas se
indican en recuadros.
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En la Figura 18 se muestra la filogenia del gen VP4 de cepas P[8]. Las VP4-
P[8] de las G1 se distribuyen en los linajes | y Ill. Las cepas cuya VP7 es una
G1llb agrupan en el linaje | de P[8]. Las cepas cuya VP7 agrupa en el linaje lla
y en el linaje |, poseen una P[8] linaje Ill. Las P[8] de las cepas G4 pertenecen
al linaje lll, excepto la 54SR que agrup6 dentro del linaje |. Todas las P[8] del
linaje | presentan 6 cambios en sitios antigénicos respecto a las P[8] del linaje

[l como se puede ver en las figuras 19 y 20.
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Figura 18. Arbol filogenético de la secuencia nucleétidos del gen VP4 de
genotipo P[8]. Los marcadores indican el afio de circulacién, en celeste (G1) y
amarillo (G4). Se muestran los valores de bootstrap mayores a 75% . La tasa de
sustituciones en cada rama se muestra segun escala.

La cepa 1809SR cuya VP7 agrupé en el linaje VIl del genotipo G4, present6 un
VP4 de genotipo P[6]. En la Figura 21 se observa el arbol filogenético del gen
VP4 genotipo P[6]. El arbol se divide en dos grupos mayores, uno de cepas de
origen humano (azul) y otro de cepas de origen animal (rosado). La cepa
paraguaya se agrupa dentro del linaje I-f, junto con cepas G4P[6] Argentinas
dentro del grupo de cepas derivadas de animales y proximidad es mayor a

cepas porcinas que a cepas humanas derivadas de animales.
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Figura 21. Arbol filogenético de nucleétidos del gen VP4 genotipo P[6]. La cepa
paraguaya G4P[6] se indica con un circulo negro. Las ramas azules corresponden a
cepas de origen humano. Las ramas rosadas a cepas animales o humanas de origen

animal. Los linajes de P[6] son indicados con nimero romano.
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Variacion intragenotipica de los alelos que conforman las cepas
paraguayas G1P[8] y G4P[8]
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Figura 22. Arbol filogenético de la region codificante de los genes estructurales
de todas las cepas paraguayas genogrupo 1 (Wa-like). Los marcadores indican el
ano de circulacion de la cepa: rombo 1998-1999; cuadrado 2002-2003; circulo 2004-
2005 vy triangulo 2008-2009. Cepas G1 en celeste, cepas G4 en amarillo. Las ramas
colapsadas corresponden a genotipos G3 (verde) y G9 (fucsia). Se muestran los
valores de bootstrap mayores a 75%.

49



NSP1 NSP2 NSP3

S

.
‘ﬂﬂ.—'ﬁ SRRERE e

1 l ]
AT

NSP4 NSP5 A
o 1A
L n
4 [o
A L 4
<> 1998-1999
IR [ | 2002-2003
£ 3: () 2004-2005
[ 1
HE /\ 2008-2009
-
|
|
13

Figura 23. Arbol filogenético de la region codificante de los genes estructurales
de todas las cepas paraguayas genogrupo 1 (Wa-like). Los marcadores indican el
afo de circulacién de la cepa: rombo 1998-1999; cuadrado 2002-2003; circulo 2004-
2005 y triangulo 2008-2009. Cepas G1 en celeste, cepas G4 en amarillo. Las ramas
colapsadas corresponden a genotipos G3 (verde) y G9 (fucsia). Se muestran los
valores de bootstrap mayores a 75%
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En las figuras 22 y 23 se observa las asociaciones filogenéticas de los genes
estructurales y no estructurales de constelaciones de cepas paraguayas
degenogrupo | (Wa-like). Se observan los genes de cepas G1P[8] G4P[8]. Las
cepas G9P[8] (fucsia) y G3P[8] (verde) que forman grupos definidos se
encuentran colapsadas. En primer lugar, es posible observar que en su
mayoria, las cepas G1 y G4 forman un grupo separado de las cepas G9 y G3
en los arboles de todos los genes, estructurales y no estructurales (con
excepcion de una cepa donde la VP2 y la NSP1 agruparon en el cluster de G9
y la NSP4 en el cluster G3). Sin embargo, los genes de las cepas G1 linaje | y
linaje lla pueden formar junto con cepas G4 clusters comunes entre ellas.
Llamativamente fue posible observar que todos los genes las cepas G1-llb
P[8]-1 (cuadros zules) que aparecieron en el 2002 y fueron las predominantes
en el 2003, forman clusters donde se solo agrupan entre ellas, junto con cepas
G1 que circularon esporadicamente en 2004 y 2005 (circulos azules). Fue
posible observar que una de las cepas G4: 54SR del 2002 (que fue la unica
G4 cuya VP4 agrupé dentro del linaje | de P[8]) posee genes que agruparon
dentro este mismo cluster, con excepcién de NSP4 y NSP1, que se agrupan
con G9 de 1998 al 2002, pudiendo tratarse de una cepa reordenante.

La muestra G4P[6] presentd una constelacion [1-R1-C1-M1-A8-N1-T7-E1-H1.
Los genes VP6, VP1, VP2, VP3 NSP2, NSP4 y NSP5 se clasificaron como
genotipo 1, asociados estrechamente con cepas detectadas en porcinos o
humanas derivadas de porcinos. El gen NSP1 fue identificado con A8 y NSP3

como T7, ambos agrupados con cepas porcinas (Fig 24).
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Figura 24. Arboles filogenéticos de genes estructurales y no estructurales de la
cepa G4P[6] 1809SR. Las ramas azules corresponden a genes de origen humano. Y
las rosadas a genes de origen animal o humano derivado de animal. El genotipos se
indica con los corchetes. La distancia genética se graficé segun escala.

En la Figura 25 se observa que los genes de 1809SR poseen una alta
identidad con cepas de porcinos 0 humanas de origen porcino. La identidad
mas alta en todo el genoma se dio con una cepa de Argentina (rango de valor
para todos los genes 92.8-98.1%). Esta cepa fue detectada en humanos que
convivian de manera cercana con porcinos (87) lo que sigiere una alta

probabilidad de transmision interespecie directa.
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RVA/Human-wt/PRY/1809SR/2009/G4P[6]
VP1 VP2 VP3 VP6 NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 NSP5

RVA/Human-tc/USA/Wa/1974/G1P[8] 87.2 869 901 907 786 874 818 899 939
5 RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P[4]
o RVA/Human-tc/GBR/ST3/1975/G4P[6] 86.9 876 903 918 778 880 822 893 93.2
52 RVA/Human-wt/USA/DC2241/1977/G4P[8] 87.0 864 908 91.2 787 921 827 903 939
g g RVA/Human-wt/USA/DC4320/1988/G4P[8] 87.0 909 903 924 774 878 811 891 942
] I RVA/Human-wt/USA/DC4608/1980/G4P([8] 857 921 909 926 781 87.7 814 901 942
2 RVA/Human-wt/ARG/Arg6627/2009/G12P[8] 86.9 86.2 901 909 788 87.7 811 895 932
(3]

RVA/Human-wt/ARG/Arg6653/2009/G12P[8] 86.7 86.2 901 909 787 878 815 879 935
RVA/Human-wt/ARG/Arg7500/2009/G12P[8] 87.0 86.2 901 909 787 878 815 877 937

2  [|RVA/Pig-tc/VEN/A131/1988/G3P[7] 83.3 [f6I9l so.« 8N 761 860 | 77.2 855 86.4
85  |RVAPig-tc/USA/Gottfried/1983/G4P[6] 864 907 91.4 898 924 930 81.9 889 93.9
@@ [RVAPig-tc/USAIOSU977IGEP(7] 86.7 = 91.9 933 789 919 809 907 93.2
2c  [RVAPig-tc/MEX/YM/1983/G11P[7] 860 916 916 880 | 949 81.0 966 937
O @ |RVA/IPig-tc/VEN/A253/1988/G11P[7] 826 780N s9.6 769 886 | 787 885 89.1

6 |RVA/Pig-wt/IND/RU172/2002/G12P[7] 87.0 907 88.9 784 86.0 826 91.1 944

RVA/Human-wt/IND/mani-253/2007/G4P[4] 86.2 857 [Ji920 946 895 87.8 819 903 956

3 RVA/Human-wt/IND/mani-362/2007/G4P[6] 85.1 86.2 87.9 95.5 90.2 88.3 81.8 90.7 94.7
= RVA/Human-wt/ARG/Arg4605/2006/G4P[6] 886 93.0 975 93.2 936 908 928 903 94.7
g RVA/Human-wt/ARG/Arg4671/2006/G4P[6] 97.2 9241 91.6 94.3 921 91.2 834 899 98.1
< RVA/Human-tc/CHN/R479/2004/G4P[6] 86.9 873 879 - 784 860 904 918 94.7
5 RVA/Human-wt/BRA/HSP180/1999/G4P[6] 869 898 955 92.6 825 906 921 90.1 98.1
@ RVA/Human-wt/BEL/BE2001/2009/G9P[6] 86.4 91.0 921 80BN 913 933 866 91.1 942
= RVA/Human-wt/IND/mani-97/2006/G9P[19] 85.4 86.0 87.1 82.2 89.1 87.9 81.4 89.9 95.2
g RVA/Human-wt/NPL/KTM368/2004/G11P[25] 87.3 87.6 89.1 - 78.3 84.7 80.7 89.3 93.5
2 RVA/Human-wt/HUN/BP1901/1991/G4P[6] 87.9 92.2 90.9 91.8 79.2 91.0 87.8 92.4 95.3
o RVA/Human-wt/HUN/BP1792/2004/G4P[6] 95.2 92.3 91.4 92.5 78.1 89.0 92.2 92.0 96.1
E RVA/Human-wt/HUN/BP1547/2005/G4P[6] 87.1 915 88.0 832 833 925 920 922 95.8
’g_ RVA/Human-wt/HUN/BP1490/1994/G4P[6] 886 877 914 92.6 781 926 939 89.0 96.5
c RVA/Human-wt/HUN/BP1231/2002/G4P[6] 87.2 906 90.3 92.7 79.0 879 838 924 95.3
RVA/Human-wt/HUN/BP1227/2002/G4P[6] 87.3 87.7 88.2 90.0 79.3 88.5 83.5 91.9 95.6
'E RVA/Human-wt/HUN/BP1125/2004/G4P[6] 87.0 92.0 88.4 92.8 92.4 88.8 92.2 90.9 95.5
% RVA/Human-wt/HUN/BP271/2000/G4P[6] 87.5 874 88.4 92.5 91.8 85.8 93.9 91.9 95.8
@ RVA/Human-wt/CHN/GX54/2010/G4P[6] 876 871 87.4 92.0 87.8 943 8441 91.1 96.5
% RVA/Human-wt/CHN/GX77/2010/G4P[6] 876 871 87.4 92.0 87.8 943 8441 91.1 96.5
o RVA/Human-wt/CHN/GX78/2010/G4P[6] 87.6 87.1 87.4 92.0 87.8 94.3 84.1 91.1 96.5
RVA/Human-wt/CHN/GX82/2010/G4P[6] 87.6 87.1 87.4 91.7 87.8 94.3 84.1 91.1 96.5
Identidad (%) .
Alta g Baja

Figura 25. Heatmap de genes de la cepa 1809SR vs genes de cepas de origen
humano y animal. Se muestra el porcentaje de similutud (Identidad) de los genes de
1809SR respecto a los genes de otras cepas animales y humanas. Se utilizé un patrén
colorimétrico para visualizar identidad alta (rosa) o baja (azul).

Discusién

Los estudios sobre la diversidad de los rotavirus se han basado primeramente
en los genes que codifican las proteinas antigénicas VP7 y VP4. Debido a su
naturaleza segmentada, el genoma de los rotavirus es vulnerable a la

ocurrencia de eventos de reordenamiento por lo que la genotipificacion de VP4
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y VP7 podria no ser suficiente para obtener datos conclusivos sobre la
diversidad genética de estos virus (35, 88, 89).

En este capitulo reconstruimos los arboles filogenéticos de cada uno de los
genes de cepas de rotavirus G1P[8] y G4P[8]. Se analiz6 la distribucién de
linajes de los genes VP7 y VP4 de ambas cepas, y se analiz6 la variabilidad
intragenotipica de las regiones codificantes de los alelos de genotipo 1 de este
estudio, asi como la composicién de las constelaciones génicas de las cepas
circulantes. El genotipo G1P[8] circulé en la poblacion estudiada de 1998 a
2009. En los primeros afnos de estudio 1998-1999 co-circularon los linajes |y
lla. Ambos presentaron el linaje 11l de P[8] y alelos comunes en varios genes
en su constelacion génica. Si bien se detecto la presencia de variantes que
mantuvieron una constelacion definida, algunas variantes formaron genomas
reordenantes (intragenotipo). En el 2003 se observo un pico de circulacion del
genotipo G1. Esta cepa que predomind presenté un sublinaje nuevo de VP7
(Ilb) ademas de la introduccién del linaje | de P[8] (VP4) siendo la primera vez
que este linaje se detectd en nuestra poblacion. EI mismo presentd 6
substituciones en sitios antigénicos respecto al linaje 1ll de P[8]. Todos los
demas genes estructurales y no estructurales, formaron clusteres definidos que
se separaron de las demas G1 y G4. Esto puede sugerir, que al fitness obtenido
por virus que presentd un pico de circulacion en el afio 2003, no esta dado
solamente por los cambios antigénicos en las proteinas de superficie, sino por

los cambios en los genes internos de una variante.
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El genotipo G4 co-circulé con cepas G1 y pertenecid a un solo linaje, que
presentd una sola constelacion definida. Lo interesante es que, esta
constelacién fue la misma que la de las G1 linaje I. Sélo una cepa de G4
presentd una constelacion diferente, donde compartia genes de la constelacion
de las cepas G1-lIb y NSP1 y NSP4 que agrupaban con genes de cepas G9.

Luego de una pausa durante 2006 y 2007, en 2008 se vuelve a detectar el
genotipo G1 y la variante detectada fue nuevamente del linaje 1 y estas
variantes presentaron combinaciones de los mismos alelos previamente
circulantes en esta poblacion. Esto soporta la idea, de que genotipos de
rotavirus que han estado presentes en la poblacién humana, tuvieron tiempo
suficiente de generar variantes de genes que tienden a recircular (6, 83). Estos
resultados agregaron evidencia de que puede existir mayor diversidad al
observar las cepas co-circulantes en un mismo afio en comparacion a cepas
circulantes con afios de diferencia, cuando vuelven a circular en una poblacion
susceptible (90, 91). Un aspecto que queda por entender, es porqué la tasa de
reordenamientos o la flexibilidad de un alelo de formar parte de constelaciones
de genotipos G diferentes fue mayor entre cepas G1 y G4 a diferencia de
genes de la constelacion de cepas G9, co-circulantes en ese mismo periodo de

tiempo.
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Capitulo 3

Constelacion genémica y evolucion molecular de las cepas de rotavirus
GIP[8].

Antecedentes

Hasta el afo 1995, los rotavirus con genotipos G1, G2, G3 y G4 eran
reconocidos como los de mayor prevalencia en la poblacién humana (25). Sin
embargo desde mediados de la década de los 90, el genotipo G9 emergid
mundialmente y actualmente es considerado uno de los mas prevalentes (68).
Las primeras cepas G9 datan de 1980, estos rotavirus presentaban elevado
porcentaje de identidad entre sus VP7 y con genes de otras cepas
pertenecientes al genogrupo 1 (11 R1 C1 M1 A1 N1 T1 E1 H1) (92-95). Hasta la
fecha, al menos 6 linajes de G9 han sido descritos, sin embargo sélo uno; el
linaje Ill, es el responsable de la propagacion mundial de este genotipo (25, 79,
96, 97). Aunque el origen de este genotipo no esta resuelto, se propone como
potencial reservorio a los cerdos, ya que ademas de la humana, la porcina es la
Unica especie en la que fue detectado hasta la fecha, donde fue encontrado
frecuentemente en combinacién con P[6], P[11], P[4], o P[19] y una
constelaciéon de genes con diferentes genotipos (98-100). En Paraguay, el
genotipo G9 se identificd por primera vez en muestras colectadas en el afo
2000 y posteriormente fue detectado de manera continua hasta el 2009 (29, 30,

59).
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Metodologia

La metodologia utilizada esta referida en el Capitulo 2.

Resultados

Identificacion de linajes de VP7-G9 y VP4-P[8]

Mediante el analisis filogenético de las cepas G9P[8] paraguayas en asociacion
con cepas de referencia y cepas detectadas alrededor del mundo, se observé
que las G9 circulantes desde 1998 al 2009 pertenecen al linaje Ill. En el arbol
se distinguen 3 subgrupos de GO9-lll diferentes entre si (Figura 25). Los
subgrupos corresponden a cepas paraguayas circulantes de 1998-2002; 2003-
2007 y 2008-2009. Las VP7 G9 del subgrupo 2008-2009 comparten un
ancestro mas cercano con el subgrupo 1998-2002 en comparacion de las G9
paraguayas de 2003-2007. El grupo 1998-1999 ademas se asocia con cepas
de otros paises con mayor diferencia en tiempo de circulaciéon (10-14 afos).

Las cepas 1550SR (2008) y 1765SR (2009) agruparon con las G9 2003-2007.
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Figura 26 Arbol filogenético de la secuencia nucleétidos del gen VP7 de
genotipo G. Las cepas secuenciadas en este estudio estan marcadas en fucsia. Los
marcadores indican el afo de circulacion.Se muestran los valores de bootstrap
mayores a 75%. La tasa de sustituciones en cada rama se muestra segun escala. Los
numeros romanos indican linajes de G4.

La Figura 26 muestra el arbol construido a partir de la secuencia completa del
gen VP4 genotipo P[8] de cepas paraguayas del genogrupo 1 y secuencias de
cepas circulantes alrededor del mundo. La VP4 de las cepas G9 agruparon
dentro del linaje lll, formando dos subgrupos: uno formado por las cepas

circulantes durante 1998-2000 y otro que agrupdé a las G9 de 2003 a 2009.
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Figura 27. Arbol filogenético de la secuencia codificante (nucleétidos) del gen
VP4 de genotipo P[8]. Los marcadores indican el afio de circulacion Las cepas G9 se
marcan en fucsia (G1 en celeste, G4 amarillo, G3 verde). Se muestran los valores de
bootstrap mayores a 75%. La tasa de sustituciones en cada rama se muestra segun

escala.

Una sola cepa (56/1998) agrup6 dentro del linaje Il, donde se encuentran cepas
antiguas circulantes en las décadas de los 70 y 80. Debe observarse que la
P[8] de las cepas 533SR y 3SR, cuya secuenciacion arrojé el genotipo GOP[8],
cayo dentro del linaje |, donde se encuentran cepas G1. Sin embargo estas
cepas fueron inicialmente genotipificadas como G1 por RT-PCR, por lo que el

gen VP7 fue sometido a secuenciacion convencional. El gen efectivamente
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exhibié el genotipo G1. Por lo tanto, es muy probable que esta sea una muestra

mixta, ya que todos los genes pertenecen al cluster de las G1.

Variabilidad intragenotipica de los genes de las cepas G9P[8]

En la Figura 28 y 29 se observan los arboles filogenéticos construidos a partir
de las secuencias de los marcos de lectura (ORF) de los genes de cepas
G9P[8]. Fueron analizadas cepas que circularon en un lapso de 11 anos (1998-
2009). En los arboles de los genes que codifican proteinas estructurales
(Figura 28) se pueden ver en 3 subgrupos mayores de genes: cepas 1998-
2002 indicadas con un rombo fucsia; cepas 2003-2007 indicadas con un circulo
fucsia y cepas 2008-2009 indicadas con un triangulo fucsia. Dos cepas
circulantes durante 2008 y 2009 (1550SR y 1756SR) agruparon en el cluster
2003-2007 y no con sus contemporaneas. 1756SR es una muestra mixta
G9/G3 y los genes internos obtenidos en la secuenciacién agruparon con G3
por lo cual los demas genes no fueron incluidos en el analisis de G9. En los
genes no estructurales se observé el mismo patrén de agrupacion (Figura 29),
aunque se puede ver menor distancia genética. EI gen NSP2 de las cepas

circulantes en los periodos 2003-2007 y 2008-2009 representa un mismo alelo.
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Figura 28. Arbol filogenético de la regién codificante de los genes estructurales
de todas las cepas paraguayas genogrupo 1 (Wa-like). Los marcadores indican el
afno de circulacién de la cepa: rombo 1998-1999; cuadrado 2002-2003; circulo 2004-
2005 y triangulo 2008-2009. Cepas G9 en fucsia . Las ramas colapsadas
corresponden a genotipos G1 (celeste), G3 (verde) y G4 (amarillo). Se muestran los
valores de bootstrap mayores a 75%
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Figura 29. Arbol filogenético de la regiéon codificante de los genes no
estructurales de todas las cepas paraguayas genogrupo 1 (Wa-like). Los
marcadores indican el afio de circulacion de la cepa: rombo 1998-1999; cuadrado
2002-2003; circulo 2004-2005 y triangulo 2008-2009. Cepas G9 en fucsia . Las ramas
colapsadas corresponden a genotipos G1 (celeste), G3 (verde) y G4 (amarillo). Se
muestran los valores de bootstrap mayores a 75%
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Variaciones en sitios antigénicos de las proteinas VP7 y VP4

Una sola variacidon conservada fue encontrada en las VP7 del grupo 2008-2009
respecto a los otros dos grupos de G9 (Figura. 30), en el sitio 100 D--N de la
region antigénica 7-1a. Este grupo presenta ademas 4 sustituciones en sitios
no antigénicos (dato no mostrado). No se encontraron variaciones en los sitios

antigénicos de la proteina VP4 (Figura 31).
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Discusion

El patrén de circulacion de G9P[8] fue diferente al observado en los genotipos
en el capitulo anterior. Las G9 que circularon en todo el periodo de estudio,
pertenecieron al mismo linaje de G9 y P[8]. En su gran mayoria, variantes que
mantienen una constelacion determinada circulan por un tiempo para luego
extinguirse totalmente, dando paso a la introduccion de una nueva variante del
mismo linaje estrechamente relacionada con las variantes extintas. Esto es
consistente con el hecho de que G9 ha circulado de manera global desde hace
s6lo 20 anos (67, 68), y no tuvo tiempo de generar una diversidad génica a
nivel de linajes, como por ejemplo G1 (6, 24, 88). Un aspecto que llama la
atencion, es que los afios en los que ocurrio ese recambio de variante,
coincidi6 con los anos 2000, 2004 y 2008 en que G9 fue el genotipo
predominante sobre los demas. Esto puede compararse a lo observado para
G1, donde un sub-linaje con una constelacion completamente nueva, se volvio
el dominante sobre las demas co-circulantes. Esta dinamica evolutiva diferente
entre genotipos diferentes debe tenerse en cuenta al momento de evaluar los

factores que pudieran incidir en la eficacia de la vacuna.
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Capitulo 4

Constelacion genomica del genotipo G2P[4]: Circulacion de una unica
variante de genogrupo Il.

Antecedentes

La constelacion DS-17-like (genogrupo 2) es la segundo mayor genogrupo
causante de infecciones por rotavirus. Tipicamente se compone de genes con
genotipo 2 acompafados de VP4 — P[4]: G2-P[4]-12-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-
H2 (34). Esta constelacion tiene un origen evolutivo diferente a las Wa-like,
mientras que se propone un ancestro porcino para el genogrupo 1, los analisis
apuntan a un ancestro bovino para el genogrupo 2 (89). Genes de genogrupo 2
en combinacidon con genes atipicos en humanos, han sido encontrados
comunmente en animales, sobre todo en diferentes especies de ungulados,
Este ancestro en comun facilita la posibilidad de reordenamientos
interespecificos (30, 35, 101, 102). A pesar de que la circulacion de este
genogrupo en la poblacibn humana se detecté desde hace 40 anos, la
informacion que se tiene sobre los genes circulantes es mucho menor que la
disponible sobre las cepas Wa-like. Los analisis de secuenciacion del genoma
llevados a cabo en Brasil, Italia y USA mostraron la co-circulacién de multiples
linajes en varios genes, algunos de los cuales compartian probablemente un
origen animal (103-105). El reordenamiento entre virus humano y animal tiene
el potencial de cambiar el fitness viral y promover la transmisién viral,

especialmente en una poblacion susceptible. Esto fue previamente observado
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en genotipos como G9 y G12 que han logrado propagarse de manera eficiente
en la poblacion humana en menos de dos décadas (67). En Paraguay, el
genotipo G2P[4] ha sido reportado circular con alta frecuencia del 2005 a 2007
(30), previo a la introduccién de la vacuna, por lo que su circulacién podria ser

reflejo de la fluctuacion natural de genotipos circulantes.

Metodologia

La metodologia utilizada esta referida en el Capitulo 2.

Resultados

Identificacion de linajes de VP7-G2 y VP4-P[4]

En la Figura 32 se observa que el gen VP7 de las cepas G2 agrupa dentro del
linaje mayoritario, el linaje Ill, de modo muy proximo entre ellas. Solo se
observa una variante del gen no muy distante del resto (cluster 1504SR,
1533SR, 1636SR, 1613SR). Se asocia con cepas de Brasil y USA circulantes
en el mismo periodo y un poco mas distantes cepas de Japon del 2014. En la
Figura 33, el arbol filogenético del gen VP4 agrupa a las P[4] paraguayas en el

linaje IV, estrechamente asociadas entre ellas.

Variabilidad de genes en las constelaciones G2P[4]

En todos los arboles de genes estructurales de la Figura 34, se observa un

solo cluster de cada gen. En todos los genes, el cluster es compartido con
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cepas DS-1-like tipicas y cepas que poseen genotipos G/P atipicos en

humanos y comunes en animales, y que reordenaron con cepas del tipo DS-

like (106, 107). El mismo cluster puede observarse con NSP1, NSP3 y NSP5.

NSP2 se asocio principalmente a cepas humanas G2P[4] y NSP4 a cepas

G2PI6].
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Figura 32. Arbol filogenético del gen VP7 — G2. Los linajes de G2 se indican con la
barra lateral. Se muestran los valores de bootstrap mayores a 75%.
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Figura 33. Arbol filogenético del gen VP4-P[4]. Los linajes de P[4] se indican
con la barra lateral. Se muestran los valores de bootstrap mayores a 75%.
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Figura 34. Arboles filogenéticos de los genes estructurales de las cepas G2P[4]
circulantes en Paraguay. Los genotipos se mencionan en la barra lateral.
arcadores indican el ano de circulacion del virus. Los valores de bootstrap mayores a
75% son mostrados.
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Figura 32. Arboles filogenéticos de genes no estructurales del genogrupo 2,
circulantes en Paraguay. Los genotipos se mencionan en la barra lateral. Se
muestran los valores de bootstrap mayores a 75%.

72



Discusion

Una de las principales preguntas que surgieron respecto a la proteccion
heterotipica de la vacuna Rotarix, fue si seria capaz de proteger contra cepas

DS-1-like, que poseen una constelacion completamente diferente a la vacunal,
del tipo Wa-like (24, 108, 109). Algunos paises como Brasil y USA, han

reportado un aumento en la frecuencia de este genogrupo luego de la
introduccidon de la vacuna a sus programas de inmunizacion (103-105). Sin
embargo, los datos moleculares sobre la variacion de las cepas en los
periodos pre y post vacunal difieren (103, 110). En nuestro pais se reporté un
aumento de los casos de este genotipo desde el 2005 al 2007 (Figura 9), sin
embargo en nuestro pais la vacuna antirotavirus recién fue incluida en el
calendario nacional de inmunizaciones desde el 2010. Ademas los genes de las
cepas circulantes en nuestro pais se asocian tanto con cepas de periodo pre-
vacunal como con cepas post-vacunales. La explicacion al aumento de casos
de G2 puede deberse a la fluctuacion natural del genotipo que se ha reportado
con un promedio de 7 afos (104, 110, 111). Asi, luego de un periodo largo de
baja circulacion o ausencia del mismo, ocurre un aumento de individuos
susceptibles. Mas estudios a nivel gendmico, geografico y temporal, seran
necesarios para dilucidar si la introduccion de la vacuna pueda alterar la

dinamica evolutiva natural de este genotipo.
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Capitulo 5

Circulacion de los genotipos G3P[8], G12P[9] y G3P[9]

Antecedentes

El genotipo G3 ha sido encontrado en humanos y varias
especies de animales (monos, perros, gatos, cerdos, caballos, bovinos, cabras
y ratones) (112, 113). Mediante la secuenciacién de genomas de cepas
humanas y animales se observd que pueden poseer genomas de diferentes
genogrupos y en su constelacion génica pueden poseer genes de varios
genotipos (35, 113-115). Las cepas humanas G3P[8] poseen una constelacion
de genes con genotipo 1 y forma parte de las cepas Wa-like predominantes en
humanos (34, 35). Las cepas G3P[9] poseen un genoma de tipo AU-1-like, 13-
R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H3 (genogrupo 3). Este genogrupo aunque
posiblemente de origen felino, es considerado el tercer genogrupo capaz de
circular en humanos (74, 116, 117). El genotipo G12 de rotavirus ha sido
descrito en estudios en diferentes paises y actualmente es reconocido como un
genotipo globalmente emergente. Se ha sugerido a los porcinos como el
potencial reservorio del genotipo G12 sin embargo las VP7 de humanos y
porcinos son muy diferentes. El genotipo G12 ha sido encontrado en
combinacion con los 3 mayores genogrupos que infectan humanos, sin
embargo las G12 responsables de su propagacién global poseen una

constelacion del tipo Wa-like (22, 34, 67, 101, 118-120). La introduccion de
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G12P[8] a Sudamérica fue reportada en Argentina en el 2009 (120). Los
rotavirus de genotipo G12P[9], poseen una constelacion estrechamente
relacionada al genogrupo AU-17-like (I13-R3-C3-M3-A12-N3-T3-E3-H6) y han
sido detectados en el este de Asia y en Argentina (74, 75, 121, 122). Ademas,
en Brasil, fue reportada la circulacion de G12P[9] con una constelacién (13-R3-
C3-M3-A3-N3-T3-E3-H6), estrechamente relacionada a las G12 de Asia y
Argentina (123). En Paraguay, fue reportada la circulacion de rotavirus G12P[9]
en 2006 y 2007 (30). Posteriormente, en el 2008 y 2009, se detecta la
circulacion de G3P[8], (el cual predomind junto con GO9P[8] en el 2009) y
ademas la circulacion de G3P[9] (Martinez et al., no publicado). En este
capitulo se describe el analisis de las constelaciones génicas de las cepas que
presentaron genotipo G12P[9], G3P[8] y G3P[9] con el objetivo de determinar si
los virus G3P[9] fueron producto de un reordenamiento génico o su circulacién

fue a través de la introduccion independiente de esta cepa.

Hipotesis 1 Hipotesis 2

G12P[9] G3P[8]

Introduccion
independiente

| l

Reordenantes

G3P[9]  G3P[9] G3P[9]

Figura 36. Introduccion del genotipo G3P[9] a la poblacién paraguaya. Se
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muestran las dos hipotesis (reordenante o nueva constelacion) sobre la composicion
gendmica de las cepas G3P[9] circulantes.

Metodologia

Analisis filogenéticos

Los analisis filogenéticos se realizaron segun metodologia referida en el

Capitulo 2.

Analisis estructurales

La estructura de las proteinas VP7, VP4 y VP6 de la cepa 1709SR (G3P[9]) se
obtuvo en base el servidor I-Tasser (124) a partir de la secuencia codificante de
las mismas.

Las substituciones aminoacidicas de las proteinas VP7, VP4 y VP6 de rotavirus
fueron mapeadas en base al modelo atémico de la particula de rotavirus (11),
depositado en el PDB bajo el numero de acceso 3IYU, utilizando el programa

UCSF Chimera v1.12 (125).

Resultados

Identificacion de linajes de VP7 y VP4 de cepas G12P[9], G3P[8] y G3P[9]

En la Figura 37 se muestra que la VP7 de las cepas G12 circulantes en
Paraguay pertenecen al linaje Il, divergente del linaje Ill que agrupa a las cepas

de origen humano. Las cepas paraguayas G12P[9] del 2003 al 2009 forman un
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cluster mayor dentro de linaje Il junto con las G12P[9] de Argentina y Brasil y la

T152 de Tailandia (Las cepas 1487SR, 1093SR y 74IPN son muestras mixtas).
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Figura 37. Arbol filogenético del gen VP7 del genotipo G12. Las muestras
paraguayas se marcan en negro. Los marcadores indican el afio de colecta de la
muestra. Los linajes se indican con corchetes.

El arbol filogenético del gen VP7 de las cepas G3P[9] y G3P[8] circulantes en
Paraguay (Figura 38), se observa que ambas agrupan en el linaje |, sin

embargo se separan en sub-grupos diferentes (la y Ib respectivamente).
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Figura 38. Arbol filogenético del gen VP7 del genotipo G3. Las muestras
paraguayas se marcan en verde. Los marcadores indican el afio de colecta de la
muestra. Los linajes se indican con corchetes.

En la Figura 39, se observa que las VP4 genotipo P[9]-G3 y P[9]-G12
pertenecen a diferentes linajes, | y Il respectivamente y agrupan con cepas que

presentan la misma combinacion G/P.
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Figura 39. Arbol filogenético del gen VP4 del genotipo P[9].

Los genes estructurales como los no estructurales de las cepas G3P[9] y
G12P[9] pertenecen al genotipo 3 (AU-7-like) mientras que los de las cepas
G3P[8] pertenecen al genotipo 1 (Wa-like) (Figura 40 y Figura 41). En todos los
arboles, los genes de las cepas G3P[9] forman clusteres monofiléticos
separados de los genes de cepas G12P[9], con excepcién del gen VP1 de la

cepa 942A G12P[9] que agrupa con las VP1 de las cepas G3P[9].
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Figura 40. Arbol filogenético de genes que codifican proteinas estructurales de
rotavirus Se muestran las cepas paraguayas G3P[8] y G3P[9] (verde) y G12P[9]
(negro) y cepas de referencia de origen humano y animal. Los genotipos se indican
con los corchetes. Los marcadores indican el afio de circulacion de las cepas

paraguayas.
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Figura 41. Arbol filogenético de genes que codifican proteinas no estructurales
de rotavirus. Se muestran las cepas paraguayas G3P[8] y G3P[9] (verde) y G12P[9]
(negro) y cepas de referencia de origen humano y animal. Los genotipos se indican

con los corchetes. Los marcadores indican el afio de circulacion de las cepas
paraguayas.
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Las G3 de las cepas G3P[8] y G3P[9] presentan variaciones aminoacidicas
entre si en las regiones antigénicas 7-1a (291), 7-1b (213) y 7-2 (147) (Figura
42). Los genes VP4 de las cepas G3P[9] y G12P[9] y presentan variaciones
aminoacidicas entre si en los sitios antigénicos de la porcién VP8: 8-1 (148), 8-
2 (180), 8-3 (114) y 8-4 (88) (Figura 43).

En la Figura 44 se muestran los cambios en la proteina VP7 entre las cepas
de origen animal (G3P[9], G12P[9]) y las cepas de origen humano (G3P[8]).
Estas VP7 de origen animal interactuan con VP6 de genotipo |13 mientras que la
G3 humana interactta con VP6 de genotipo 1. Se encontraron 6
substituciones, todas fuera de regiones antigénicas de VP7, estando uno de los
residuos (Ser266) interaccionando con VP6.

En la Figura 45 se muestran las diferencias entre la proteina VP6 de las cepas
I3 (G3P[9], G12P[9]) e I1 (G3P[8]). Se encontraron 27 substituciones, de las
cuales 13 se encuentran dentro de la region H de VP6 (aminoacidos 152 al

334), la cual interactua con VP7.
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Figura 44. Substituciones en la proteina VP7. En azul se indican los cambios que
presentan las cepas de origen animal (G3 y G12) respecto a las de origen humano
(G3).

En la Figura 46 se muestra una seccién de la capside de rotavirus. Se
mapearon substituciones en la proteina VP4 entre las cepas P[9] versus cepas
P[8]. De un total de 233 substituciones, 7 de ellas se encuentran en aparente
interaccién con VP7 (3 sitios: 653, 602, 603) y VP6 (4 sitios: 606, 701, 705,

678) indicadas en la figura.

Discusion

Los rotavirus G3P[9]-13-R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H6 detectados en Paraguay

durante 2009 no son el producto de un evento de reordenamiento entre las

cepas G12P[9]-13-R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H6 y G3P[8]-11-R1-C1-M1-A1-N1-
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T1-E1-H1. Tanto las cepas G3P[9] como las G12P[9] se agrupan con cepas
humanas de origen felino, sin embargo fueron introducidas al pais de manera

independiente como lo indican sus diferencias genéticas.
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Figura 45. Substituciones en la proteina VP6. En rosa se indican los cambios que
presentan las cepas de origen animal de genotipo 13 respecto a las de origen humano
de genotipo I1. La Region H interacciona con VP7.

Ha sido propuesto que la transmision interespecie es un mecanismo de
diversidad genética que generalmente ocurre cuando existe similitud entre los
genomas de cepas de diferentes especies, como ha sido observado en G3

(113, 114, 126).
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Figura 46. Modelo de una seccion de la capside de rotavirus. En azul se indican
los cambios en sitios de interaccion con otras proteinas de la capside de rotavirus,
presentes en la proteina VP4 de cepas de origen animal de genotipo P[9] respecto a
las de origen humano PI8].

A pesar de la “oportunidad” de reordenamiento intergenotipico entre las cepas
G3 Wa-like y las cepas G3 AU-1-like, o de reordenamiento intragenotipico,
entre los genes de las constelaciones AU-like, solamente se observd esto
ultimo en una ocasion, donde una cepa G12P[9] presentd un gen VP1 que
agrupo en el cluster de las VP1 de cepas G3P[9]. Como se ha mencionado
anteriormente, los rotavirus tienden a formar constelaciones estables (33, 35).

Estas constelaciones pueden estar influenciadas por la presion que ejerce la
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interaccion entre proteinas durante la replicacion y el ensamblaje de las
particulas virales. Aunque en teoria cada gen puede segregar de manera
independiente, ha sido demostrada una correlacion en la segregacion de los
genes VP6, VP7, VP4 y NSP4 y se propone que esta correlacion conduce a la
seleccién de cepas capaces de replicar mejor en diferentes especies (22).
Estas diferencias estan relacionadas en gran parte al genotipo de VP6 y fueron
analizadas principalmente entre genes de genotipo 1 y 2 debido a la falta de
datos de genes del genotipo 3. En las figuras 44-46 se observaron
substituciones en regiones de interaccion entre las proteinas de la capside
VP7, VP6 y VP4 entre cepas de rotavirus de genogrupo 3 respecto a cepas de
genogrupo 1. Esas mutaciones pudieran estar relacionadas al menos en parte

a la ausencia de reordenamientos entre las cepas co-circulantes.
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Capitulo 6

Dinamica evolutiva de la proteina VP7 de la capside de rotavirus

Introduccion

Se ha descrito que la diversidad de los rotavirus es generada por varios
mecanismos como deriva genética, reordenamiento de genes y transmisiones
interespecie. A pesar de que esto puede resultar en una gran diversidad, se
demostré que sélo ciertas combinaciones de genes ocurren naturalmente (23).
Actualmente se propone que debido a la composicion del virion, los rotavirus
han mantenido evolutivamente constelaciones de genes debido a la presion
selectiva que ejerce la interaccion entre proteinas (22, 33).

La epidemiologia de los rotavirus es un fendbmeno complejo y cambiante.
Globalmente, las cepas causantes de la mayoria de las infecciones, pueden
cambiar afio tras afo y geograficamente. La gran mayoria de los rotavirus
responsables de las epidemias alrededor del mundo pertenecen al genogrupo |
o Wa-like siendo la proteina VP7 la que principalmente varia, presentando
diferentes genotipos (G1, G2, G3, G4, G9) (24, 34). En Paraguay la diversidad
de los rotavirus se debid principalmente a cambios en los genotipos G (VP7).
Asi, un genotipo determinado fue predominante por uno o dos afos, hasta que
fue reemplazado por otro virus con diferente genotipo. Como se discutié en

capitulos anteriores estos cambios se debieron a la introduccion de un virus
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con una constelacion génica completamente diferente. En este capitulo se
analizé a nivel genodmico y estructural la evolucion intragenotipica del principal
determinante de variabilidad de los rotavirus, la proteina de la superficie de la
capside, VP7. Principalmente, el objetivo fue determinar si dicha proteina

presenta cambios debido a la presion inmune de la poblacion.

Metodologia

Base de datos

Se extrajo del Genbank secuencias de todas las cepas de rotavirus de genotipo
G1, G2, G3, G3 y G9 que contengan el dato del afio en que fue colectada.
Sélo se analizaron las secuencias que representaron al menos el 85% el marco
abierto de lectura (ORF) y contengan todos los sitios correspondientes a
regiones antigénicas. Las secuencias fueron obtenidas con la herramienta
Virus variation (127). Con estas secuencias se construyeron alineamientos
para cada genotipo utilizando el algoritmo ClustalW implementado en el

programa MEGAV?7.

Calculo de divergencia de secuencia nucleotidica a través del tiempo

Para determinar la diversidad evolutiva en el tiempo se construyeron arboles
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filogenéticos utilizando el método Maximum likelihood. Los parametros de
substitucidon Tamura-3-parameter y distribucion Gamma se seleccionaron en
base al el analisis de modelos de substitucion de acuerdo al criterio Bayesiano
(BIC) implementado en el programa MEGAv7. La divergencia entre las
secuencias fue calculada y visualizada con la herramienta Root-to-tip
divergence del programa TempEst v1.5 (128). Se utilizd el célculo de
correlacion utilizando la opcion “best-fitting root” para minimizar los errores de

muestreo.

Calculo de cambios aminoacidicos a través del tiempo

Para visualizar las sustituciones de aminoacidos dentro de cada genotipo, se
utilizé un algoritmo desarrollado en lenguaje Phyton (129) que calcula el
numero de cambios de aminoacidos para dos cepas en particular y relaciona
con la diferencia en el afio de aislamiento. Los graficos (heatmaps) donde se
visualiza la acumulacion de cambios se realizaron utilizando el programa

GraphPad Prism v7.

Calculo de conservacion de residuos

Para calcular el grado de conservacion de cada residuo en la estructura de
VP7, se utilizé el programa ConSurf (130) que realiza los célculos en base a la

informacion de la secuencia aminoacidica. Los resultados arrojados por
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Consurf fueron utilizados para reconstruir la estructura de la proteina VP7
mapeando el grado de conservacion de los residuos. Los graficos fueron

visualizados con el programa UCSF Chimera v1.12.

Resultados

El numero de secuencias por genotipo y por afio asi como el periodo de tiempo
abarcado se detalla en la Tabla 3. Cada genotipo presenté al menos 130
secuencias de virus circulando por al menos 35 afnos. En la Figura 47 se
observa que dentro de cada genotipo, la secuencia de nucleétidos acumula
cambios a través del tiempo, sin embargo todas presentaron coeficiente de
correlacion (R?) menores a 0.57.

Por el contrario, se observé que la acumulacion de cambios en la secuencia de
aminoacidos en un periodo de aproximadamente 40 afios no sobrepasa el 10%
(~33 de los 336 aminoacidos de VP7) para todos los genotipos analizados
(Figura 48). En el caso de G1, la divergencia observada se debe a la presencia
de dos linajes diferentes entre si (linaje | y Il observados en capitulo 4) y a la
diferencia de tiempo en la aparicion del segundo linaje, sin embargo, las cepas
que mayoritariamente circulan hace 40 afos, presentan el mismo numero de

cambios (<10%) a través de los anos (Figura 48A).
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Rango
. - N° de
Genotipo Aios ] temporal
secuencias
(afios)

1974-1979 47
1980-1989 46

Gl 1991-1997 16 40
2000-2009 468
2010-2014 323
1976-1977 2
1981-1989 14

G2 1992-1999 16 39
2000-2009 202
2010-2015 176
1974-1976 6

G3 1991-1997 3 39
2000-2009 95
2010-2013 183
1975-1978 6
1980-1988 9

G4 1997-1999 19 41
2000-2009 39
2010-2016 57
1980-1989 7
1997-1998 25

G9 35
2000-2009 222
2010-2015 314

Tabla 3. Secuencia del marco abierto de lectura del gen VP7 de rotavirus
depositadas en el GenBank por genotipo por aio.
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Figura 47. Divergencia de la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina
VP7 de rotavirus. Se grafican la correlacion de cambios través del tiempo a partir del
analisis filogenético utilizando el método Maximum Ikelihood. El coeficiente de

correlacion de Pearson r y de determinacion r?

94



En el caso de G9, se puede observar que existen cepas que presentan una
divergencia mayor al 10%, las mismas corresponden al linaje | antiguo,
detectado a fines de los afios 80. Este linaje desaparece y emerge el linaje Il
responsable de la propagacion de este genotipo en la poblacion humana.
Similar a los visto en G1, la secuencia de aminoacidos de cepas del linaje Il de
G9 permanece invariable a lo largo de sus 35 afios de circulacion (Figura
48E). Esta podria ser la explicacion para las variantes de G4 que se observan
por encima del 10% de variabilidad en el heatmap de este genotipo (Figura
48D). La variante que contiene una insercion en el sitio 76 de VP7 es la que
predomina a nivel mundial a inicios de la década de los 90 en la poblacion
humana. Los genotipos que presentan el mayor grado de conservacion
intragenotipo son G2 y G3 donde se observa un patron de variabilidad incluso
menor al 10% (Figura 48B y 48C). Aunque los analisis de conservacion
aminoacidica (Figura 48) indican que hay pocos cambios a través del tiempo en
la proteina VP7, todavia hay cambios dentro del 10%, lo cual podria incluir
cambios en sitios antigénicos. Por lo tanto para determinar si cambios
puntuales ocurridos en la VP7 de cada uno de los genotipos ocurren en
regiones antigénicas, ploteamos el grado de conservacion de cada residuo en
la estructura de VP7 (azul indica conservacion y rojo variabilidad). Se puede
observar un alto grado de conservacion dentro de cada genotipo, si bien se ven
mayor cantidad de sitios variables en la superficie, no estan concentrados en
sitios antigénicos. Sin embargo, al comparar la variabilidad entre genotipos, se

observa una substancial disminucion del grado de conservacion, sobre todo en
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las regiones antigénicas en la superficie, en la zona interior de contacto entre

los monémeros de VP7 asi como el reverso en la zona de contacto con VP6.

Diferencia de aminoacidos
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Figura 48. Mapa de acumulacion de mutaciones aminoacidicas a través del
tiempo en la proteina VP7 de la capside de rotavirus. Los colores en el heatmap
representan el numero de comparaciones de una secuencia versus otra en un periodo

de tiempo.

96



Superficie Reverso

Sitios Ag VP7
W 7a 710l 72

Todos los genotipos

Reverso

Variabilidad

Figura 49. Mapeado del grado de conservacion para cada residuo en la
estructura de la proteina VP7 de los genotipos G2, G2, G3, G4 y G9. En el lado
izquierdo se observa la superficie y el reverso del trimero de VP7 indicando
conservacion dentro de cada genotipo. En el lado derecho arriba: sitios antigénicos de
VP7. Abajo: grado de conservacion entre genotipos diferentes. El grado de
conservacion/variabilidad se indica en colores segun escala.
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Discusién

Un genotipo de rotavirus puede predominar en un afio epidemiologico en una
determinada region geografica, para luego desaparecer y volver a circular en
otro afo (24, 131). Los mecanismos que llevan a este continuo intercambio de
genotipos de rotavirus no estan completamente dilucidados. En este capitulo
hemos observado la dinamica evolutiva del mayor determinante de variabilidad
de los rotavirus, la proteina VP7 de la capside. En analisis de correlacion
variacién/tiempo (root-to-tip) de la secuencia nucleotidica que codifica esta
proteina se vio una evolucion lineal a través del tiempo en contradiccion con el
alto grado de conservacion a nivel de aminoacidos. Esto sugiere que los
cambios en el genoma no conllevan a una acumulacion de cambios
aminoacidicos y que dentro de un mismo genotipo, existen restricciones que
limitan la variabilidad de la proteina VP7. Esto es diferente a lo que ocurre con
el virus de Influenza, donde la acumulaciéon de mutaciones puntuales en la
capside es responsable de que un mismo genotipo pueda volver a predominar
en una poblacion determinada. Restricciones en la variabilidad de las
glicoproteinas F y H de virus del sarampion fueron demostradas (132). Este
grado de conservacion, podria ademas estar relacionado con la necesidad de
“‘compatibilidad estructural” propuesta (22) que restringe los reordenamientos
entre diferentes cepas. En el andlisis de evolucion de la secuencia nucleotidica,
se obtuvo en algunos casos un valor de correlacion bajo. Esto puede deberse
a la presencia de dos linajes conservados dentro de un mismo genotipo, como

fue observado para el gen que codifica la proteina VP1 de Norovirus (Tohma
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2018 no publicado), por lo que el analisis de correlacion podria corregirse
analizando cada linaje por separado.

El alto grado de conservacion antigénica dentro de un mismo genotipo, podria
ser entre otros factores, la causa de la variacion de un genotipo predominante
a otro afos tras afo en una determinada region geografica, y la circulaciéon
ciclica de los mismos estaria relacionada al cambio en el estatus inmunoldgico
de una poblacion. El hecho de que un genotipo sea capaz de reaparecer en
periodo menor de tiempo respecto a otros, podria sugerir ademas una
diferencia en el grado de proteccion homotipica inducida por un determinado

genotipo.
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Discusion y Conclusion Final

Actualmente se llevan a cabo estudios gendmicos masivos con el fin de
comprender la dinamica de la fluctuacion de los genotipos de rotavirus y porqué
la dominancia de las cepas prevalentes es ciclica. (23, 33, 52, 83). Sin
embargo, la mayoria de estos estudios se llevaron a cabo en la dinamica de los
rotavirus en paises en desarrollo, por lo que el modelo no es generalizable a
paises donde la diversidad de cepas circulantes es mayor y el patrén de
genotipos dominantes puede ser mas variado. En este trabajo, nos basamos en
la coleccion muestras de rotavirus que circularon en el area metropolitana de
Asuncion, Paraguay donde observamos 5 genotipos dominantes durante 11
anos. Las conclusiones que podemos remarcar a continuacion:

1- A diferencia de lo reportado en gran parte del mundo, el genotipo G1P[8]
no fue el de mayor circulacién en esta poblacion. Variantes con constelaciones
definidas co-circularon. Los virus con VP7 G1 del linaje | y linaje lla que
circularon en los 90 presentaron una VP4 de genotipo P[8] linaje Ill al igual que
las cepas G4 que circularon en ese periodo de tiempo. Ademas, ambos
genotipos compartieron alelos de genes estructurales y no estructurales del tipo
Wa-like. Los virus con VP7 G1 linaje | se reintrodujeron 10 afios después a la
poblacion, presentando la misma constelacion. Cabe resaltar que los rotavirus
con VP7 del linaje llb que circularon y predominaron de 2002 a 2004
presentaron una constelaciéon totalmente diferente a los otros virus Wa-like co-

circulantes. Estos presentaron una VP4 P[8] de linaje | con 6 diferencias en
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sitios antigénicos respecto al linaje Ill de P[8]. Ademas, todos los genes
restantes formaron clusteres monofiléticos separados de las los genes de otras
G1.

2- Al momento de inicio del estudio el genotipo G4 fue el predominante. La
mayoria de las cepas estudiadas pertenecieron al grupo de G4 "modernas’,
que poseen una insercion Asp76 en el gen VP7. Ademas todas presentaron la
misma constelacion génica formada por alelos que también estaban presentes
en cepas G1. Se volvio a detectar s6lo una cepa G4P[8] en el 2005 y la misma
pertenecia al grupo de cepas antiguas sin insercion. Una cepa G4P[6] cuya
constelacion génica agrupo con cepas de origen animal, fue detectada en una
sola muestra, por lo que posiblemente se tratd6 de un evento de transmision
interespecie esporadico.

3- El genotipo G9 fue el de mayor circulacién en este estudio. Las
proteinas VP7 G9-lll y VP4 PI[8]-1ll pertenecieron a los linajes mayoritarios en
humanos. El genotipo G9 fue predominante de forma ciclica (cada 4 afos
desde su deteccion): 2000, 2004 y 2008 y de acuerdo a la secuencia de
nucledtidos del genoma, las cepas que circularon en esos afos formaron
clusteres filogenéticos separados en la mayoria de sus genes. Sin embargo
esta variacion produjo un sélo cambio en un sitio antigénico de la VP7 de las
cepas paraguayas. Analizando ademas la dinamica evolutiva de los
aminoacidos que componen la VP7 de cepas G9 circulantes a lo largo de 40
anos se observé que el 90% del total de residuos mantuvo invariable. Queda

por responder cuales son las los factores permiten a estas variantes genéticas
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volver a predominar como por ejemplo eficiencia en la replicacion del genoma,
ensamblaje de particulas virales o inhibicion de respuesta inmune.

4- Una sola variante del genotipo G2 fue detectada. El aumento de la
circulacion de este genotipo se observd en 2005 a 2007 (alcanzando su pico en
2006). La circulacién de este genotipo ocurre de forma ciclica cada siete afios
aproximadamente, segun datos epidemioldgicos alrededor del mundo (104,
105, 111) . Las cepas G2P[4] pertenecen al genogrupo 2 (DS-1-like) por lo que
su genoma es enteramente diferente al de la vacuna monovalente (Wa-like) por
lo que se fue cuestionado el grado de proteccidn heterotipica contra este
genotipo que la misma seria capaz de conferir. Uno de los primeros paises en
implementar la vacuna monovalente antirotavirus fue el vecino Brasil en 2006 y
en Paraguay la misma fue introducida al calendario nacional en 2010. Con
analisis filogenéticos observamos que las cepas paraguayas agruparon con
cepas reportadas en los periodos pre y post vacunal en otros paises. Todo esto
sugiere que el aumento en la frecuencia de este genotipo de 2005 a 2007 en
nuestro pais no se debidé a una presidon selectiva ejercida por la vacunacion,
sino a la fluctuacién natural de este genotipo. Esta fluctuacion puede en parte
darse debido a que luego de estar ausente por un periodo de tiempo, el virus
vuelve a encontrar una poblacion susceptible.

5- El genotipo G3P[8] co-circuld a igual frecuencia que G9 durante 2009. A
pesar de que pocas secuencias del mismo fueron obtenidas para poder
analizar su variacion intragenotipica, la filogenia de los mismos mostré que sus

genes agruparon en un mismo cluster separado de los genes de otros virus del
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genogrupo 1. Al analizar la evolucién a nivel de aminoacidos de la region
codificante de las G3 paraguayas junto con cepas de otros paises, se pudo
observar que la mayor parte de las cepas humanas circulantes en un periodo
de 40 afios acumuld sélo un 6% de substituciones. Las muestras analizadas
en este trabajo fueron colectadas desde 1998 y el genotipo G3 fue detectado
por primera vez en el 2008, lo que implica un periodo de al menos diez anos de
ausencia en esta poblacion.

6- Al mismo tiempo que G3P[8] circularon con menor frecuencia rotavirus
del genogrupo 3 de genotipo G3P[9] y G12P[9]. Los genes de las mismas
agruparon con cepas de origen animal y a pesar de presentar los mismos
genotipos en 10 genes, la filogenia de los mismos agrupd a los genes de cada
cepa por separado. Esto lleva a concluir que no ocurri6 un evento de
reordenamiento entre ellas o con la G3 humana. Al analizar los cambios en los
modelos de las proteinas VP7, VP4 y VP6, se observd que la mitad de las
substituciones en la proteina VP6 de las cepas 13 (genogrupo 3) respecto a las
humanas |1 ocurrieron dentro de la regién de contacto con VP7 y VP4. Ademas
las VP4 P[9] presentaron 5 cambios en residuos que interaccionan con VPG6.
Estas diferencias estructurales podrian ser uno de los factores en la restriccion
de reordenamientos entre estas cepas co-circulantes. La proteina VP7
presentd solo una substitucion en un residuo que interacciona con VPG, lo que
concuerda con el grado de conservacion intragenotipica observada para VP7 y
soporta lo encontrado en otros estudios (22, 37) donde se sugiere a VP6 como

principal determinante de compatibilidad estructural.
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7- Los resultados de presentados en este trabajo muestran que dentro de
un genotipo de VP7 la variacion antigénica a través del tiempo es minima y que
el cambio en la predominancia de un genotipo es el producto de la
introduccion de una constelacién génica nueva (Figura 50).

8- Anteriormente, se demostré que la introduccidon de un nuevo genotipo de
VP7 ampliaba el rango etareo donde se concentraba la mayor cantidad de

casos de gastroenteritis aguda por rotavirus (56) como se muestra en la Figura
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Figura 50. Virus con nuevas constelaciones génicas circulantes en Asuncién de
1998 a 2009. En la parte superior se representan la constelacion de los virus que
predominaron ese ano. El genotipo se indica segun color. Las tonalidades fucsia
representan variantes de G9. Tonalidades celestes representan variantes de G1.

En este trabajo se demostré que esto es producto de la introducciéon de una
constelacion completamente nueva a la poblacion. Esta nueva constelacion

puede tratarse de cepas como G2 y G3 que dejaron de circular por un periodo
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prolongado de tiempo y a pesar de que no variaron a través del tiempo,
reaparecen cuando vuelven a encontrar una poblacién susceptible. Por otro
lado, los genotipos G1 y G9 que circularon de forma casi continua en el periodo
de estudio, introdujeron variantes genéticas (pero no antigénicas) que
predominaron sobre otros virus presentes y a diferencia de los demas
genotipos, G9 predominoé de forma ciclica en periodos de tiempo mas cortos (4
afos) en comparacion a los demas genotipos. Esta diferencia podria deberse
por un lado a ventajas replicativas que pudieran conferir estas variaciones, asi
como a diferencias en la respuesta inmune inducida por un genotipo

determinado.
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Figura 51. Cambios en la distribucién de grupos etareos en casos de infeccion
por rotavirus (56).

Sin embargo, no debe perderse de vista, que la introduccién de vacunas puede
ejercer una presion selectiva y dar lugar al aumento de la circulacion de cepas

atipicas y/o eventos de reordenamiento donde puedan surgir variantes con alta
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capacidad replicativa.
Los datos de prevalencia obtenidos en nuestro grupo, muestran una marcada
tendencia de disminucion de casos de rotavirus en nifios menores de 5 afos

luego de la introduccion de la vacuna en nuestro pais (Figura 52).
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Figura 52. Frecuencia de casos de rotavirus en nifios menores de 5 afos. Los
porcentajes estan basados en casos en la poblacion del mayor hospital infantil de la
ciudad de Asuncion.

En 2015 observamos un aumento de casos respecto a los afos post-
vacunales. Durante este afio, predomind en nuestra poblacion, una cepa que
presentaba una conjunto de eventos evolutivos: un genotipo G3 de origen
animal, en combinacién con una P[8] humana, acompafados de un genoma del
tipo DS-1-like (Martinez 2017 no publicado). Esta cepa fue reportada ademas

como causante de brotes de rotavirus en diferentes paises como Australia y
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Brasil, ademas de paises de Asia y Europa.

La vigilancia de la circulacién de determinados genotipos en una poblacién a
través del tiempo, puede contribuir a establecer modelos predictivos sobre
impacto de programas de vacunacion y entender acerca de la dinamica

evolutiva de patdégenos multigenotipo.
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