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Resumen

Los astrovirus son agentes virales enteropatdgenicos que infectan mamiferos y aves,
son agentes que producen principalmente diarrea y en algunos casos producen
sintomas asociados como fiebre, vémito, dolor abdominal y dolor de cabeza. Por otra
parte, su presencia ha sido reportada en los enterocitos que se localizan en la zona
apical de las vellosidades del intestino delgado, sin embargo, en estudios mas
recientes se han determinado asociaciones extra-intestinales en humanos, visones,
ganado bovino y recientemente en porcinos. Por otro lado, la produccion de estados

de viremia ha sido reportada en lechones y humanos.

Teniendo en cuenta que hasta la fecha no se tiene establecido un modelo animal para
el estudio de la patogénesis de astrovirus, en este trabajo se planted utilizar al cerdo
convencional como modelo experimental para determinar el organotropismo y algunos
sintomas asociados a la infeccibn experimental por astrovirus utilizando la cepa
PUJP5 (PoAstV/PUJPS). De este modo, se determind la presencia del virus en heces
y muestras de tejido tanto intestinal como extra-intestinal. De igual manera, se
analizaron datos colectados a partir del monitoreo de peso y temperatura corporal, y

otras observaciones de los animales incluidos en el estudio.

Los resultados mostraron que el sitio de infeccion preferencial del astrovirus
PoAstV/PUJP5 esta ubicado en yeyuno, ileon y colon; aunque también se encontré su
presencia incipiente en ganglio mesentérico de los cerdos inoculados, indicando que

el organotropismo de este virus es el sistema entérico.

Palabras Clave: Astrovirus porcino, patogénesis, PoAstV/PUJPS5.



Abstract

Astroviruses are enteropathogenic viral agents that infect mammals and birds. This
virus produces diarrhea and in some cases other symptoms associated such as fever,
vomiting, abdominal pain and headache can be found. Moreover, their presence has
been reported mainly in enterocytes of the small intestine, however, more recent
studies have determined extraintestinal infections in humans, minks, cattle and

recently in pigs. The production of viremia it has been reported in pigs and humans.

Based on the lack of a reproducible animal model to study the pathogenesis of
astrovirus, in this work we used the conventional pig as a possible experimental model
in order to determine the early astroviral tropism and some symptoms associated with
infection. Thus, astrovirus PUJP5 strain was used to infect weaning pigs for five day
and then their presence was evaluated in feces, sera and intestinal and extra-intestinal
tissues samples. In addition, data from body weight, rectal temperature and other

behavioral observations were collected.
The results showed that the preferential site of PoAstV / PUJP5S infection is located in
jejunum, ileum and colon; although it was also determined its incipient presence in the

mesenteric ganglion.

Key words: Porcine astrovirus, patogenesis, PoAstV/PUJPS5.
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1. Introducciodn

Los Astovirus (AstVs) son virus que poseen forma de estrella han sido descritos en
mamiferos y en aves, pertenecen a la familia Astroviridae, son virus sin cubierta con un
RNA de cadena sencilla de sentido positivo con una longitud de 6.4 a 7.9 kb, su genoma
contiene 3 marcos abiertos de lectura (ORF: Open Reading Frames) denominados ORF1A,
ORF1By ORF2 ().

Este virus esta relacionado con gastroenteritis de origen viral en mamiferos (humanos,
cerdos, ovejas, ciervos, visones, bovinos, entre otros) y también en aves (pollos, patos y
pavos), actualmente astrovirus es el tercer agente causante de gastroenteritis viral después
de rotavirus y norovirus (1-3); en humanos, se han descrito con prevalencia y relevancia en
la poblacion infantil, ancianos, adultos que se encuentran en guarniciones militares y en
personas que tienen comprometido su sistema inmune. EIl principal sintoma que se
produce en la infeccibn con AstVs es la diarrea, y en algunos casos vomito, dolor
abdominal, dolor de cabeza, fiebre y anorexia (4,5). Algunas evidencias han mostrado que
los enterocitos del intestino delgado son los blancos de la infeccion de astrovirus, pero
hallazgos recientes sugieren que no son el Unico, ya que se han encontrado también en
macrofagos de la lamina propia, células gliales y otros tejidos extra intestinales tanto en
humanos como en animales, ademas parece que en algunos individuos animales o
humanos la infeccién es asintomatica. Es importante destacar que hasta el momento no
existe un modelo animal en el que se haya podido evaluar de manera concluyente la
patogénesis de astrovirus en mamiferos, es por esta razén que se pretende en este
estudio, dar una aproximacion al modelo de patogénesis usando al cerdo convencional

infectados experimentalmente.
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Justificacion

La familia Astroviridae agrupa cepas que infectan tanto humanos como distintos animales.
Desde su descubrimiento en 1975, la percepcion de la relevancia de los astrovirus en la
salud publica se ha incrementado con el descubrimiento de nuevas cepas aisladas de
humanos que tienen similitud con cepas animales, algunas de estas asociadas a
gastroenteritis virales y otras a enfermedades del sistema nervioso. Asimismo, se
desconocen todos los efectos que causan los astrovirus sobre los hospederos susceptibles,
aungue se han hecho acercamientos al conocimiento de estos en ovejas y en pavos, pero

no se ha establecido un modelo in vivo de estudio.

Conocer las células susceptibles de infeccion astroviral y los efectos que produce a nivel
sistémico, constituira un notable avance que permitira, en caso de ser necesario, definir el
manejo adecuado de los infectados. Ante esta clara necesidad, proponer nuevos modelos
animales de estudio para conocer la patogénesis de los astrovirus contribuye

significativamente al cierre de esta brecha de conocimiento.

Por ultimo, es necesario tener en cuenta que, para la realizacion de esta clase de trabajos,
es necesario tener un conocimiento basico sobre la cepa viral a utilizar. La cepa
PoAstV/PUJP5, fue aislada a partir de un lechon lactante y en sus analisis filogenéticos, se
encontré que presentaba una estrecha relacion filogenénetica con los astrovirus tipo 1
porcino y cierta cercania con los astrovirus humanos clasicos asociados a diarrea (6),
razon por la cual ésta representa un modelo de infeccion relevante que podria sugerir los

comportamientos patogénicos astrovirales de las infecciones humanas.
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Problema cientifico

Aunque los astrovirus fueron descubiertos hace ya 40 afios, en 1975 identificandose por
primera vez como agentes infecciosos causantes de gastroenteritis viral (7,8) . En esa
época se determind que su prevalencia era baja, y que la sintomatologia después de la
infeccion era escasa ya que los individuos infectados con este virus no manifiestan
sintomas comunes a esta clase de infecciones virales como por ejemplo las producidas por
rotavirus (9-11). Aunque en la mayoria de los casos las infecciones con astrovirus son
leves, en algunos la infeccion requiere de manejo intrahospitalario y en otros, se han

encontrado de manera frecuente en infecciones nosocomiales (12,13).

Posteriormente la epidemiologia molecular se encargé del disefio de novedosos y sensibles
sistemas de diagnostico con los que hoy en dia se consideran al astrovirus como la tercera
causa importante de gastroenteritis no bacteriana en la poblacion infantil, adultos mayores y

personas inmunocomprometidas, después de rotavirus y norovirus (14).

Se ha tratado de profundizar en el conocimiento de su patogénesis y epidemiologia, pero
hasta el momento no se ha establecido un modelo animal con el que se puedan describir
los efectos que produce la infeccion por astrovirus. Los estudios reportados hasta el
momento describen que este virus puede infectar corderos, terneros y pavos, en cada uno
de estos sistemas de modelos, la replicacion del virus se ha demostrado en el intestino
delgado, aunque el patron exacto de la infeccion y las manifestaciones clinicas de la misma

difiere entre los animales (1).

Por ejemplo En coderos gnotobidticos, se les administré una cepa a partir de un brote de
AstV ovino que les produjo diarrea moderada por infeccion de los enterocitos maduros en
dos tercios de la regién apical de las vellosidades y macréfagos sub epiteliales del intestino,
seguido por una atrofia de las vellosidades e hipertrofia criptica. Los corderos desarrollaron
la diarrea al segundo o cuarto dia, expulsando virus desde el segundo dia hasta el noveno
después de la inoculacion (15). En bovinos, la replicaciéon del virus fue identificada entre los
dias 1 a 3 post infeccion y se localiz6 en la superficie de los enterocitos. Adicionalmente, se
observaron lesiones en las que los enterocitos pasaron de planos a cuboides (16,17). En
experimentos realizados con pavos infectados con astrovirus de pavo tipo 2 (TAstV2), se

detecto el virus a las 24 horas postinfeccion en la zona apical de las vellosidades del
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intestino delgado y se correlaciond con la produccién de necrosis. Si bien la replicacion
estuvo limitada al intestino delgado, TAstV-2 fue aislado de la bursa, timo, higado, rifidn,

musculo esquelético, pancreas y plasma (18).

Los mecanismos involucrados en la produccion de diarrea asociada a los astrovirus, no han
sido dilucidados. Experimentos in vitro han sugerido que para que se produzca la diarrea
aguda no es Unicamente necesario el desprendimiento de los enterocitos apicales, si no
también son necesarios efectos celulares como la disrupcion y reorganizacion de la

ocludina y modulacion de la permeabilidad epitelial (19-22).

Por otro lado los astrovirus que infectan cerdos, se han estudiado de manera escasa. Se
conocen aspectos basicos de su estructura, arquitectura genémica, taxonomia, y han sido
igualmente asociados con la produccion de diarrea en cerdos jovenes y recientemente
fueron asociados con la produccion de temblores congénitos en lechones recién nacidos
(23,24). En el afio 2011, la cepa de cerdo PUJP5 (PoAstV/PUJP5) (6) fue aislada de una
muestra de diarrea de un lechén menor de 20 dias de nacido y luego se adapté a cultivo
celular en células embrionarias de riidn de cerdo (ESK-4) (ATCC-CL184). Las
caracteristicas de cultivo de PoAstV/PUJP5 demostraron que es un virus citopatico y que

tiene una eficiencia replicativa (6,25).

Asimismo el cerdo doméstico (Sus scrofa domesticus) ha demostrado su utilidad como
modelo de infeccién para estudiar la patogénesis de enfermedades bacterianas (Cryptos
poridium parvum, Helicobacter pylori) y virales (Rotavirus y Norovirus). Sin embargo
muchos de los estudios han utilizado animales gnotobioticos (26—30), pero otros han sido
desarrollados en porcinos utilizando cerdos convencionales criados con buenas practicas
agricolas que permiten un Optimo estado sanitario de los animales generando resultados
reproducibles (31-34).

Teniendo en cuenta el desconocimiento existente frente a la patogénesis de los astrovirus,
en el que no se conoce la patogénesis que produce la infeccion, los sintomas asociados y
los cambios que presenta el epitelio intestinal; este trabajo pretendié realizar un
acercamiento a la utilidad de un modelo animal, a través de la identificacion de algunos
efectos tempranos patogénicos como el organotropismo intestinal y extra-intestinal y otras

valoraciones adicionales (temperatura y peso corporal, aparicibn de comportamientos y
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sintomas) asociados a la posible enfermedad producida por la infeccion experimental de

lechones convencionales destetos con la cepa PoAstV/PUJPS5.

Pregunta de investigacion:

¢ Es posible conocer eventos patogénicos tempranos asociados a la infeccién experimental

con astrovirus usando al cerdo doméstico convencional como modelo?.
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2. Marco Teoérico

2.1. Generalidades de los Astrovirus

Los astrovirus (AstV), pertenecen a la familia Astroviridae, la cual agrupa tanto virus
humanos como animales, incluyendo mamiferos y aves. Son virus con apariencia de
estrella de simetria icosaédrica con un RNA monocatenario de polaridad positiva (+)
ssRNA, una longitud de 6.4 a 7.9 kb, organizado en 3 marcos abiertos de lectura ORFs,
(Open Reading Frames) ORFla, ORF1lb, ORF2 y un marco solapado entre ORFlb y 2
denominado ORFX. (3,35-38).

2.1.1. Aspectos historicos

Appleton y Higgins identificaron en 1975, por primera vez a astrovirus (AstV) como el
agente infeccioso que caus6 un brote de diarrea y vémitos en una sala de maternidad en el
sur de inglaterra (8). Al analizar las muestras de materia fecal por medio de microscopia
electronica reportaron la existencia de unas particulas viricas diferentes morfolégicamente
de rotavirus y calicivirus, virus que también son enteropatdégenos asociados a enfermedad
diarreica aguda. (3,8). En este mismo afio, Madeley y Cosgrove en Glasgow dieron a
conocer el término astrovirus (del griego “astron”) tras visualizar, por medio de microscopia
electrénica con tincibn negativa , unos virus icosaédricos de pequefio tamafio y con
apariencia de estrella en muestras diarreicas de nifios hospitalizados y recién nacidos con

gastroenteritis (3,7).

Lee y Kurtz lograron aislar, adaptar y propagar con éxito en el afio 1981 una cepa de
astrovirus humano (HAstV) en un cultivo de células HEK (células embrionarias de rifion de
humano) y posteriormente, se pudieron identificar cinco serotipos diferentes de astrovirus
humanos (HAstV) en 1984 (3,35,39). Diez afios después se identificaron dos nuevos
serotipos de astrovirus en el Reino Unido (40). Estos descubrimientos dieron paso a
estandarizar un sistema de diagnostico por inmnunoensayo (EIA) de anticuerpos
monoclonales (MAb) que facilitarian su deteccién (3,41,42), demostrando su causalidad

para las gastroenteritis como el segundo agente causal (43—46).
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Los avances técnicos en biologia molecular permitieron el clonaje y la secuenciacion
completa del genoma de astrovirus humano tipo 1 (HAstV-1) (47), y la construccion del
primer clon de DNA complementario (cDNA) del genoma completo de HAstV-1 (48); de
igual forma, se desarrollaron varias técnicas de deteccién de este virus como la reaccion de
retrotranscripcion acoplada a la reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR), la cual ha
tenido una gran influencia, ya que esta técnica se ha consolidado como un ensayo “gold
estadndar” para la deteccion del genoma viral (44,48-52). Desde el afio 2008 la
investigacion en astrovirus se ha intensificado, debido al uso de herramientas de
metagenomica, analisis in silico y variadas herramientas bioinformaticas en estudios de
vigilancia y control a gran escala en humanos. (53-55). Recientemente, la presencia de
AstV fue reportada en el cerebro de visones (54), ademas en un nifio con
agamaglobulinemia ligada al cromosoma X que murié con encefalitis indeterminada (53),
asociada a meninguitis (56) y 4 reportes en los que se encontrd astrovirus en ganado ovino
con encefalitis y ganglioneuritis (57-60) sugiriendo que no solamente pueden producir la

enfermedad gastrointestinal sino también desordenes neurolégicos.

2.1.2. Aspectos morfolégicos y estructurales de astrovirus.

Genoma viral

Teniendo presente que este es un virus de RNA de cadena sencilla, comparte ciertas
propiedades con otros virus que tienen esta misma caracteristica. Sin embargo, por
particularidades encontradas para el astrovirus, no fue posible incluirlo dentro de las otras
dos familias de virus con RNA monocatenarios de polaridad positiva establecidas en 1991
(Picornaviridae y Caliciviridae) persé a sus semejanzas, esto se determiné por medio del
analisis de las proteinas y RNAs sintetizados durante la infeccion de cultivos celulares con
el virus (44,61).

A comienzos de la década del 90 se identific6 que astrovirus tiene un RNA subgendmico,
una sefial de cambio de lectura ribosomal (ribosomal frameshifting RFS) y un motivo de
RNA polimerasa dependiente de RNA, asi como la falta de un dominio helicasa (47,62,63).
Todos estos datos, junto con la disponibilidad de la secuencia completa del genoma (47),

establecieron una organizacion gendémica propia para estos virus; identificando
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principalmente 3 marcos abiertos de lectura, los cuales codifican tanto para proteinas

estructurales como no estructurales (44).

Como particularidad del astrovirus, en el extemo 5 de su genoma, se encuentra el ORF la
y 1b, los cuales codifican para las proteinas no estructurales, siendo estas la proteasa y la
RNA polimerasa dependiente de RNA, respectivamente. Hacia la mitad del genoma hasta
el extremo 3" del mismo, se encuentra el ORF2, que codifica el precursor proteico de la
capside y es comun tanto para el RNA gendmico como para el RNA subgenomico
(47,51,64-66). Las proteinas codificadas por el ORF2 corresponden a las proteinas
estructurales del virus que se traducen inicialmente como una poliproteina la cual es
procesada por proteasas. La expresion de estas proteinas es mediada por la utilizacién de
un RNA sub-gendmico para la sintesis de grandes cantidades de proteinas estructurales; a
diferencia de otros virus RNA de polaridad positiva, astrovirus no presenta un dominio
helicasa, siendo esta una sefial de inicio de la traduccion, pero si consta de una
poliadenilacion en el extremo 3" que actua como sefial reguladora para el fin de su
traduccion. La longitud aproximada de todo el genoma viral se encuentra entre 6 kb y 7.9
kb (1,47,62,67).

Ha sido descrito un nuevo ORF (ORF-X) de entre 91-122 codones dentro del ORF2, que
tiene el coddn de inicio a la altura de 41-50 nucleétidos corriente abajo del codén de inicio
del ORF-2 y una patrén de lectura +1, aunque se desconoce si la proteina putativa que
codifica este segmento se sintetiza en células infectadas, se ha propuesto que la traduccién
de este segmento podria darse a través de un mecanismo de “fugas de barrido” o leaky
scanning (44,68) (Ver Fig. 1.)

i IQCIO i 2q00 i 3q00 ' 4q00 i 5q00 i ﬁqOD , n
w ORFia ORF1b ORF2
CC~TINN CC__ladol o 1
gRNA i3] AAAIA)
VPg —
P AUUUGGAGNGGNGGACCNAANL.s AUGNC
NNW‘CH SQRNA promoler? stern koop motf
@ coiled coil Frameshift signal
coiled cot

B rransmembrane helices sgRNA B 1 Lol AAA(A),

] prolease Conserved Hypervariable

insertion/deletion @ Basic region domain domain

[ RNA potymerase [A] Acid region

Fig. 1. Organizacion gendmica del astrovirus humano, este genoma tiene una longitud aproximada de 6.8 kb,
contiene tres reconocidos marcos abiertos de lectura denominados ORF 1a, 1by 2, ORF-X (Tomado de: King et
al., (2011). Ninth report of the ICTV.
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ORFlay ORFi1Db

La longitud del fragmento correspondiente al ORF1a del genoma de astrovirus es variable,
debido a que en este ORF se encuentra una region de insercion y delecion localizada al
extremo 3"del mismo; por el contrario el ORF1b es un segmento con una longitud estable
de 1600 nucleotidos (38,64).

La proteina codificada por el ORFla (NSP1la) es un polipéptido de 920-935 a.a. En los
analisis de esta secuencia se reveld que tiene cinco a seis motivos transmembranales; por
su parte, el ORF1b codifica para una RNA polimerasa dependiente de RNA con un tamafio
de 515-528 a.a. (69,70).

Entre el ORFla y el 1b de los MAstV (Mamastrovirus) existe un solapamiento que varia
entre 10 y 148 nucledtidos y donde se localiza la sefial para sintetizar la poliproteina
NSPlab a través de un mecanismo de RFS (44,47,71). Esta sefial consta de dos
estructuras fundamentales: una secuencia heptamérica (AAAAAAC), en la que el ribosoma
se desliza para retroceder una posicién y modifica la pauta de lectura, y una secuencia rica
en GC constituida por una repeticion invertida de 7  nucleétidos
(GGGCCCCAGAAGACCAAGGGGCCC), que genera una estructura en forma de bucle
(44,47).

ORE2

El ORF2 es la secuencia mas variable del genoma de astrovirus porque alli se codifican los
polipéptidos estructurales. Su tamafio se modifica dependiendo de la cepa viral y el
hospedero, partiendo de la secuencia de nucle6tidos asociados a esta region, la cual puede
tener tamafos distintos por inserciones o deleciones lo que puede cambiar la proteina final,
dando como resultado, la presencia de diferentes serotipos virales (70,72). Hasta el
momento, se tiene como referencia los estudios de HAstV donde se reporta una proteina

aproximada de 782-796 aminoécidos (1,70).

Ahora bien, se ha demostrado un alto grado de conservacion hasta el amino&cido 415 del

extremo N-terminal de las poliproteinas de la capside de cepas de astrovirus humanos de
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diferentes serotipos que se traducen del ORF2 (70,72,73). A partir de este residuo, se han
encontrado dos pequefias regiones hipervariables en las que se puede presentar el

reconocimiento del RNA viral durante el ensamblaje de la particula (74).

Por ultimo, la region hipervariable carboxi-terminal (corriente abajo del residuo 415) forma
las puntas del virion y participa en las interacciones tempranas del virus con su receptor en
la célula hospedera, mientras que la region conservada amino-terminal de la proteina de la

capside contribuye al ensamblaje de la capa interna de la misma (70,75).

Morfologia y arquitectura genémica

Con relacion a la morfologia de las particulas virales se tiene claro que son virus pequefios
de un tamafio aproximado de 28 a 30 nm, sin cubierta, con simetria icosaédrica (3,44,69).
Su nombre es otorgado debido a que al visualizarlo por microscopia electronica presenta
una morfologia similar al de una estrella de 5 6 6 puntas (Ver Fig. 2) (3,69,76). Las
particulas de astrovirus pueden aumentar su tamafio hasta 41 nm con un tratamiento a pH
10, en el que se evidencian espiculas protuberantes y bien definidas en su superficie y
aparece la tipica morfologia estrellada con agujeros triangulares, constatada por analisis
detallados de ultraestructura de los astrovirus como lo planteado por Risco y colaboradores,
en 1995 (76,77) (ver Fig. 2.).

Fig. 2. Microscopia electronica de la particula viral visualizada a partir de cultivo celular. Tomado de: (79)

Por medio de estudios de crioelectromicroscopia realizados al astrovirus humano tipo 1
(HAstV-1), se pudo determinar su ultra estructura tridimensional donde se plantea que las
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particulas de HAstV-1 tienen una cépside central de 330 A 6 33 nm de diametro con 30
espiculas diméricas que se extienden 50 A 6 5nm desde la superficie de la céapside
obteniéndose un tamafio total de la particula virica de 43 nm (74,76,78). Esto mismo fue
comprobado con otros estudios realizados a HAstV-2 donde evidenciaron que el virion
posee dos capas proteicas, una externa formada por VP26 asociada con las espiculas
virales y una capa interna, que forma una superficie continua e integrada mayoritariamente
por las proteinas VP32, lo que se puede observar en la figura 3 (77). También, por medio
de estudios similares se ha podido determinar la diferencia entre viriones maduros e
inmaduros, donde se observa que al someter viriones inmaduros al tratamiento con tripsina,
se genera un cambio conformacional de 90 espiculas diméricas a 30, siendo esta es la
forma que se sugiere que puede tener contacto con los receptores celulares (ver Fig. 3y 4.)

(79).

[

Virién inmaduro Virién maduro

B) Reconstruccién tridimensional del HAstV-1. Tomado de: (75).

Fig. 4. Reconstruccion tridimensional desde imagenes de crioelectromicroscopia de las particulas de
astrovirus (izq.) y particulas maduras (derecha), después del procesamiento proteolitico con tripsina.
Tomado de: (44).
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Esto nos lleva a decir, que las proteinas de la capside estan conformadas por las proteinas
VP32, VP29 y VP26 de aproximadamente 90 kDa (61,80).

Los extremos amino-terminales de las proteinas VP26 y VP29 se encuentran a la altura de
los amoniacidos 361 y 394, respectivamente, de acuerdo a los resultados generados por
secuenciacion en la poliproteina de 90kDa (80,81). Las proteinas que forman las espiculas
de la capside (VP29 y VP26) podrian ser importantes en la inmunidad heterotipica, la
neutralizacion y la union del virus a la célula donde tiene tropismo, de acuerdo con los
estudios en los que se han usado anticuerpos monoclonales frente a astrovirus humano
(80-82); en especial la VP26 tiene a cargo la variacién antigénica entre los diferentes
serotipos (65,80).

Los estudios disefiados con anticuerpos policlonales revelan que la proteina VP34 se
encuentra en la region conservada de la poliproteina estructural y tiene epitopos
conservados para todos los serotipos, en cambio, las proteinas VP25/26, y VP27/29,
ubicados en la region variable, tienen epitopos especificos de serotipo y se encuentran en
la superficie del virion, direccionando el tropismo especifico celular de este (41,44,77,82).

A modo de resumen, las caracteristicas principales de astrovirus se detallan en la Tabla 1.

Caracteristica S
del virus Descripcion
e Particulas icosaédricas de 28-43 nm de diametro.
e Sin envuelta lipidica. Genoma sin cubierta
Estructura del e Apariencia de estrella de 5 0 6 puntas al ser observado en el microscopio electronico
Virion en aproximadamente el 10% de los viriones
¢ RNA monocatenario de polaridad positiva de entre 6,4 ~ 7,7 kb y poliadenilado en el
extremo 3’
e Organizacién gendmica en tres ORFs: ORFla y ORF1b ubicado en el extremo 5
Genoma codifica para proteinas no estructurales; proteasas y RdRp y ORF2 ubicado en el
extremo 3"codifica para proteinas estructurales, capside.
e Presencia de una sefal de RFS entre ORFla y ORF1b.
¢ Falta de dominio de helicasa.
e Utilizacion de un RNA subgendémico de ~ 2.8 kb para la sintesis de las proteinas
estructurales.
o e El RNA transfectado en células CaCo-2 y BHK-21 es capaz de generar particulas
Replicacion viricas infecciosas.
e Replicacion citoplasmatica.
o Necesidad de utilizar tripsina para su propagacion en cultivo celular.

Tabla 1. Caracteristicas principales de los astrovirus.
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2.1.3. Taxonomiay clasificacion

La clasificacion de los astrovirus se ha generado a partir de varios criterios. En primera
instancia el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) lo clasific6 en 1995 dentro
de una familia nueva (Astroviridae), con posterior subdivision en los géneros Mamastrovirus
(MAstV) y Avastrovirus (AAstV) (44,49,52). Adicional a esto, se les otorgd una clasificacion
por especies virales segun el hospedero infectado, las especies reportadas para astrovirus

se pueden encontrar en la tabla 2. (83).

Sin embargo, la taxonomia de los astrovirus se modifico desde el afio 2008, debido a que
se ha incrementado el descubrimiento de nuevos AstVs tanto en mamiferos como en aves.
Los astrovirus son muy diversos genéticamente y con un grupo muy heterogéneo de
especies hospedadoras, ademas, hay que sumar el hecho que una misma especie animal
puede ser infectada por AstV distintos genéticamente, haciendo que estos no sean
especificos para una especie; un ejemplo de esto es lo evidenciado con el AstV de gatos
gue puede infectar guepardos (84), o el caso del virus de la nefritis aviar (ANV) que infecta
a pollos y pavos (44,85). Teniendo en cuenta estos antecedentes el grupo de estudios de
los astrovirus establecio en 2010 un nuevo criterio de clasificacion basado, no solamente en
la especie hospedadora, sino también en las diferencias filogenéticas (44,76,83) (ver Tabla.
2)).



Hospederos Especie AstV

REEIGEHMES

HAstV
8 Serotipos clasicos
(Genotipos).
Humanos HAstV1-8. MLBI1- (35,49,53,86-90)
MLB2. HAstVVAL-
VA4
HMO-A. y HAstV-PS
Ovejas OAstV (92), (92)
BoAstV-
BoAstVNeuroS1
Vacas BoAstV CH13 B18- (57-59,93)
B76-B170
Cerdos *PoAstV 5 serotipos (94), (24,95)
8 Perros CaAstV (96),
% Gatos *EAstV (97)
LL Ciervos rojos (98)
<§,: Ratones MAstV (99)
= Murciélagos *BatAstV (100),(100,101)
Guepardos **EAStV (84)
. CslAstV
Leones marinos Genotipo. 1-2 (102), (102)
Ratas RatAstV (103),
Corzos CcAstV (104)
Visones MinkAstV-SMSAstV (54)
Conejos RabAstV (105)
Leon marinode | cgagpy 1, -2, -3 (102)
California
Ledn matino de SslAsty-L (102
Delfines BdAstV-1 (102)
Pollos CAstV - AVN (85)
Pavos TAstV-1y 2 (106)(107)
& = T;.atos - (DAstV-1y 2) (108)
2 | S
(Pi-ANV, WPiAstV,
Palomas FPIASLY) (110)
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Tabla 2. Especies de astrovirus reportadas segun el hospedero.

Con los nuevos descubrimientos desde la biologia molecular, han permitido ampliar la
clasificacion de los AstVs en especies genotipo, nombradas con nameros arabigos, segun
la especie hospedadora de origen y el analisis genético de la secuencia completa del

ORF2. Asi entonces, son reconocidos 10 genotipos para AAstV y 38 genotipos para MAstV,
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incluyendo los 8 serotipos de HAstV clasicos (76,111). Los HAstV son reconocidos por
anticuerpos policlonales especificos, entre ellos, se destaca (HAstV-1) porque es el serotipo
gue predomina en casos de gastroenteritis viral. En algunos paises subdesarrollados se ha

encontrado también la presencia de los serotipos 2, 3y 4 (38,76,111).

Gracias a la secuenciacién se logro hacer estudios de otro nivel como la metagenémica y
se pudo descubrir cepas de astrovirus que poseen un tropismo alterno al sistema entérico,
produciendo una bifurcacién en la taxonomia de los astrovirus y generandose asi el grupo
de los astrovirus divergentes o atipicos (1,57,88) debido a su presencia en tejidos del
sistema nervioso central (SNC) de bovinos, visones y humanos (23,53,54,57).

También se han estudiado muestras de heces de gran cantidad de mamiferos y aves en las
gue se ha encontrado el genoma viral de astrovirus y se han realizado ensayos de
inoculacion de astrovirus en corderos gnotobioticos, pavos y teneros gnotobioticos
(15,37,112), obteniéndose resultados relevantes con relacion a la presentacion de la
patogénesis, pero se consideran alin modelos no reproducibles, con excepcion del modelo

del pavo.

2.2. Ciclo replicativo

La propagacion de los astrovirus en cultivo celular ha caracterizado parcialmente, su ciclo
replicativo (113). En el inicio de la infeccién, el astrovirus maduro con su proteina viral
VP70 pasa por un proceso de escision proteolitica, dada la interacciébn con tripsina
pancreatica en el duodeno permitiendo obtener VP25/26, VP27/29 y VP34, incrementando

la infectividad y adherencia del virus en las células intestinales (3,61,86,114-118).

Posterior a su proceso proteolitico, el astrovirus entra en contacto con su hospedero y una
vez ha llegado a su célula blanco, este se adhiere a su receptor con un tiempo promedio de
10 minutos. Un estudio realizado en células HEK-293 infectadas con HAstV-1 demostro la
presencia de viriones en vesiculas recubiertas, sugiriendo que el mecanismo de entrada del
virus podria ser por endocitosis mediada por clatrina (119). Luego, se activa la ruta de
sefializacion, mediada por las MAP quinasas y mensajeros secundarios como la ERK1 y 2
(1,120).
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El mecanismo por el cual se libera el genoma de AstV de las vesiculas en el citoplasma
para su traduccién es desconocido, sin embargo, en células CaCo-2 infectadas con HAstV-
8 se ha observado que la liberacion del genoma de astrovirus se presenta por accion de
enzimas lisosomales sobre el endosoma y su posterior acidificacion, liberandose el
contenido genético viral en un proceso denominado descapsidacion, el cual transcurre en

un tiempo estimado de 130 minutos (1,3,79).

Cuando el genoma viral es liberado, se inicia el proceso de traduccion temprana de las
poliproteinas no estructurales NSPla (~102 kDa) y NSPlab (~160 kDa) a nivel
citoplasmaético (66,74,121-123). La proteina NSP1ab sufre un proceso proteolitico por la
serina proteasa viral, que da origen a la RNA polimerasa viral (NSP1b) de 57 kDa. Por otra
parte, la proteina NSP1a también se procesa originando varias proteinas maduras las que
se proponen que pueden estar asociadas al complejo de replicacion viral, hay que aclarar
gue si bien el mecanismo no esta completamente descrito, es posible que proteasas
celulares también se encuentren involucradas en esta parte del ciclo replicativo (1,74). El
procesamiento proteolitico que tienen las poliproteinas no estructurales da origen a
proteinas mas pequefas de las que se desconoce con certeza el nimero total de proteinas

resultantes derivadas en este proceso (111).

Los procesos de traduccién y replicacibn no se conocen al detalle, sin embargo, la
informacion disponible acerca de otros virus (+) ssRNA hace suponer que en AstV la
replicaciéon del genoma se da de manera similar (44,124). Se asume, entonces, que
después de la traduccion del RNA gendmico y el procesamiento de las proteinas no
estructurales se forma un complejo de replicacion viral que utiliza como molde el RNA
gendmico para la sintesis de RNA de cadena negativa (antigenomico), la cual sera usada
nuevamente como molde para obtener el RNA de polaridad positiva que hara parte de la
progenie viral (1).

La replicacion del genoma viral se ha planteado como una situacion que se da en relacién
con membranas intracelulares, muy posiblemente, en asociacion a la membrana del reticulo
endoplasmatico (RE). Donde hay la formacién de un complejo de replicacion al interior del
RE que va a permitir la produccion de las proteinas estructurales a partir del RNA

subgenomico para futura maduracion de las nuevas particulas virales. En este complejo de
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replicacidn, se sugiere que estan involucradas varias proteinas no estructurales como la
RNA polimerasa viral, las proteasas y la NSP1a/4 como también la participacion del RNA

viral mediado por interacciones de RNA - proteinas (44,69,125).

Los procesos de sintesis de las proteinas estructurales de la particula viral inician con la
traduccion de la poliproteina estructural de 87-90 kDa codificada en el ORF2, el cual puede
estar asociado con la presencia y participacion de una proteina Vpg que actla como una
sefial de inicio para la traduccion puntual de esta regién del genoma, y asi, poder ser
reconocida por los ribosomas asociados a RE (44,67,126,127).

Para el proceso de ensamblaje y maduracion de las nuevas particulas virales se han
abordado diferentes propuestas sobre cual es el procesamiento proteolitico exacto que
sufre la poliproteina estructural de 87-90 kDa. Algunos autores afirman que no hay un
procesamiento intracelular de esta proteina (61,74,117); sin embargo, el argumento mas
aceptado en la actualidad es que la poliproteina de 87-90 kDa sufre un primer
procesamiento proteolitico posiblemente mediado por las caspasas 1,4,5, las cuales tienen
un rol de maduracion de citoquinas en la célula; donde se sugiere que astrovirus aprovecha
este mecanismo para clivar la VP87-90 con el fin de liberar viriones inmaduros con proteina
VP70 listos para salir al espacio extracelular. Se propone que la salida del virus puede
darse por una posible alteracion proteolitica en las estructuras celulares, accién dada por el
extremo C-Terminal de las caspasas 3, 6 y 7 que permiten la liberacién de los viriones al
medio extracelular y no por una via clasica de lisis celular, como podria pasar en virus como
rotavirus (1,86,114,128-131). A continuacién se observa un digrama representativo del

ciclo viral del astrovirus propuesto por Mendez y colaboradores, en el 2013. (ver Fig. 5.).
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Fig. 5. Esquema del ciclo replicativo de Astrovirus. Tomado de (1)

2.3. Gastroenteritis aguda asociada a astrovirus

2.3.1. Gastroenteritis

La gastroenteritis aguda (GEA) es una de las enfermedades mas comunes en el humano
(132), la cual se considera de gran importancia, ya que causa altas tasas de morbilidad
sobre todo en nifios a nivel mundial. Anualmente se reportan mas de 700 millones de casos

de diarrea aguda en niflos menores de 5 afios que se relacionan con GEA (11,80).

La enfermedad puede ser de etiologia infecciosa o no infecciosa, dentro de la etiologia
infecciosa se encuentran microorganismos como las bacterias, los protozoos y en mayor
porcentaje los virus llevando a tasas mas altas de prevalencia. La vigilancia molecular de la
gastroenterirtis viral ha revelado que los astrovirus (HAstV) son unos de los agentes virales

mas importantes que producen la diarrea aguda después de rotavirus y norovirus. (1).

La GEA est4 catalogada como la quinta causa de mortalidad infantil de nifilos menores de
cinco afos, esta enfermedad esta asociada con enfermedades de transmision alimentaria, y
ocasionan la muerte de 125.000 nifios cada afio segun reportes de la organizacién mundial
de la salud (14). La mayoria de casos se presentan en los paises en vias de desarrollo
(133-135).

El curso de la enfermedad puede darse con nauseas, vomito, diarrea (pérdida de agua y
electrolitos y disminucidon en la consistencia de las heces), malestar, dolor abdominal,
cefalea y fiebre. Se transmite fundamentalmente de forma oro-fecal, por contacto directo

con personas infectadas con higiene deficiente, aguas o alimentos contaminados, aunque
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también se pueden transmitir por medio de la formacion de aerosoles con las particulas

virales como es el caso de adenovirus (4).

2.3.2. Transmision de Astrovirus

La transmision de las cepas de astrovirus se presenta principalmente por la via oro-fecal
(Bosch, 2007; Myrmel, 2008). La excrecion de virus infecciosos en las heces de individuos
portadores puede llegar a contaminar las fuentes hidricas. Las particulas infecciosas de
astrovirus humano se detectaron en el agua proveniente de un area que reporté un brote de
gastroenteritis concurrente (70,136). También se ha encontrado en los alimentos, pues
muchos de los brotes de gastroenteritis por astrovirus reportados en la literatura fueron
adquiridos a través de alimentos contaminados (52,63,137), o lugares con grandes
concentraciones de personas (centros de cuidado, hospitales, guarderias, escuelas y
cuarteles militares) en las que astrovirus fue transmitido por el contacto con superficies
contaminadas (70,138,139). Otra via sugerida es la transmision por cirugia abdominal
(ileostomia y colostomia), o trasplantes entre otros (4).

Adicionalmente, astrovirus es estable en el medio ambiente por largos periodos de tiempo
hasta que ingresa al tracto digestivo de otro individuo en el que genera una nueva infeccién
(3,138), soporta pH &cidos, agua de mar, temperaturas extremas como los 60°C,

condiciones que no afectan la capacidad de infeccién del virus (1).

Se han realizado estudios en humanos adultos voluntarios que han permitido caracterizar y
concluir que las infecciones por astrovirus humano son de patogenicidad leve en esta
poblacion, estos individuos desarrollan una respuesta serolégica frente al virus que hace
gue pocos desarrollen una sintomatologia grave (3,40,87), debido a esto puede que
muchos individuos infectados sean vectores inconscientes de transmision del virus hacia
los nifios, quienes son la poblacién mas susceptible, desencadenando brotes epidémicos
con sintomatologia variable que ocasionalmente son graves. También se conoce que se
encuentra ampliamente distribuido en el mundo y pueden llegar a co-infectar con otros virus
(44,140) (ver Fig. 6.).
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Fig. 6. Posibles vias de transmision ambiental de astrovirus humanos. Tomado de: (1)

2.3.3. Sintomatologia producida tras la infeccion por Astrovirus

La enfermedad producida por astrovirus puede durar de 1-4 dias con un periodo de
incubacién de 24-36 horas y se piensa que puede estar involucrado entre un 2.5% a un
10% de los casos esporadicos de diarrea no bacteriana. Los nifios menores de 5 afos,
ancianos y pacientes inmunocomprometidos se consideran las poblaciones mas
susceptibles de infeccién las cuales desarrollan una sintomatologia particular de la
gastroenterotis; por el contrario, la infeccion en adultos suele ser asintoméatica (22,141).
Normalmente, los sintomas clinicos de la infeccion estan presentes en el segundo y cuarto
dia, dando origen a una diarrea acuosa y a la visualizacién de los sintomas previamente
mencionados (1,4,5,70,142).

La excrecion de heces con astrovirus puede durar hasta 2 semanas, en pacientes
inmunodeprimidos pueden aumentarse los sintomas al igual que el periodo de excrecion de
la cepa viral. Los casos producidos por el astrovirus humano serotipo 3 (HAstV-3) suelen
ser mas graves con sintomatologia asociada a fiebre malestar general y en algunos casos
vomito (1,4,5,76).

2.3.4. Epidemiologia de Astrovirus
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En el seguimiento de la enfermedad causada por astrovirus, se ha visto sobre todo en los
humanos, debido al impacto que tiene este agente viral en la poblacion infantil. En la
mayoria de los animales la infeccion por el virus puede pasar desapercibida, lo que hace

dificil un seguimiento epidemiol6gico para cada una de las especies.

Las infecciones por astrovirus se han determinado mundialmente (143), con mayores tasas
de morbilidad en nifios, aunque también se han evidenciado en adultos (43,144-147). Pese
a que en la mayoria de los casos estas infecciones son leves, en algunos casos la infeccién
requiere de manejo intrahospitalario y otros, se ha encontrado de manera frecuente en

infecciones nosocomiales (12,13).

Si bien los cuadros sintomaticos producidos por astrovirus son leves, estos han sido
responsables de numerosos brotes de gastroenteritis en colegios (44,46), guarniciones
militares (115), hogares geriatricos (144), guarderias (148) e individuos inmunosuprimidos
en los que la sintomatologia incrementa su severidad (66,149-154); ademas, se ha

verificado la diseminacion del virus a otros tejidos diferentes al epitelio intestinal (53,142).

En estudios epidemiolégicos se ha demostrado que la incidencia de gastroenteritis causada
por astrovirus oscila entre el 2.5% y el 10% a nivel mundial, aunque se han documentado
tasas mas altas, hasta del 61% en funcién de la regién estudiada. Por otra parte, la media
anual esta alrededor del 11% con incidencias entre el 23% y el 7% en zonas rurales y

urbanas, respectivamente.

También existen diferencias dependiendo del grado de desarrollo de los paises donde se
ha encontrado el virus. Si bien su incidencia en los paises desarrollados se considera
importante y con altas tasas de prevalencia en estaciones invernales, al compararlo con
paises en via de desarrollo se observa que la media anual es inferior en el primer grupo,
donde en los paises en via de desarrollo puede alcanzar una prevalencia de hasta un 26%
en temporadas de lluvias, llevando a un mayor nimero de casos de gastroenteritis aguda
(111,132,155-161).

Las coinfecciones de astrovirus con algun otro patdégeno, como rotavirus y norovirus o

agentes bacterianos como E. coli, se han descrito con frecuencia (3,154,156,162).
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También, aunque en menor medida, se han presentado casos con coinfeccion de distintos

serotipos en el mismo paciente (51,163-166).

En Colombia, astrovirus se encontré en varios lugares como Bogota D.C., con una
prevalencia del 4.7%, Cartagena 2.9%, Facatativa 2.7% y Quibd6 1.3%, y la poblacion
afectada fueron los menores entre 2 y 7 afios de edad. El estudio desarrollado por Gutiérrez
y colaboradores, en el 2005 concluy6 que estos virus poseen comportamientos endémicos
y que las cepas colombianas no han sufrido cambios evolutivos que les permitan
distanciarse de cepas de otros paises (140); de igual forma, en un estudio desarrollado en
el 2013 en el hospital San Rafael de Tunja, se detectd que la prevalencia de astrovirus
humano en casos de gastroenteritis aguda fue de 3,61% (IC=95%), donde la mayor
proporcion se encontré en pacientes entre los 1 y 4 afios de edad, lo que corroboré que la
poblacién afectada es concordante con lo publicado en estudios internacionales (167).

2.3.5. Patogénesis de Astrovirus

A pesar de que los astrovirus constituyen una causa importante en la produccion de
gastroenteritis infecciosa de origen viral, ain hoy no se conocen a profundidad los
mecanismos de su patogénesis. Lo poco que se sabe es gracias a los resultados de
estudios in vivo de este virus evaluado en ovejas, pavos, terneros, y a partir de una
evidencia en humanos proveniente de una biopsia de intestino de un paciente

inmunosuprimido con gastroenteritis confirmada para AstV (15,18,93,168).

En términos generales, se menciona que tras la infeccibn por astrovirus se ha visto un
acortamiento leve de las vellosidades, con una localizacion de las particulas virales
aproximadamente en la parte apical del epitelio del intestino delgado, con mayor tendencia
a encontrarse en el yeyuno que en el duodeno intestinal. La aparicion de la sintomatologia
puede presentarse entre las 24 y 48 horas post-infeccién. Con esto se podria afirmar que la
correlacion entre la aparicion de la diarrea con la excrecion de virus en heces y la
identificacion de particulas virales en células del epitelio intestinal, sugiere que el ciclo

replicativo del virus tienen lugar en el tejido intestinal de los hospederos (44,169).

En ovinos, el virus infecta los enterocitos maduros de la zona apical de las
microvellosidades conduciendo a una atrofia de estas y a una hipertrofia de las criptas. En

este modelo, los individuos infectados experimentalmente desarrollaron la sintomatologia
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del segundo al cuarto dia de la ingestion del virus y excretaron particulas viricas entre los
dias 2 y 9 post-infeccién (1,44,91,170).

Durante el periodo de infeccion, a nivel celular, se observaron inclusiones
intracitoplasmaticas, vacuolas de mayor tamafio en el citoplasma y degeneracion del
ndcleo; caracteristicas tipicas de un proceso de apoptosis 0 muerte celular programada
(1,15).

En un estudio de la estrcutura del intestino delgado realizado en corderos gnotobioticos se
observaron algunos cambios tras la infeccion con astrovirus ovino ya que al realizar los
andlisis en muestras de tejido de yeyuno e ileon en un periodo comprendido entre 14 y 120
horas post infeccion (h.p.i.) se observo lo siguiente: a las 14 h.p.i. las células que
correspondian a la porcién apical de las vellosidadades del yeyuno e ileon presentaban la
infeccion con particulas virales; entre las 23 y 38 h.p.i. aumenté la cantidad de virus en las
células confinadas a la parte apical de la vellosidad y se evidencié la presencia de
particulas virales hacia la parte media de la misma, observandosé agregados viricos dentro
de vacuolas autofagicas y lisosomas, se observd ademas, células epiteliales degeneradas y
desprendidas de la region apical, las cuales estaban infectadas; los enterocitos pasaron a
una morfologia cuboide que corroboraba el dafio generdndose vellosidades cortas; con
relacion a la morfologia presentada por la lamina propia se evidencio que habia infiltrados
linfociticos, células plasméticas y macrofagos con particulas virales en organelos similares a
lisosomas. y por ultimo al evidenciar tejidos a las 120 h.p.i. se observd que no habia
diferencias morfologicas entre los controles y los corderos infectados, sugiriendo asi que la

infeccion habia cesado (171). (ver Fig. 7.).

Fig. 7. Infeccion por astrovirus en corderos gnotobioticos. (A). microfotografia electrénica de yeyuno infectado
23 h.p.i. (B). 38 h.p.i. (C). 38 h.p.i. (D). Control 120 h.p.i.

Con relaciéon al hallazgo en humanos, se determiné que existen evidencias en que la

respuesta inflamatoria y los cambios histolégicos en los enterocitos del yeyuno son leves y



38

tienen un ligero acortamiento de las microvellosidades, las histopatologias demostraron
embotamiento de vellosidades, alteraciones no especificas en las células epiteliales de la
superficie, y un infiltrado inflamatorio mixto en la ldmina propia, pero sin la presencia de
cuerpos de inclusién virales. Con relacion a los andlisis inmunohistoquimicos las imagenes
de las biopsias duodenales de yeyuno se marcaron con el anticuerpo anti-astrovirus
demostrando progresivamente la tinciébn en las células epiteliales de superficie, méas

comunmente cerca de las puntas de las vellosidades. (ver Fig. 8.) (44,168).

Fig. 8. Microfotografia de una biopsia de yeyuno de un paciente con transplante de médula 6sea que
presento infeccion por astrovirus. (A). histopatologia H-E yeyuno, (B y C). inmunohistoquimica para
deteccién antigenos HAstV, (D). microfotografia electrénica de un enterocito yeyunal muestra
matrices virales citoplasmaticas. tomado de: (168)

Lo observado en la infeccion por astrovirus en humanos sugiere que puede presentar un
acortamiento de las microvellosidades intestinales debido al dafio ejercido en los
enterocitos ubicados en la zona apical, generando cambios en la funcién de la barrera
epitelial (172). Asi mismo, provoca atrofia de las vellosidades ya que se visualizaron
infiltrados inflamatorios en la lamina propia con una diseminacion hasta el yeyuno, como
también la deteccion de particulas infecciosas en la superficie del epitelio, vellosidades
cortas y macréfagos de la lamina propria (1,4,9,70,169,173).
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En un estudio realizado en terneros gnotobioticos, los cuales fueron inoculados con filtrados
de heces de terneros que tenian gastroenteritis, se observd depresién y anorexia, y al
analisis histopatolégico fusion de vellosidades, disminucién de las mismas, incremento en la
celularidad de la lamina propia, paso de enterocitos planos a cuboides, alteraciones en los
parches de Peyer y deterioro en las criptas de las vellosidades del intestino delgado, y al
realizar los analisis histopatoldégicos en células epiteliales del ileon se encontraron
agregados de particulas virales que correspondian a astrovirus en coinfeccién con

bredavirus lo que sugiere que en algunas ocasiones astrovirus puede estar coinfectando

con otros virus (16,112). (ver Fig. 9.).

Fig. 9. Células epiteliales del domo de las vellosidades del iledn, 50 cm antes de la unién ileal-cecal, de
una vaca. (A). Los agregados de astrovirus se indican con cabezas de flechas y inclusiones de Breda
virus se indican mediante flechas completas. (B) agregado de particulas astrovirales y su respectiva
magpnificacion. Tomado de: (112)

En general, debido a la pérdida estructural y funcional del enterocito, se altera la fisiologia
de absorcién de liquidos y del agua contenida en los alimentos, la desregulaciéon de los
canales iénicos en la absorcion del sodio y cloro y la disminucién de las secreciones
digestivas como las disacaridasas (lactasa, sacarasa y maltasa), que son secretadas en la
membrana del enterocito para la digestion de azucares, por lo que el hospedero desarrolla
un sindrome de malabsorcién provocado por la alteracién de la permeabilidad intestinal
(1,173,174).

Por lo tanto, se ha querido buscar cuél puede ser el mecanismo por el cual los AstV causan
diarrea, donde se plantea que no necesariamente estd asociado con la destruccion del
epitelio intestinal, ya que los estudios realizados en pavo indican que el posible mecanismo
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inductor de la diarrea podria estar en la disfunciéon de la permeabilidad intestinal y la mala
absorcion, donde se evalia por medio de la actividad de la enzima maltasa que se ve
disminuida cuando esta presente la infeccion por TastV1-2, generando un deficiente

metabolismo de los disacéaridos y, por ello, el desarrollo de la diarrea osmética (44,175).

Asi mismo, en este modelo se ha descrito que la infeccidbn por TAstV-1-2 provoca
malabsorcion de sodio, por medio de la alteracion de intercambiadores sodio-hidrogeno
(NHE3), presentes en las células susceptibles de la infeccion por AstV, siendo estos los
enterocitos apicales del epitelio intestinal.  (44,176). De igual manera en este estudio se
hicieron analisis en los que al infectar embriones de pavo con Astrovirus del pavo tipo-2 de
veinte dias de edad libres de patégenos con un filtrado del virus e incubarlos durante 5 dias
a 37° C, se observé que a los 5 dias post infeccion (d.p.i.) los intestinos de los pavos
infectaros estaban distendidos con paredes delgadas llenas de liquido en comparacién con
los controles.

Mediante la técnica de hibridacion in situ en los tejidos de los pavos se encontré la
presencia del genoma viral de (TastV-2) enlas vellosidades intestinales de los pavos que
fueron inoculados Adicionalmente por medio de la técnica de inmunohistoquimica con el
anticuerpo contra las proteinas de la capside de astrovirus se encontrd la presencia de

antigenos virales en drganos diferentes al intestinal (18) (ver Fig. 10, 11, 12.).
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Fig. 10. Infeccion de pavos con TAstV-2. (A). hibridacion in situ para detectar TAstv-2. (B). pavo infectado con
TAstV-2 (C). Pavo control tomado de: (18).

Fig. 11. Infeccion por TasTV-2 no esta asociada con cambios citopaticos en los intestinos de pavos
infectados. Secciones duodenales obtenidas de: control (a) o infectadas por TasTV-2 (b), tomadas de pavos
jovenes con 3 dias post infeccién y teflidas por hemotoxilina y eosina aumento: 40X tomado de: (18)
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B, Thymus

F. Intestines

Fig. 12. TAstV-2 presente en tejidos extraintestinales. microfotografias de tincién inmunofluorescente
especifica contra el antigeno de proteinas de capside de AstV . (A). Timo, (B). Bursa, (C). Intestinos.
tomado de (18).

4.
Enfermedadades atipicas de los astrovirus

Hasta el afio 2010 se pensaba que astrovirus Unicamente tenia un tropismo en el sistema
gastrointestinal, sin embargo, se han realizado estudios en los que se ha confirmado que
existen otra clase de astrovirus que poseen un tropismo diferente al sistema entérico, estos
astrovirus se denominan divergentes o atipicos, aunque su estructura genémica sea muy
similar a los clasicos hay diferencias puntuales como lo evidenciado en los analisis
filogenéticos de las secuencias de las regién hipervariable del ORFla de cepas de
astrovirus divergentes que los alejan de este grupo o clado, esta por ejemplo un astrovirus
identificado en un paciente de 15 afios que padecia de agamaglobulinemia ligada al X y
encefalitis, en el que se encontr6 HAstV-PS (Human Astrovirus-Puget sound) en el tejido
del sistema nervioso central (53) los sintomas presentados por el paciente fueron dolor de
cabeza, ataxia, ideas suicidas dificultad para caminar y comunicarse, que luego de 4
semanas del ingreso al centro médico entro en estado de coma y al dia 71 fallecié (53).
También existe un reporte en el que se pudo evidenciar por andlisis de secuenciacion de
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préxima generacién en dos pacientes inmunocomprometidas en las que se presento
meningoencefalistis de origen desconocido en los que se encontré la presencia de
Astrovirus MLB2 un astrovirus divergente a las cepas “clasicas” conocidas (HAstV1-8), en
tejidos del SNC (56).

Otro caso de astrovirus divergentes fue encontrado en una granja en Dinamarca, Suecia y
Finlandia en el que un grupo de visones presentaron un sindrome denominado “shaking
mink syndrome” en el que se evidenciaba temblores, convulsiones marcha vacilante,
movimientos sin coordinacion y ataxia. Los analisis por metagendémica demostraron que la
enfermedad que presentaban estos visones se debia a la presencia de una infeccion en el
sistema nervioso central (SNC) producida por un astrovirus atipico o divergente al cual
denominaron ASTV-SMS ya que los Unicos visones que presentaron este tipo de astrovirus
eran los que tenian este sindrome (shaking mink sindrome). La diferencia entre este
astrovirus y los clasicos radica en que hay una gran divergencia en la secuencia genémica
gue codifica para las proteinas de la capside (ORF2) en comparacion con los segmentos

gue codifican las proteinas no estructurales (ORF1la y ORF1b). (54)

Adicionalmente Li y colaboradores en el afio 2013 encontraron un astrovirus en el tejido
cerebral en el ganado bovino que vivia en ranchos en California con un trastorno
neurolégico clinico caracterizado histolégicamente como meningoencefalomielitis
neurotrépica y ganglioneuritis. Este astrovirus fue denominado (BoAstV-NeuroS1), El virus
fue inicialmente identificado por metagendémica virica, y su presencia fue confirmada
posteriormente por PCR e hibridacion in situ para ARN viral. Ademas, estudios ultra
estructurales en animales demostraron particulas intracitoplasméaticas en neuronas que son

considerados morfolégicamente compatibles con un astrovirus (57,58).

BoAstV-NeuroS1 es ahora el tercer astrovirus reportado que estd separado
filogenéticamente de los AstV clasicos y que se ha detectado en el tejido cerebral

asociandose enfermedad neurolégica (57).

Otro astrovirus atipico que gener6é dafio en el sistema nervioso central de ganado con
encefalitis nosupurativa fue encontrado en europa y se denomind BoAstV-CH13 (58).
Adicionalmente, se han descrito dos investigaciones donde se ha propuesto al astrovirus

como agente patdgeno potencial en la generacion de encefalitis en vacas y se ha logrado
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confirmar por técnicas de hibridacién in situ, secuenciacién de proxima generacion (next
genereation), y RT-gPCR contra BoAstV (59,60)

Estos hallazgos son de gran importancia ya que estas 4 especies de astrovirus asociados
con sintomas neuroldgicos (HAstV-PS, AstV-SMS, BoAstV-NeuroS1 y BoAstV-CH13) estan
en el mismo clado genético de astrovirus, también estas enfermedades tienen una
apariencia idéntica en la distribucidon anatomica y el tipo de lesiones, y todas se producen
con sintomas neurolégicos como casos aislados en animales de raza mixta, que todos son
mamiferos, ademds, es importante notar que en ninguno de los casos anteriores se
encontré astrovirus en tejido gastrontestinal lo que sugiere que este virus podria tener un
tropismo especifico por el SNC, sin embargo, para aclarar esto es necesario aumentar la
cantidad de estudios que con lleven a dilucidar la asociacion de astrovirus con
enfermedades generadas en el SNC.

2.5. Astrovirus Porcino (PoAstV)

Los Astrovirus porcinos PoAstV (PoAstV: Porcine astrovirus) han sido poco estudiados y
aun hoy se desconocen aspectos basicos de su comportamiento, Ssu impacto
epidemioldgico y su patogénesis (6,177), estos virus son asociados principalmente a la
produccion de gastroenteritis en cerdos (72,178) y también se han descrito en cerdos

asintomaticos (24).

PoAstV fue descrito por primera vez en 1980 por microscopia electronica en heces
diarreicas de lechones de 3 semanas hasta 2 meses de edad (25), y han sido detectados
en varios paises como por ejemplo en la Republica de Sudéafrica (179), Republica Checa
(180), Hungria (181,182) Canada (24), La Republica de Corea (183) y Colombia (6). A la
fecha y con base en analisis filogenéticos del ORF2, se ha determinado que los Astrovirus
porcinos se dividen en 5 linajes o genotipos distintos (PoAstV1-PoAstV5) (95,178), los
cuales se han asociados con la produccion gastroenteritis en cerdos jovenes (1). Su
prevalencia en Colombia y en el mundo es desconocida, aunque a partir de algunos
estudios realizados con lechones colombianos (6) se puede sospechar que su presencia
en estos animales es mucho més alta en comparacion con la de los Astrovirus humanos
(HAstVs) la cual no sobrepasa del 10%. También se ha encontrado cierta prevalencia de

PoAstVs en cerdos saludables de todos los grupos de edades (95).
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Por otra parte, los estudios filogenéticos han mostrado que los PoAstVs tienen un alto
parentesco con HAstVs en comparacion con otros AstVs y se ha propuesto ademas que
existe una alta transmision entre especies en donde se incluyen humanos, cerdos, gatos,

ovejas, murciélagos y ratas (Schultz-Cherry 2013).

Ensayos in silico han mostrado que el ORF2 de los diferentes PoAstVs tienen un contenido
nucleotidico diferente, ya que la region conservada es variable entre sus genotipos (6), y se
ha determinado entonces que los estudios para genotipificar Astrovirus deben basarse en
las relaciones filogenéticas a partir del ORF2.

2.5.1 PoAstV/PUJP5

En el afio 2010, dos cepas de PoAstV (PUJP5 y PUJP47) fueron aisladas en el Laboratorio
de Virologia de la Pontificia Universidad Javeriana a partir de diarrea de lechones
colombianos y adaptadas a cultivo celular en células embrionarias de rifion de cerdo (ESK-
4) (6,140,177). Bajo las siguientes condiciones: Medio Advanced Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) (Invitrogen™), suplementado con 5% (v/v) de suero fetal bovino (SFB) y 2
mM de L-Glutamina con antibiéticos y antimic6ticos y en condiciones atmosféricas con 5%
de CO, a 37°C (177). La cepa de PoAstV/PUJP5 produce efecto citopatico in vitro y puede
ser activada con 50ug/mL de tripsina, que es una concentracibn mayor que para cepas
humanas que se activan con 10 pg/mL, pero menor como es el caso del serotipo 8 de

astrovirus humano que se activa con 200 pg/mL.

Al realizarse los andlisis filogenéticos correspondientes se concluyd que PoAstV/PUJP5
posee una region conservada de aproximadamente 398 pb ubicada al extremo 5" del ORF2
gue mostrd alta homologia con PoAstV cepa c6éd GenBank: Y15938 (Jonassen et al 2001)
y PoAstV-1, en un porcentaje que va de 86 al 97% y una regién hipervariable del ORF2
ubicada al extemo 3" con una longitud de 700 pb aproximadamente que mostré una parcial
similitud con astrovirus humano en un porcentaje que va desde el 63 al 66%, sugiriendo

gue PoAstV/PUJP5 es una posible cepa recombinante natural.(6)
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Cabe mencionar que la cepa PUJP5 al mostrar estas caracteristicas genéticas se convierte
en una cepa interesante para generar estudios que lleven a dilucidar su papel en la

patogénesis con el animo de tener aproximaciones a la infeccién en humanos.

2.6. Cerdo como modelo experimental

Hasta el momento se han descrito en los estudios de patogénesis por astrovirus tres
modelos muy puntuales; el del pavo (37,184,185), el de corderos gnotobioticos (15,186), y
terneros gnotobioticos (93) pero ninguno de estos modelos animales cumple con las
caracteristicas suficientes para conocer los eventos biol6gicos que ocurren en la infeccion y

dar una explicacion mas cercana a los eventos que suceden en el humano.

Es por esta razén que una excelente alternativa como modelo experimental en el estudio de
enfermedades infecciosas es el cerdo convencional (sus Scrofa domesticus ) en especial
para el estudio de la patogénesis viral producida por astrovirus ya que el cerdo
convencional es un modelo que tiene una estrecha relacion con los seres humanos en
términos de anatomia, genética y fisiologia, por otra parte este animal ha sido excelente
modelo en representar la patogénesis causadas por diversas enfermedades infecciosas
microbianas como las infecciones bacterianas causadas por c. diffficile, ¢ perfirgens, i. suis,
e. coli y virus como rotavirus, norovirus, FMD virus, bovine viral diarrhea virus, human 1918
pandemic influenza virus, classical swine fever, Schmallenberg virus infection, virus
circovirus porcino, entre otros (33,34,187-191), ya que se pueden reproducir con precision
los distintos aspectos de la enfermedad a evaluar. Se conoce ademas que los experimentos
en cerdos son mucho mas predictivos de los tratamientos terapéuticos en seres humanos

gue los experimentos que se realizan en roedores (31,192).

Se han realizado estudios que confirman que el lechén doméstico convencional es un
excelente candidato como modelo de investigacion en enfermedades infecciosas
(33,34,187-191).

Se han realizado estudios en infecciones bacterianas que incluyen Bordetella spp. Por

ejemplo, B. tos ferina, un patégeno estrictamente humano, puede infectar lechones recién
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nacidos en condiciones experimentales e inducir sintomas clinicos y patologia similar a la

enfermedad en los lactantes (31).

Las poblaciones de cerdos convencionales domésticos tienen a su favor grandes ventajas
para postularse como un gran modelo para el estudio de enfermedades infecciosas, en

cuanto a:

Tienen la posibilidad que se les realicen diversos procedimientos quirdrgicos y tras ellos
obtener grandes cantidades de muestras para analisis histopatolégicos e
inmunohistoquimicos. Los cerdos son fisiolégicamente muy similares a los seres humanos
ya que existe una alta homologia entre ambos genomas y las secuencias proteicas y con
relacion a los parametros inmunoldgicos entre cerdos y humanos comparten mas del 80%

de compatibilidad, en comparacion con el 10% que comparten humanos y murinos.

Los porcinos poseen una gran vida util de 10 a 20 afios en los que se pueden llevar a cabo
experimentos muy largos en el tiempo y con resultados muy reproducibles. Estos animales
llegan a la madurez sexual, en un tiempo muy corto (5-8 meses) con respecto a otras
especies, tienen un tiempo de gestacién muy corto (114 dias), y un intervalo generacional
de 1 afio aproximadamente. Adicionalmente se pueden recuperar camadas libres de
gérmenes por procesos de cesarea (cerdos gnotobioticos) y mantenerlos aislados de

patdgenos durante 6 a 8 semanas.

Las camadas que nacen son abundantes, lo que beneficia la cantidad de individuos que
ingresan a los ensayos experimentales, se conoce que al afio se pueden tener de 24-36

lechones disponibles para variados tipos de ensayos metodologicos.

Las condiciones de crianza estan estandarizadas bajo modelos de seguimiento médico-
veterinario, cuadros de vacunacion y programas de saneamiento. por otro lado, las
herramientas disefiadas para los analisis moleculares y celulares son asequibles, ademas

se ha avanzado en la tecnologia de clonacion y transgénicos para el modelo porcino.

Por ultimo el modelo del cerdo (lech6n) doméstico convencional es un modelo que se

aproxima a la realidad, debido a que son lechones que tienen una microbiota intestinal que
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corresponde a lo real lo cual asegura que los resultados sean comparables con un
escenario real de infeccion natural, lo que no ocurre con relacién al modelo gnotobidtico y
modelos SPF, que, aunque son muy utilizados en investigacién porque aseguran resultados
atrobuibles a la variable de estudio, su adquisicién y mantenimiento son costosos y de gran
envergadura metodoldgica, ademas los resultados se enfocan Unica y exclusivamente a

estudiar un unico agente patdgeno (26—31).

3.0bjetivos

3.1. Objetivo General

» Valorar la produccién de eventos patogénicos tempranos asociados a la infeccion

experimental de lechones convencionales con astrovirus durante 5 dias.

3.2. Objetivos Especificos

1. Confirmar el enterotropismo y patogenicidad de PoAstV (cepa PUJP5) en lechones
convencionales infectados experimentalmente.

2. Evaluar la presencia de PoAstV (cepa PUJP5) en tejidos extraintestinales a los 5

dias post-infeccion.

3. Evaluar la produccion de un estadio de viremia o RNAemia en lechones

convencionales infectados con PoAstV (cepa PUJP5).
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4.Metodologia

El disefio experimental planteado para el presente trabajo se dividé en 3 fases primordiales:
1) Manejo de animales; 2) Estudios histopatologicos; 3) Estudios de deteccién viral. La
metodologia asociada a cada una de las fases se presenta en detalle a continuacion.

4.1. Fase 1: Infeccion experimental de lechones y
toma de muestras.

Esta fase del trabajo se realiz6 en colaboracion con dos médicos veterinarios en donde se
contd con su apoyo desde la fase de adaptacién de los animales hasta la recoleccion de los
tejidos y muestras de interés, en una granja experimental la cual se se describe a

continuacion:

4.1.1. Animales

Para el modelo experimental seleccionado, se utilizaron 8 lechones convencionales
destetos de 25 dias de edad de la raza topigs, provenientes de una misma camada. Los
animales fueron adquiridos en una granja tecnificada, en la que incluyen dentro de su
sistema productivo el uso de Buenas Practicas Porcicolas (BPP) y un programa sanitario
donde no se evidenciaron signos clinicos compatibles con diarreas producidas por agentes
bacterianos o virales al momento de la compra y ademas, fundamentado en un esquema de
vacunacion de las principales enfermedades que afectan la especie porcina segun lo
reglamentado por la resolucion 2640 (28 de septiembre de 2007) emitida por el Instituto
Colombiano Agropecuario - ICA.

Los animales seleccionados fueron transportados a una granja experimental donde se
distribuyeron de la siguiente manera: se seleccionaron al azar 2 grupos experimentales,
compuestos por 4 lechones cada uno, los cuales se llevaron a 2 habitaciones separadas
previamente higienizadas cada una con su respectivo corral. El primer grupo experimental,
correspondié a animales infectados, a los cuales se les adminstré el virus del estudio; y el
segundo, fueron animales no inoculados con el virus, considerandolo como control negativo

de la infeccion. Los animales permanecieron en una fase de adaptacion durante 5 dias,
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asegurando que las condiciones de temperatura, alimentaciébn y suministro de agua
(potable estéril) ad libitum, estuvieran acorde con los lineamientos internacionales para el
buen cuidado y mantenimiento de los mismos descrito por la FASS (Federation of Animal
Science Society) (193).

4.1.2. Virus y células.

La cepa viral utilizada para la infeccion de los lechones fue astrovirus porcino
PoAstV/PUJP5; esta cepa fue aislada y adaptada a cultivo celular en el Laboratorio de
Virologia de la Pontificia Universidad Javeriana a partir de diarreas de lechones
colombianos (6). PoAstV/PUJP5 fue cultivado en la linea celular ESK-4, proveniente de
células embrionarias de rifion de cerdo (ATCC® CL-184™), las condiciones del cultivo
estuvieron establecidas de la siguiente manera: el medio Advanced Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) (Invitrogen™), suplementado con 5% (v/v) de suero fetal bovino
(SFB) vy 2 mM de L-Glutamina con antibidticos y antimicéticos y en condiciones
atmosféricas con 5% de CO, a 37°C, cuando se logré una confluencia mayor al 90% las
células fueron infectadas con PoAstV/PUJP5 con previa activacion con 100 pg/mL de
tripsina pancreatica (Sigma-Aldrich®/ Cat # T-4799) por una hora y se neutralizé con
inhibidor de soya (Life technologies/Cat # R-007-100) por 5 minutos a temperatura
ambiente. Pasadas 24 horas las particulas infecciosas se cosecharon mediante 2 ciclos de
congelacion (-80°C) y descongelacion, seguidos de una centrifugacién a 16.000 x g x 1,5
horas, el sobrenadante se usé para purificar las particulas virales y se centrifugd a 217.000
X g por 1,5 horas usando un gradiente de cloruro de cesio basado en una densidad de 1.35

g/mL reportado por Shimizu y colaboradores (25).

Posteriormente las particulas virales fueron centrifugadas de nuevo para remover el CsCl y
se resuspendieron en PBS y después se pasaron por un poro de 0.22 um. La suspensién
viral se tituld por inmunocitoquimica siguiendo el protocolo de Ulloa y colaboradores (6).
Brevemente, se sembraron y cultivaron células ESK-4 en placas de 96 pozos por tres dias
hasta obtener una confluencia mayor al 95%, y posterior a la activacién del virus con
tripsina, se neutralizé con inhibidor de soya y se prepararon diluciones de la suspension
viral 1:2 desde (1:4 hasta 1:4.096) y estas fueron inoculadas en las células ESK-4 por
triplicado, 10 horas post-infeccion (hpi) se removié del medio de cultivo y se adicion6
acetona al 80% en PBS por 15 minutos a temperatura ambiente, se realizaron tres lavados

con PBS y se adicion6 el anticuerpo policlonal contra PoAstV/PUJP5 (1:3.000) obtenido en
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un estudio anterior siguiendo el protocolo de inmunizacion de un conejo blanco Nueva
Zelanda con la cepa viral PoAstV/PUJP5 purificada con CsCl (6); que se incubd por una
hora a 37°C, se realizaron tres lavados sucesivos con PBS y luego se adiciond el
anticuerpo conjugado (goat anti-rabbit 1gG/invitrogen™/ cat # 65-6120) por una hora a
37°C, después de tres lavados con PBS para remover el anticuerpo, la reaccién de
antigeno - anticuerpo se revelé con AEC (3-Amino-9-Etilcarbazol-sigma Aldrich® cat #
A5754) con 0.02% de peroxido de hidrogeno, verificando la tincion color marrén.
Inmediatamente se detuvo la reaccion con dos lavados sucesivos con agua y las unidades
formadoras de foco por mililitro (UFF/mL) se cuantificaron en el microscopio invertido
Olympus CKX41 la cantidad de virus a inocular fue basado en la dosis minima infecciosa de
AstV 10-100 particulas virales, ya que para asegurar el proceso infectivo en el que se
manifestara la diarrea acuosa se aumento la cantidad de particulas virales basados en el
area intestinal de los lechones a inocular tomando como referencia a una concentracion de
2 * 10° UFF/mL.

4.1.3. Inoculacién de la cepa viral PoOAstV/PUJP5.

Pasados los 5 dias de adaptacion se inocularon con 2 mL de 2x10° UFF/mL de la cepa
viral PoAstV/PUJP5 a 4 de los 8 lechones del estudio por via oral. Este grupo fue
denominado “Lechones Infectados” (LI). Los 4 lechones restantes fueron inoculados con 2
mL de solucién salina estéril y se denominaron “Lechones No Infectados” (LNI). La
concentracion descrita fue determinada con base en los reportes de estudios similares con
modelos animales y teniendo en cuenta que se necesitaba una concentracion viral

relativamente alta para asegurar la produccién de los eventos patogénicos.

4.1.4. Evaluacion de signos clinicos y obtencion de muestras.

Después de la inoculacion se tomaron muestras de heces de los dos corrales en donde se
encontraban los lechones y se almacenaron a -20 °C hasta su uso. Para la clasificacion de
la consistencia de las heces diarreicas se uso la escala previamente reportada de Shaw y
colaboradores con los siguientes puntajes: puntaje cero (0) no hay tincién fecal y no hay
presencia de diarrea (heces normales); puntaje uno (1), consistencia normal, sélida y de

color marrén; puntaje dos (2), heces de color marrén y consistencia suave; puntaje tres (3),
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heces suaves de color amarillo; puntaje cuatro (4), heces de color amarillo y consistencia
liquida (194); También se realiz6 la recoleccién de muestras de sangre periférica de la vena
yugular externa desde la hora cero (antes de la inoculacién) y después de la inoculaciéon
cada 24 horas tanto para el grupo de infectados (LI), como para los no infectados (LNI)
hasta el sacrificio. Las muestras sanguineas fueron centrifugadas y el suero y la sangre
fueron almacenado a -20 °C hasta su uso. Mientras transcurrian los 5 dias del ensayo se
tomaron los datos de peso corporales y temperaturas rectales cada 24 horas a todos los
lechones tanto infectados como no infectados se evidencio también la ocurrencia de diarrea

y estereotipias.

El punto final se realiz6 el dia numero 5 del experimento a los dos grupos de animales
experimentales siguiendo el protocolo y los lineamientos descritos por la "FASS™ (193). Se
diseccionaron y recolectaron los siguientes tejidos: duodeno, yeyuno, ileon, colon, higado,
bazo, ganglio linfatico, cerebro, pulmén, tonsila y rifién. Los tejidos fueron almacenados en
formalina al 10% y posteriormente fueron embebidos en parafina para los estudios

histopatoldgicos e inmunohistoquimicos.

Los bloques de parafina fueron cortados en laminas longitudinales y se les realizé tincion de
contraste Hematoxilina- Eosina, como también la deteccion del antigeno viral por
inmunohistoquimica (IHQ) utilizando anticuerpos policlonales primarios obtenidos en el
Laboratorio de Virologia de la PUJ (6). Asimismo, estos cortes se usaron para realizar el
examen histopatoldgico con el fin de establecer posibles cambios anatomopatélogicos

producidos por la infeccién con PoAstV-PUJPS5.

4.2. Fase 2y Fase 3: Estudios histopatolégicos y
deteccidn viral

Los estudios histopatolégicos e inmunohistoquimicos fueron realizados en colaboracion con
el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) en sus instalaciones con la asesoria de la Dra.
Maria Antonia Rincon y el Dr. Juan Carlos Ospina, Médicos Veterinarios Patélogos.

La descripcion metodoldgica para ambos casos se encuentra descrita a continuacion:
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4.3. Confirmacion del enterotropismo viral de cepa
PoAstV/PUJP5.

4.3.1. Estudio histopatologico a nivel intestinal

El estudio de histopatologia se realizé por medio de comparaciones entre tejidos obtenidos
de animales infectados y no infectados, a partir del &rea intestinal (duodeno, yeyuno, ileon y
colon), a partir de estos, se determinaron cambios morfolégicos en las dos condiciones
evaluadas. Adicionalmente, con el fin de valorar las lesiones producidas y obtener datos
consistentes se utilizd la escala de puntajes propuesta por Gibson-Corley y col. para el

analisis de estudios histopatolégicos (195).

4.3.2. Deteccion del antigeno viral de PoAstV/PUJP5 en tejidos

intestinales

La determinacion del antigeno viral se realizé por medio de una inmunohistoquimica (IHQ),
desarrollada con el protocolo convencional (196). Las laminas obtenidas a partir de los
cortes de los tejidos que correspondian a (duodeno, yeyuno, ileon y colon), fueron tratadas
con Xilol con el fin de retirar la parafina y posteriormente rehidratadas con gradientes de
etanol. Las peroxidasas enddgenas se bloquearon con perdxido de hidrogeno (3%).
Luego, se realizé el bloqueo de sitios de unién inespecifica con 0.001% de proteinasa K
(PK), este reactivo se usé Unicamente para preprarar las muestras y alistarlas para el
ensayo de inmunohistoquimica. Los tejidos fueron co-incuabados con el anticuerpo
policlonal anti PoAstV/PUJP5 (177) en una dilucion de 1:200 por una hora en camara
himeda a 37°C. Se realizaron 2 lavados consecutivos con TBST antes de la marcacién
con el Ac conjugado (anti-conejo IgG) (goat anti-rabbit igG/Dako™/ Cat # P0448) 1:100 con
biotina y estreptadivina L-SAB™2Kits, Universal), siguiendo las indicaciones del fabricante
(Dako Cat # K0690). La reaccion fue revelada con 3-amino-9-etil-carbazol (DAKO AEC/Cat
# K3969) en condiciones de oscuridad. Como medio de contraste, se realizé tincion de

hematoxilina — eosina (197).



54

4.3.3. Deteccion de genoma viral a partir de muestras de materia

fecal

4.3.3.1. Extraccion de RNA total a partir de muestras de materia fecal.

Las muestras de materia fecal recolectadas, fueron tratadas inicialmente con cloroformo
(200 uL) con el fin de retirar la materia organica presente en la muestra, las cuales fueron
mezcladas por vortex por un periodo de 30 segundos. Al obtener una mezcla homogénea,
fueron centrifugadas a 16.000 x g por 10 minutos. A partir de estas fueron recuperados los
sobrenadantes y se realiz6 un segundo tratamiento al pellet inicial (resuspendido en PBS)
con las condiciones previamente mencionadas. Los sobrenadantes recolectados fueron

filtrados por un poro de 0.22 um (micrometros) listos para realizar la extraccion del RNA.

El RNA total fue extraido por medio de la técnica de TRIzol — Cloroformo segun las
recomendaciones del fabricante (198). Brevemente, a 400 pL de sobrenadante, se le
adicioné 500 pL de TRIzol LS Reagent (Invitrogen) y se incubé por 5 minutos a temperatura
ambiente. Pasado este tiempo, se realiz6 un lavado con 1 mL de cloroformo, mezclando
con Vértex por 15 segundos y se incubé la solucién por 5 minutos a temperatura ambiente;
posterior a esto se centrifugaron las muestras a 16.000 x g por 5 minutos a 4°C, y se
recuperoé la fase acuosa. Finalmente, la precipitacion del RNA se realizd con isopropanol
en una proporcién equivalente al volumen inicial, incubados en frio por 30 minutos. Se hizo
una centrifugacion final a 16.000 x g por 25 minutos con posteriores lavados con etanol al
75%, con centrifugaciones intermedias de 10 minutos a 16.000 x g hasta su resuspension
en agua tratada DEPC (25 uL). Antes de almacenar las muestras para futuras aplicaciones,

se incubaron a 55°C durante 10 minutos.

El RNA extraido fue cuantificado por espectrofotometria en el equipo Nanodrop 2000

(Thermo Scientific).

4.3.3.2. Determinacion de un fragmento del ORF2 de PoAstV/PUJP5 a partir del
RNA extraido de muestras de materia fecal.
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Para hacer el diagnostico molecular del virus, se utilizé un fragmento de 417 pb del ORF 2

con los primers AST248F y AST665R reportados por Indik y colaboradores en el 2006
(180), ver Tabla. 3.

Lista de Primers

AST248F |5 -GTGTCACAGGTCCAAAACCAGCAAT-3" | Nucledtidos 249-273
ORF-2

AST665R | 5-TGGTGTTCGTCAACCACCAGCC-3’ Nucleotidos 644-665
ORF-2

Tabla 3. Lista de primers o cebadores especificos usados en la amplificacién del segmento de 417 pb del ORF-
2 por PCR convencional.

La sintesis del DNA complementario (cDNA) se realizé por medio de la técnica de
retrotranscripcion, usando el estuche comercial Superscript Il de Invitrogen, siguiendo las
indicaciones del fabricante. Brevemente, se tomaron 5 uL de RNA y se adicionaron 2 pL del
primer reverso AST665R, se denaturé por 7 minutos a 95°C en el termociclador C1000
Thermal Cycler (BIO-RAD), después de esto se enfrio en bafio de hielo durante 5 minutos.
Para la sintesis de la cadena complementaria, se complet6 a volumen final de 20 uL con la
solucion de reaccion (Buffer 5x-RT, DTT, dNTPs, y agua-tratada DEPC) y la enzima Super
Script Ill Reverse Transcriptase (RT) (Invitrogen). La retrotranscripcion se realizé durante
60 minutos a 50°C, 15 minutos a 72°C. EI cDNA obtenido fue cuantificado por
espectrofotometria en el equipo Nanodrop 2000 (Thermo). Estos cDNAs fueron

almacenados a -20°C hasta su uso.

Luego de obtener los cDNAs de las muestras de materia fecal, se realiz6 una PCR
tradicional con volumen final de 25 pL tomando una cantidad inicial de 2 pL de cDNA, con
una concentracion aproximada de 50 ng/uL. Para la reaccion de PCR se utilizé la enzima
Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen ™), y las condiciones de reaccion fueron las

siguientes:
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Denaturacion inicial; 5 minutos a 95°C; 40 ciclos en la PCR de: denaturacién, 30 segundos,
95°C; anillamiento, 30 segundos, 55°C; elongacién, 30 segundos, 72°C y una extension
final por 7 minutos a 72°C. La visualizacion de los fragmentos obtenidos se hizo por medio
de electroforesis en geles de agarosa al 1.5%, tefiidas con bromuro de etidio. Las
electroforesis se realizaron durante 60 minutos, a 100 voltios y 80 mAmp como condiciones
de corrido. Para comparar las secuencias amplificadas, se utiliz6 un marcador de longitud

molecular de 100 pb de Invitrogen.

Por cada grupo de muestras procesadas bajo la técnica de PCR, como control positivo se
utiliz6 RNA extraido a partir de células ESK-4 infectadas con PoASTV-PUJP5; y como
control negativo se utilizé la mezcla de reaccién de PCR utilizando agua ultra pura tratada
DEPC en vez de cDNA.

4.3.3.3. Secuenciacion y analisis bioinforméaticos

Para los andlisis bioinformaticos, se realizé una elusion de las bandas positivas a partir de
un gel de agarosa de bajo punto de fusion. Con el fin de purificar y secuenciar los
fragmentos de interés, se realizd una digestion de la agarosa con la enzima B-agarasa |
(New Englands Bio Labs® Inc. Cat # M0392S), segun las condiciones del fabricante. Una
vez removida la agarosa, se prosigui6 al aislamiento del DNA por medio de una
precipitacién con isopropanol y sales (0.5 M NaCl, 0.3 M NaOAc, 2.5 M NH40Ac) y
posteriores lavados con gradientes de isopropanol. El DNA aislado fue resuspendido en
agua tratada DEPC y enviado a secuenciar a Macrogen Inc (Seudl, Korea). La
secuenciacion se realiz6 en ambos sentidos con los primers AST665R y AST248F (180).

Al obtener los cromatogramas, fueron revisados en el programa Finch TV program

(Geospiza, Inc. / (http://www.geospiza.com/ftvdlinfo.html). Las secuencias fueron editadas

con el programa CLC Free Sequence Viewer 7 (http://www.clcbio.com/products/clc-

sequence-viewer/), donde se analizaron las secuencias obtenidas con cada primer para

obtener la secuencia consenso correspondiente a cada una de las muestras positivas

enviadas a Macrogen.


http://www.geospiza.com/ftvdlinfo.html
http://www.clcbio.com/products/clc-sequence-viewer/
http://www.clcbio.com/products/clc-sequence-viewer/
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Al obtener las secuencias consenso, se realiz6 un alineamiento pareado utilizando la
herramienta BLASTn (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi) con el fin de confirmar los

resultados obtenidos por PCR.

Como una segunda verificacion, las secuencias obtenidas se compararon en esta ocasion

con el programa Mega 6.0 (http://www.megasoftware.net/) con alineamientos dirigidos a la

secuencia reportada de PoAstV/PUJP5 con numero de referencia en el GenBank FJ160483
reportada por Ulloa y colaboradores en el 2010 (6).

4.4. Determinacion de PoAstV/PUJP5 en 6rganos
extra intestinales

Teniendo en cuenta los estudios realizados por Quan y colaboradores en 2010, Li y
colaboradores en 2013 entre otros (23,53,54,57,58), donde se determind al astrovirus en
tejidos distintos a los intestinales, en este trabajo se quiso determinar si la cepa de
PoAstV/PUJPS tenia la capacidad de estar presente en otros érganos distintos al sistema
entérico, por tanto, se realizé la deteccion del virus en érganos distintos al area intestinal,
provenientes de animales infectados y no infectados bajo condiciones experimentales
previamente mencionadas en la metodologia. De esta manera, se realizaron analisis
histopatol6gicos e inmunohistoquimicos a los tejidos de rifién, tonsila, corazén, higado,

ganglio mesentérico, pulmon y cerebro como fue descrito con anterioridad.
4.4.1. Estudio histopatoldgico a nivel extra-intestinal

El estudio de histopatologia para determinar anomalias en tejidos extra-intestinales se
realizé en colaboracién con los Dr. Maria Antonia Rincén y Juan Carlos Ospina del Instituto
de ciencias agropecuarias (ICA), donde se siguié el protocolo presentado en el numeral

(4.2.1.) del presente documento.

4.4.2. Deteccion del antigeno viral de PoAstV/PUJP5 en tejidos

extra-intestinales


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
http://www.megasoftware.net/
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Al igual que en los tejidos intestinales, la determinacién del antigeno viral en tejidos
provenientes de rifion, cerebro, pulmén, tonsila, ganglio mesentérico y corazén, se realizd
por medio de una IHQ, desarrollada con el protocolo convencional (196) con el anticuerpo

policlonal anti-PUJP5 como se describié en numerales previos.

4.5. Determinacion de la viremia o RNAemia
generada por PoAstV/PUJPS5 en los lechones
infectados

4.5.1. Deteccidn del antigeno viral de PoAstV/PUJP5 en suero

Para la determinacion de la viremia, se realizé la deteccion del antigeno viral de
PoAstV/PUJP5 a partir del suero de los lechones infectados y no infectados por medio de

una ELISA directa, la cual se describe a continuacion:

En primer lugar, en una caja de 96 pozos de ELISA se fijaron 50 pL de los sueros de los
lechones a una dilucion en PBS 1:50 a 37°C durante 3 h en cAmara humeda, luego se llevo
a 4°C por 16 horas. Seguido a esto, se hicieron tres lavados con PBS 1X -Tween 20 al
0.05%/ (100 pL por pozo). Para el bloqueo de los sitios inespecificos se adicionaron 100
uL de PBS — Leche descremada al 5% por un periodo de una hora a temperatura ambiente,
después de tres lavados en las mismas condiciones anteriores, se adicion6 el anticuerpo
primario anti-PoAstV/PUJP5 1:3.000 diluido en PBS 1X y se dej6é por 90 minutos a
temperatura ambiente. Seguido a esto, se realizaron tres lavados para retirar el anticuerpo
restante y se prosiguié con la adicién del anticuerpo IgG conjugado HRP anti-conejo de
Invitrogen™ (cat # 65-6120) 1:2500 con un tiempo de incubacion de 60 minutos a
temperatura ambiente. Para el revelado de la reaccion se usO el reactivo
guimioluminiscente OPD (o-Phenylenediamine dihydrochloride SIGMA FAST™) siguiendo
las indicaciones del fabricante, adicionandolo a la soluciéon por 30 minutos y leyendo la

placa en un lector de ELISA o espectrofotometro a una A de 450 nm.

Los controles a tener en cuenta para este ensayo fueron: como control negativo, se

utilizaron lisados celulares de ESK-4 sin infeccion viral, mientras que, como control positivo,
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si utilizaron lisados de células ESK-4 infectadas con PoAstVPUJP5, finalmente, como

blanco de reaccion, se utilizé PBS 1x.

4.5.2. Determinacion de un fragmento del ORF2 de PoAstV/PUJP5 a

partir del RNA extraido del suero de lechones

La determinacién de las paticulas virales de PoAstV/PUJP5, se realiz6 por medio de la
deteccién del fragmento de 417 pb del ORF2 del genoma de PoAstV/PUJP5. Para este fin,
la extraccion del RNA se llevé a cabo por medio del método de TRIzol LS® — cloroformo de
la manera anteriormente explicada en la seccion (4.2.3.1.), una vez obtenido el RNA total
se procedi6 a realizar la detecciéon del fragmento del gen de interés al igual que se realizé
para las muestras de materia fecal. Metodologia explicada en la seccién (4.2.3.2.).

4.5.3. Secuenciacion y analisis bioinformaticos

Los analisis bioinformaticos de las secuencias obtenidas a partir de suero de los lechones
se llevaron a cabo siguiendo el protocolo mostrado anteriormente en la seccion (4.2.3.3.) de

este documento.

4.6. Consideraciones bhioéticas

En cuanto al impacto ambiental, el proyecto se desarrollé siguiendo la normatividad
nacional e internacional vigente tanto para el manejo y cuidado de los animales, como para

la disposicién de residuos quimicos y biolégicos.

Asimismo, los equipos requeridos para el estudio no generaron emisiones de gases como

CO, o radiacién alguna peligrosa para quien los maneja.

Los animales utilizados en el estudio, fueron manejados bajo las recomendaciones de la
FASS garantizando la integridad de los mismos y el manejo de una muerte digna sin

sufrimiento y dolor.
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El proyecto cont6 con el aval del comité de ética de la Pontificia Universidad Javeriana y la

Universidad Nacional de Colombia.

5.Resultados

5.1. Confirmacion del enterotropismo de
PoAstV/PUJP5 en lechones infectados
experimentalmente

5.1.1. Hallazgos obtenidos a nivel intestinal: confirmacién del

enterotropismo de PUJP5.

Para confirmar el enterotropismo de la cepa PoAstV/PUJPS5 en los tejidos intestinales
(duodeno, yeyuno, ileon y colon) obtenidos de los dos grupos experimentales y para
evidenciar los posibles dafios asociados a los eventos infectivos, se realizaron andlisis

histopatoldgicos y la inmunodeteccién del antigeno viral intracitoplasmatico.

Los hallazgos histol6gicos observados en los tejidos de los animales infectados revelaron
yeyunitis necrotizante con deterioro de los enterocitos y una inmuno-tincién del antigeno de
capside de PoAstV/PUJP5 en el citoplasma de los enterocitos. Por otro lado, en tres de
cuatro animales infectados, se evidencid la presencia del antigeno viral de PoAstV/PUJP5
en el yeyuno, ileon y colon. En la fig N° 13 se pueden observar los resultados obtenidos
por histopatologia e inmunohistoquimica a partir de yeyuno de lechones infectados y no
infectados. (ver Fig. 13.).

En la Tabla. 4 se presenta un resumen de los resultados obtenidos en los ensayos de
histopatologia en la que se evidencia que los lechones infectados 1, 2 y 4 presentaron
atrofia en las vellosidades intestinales en grados leve, moderada y severa respectivamente;

fusion de vellosidades intestinales en grado moderado para los lechones infectados 2y 4 y
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leve para el lechon nimero 1, también presentaron fusion de las vellosidades intestinales
los lechones infectados 2 y 4 con hiperplasia epitelial en grado severo y moderado, ademas
de exocitosis en grado moderado para los lechones 1 y 2 y para el 4 en grado leve,
exudado catarral en grado moderado y leve para los lechones LI1 y 2 respectivamente,
atenuacion del epitelio en grado leve para los lechones infectados 1 y 4 en grado leve y
moderado respectivamente, infiltracibn mononuclear en la lamina propia con infiltrados
linfociticos y plasméticos para los tres lechones y congestion leve con relacion a los

cambios circulatorios.

Con relacién a los cambios que se evidenciaron en la submucosa los lechones infectados
con astrovirus AstV/PUJP5 presentaron infiltrados inflamatorios con infiltrados linfociticos en
grado leve para el lechén infectado nimero 4 y edema en grado severo y moderado cuando

se revisaron los cambios circulatorios.

Los hallazgos relacionados a fusién de las vellosidades intestinales, atrofia de las
vellosidades intestinales y atenuacion del epitelio afirman que el deterioro del tejido es

debido a la infeccién viral.

Para el caso de los animales no infectados, de manera particular se evidenciaron dafios
histol6gicos en 2 de los lechones incluidos en este grupo. Para el LNI1 a nivel de la
mucosa del intestino delgado presento atrofia de las vellosidades intestinales, exudado
catarral e infiltracion eosinofilica en la lamina propia de manera leve al igual que edema
como cambio circulatorio y con un puntaje moderado fusién de las vellosidades intestinales,
hiperplasia epitelial y exocitosis En el caso del LNI4, al igual que en el LNI1, se observo que
presentaba atrofia de las vellosidades intestinales en el mismo grado pero no se encontré
hiperplasia epitelial exocitosis y exudado catarral en las mismas condiciones que el lechon

codificado con LNI1 y en menor grado de severidad la fusion de vellosidades intestinales.

Con relacién a los cambios circulatorios se observé que este lechon presento congestion y
hemorragia en un leve grado. Adicionalmente el tejido correspondiente a la submucosa del
intestino delgado en los lechones no infectados 1 y 4 presentaron edema en escalas severa
y moderado respectivamente y el lechon no infectado nimero 4 presentdé ademas infiltrados

inflamatorios con infiltrados linfociticos y plasmaticos. Los resultados se pueden ver
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resumidos en la Tabla. 4, donde todos los criterios de hallazgos identificados fueron

basados en la clasificacion de Corey-Gibson et al., 2013.

Con relacion a los andlisis inmunohistoquimicos de los tejidos intestinales de todos los
lechones se pudo observar que fue positivo en tres de cuatro lechones inoculados con
PoAstV/PUJP5 excepto el lechon nimero 2. Para los lechones no inoculados no se
encontré la presencia del antigeno de la cipside de PoAstV/PUJP5. estos resultado se
resumen en la Tabla N° 5.



63

MUCOSA

Infiltrados |

Exudado Supurativos Infiltracién | Infiltracién

Atrofia de Fusion de Exocitosis

. las Atenuacion hiperplasia Exudado mononuciear eosinofilica  Cambios
Codgo yellosidades T:::’:l:::feis del epitefio :pitzlial I‘f:’:g:"‘p;i:g:) catarral ne‘f‘r-\:;r:g)co I :;::a enla la{pina enlaldmina circulatorios
intestinales Propia propia
propia

L1 +) () (+) (++) (++) (++) {+) (-) (+LP. | (¥ | Congestion (+)

L2 ) | @9 | 9| e | | ™ | @ @ | MLP | ()| Congestion(+)

L3 No Incluido

Li4 T T O O T O T O T I T T

LNI1 +) (++) () (++) (++) (*) () (<) mLe. | () Edema (+)

LNI2 C I T I T I 00

LNI3 () | () AL A | () | @ () | G| () | () | ()

I
e [ ) ) ) ¢ ) = () (L O | e

SUBMUCOSA

Cambios
circulatorios

Infiltrados Deplacion Necrosis
Codigo i vnnl‘!n?a‘o- linfoide | linfolde
AMEENSE (GALT) | (GALT)

L Edoma (+++)
Li2 ) ) | (9 | Edomafses)
L3 No incluido

Li4 (+)L {-) (<) Edoma (++)
LNI1 {-) {-) ) Edoma (+++)
LNI2 () A N - . )
LNI3 () | Q) . )

LNI4 (*)L,P (-} =) Edoma (++)

Tabla 4. Hallazgos histopatologicos en el intestino delgado de lechones experimentalmente infectados (LI) y no
infectado (LNI). Fueron evaluados los tejidos intestinales de todos los lechones no infectados y tres muestras al
azar de los lechones infectados. se utilizd la escala de puntaje histopatoldgico propuesta por Gibson-Corley
2013 para dar valores a los resultados obtenidos.
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Fig. 13. Histopatologia e inmunohistoquimica donde se detecta el antigeno de capside de PoAstV/PUJP5 en el
intestino de lechones experimentalmente infectados. (A). Tincibn Hematoxilina-Eosina aumento 40X y (C)
inmunohistoquimica con un aumento 200X representan los controles (LNI). Las fotografias (B) yeyuno con
tincion de hematoxilina-Eosina en un aumento de 200X y (D) inmunohistoquimica de yeyuno con un aumento
de 200X representan tejidos de lechones infectados (LI), B muestra yeyunitis necrotizante con deterioro en los
enterocitos de la cupula de la vellosidad y una ligera inflamacion y D muestra una inmunotincién positiva en
contra de PoAstV/PUJPS5 en los citoplasmas de enterocitos.

RESULTADO

Citopisama de
enterocitos

LECHONES L Positivo Colon, yeyuno

INFECTADOS
(L) LI2 Negativo — Negativo
. . Citoplasma de
L3 Positivo lleén y yeyuno enterocitos
L4 Positivo lleén y colon Citoplasrr!a de
enterocitos
LNI 1 Negativo —- -
Lechones NO LNI 2 Negativo - ——
INFECTADOS
(LNI) LNI 3 Negativo —_— —
LNI 4 Negativo - —

Tabla 5. Presencia del antigeno viral a partir de tejidos intestinales de lechones infectados (LI) y no infectados
(LNI).
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5.1.2. Deteccion de genoma viral a partir de muestras de materia

fecal

Con el fin de confirmar la presencia del virus en la materia fecal de los lechones, se realiz6
la extraccién de RNA total a partir de las heces recolectadas y se cuantificd tanto el RNA
obtenido como el cDNA luego de la retro-transcripcion. Para la deteccién del virus, se
esperaba encontrar un segmento de 417 pb del ORF2 que codifica para proteinas
estructurales de capside, en los resultados obtenidos a partir de la materia fecal, se
evidenciaron amplificaciones desde el dia 3 hasta el dia 5 post-inoculacion en los animales
infectados.  Sin embargo, las amplificiaciones no siempre fueron las esperadas,
exceptuando el dia 4 donde se obtuvo un fragmento de 417 pb. Los analisis por RT-PCR
realizados a partir de las muestras recogidas en los corrales de los lechones no inoculados
(LNI) no mostraron ninguna amplificacion. (Ver Fig. 14.).

- &=
- o~ m -t ~ 3 ‘-"é'
= &8 3 & 3 & : & 3 8 % & g 2
> = = z > = = = > z z S
S 11500
-] 600
400

3 > .

>.
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Fig. 14. Amplificacion de la RT-PCR de 417 pb del ORF2 de PoAstV/PUJP5 de las muestras de heces recolectadas
diariamente en los corrales de los lechones (LI) y (LNI), las flechas rojas indican el control positivo amplificado por
duplicado (PoAstV/PUJP5 purificado con CsCl — POS 1 — 2) y las muestras de heces recolectadas en el corral de los
lechones infectados los dias 3, 4 y 5 post infeccion, con un fragmento a la misma altura del control en el dia 4. No se
observaron amplificaciones en las muestras de los lechones no infectados.

5.1.3. Andlisis bioinformaticos.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la RT-PCR tradicional, donde en el dia 4 se
obtuvo la amplificacion del fragmento esperado, se realiz6 la elucion de la banda
correspondiente al fragmento de interés y se prosigui6 a validar la presencia de
PoAstV/PUJP5 por secuenciacion. Al recibir la secuencia de Macrogen, se analizé con las

herramientas bioinformaticas mediante la comparaciéon del segmento de 398 pb
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previamente reportado para PoAstV/PUJP5 en el Genbank con cddigo de acceso (Acc.
Num FJ160483). La secuencia obtenida no fue de 417 pb debido a que en los procesos de

edicion de la misma se perdio la resolucion de los nucleétidos en los cromatogramas.

Al obtener los cromatogramas correspondientes a la secuenciacion con los primers Ast248F
y Ast665R, fueron revisados y editados en el programa Finch TV, donde se obtuvo la
secuencia consenso para la muestra del dia 4, y se realizaron alineamientos binarios contra
la secuencia previamente reportada para PUJP5 con el el programa CLC Free Sequence

Viewer 7 (http://www.clcbio.com/products/clc-sequence-viewer/). (ver Fig. 15.).

20 40 Bl an hile]
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"o

Conservation
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Fig. 15. Alineamineto binario (CLC Sequence Viewer 7) entre la secuencia reportada de PoAstV/PUJP5
(Ulloa et al., 2010) (Acc. Num. FJ160483) y la secuencia obtenida a partir de las heces de lechones
infectados en el dia 4 (P1/4dpi/7). Se obtuvo in porcentaje de identidad del 95%.

Como una segunda verificacion, las secuencias obtenidas se compararon en esta ocasion
con alineamientos dirigidos a la secuencia reportada de PoastV/PUJP5 con referencia
namero FJ160483 obtenida en el 2010 en el programa Mega 6.0 program
(http://www.megasoftware.net/), obtenida P1/4dpi/7 y la secuencia reportada en el Gene
Bank de PoAstV/PUJP5. (ver Fig. 16.).



http://www.clcbio.com/products/clc-sequence-viewer/
http://www.megasoftware.net/
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Fig. 16. Alineamiento binario relizado con el programa MEGA 6.0 Software, entre la secuencia reportada en el
gene Bank de PoAstV/PUJP5 y PIl/4dpi/7.

Para finalizar, se realizé un andlisis con BLAST por medio de un alineamiento pareado
utilizando puntualmente BLASTn disponible en linea en la siguiente pégina web:
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi). De este modo, se quizo evaluar los
porcentajes de identidad no solo con PUJP5 sino con otras secuencias previamente
reportadas, donde se obtuvo un 96% de identidad bajo este algoritmo con PoAstV/PUJPS5.
(ver Fig. 17.).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
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Fig. 17. A) Blastn realizado para la secuencia correspondiente al dia 4 (Pl/4dpi/7).

significativos de la secuencia que corresponde al 4 dia post inoculacion.

B) alineamientos

A partir del alineamiento binario, se evidenciaron 19 nucleétidos diferentes a los de la

secuencia reportada, para los cuales se hicieron analisis de transiciones y transversiones

para verificar que los cambios nucleotidicos no afectaran la estructura aminoacidica del

péptido que pudieran repercutir en la funcionalidad del mismo. Al hacer los analisis de las
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traducciones in silico (ver Fig. 18.), se quizo corroborar si podian ocurrir cambios
interesantes en las modificaciones pos-traduccionales de este pequefio péptido generado
de 132 aminoacidos (a.a.), observandose que aunque hubo un mayor nimero de cambios
en los nucledtidos, solo se evidenciaron 5 aminoacidos diferentes en el péptido obtenido
(Ver fig.17.). En las tablas 10 y 11 se pueden observar las 19 sustituciones detectadas en
las muestras recuperadas en el dia 4 (Pl/4dpi/7) de los cerdos infectados, como los
porcentajes de transversion y transicion (ver Tabla 6y 7.).

B0 U N H R AR - - N SO EH B L
SACE AR AN N HE AR

s L Guatect

Fig. 18. Traduccion in silico de secuencias analizadas con el programa Mega 6.0. Franja superior region del
a.a.1 al 81. Franja inferior Region a.a. 82-132. Se observa comparacion de la secuencia de referencia
(PoAstV/PUJP5) con secuencia obtenida a partir de heces de lechones infectados en el dia 4 (P1/4dpi/7) post
inoculacion.

# Sitio en la Nucleétido Tipo de cambio Cambio de A.A
secuencia cambiado
16 C-T TRANSICION 6R/C
47 T-C TRANSICION 161/T
66 G-C TRANSVERSION No
96 G-A TRANSICION No
106 C-T TRANSICION 36L/F
141 C-T TRANSICION No
201 A-G TRANSICION No
216 A-G TRANSICION No
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219 A-G TRANSICION No
228 C-T TRANSICION No
234 T-C TRANSICION No
237 A-C TRANSVERSION No
243 T-C TRANSICION No
249 A-T TRANSVERSION No
252 G-A TRANSICION No
276 G-C TRANSVERSION No
278 C-A TRANSVERSION 93S/Y
302 G-C TRANSVERSION 101G/A
384 A-G TRANSICION No

Tabla 6. Transiciones y transversiones encontradas en la secuencia obtenida (P1/4dpi/7) correspondiente a las
heces de los lechones infectados en el cuarto dia post infeccion con realcion a la secuencia reportada de

PoAstV/PUJPS.
CAMBIOS Porcentaje %

13 TRANSICIONES 3,26%
6 TRANSVERSIONES 1,50%
19 EVENTOS 4,76%

Tabla 7. Resumen de las transiciones y transversiones encontradas en la secuencia (P1/4dpi/7) cuarto dia post
infeccion.

Los andlisis de modificacion postraduccional se realizaron con el fin de verificar que los
eventos relacionados con modificaciones postraduccionales afectaran de igual manera
tanto, a la secuencia péptidica obtenida en el dia 4 (P1/4dpi/7) como el péptido obtenido con
la secuencia reportada por Ulloa y colaboradores en el 2010 (6) evitando la alteracién en la
funcionalidad del péptido, para esto se verificO también con modelos in silico si estos
cambios de aminoacidos generaban alglna alteracion a la naturaleza del péptido al evaluar
modificaciones postraducccionales como: SUMOilacion, glicosilaciones (C-manosilaciones,

O-glicosilacion, N-glicosilacion).

A continuacién, se observan las aproximaciones in silico de las modficiaciones
postraduccionales tanto de PoAstV/PUJP5 y de la secuenica obtenida en el dia 4 de
lechones infectados (P1/4dpi/7) (ver Fig. 19, 20, 21y 22). En las figuras 19 se observa que
para eventos de SUMOilaciéon tanto el péptido de PoAstV/PUJP5 como Pl/4dpi/7 se

comportan de igual manera y ninguno de estos genera una union a proteinas SUMO. en la
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figura 20 se observa que tanto el péptido de PoAstV/PUJP5 vy el de la secuencia obtenida

obtienen los mismos sitios de posibles manosilaciones, al igual que los sitios de N-

glicosilacion (fig. 21) y O-glicosilacién (Fig 22).
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19. Andlisis in silico de modificaciones postraduccionales (SUMOQilacion). (A). Secuencia reportada de

PoAstV/PUJPS5. Y (B). Secuencia obtenida de las heces de los lechones correspondientes al dia 4 post

inoculacion (P1/4dpi/7).
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Fig. 21. Andlisis in silico de modificaciones postraduccionales de posibles sitios de N-Glicosilaciones. (A).
Secuencia reportada de PoAstV/PUJP5. Y (B). Secuencia obtenida de las heces de los lechones

correspondientes al dia 4 post inoculacion (P1/4dpi/7).
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Secuencia reportada de PoAstV/PUJPS5. Y (B). Secuencia obtenida de las heces de los lechones

correspondientes al dia 4 post inoculacion (P1/4dpi/7).

5.2. Determinacion de PoAstV/PUJP5 en organos

extra intestinales
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Para la deteccion del virus en érganos distintos al area intestinal, se realizaron analisis

histopatoldgicos e inmuno-histoquimicos a los tejidos de rifidn, tonsila, corazén, higado,

ganglio mesentérico, pulmoéon y cerebro. A continuacion, se observan los resultados

obtenidos en la tabla 12, donde se observa que se encontré el antigeno de la cipside de

PoAstV/PUJP5 en el ganglio mesentérico de dos lechones inoculados. Esta presencia es

incipiente indicando que la cantidad de antigeno viral es baja casi nula comparado con la

infeccion presente en yeyuno, para los estudios inmunohistoquimicos que se desarrollaron

en los demas tejidos extraintestinales los resultados fueron negativos, tanto en lechones

inoculados (LI), como para los no inoculados (LNI) (ver Tabla 8.).
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RESULTADO

Negativo
P2 Negativo ——ee J—
LECHONES
INFECTADOS Gandlio Citoplasma de
(L1 IP3 Positivo ng células
mesentérico . i
inflamatorias.
Presencia
P4 Positivo Ganglio incipiente en
mesentérico células
inmunologicas
NIP1 Negativo - -
LECHONES
NO NIP2 Negativo - -
INFECTADOS NIP3 Negativo — e
(LN1)
NIP4 Negativo

Tabla 8. Resultados resumidos de la inmunohistoquimica llevada a cabo para detectar el antigeno de la capside
de PoAstV/PUJPS5 en tejidos extraintestinales (rifion, bazo, tonsila, higado, cerebro, corazén, pulmén y ganglio
mesentérico) de lechones infectados (LI) (IP1-IP4) y no infectados (LNI) (NIP1-NIP4). El antigeno citoplasmatico
viral fue observado en dos de los animales infectados en ganglio mesenterico. No se encontrd el atigeno de
PoAstV/PUJPS en ninguno de los animales no infectados.

5.3. Determinacion de la viremia o RNAemia
generada por PoAstV/PUJPS en los lechones

infectados.
5.3.1. Deteccion del antigeno viral de PoAstV/PUJP5 en suero

Al evaluar la presencia del antigeno viral por medio de la ELISA Directa en los sueros de
los lechones no se observaron resultados concluyentes. Este fendmeno se present6 en los
valores obtenidos tanto para los sueros de los lechones inoculados (grupo experimental LI)
como los no inoculados (grupo control LNI), las lecturas de absorbancias fueron bajas,
incluyendo el control positivo. Lo que sugiere que no habia presencia del antigeno viral en
los lechones ya que ni siquiera igualaron el valor propuesto en el control positivo, se
evidencia ademas que los valores obtenido en ambas gréficas son similares.

Los controles que se tuvieron en cuenta para este ensayo fueron; control positivo, lisado de
células ESK-4 infectadas con PoAstVPUJP5; control negativo, lisado de células ESK-4 sin
infectar y, PBS estéril. (ver Fig. 23y 24.).
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ELISA Directa para evaluar la antigenemia de PoAstV/PUJP5 en
lechones no infectados experimentalmente.
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Fig. 23. Ensayo ELISA directo para evaluar la antigenemia de PoAstV/PUJP5 en sueros de lechones No

infectados (LNI) con Ac Policlonal contra PoAstV/PUJP5.

ELISA Directa para evaluar la antigenemia de PoAstV/PUJPS5 en

lechones infectados experimentalmente.
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Fig. 24. Ensayo ELISA directa para evaluar la antigenemia de PoAstV/PUJP5 en sueros de lechones infectados

experimenralmente (LI) con Ac Policlonal contra PoAstV/PUJP5.

5.3.2. Determinacion de un fragmento del ORF2 de PoAstV/PUJP5 a

partir del RNA extraido del suero de lechones

La determinacion del fragmento de 417 pb del ORF2 del genoma de PoAstV/PUJP5 a partir

del suero de los lechones, no evidencio la amplificacién esperada correspondiente al RNA

viral, lo que sugiere que no hay presencia del genoma de astrovirus en los sueros de los

lechones infectados y (LI) y no infectados (LNI), ya que no aparece en ninguna de las

muestras la banda a la altura de los 417pb. De manera particular, se observa que en
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algunos casos hubo amplifaciones inespecificas con fragmentos de menor tamafio. (ver Fig.
23-28.).

100

Fig. 23. Resultados de la RT-PCR para verificar la presencia del genoma de PoAstV/PUJP5 en sueros de
lechones inoculados (LI) en el dia de la inoculacién y 24 hpi

Fig. 24. Resultados de la RT-PCR para verificar la presencia del genoma de PoAstV/PUJPS en sueros de
lechones inoculados (LI) en el segundo y tercer dia del ensayo.



77

Fig. 25. Resultados de la RT-PCR para verificar la presencia del genoma de PoAstV/PUJP5 en sueros de
lechones inoculados (LI) en el cuarto y quinto dia del ensayo post-infeccion.

2072
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Fig. 26. Resultados de la RT-PCR para verificar la presencia del genoma de PoAstV/PUJP5 en sueros de
lechones no inoculados (LNI) en el dia de la inoculacién, 24 hpi y 48 hpi.
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Fig. 27. Resultados de la RT-PCR para verificar la presencia del genoma de PoAstV/PUJP5 en sueros de
lechones no inoculados (LNI) en el segundo, tercero y cuarto después de la inoculacion.
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Fig. 28. Resultados de la RT-PCR para verificar la presencia del genoma de PoAstV/PUJPS en sueros de
lechones no inoculados (NIPLNI) en el quinto dia después de la inoculacién.
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5.4. Resultados adicionales

5.4.1. Analisis de comportamientos asociados a la infeccion por

astrovirus y de pesos y temperaturas corporales de los lechones.

En la Tabla 9 se observan los pesos obtenidos durante los 5 dias totales del experimento
de infeccion dirigida donde se observa que ambos grupos tuvieron ganancias de peso, para
el caso de los infectados se observo una ganancia que oscila entre el 17,6 % y 26 %, y para

los no infectados la ganancia fue del 6.4 %, la ganancia de peso promedio diario reportada
para los lechones destetados es de 400g/dia (Ver Tabla 9. y Fig. 29.) (199).

Tiempo Peso corporal Infectados (kg) Peso corporal No Infectados (kg)
(dias)/h.p.i 1 2 3 4 1 2 3
0 0 hpi 4,9 6,0 8,9 6,3 4,0 5,3 7,3 7,0
1 24 hpi 5,9 6,4 9,0 6,4 4,5 5,8 6,0 6,9
2 48 hpi 6,0 6,8 9,2 7,5 5,0 8,0 6,5 7,8
3 72 hpi 5,8 6,0 9,8 7,0 5,0 9,0 7,0 8,2
4 96 hpi 6,5 8,0 10,5 8,2 5,8 9,4 6,8 8,0
5 120 hpi 6,5 8,0 10,8 8,2 5,8 9,6 7,8 8,4
Promedio 5,0 7,9 6,9 7,7 5,9 6,9 9,7 7,3

Tabla 9. Pesos obtenidos para lechones infectados y no infectados durante 5 dias de observacion.

Los datos obtenidos relacionados con la toma de las temperaturas se pueden observar en
la tabla 10, donde se evidencié que los promedios oscilan entre 38.7 y 39.2°C para los
lechones infectados mientras que los promedios de temperaturas para los lechones no
infectados oscilaron entre 38.5 y 39.2°C. El rango de temperatura corporal de los lechones
destetados reportado es entre 38,7 y 39,8°C con un promedio de 39,2°C. (199). (ver Tabla
10. y Fig. 29.).
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(dias)/h.p.i. Temperatura corporal Infectados
4

Temperatura corporal No
Infectados (°C)
2 3

1 1 4

2 3

38,5 38,7 39,2 39,2 38,6 39,6 39,4 38,6

4

0 hpi

24 hpi 38,7 39,2 39,4 39,4 38,3 38,0 38,7 38,4

48 hpi 38,6 39,1 38,9 39,4 37,7 39,1 38,8 39,0

96 hpi 38,0 39,1 38,9 39,1 38,3 40,2 39,5 39,2

0
1
2
3 72 hpi 38,7 38,8 39,3 38,9 39,1 38,6 38,6 38,8
4
5

120 hpi 39,4 39,6 39,2 39,5 39,2 39,6 39,8 39,4

Promedio 38.7 39,1 39,1 39,2 38,5 39,2 39,1 38,9

Tabla 10. Temperaturas obtenidas de los lechones infectados y no infectados durante 5 dias de observacion.

Peso corporal de lechones inoculados via oral con Peso corporal de Lechones no inoculados
PUJPS via oral con PUJP5
12,0 120
10,0 =
‘_; 80 ® 8.0
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8 ./ o | B / -e-LNI2
Q
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L 20 e § 20 ——LNi4
0,0
0,0 '
0 5 0 5
Dias de infeccién Dias de infeccion
Temperatura corporal de lechones no Temperatura corporal de lechones inoculados
inoculados via oral con PUJP5 C D via oral con PUJPS
& 40,5 ) 40,0
— 40,0 = 395
g g
g 395 g 390
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5 370 £ 70
0 1 2 3 4 5 . 0 1 2 3 4 5
Dias de infeccion Dias de infeccion

Fig. 29. Graficas correspondientes a los pesos corporales de lechones no inoculados e inoculados durante los
5 dias del experimento (A-B), y temperaturas corporales de los mismos durante los dias de duracién del estudio
(C-D).

En cuanto a las consistencia de las deposiciones de los lechones, se realizd un seguimiento
a los 2 grupos experimentales cada 24 horas, donde se recolectaron las heces de cada
corral y se implement6 para los analisis de estas, segun la escala reportada por Shaw y

colaboradores en el 2005 (194), donde para las heces recolectadas del grupo LNI, se les
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asigno un puntaje de cero (0) durante los 5 dias (120 hpi) del estudio. En este caso, la
consistencia presentada por las heces de los lechones fue normal, contextura sdlida, sin
cambio aparente. Por otro lado, para el grupo de lechones infectados, se determind un
puntaje de dos (2), definido por Shaw y colaboradoes como presencia de heces blandas y
de color marrén desde el dia 3 hasta la finalizacion del estudio (72 hpi a 120 hpi),
corrobordndose asi la evidencia de una diarrea leve, también se evidencio la tincién de
heces en la piel de los lechones infectados en la region perianal resultado no evidenciado
en el grupo control. Este resultado evidencia el porqué los lehones no perdieron peso es
normal que la generacion de heces blandas que correspondes a este numero en la escala

de Shaw no presenten pérdida de peso;
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6.Discusion

Desde la perspectiva clasica, los astrovirus han sido caracterizados por producir
gastroenteritis limitada en mamiferos y aves (1). También han sido reportados en la
induccién de patologias extra intestinales (nefritis y hepatitis aviar) en aves como pollos,
pavos y patos (85). Ademas de éstas patologias, los astrovirus divergentes se han asociado
a desordenes neurolégicos en diferentes especies como humanos, visones, ganado bovino
y cerdos (53,54,57,58) Actualmente la patogénesis astroviral no ha sido aclarada debido a

gue no existe un modelo reproducible, confiable y disponible donde pueda ser estudiada.

A partir de lo anterior, el presente estudio representa una aproximacion al conocimiento de
algunos aspectos basicos de los efectos patogénicos que puede producir astrovirus como
los signos tempranos y lesiones presentadas en tejidos intestinales y extra-intestinales.
Asimismo, estos eventos fueron analizados usando como modelo de experimentacién el
cerdo convencional doméstico (Sus scrofa domesticus), en condiciones similares a las
utilizadas en granjas porcicolas. Los resultados y evidencias que se obtuvieron permiten
determinar algunos principios del desarrollo de la enfermedad gracias a los ensayos

histopatol6gicos y moleculares.

Es importante resaltar que el uso del cerdo como modelo experimental ha sido reconocido
como un paradigma de estudio en enfermedades infecciosas en los ultimos afios. Esto es
debido a su cercania filogenética con los humanos en comparacion con otros modelos
como el murino o incluso algunas aves, donde se ha estudiado la patogénesis producida

por el astrovirus (31,185).

La utilidad de los cerdos se ha demostrado por medio de varios estudios de enfermedades
infecciosas sistémicas y enfermedades infecciosas de los tractos respiratorio y
gastrointestinal. El cerdo ha sido utilizado ampliamente para el estudio de enfermedades
infecciosas del tracto digestivo como las producidas por bacterias como Cryptosporidium
parvum, Helicobacter pylori y Escherichia coli, también en estudios con rotavirus y norovirus
(32).

El cerdo convencional doméstico criado en Optimas condiciones sanitarias se ha utilizado

frecuentemente como modelo experimental frente a los lechones gnotobioticos en muchos
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estudios. Esto es debido a que el seguimiento médico-veterinario del Sus scrofa domesticus
se hace de manera rigurosa previos a los trabajos experimentales, asi entonces se puede
considerar como un modelo adecuado para el estudio de enfermedades infecciosas,
incluidas las virales. Esta es una de las ventajas del cerdo convencional doméstico frente al

gnotobidtico.

Otra ventaja que tiene el cerdo comun como es que puede ser considerado reproducible y
de un bajo costo en comparacién con otros como los modelos gnotobioticos o spf (32,34).
Ademés, el uso de este modelo en condiciones naturales de reproduccion y con una
microbiota tipica la cual ofrece variedad de bacterias tales como lactobacillus, eubacterium
y fusobacterium entre otras que ayudan a mejorar los procesos de absorcién de nutrientes,
representa ventajas relevantes para observar respuestas similares a lo esperado en
infecciones naturales (31) teniendo en cuenta todos los antecedentes mencionados es
importante aclarar que el cerdo domestico convencional (sus scrofa domesticus) podria
llegar a ser un modelo de investigacion en enfermedades infecciosas que genera gran valor
en sus resultados y estos podrian facilmente extrapolarse a lo que sucede en humanos,

obviamente guardando las distancias.

La patogénesis producida por astrovirus ha sido poco estudiada. En los hallazgos se ha
demostrado que el principal 6rgano blanco es el intestino delgado en humanos, corderos,
terneros y pavos. Ademas, que las células mas susceptibles a la infeccibn son los
enterocitos maduros de la regién apical de la vellosidad (1,200). Sin embargo, la poca
cantidad de estudios debido a la falta de un modelo establecido in vivo no permite

generalizar estos hallazgos.

Entre las principales manifestaciones de la patogénesis asociada a astrovirus se
encontraron alteraciones histolégicas producidas después de la infeccion viral en las que se
incluyen cambios menores y no especificos del intestino delgado en humanos (168);
enterocitos vacuolados, leve atrofia en las vellosidades transcurridas 38 horas post
inoculacion (hpi), desprendimiento de los enterocitos degenerados y su recuperacion 120
hpi en los corderos (186). Por otro lado, se ha reportado en terneros la evidencia de
lesiones leves en enterocitos que se transfromaron de cuboides a planos, ligera atrofia de la
vellosidad y engrosamiento de la misma en algunos casos (112). Por ultimo, en pavos se ha

visto la degeneracion individual de enterocitos desde el segundo hasta el cuarto dia post
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infeccidbn y acortamiento de las vellosidades y formacién de grupos esporadicos de

enterocitos necroticos en el quinto dia (18,22).

Todas las observaciones descritas anteriormente coinciden con los hallazgos histoldgicos
obtenidos en este estudio. Asimismo, las células mas susceptibles a la infeccién por
PoAstV/PUJP5 fueron los enterocitos ubicados en la region apical de las vellosidades
yeyunales de los lechones infectados que se desprendieron a las 120 hpi. Adicionalmente
se evidencié una yeyunitis necrotizante, (Ver Fig. 13) y la infeccion (presencia de antigeno
viral) en el ileon, colon y ganglio mesentérico. El estudio se planteé con una duracion de 5
dias o 120 hpi, debido a que en los antecedentes propuestos para verificar la patogénesis
de astrovirus en el modelo del pavo y corderos Gnotobioticos se proponia que este tiempo
era el adecuado para observar cambios en la morfologia intestinal, pero ademas también
verificar si PoAstV/PUJP5 manisfestaba la viremia en estos lechones; objetivo que no se
logr6 debido a que no fue confirmatoria la presencia de antigenos virales en los sueros de
los lechones inoculados.

Por otro lado, se ha reportado que el rotavirus (importante en las gastroenteritis agudas)
tiene la capacidad de migrar hacia otros lugares distintos a los enterocitos maduros como
las placas de Peyer, ganglios mesentéricos y tejidos periféricos (191). Aunque la
patogénesis de astrovirus no esta dilucidada por completo y debido a las similitudes con
rotavirus ya que ambos son virus entéricos es posible plantear que la presencia de
PoAstV/PUJP5 en los ganglios mesentéricos de los lechones 2 y 4 podria haberse

presentado por una migracién hacia este érgano.

También se descubrié que ciertos agentes virales (como astrovirus y rotavirus) han sido
encontrados en sangre periférica, lo que sugiere que pueden tener la capacidad de migrar
de sus células blanco a otros lugares en el hospedero (89,201,202). Un ejemplo de esto fue
reportado por Holtz y colaboradores (2011), quienes evidenciaron la presencia de astrovirus
MLB2 en el plasma de nifios con estados febriles; otro, fue el primer reporte en cerdos
asociado a la presencia del virus en suero (202), donde se evidencia mayor divergencia en

cuanto al linaje 5 del astrovirus porcino.
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Entre los humanos, ademdas, se ha presentado una condicion atipica como
inmunosupresiones de los pacientes o particularidades de las cepas virales (89,201-205).
En donde Ilos hospederos que generalmente presentaban una condicibn de
inmunosupresion eran mas susceptibles a la infeccion por astrovirus, como el caso de un
paciente con agamaglobulinemia ligada al cromosoma X en el que se se encontraron
particulas astrovirales en su cerebro (53) y un reporte en el que se evidencio que astrovirus

estaba presente en el tejido del SNC de dos mujeres con meninguitis (56).

Estos antecedentes nos llevaron a pensar si con la cepa PUJP5, aislada a partir de otro
porcino en Colombia, era posible encontrar signos de RNAemia y antigenemia en el modelo
evaluado para vincularlo como parte del proceso fisiopatol6gico asociado a este agente
viral (6). Sin embargo, no fue posible detectar con claridad la presencia del genoma de
astrovirus en el suero de los cerdos, ya que no se observaron las bandas esperadas de 417

pb a partir del ORF2 para ninguna de las muestras.

Es posible que estas bandas no se hayan podido detectar debido a que la cantidad de
genoma viral circulante en sangre podria encontrarse en muy baja concentracion, ausencia
de migracién a sangre periférica en el modelo evaluado o simplemente carencia de sangre
infectada en la muestra. Otra de las razones se puede basar en que la cepa PUJP5 no
presenta evidencias de ser un astrovirus divergente como lo fue el caso del astrovirus
MLB2 encontrado en nifios (89). Sin embargo, estas conclusiones quedan sometidas a

estudios ad hoc posteriores.

Asimismo, la relacion filogenética de PoAstV/PUJP5 con la cepa no divergente PoAstV,
encontrada por Ulloa & Gutiérrez (2010) podria ayudar a catalogarlo como un astrovirus no
divergente. Ademas, este estudio concluyd que el segmento codificante para las espiculas
virales tiene una alta similitud con los segmentos reportados por astrovirus de humanos. De
hecho, este fue el primer estudio donde se propuso indagar si PoAstV/PUJP5 podria

encontrarse en érganos extra-intestinales como parte de su proceso de patogénesis.
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Retomando la ausencia de las bandas de 417 pb en las muestras de suero, el tiempo de
evaluacién (dia 5) pudo ser un factor determinante. No hay claridad sobre la dinamica de
migracion de astrovirus a sistema circulatorio, por tanto no es conocido si al dia 5
postinfeccion el virus puede llegar a sangre. En el caso de los rotavirus, son capaces de
llegar a generar la viremia entre las 24 y 96 h.p.i. (206), lo anterior contrasta con lo obtenido
en el estudio ya que durante este tiempo no se observaron bandas que determinaran la

presencia del genoma viral, sugiriendo asi que PoAstV/PUJP5 no migra a la via sanguinea.

Ademds de las pruebas que se realizaron por PCR, también se realizaron ELISAs para
determinar la presencia del virus en sangre. Los resultados de estas pruebas muestran que
no hubo diferencias entre el grupo infectado y el grupo control. Por lo tanto, tampoco fue
posible detectar el antigeno viral cirulante en el suero de los lechones. Reforzando la idea
gue PoAstV/PUJP5 no genera viremia, esta hipotesis se ve reforzada debido a que los
anticuerpos con los que se realizaron los andlisis son Ac. Policlonales, los cuales podrian
estar reconociendo otro tipo de epitopes que no correspondan a PoAstV/PUJP5 sino a
proteinas celulares y esto podria generar un falso positivo, como lo que se obseva en los
resultados para el ensayo ELISA indirecto, es interesante recalcar que esta técnica no
ofrece la especificidad que requieren estos tipos de ensayos como si lo proporciona un
ELISA de captura, el incoveniente aqui radica en la obtencién de un anticuerpo de captura

especifico, el cual no esta disefiado aun para este ensayo.

Astrovirus no se detect6é en sitios extra-intestinales distintos a yeyuno, colon e ileon,
excepto el antigeno en ganglio mesentérico. La presencia del antigeno de la capside de
PoAstV/PUJP5 fue incipiente en este ultimo, la detecion especifica fue determinada
especificamente en el citoplasma de células en los lechones infectados (LI) N° 3 y N° 4.
Esto podria deberse a la presentacion de antigenos en el hospedero, ya que este ganglio
es muy cercano al intestino delgado y es la primera glandula donde se efectuan las rutas de
presentacion antigénica por via de vasos linfaticos. Sin embargo, son requeridos mas
estudios para corroborar si PoAstV/PUJP5S tiene un tropismo o simplemente un transito en
este 6rgano, para determinar si realmente este érgano podria ser un tropismo alternativo de
astrovirus. Se deben buscar proteinas estructurales como no estructurales e indicios de

replicacion viral asociada al citoplasma de las células que conforman el ganglio.
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Es importante resaltar que es la primera vez que se reporta la presencia del virus en el
ganglio mesentérico. La incipiente presencia del antigeno de la capside de PoAstV/PUJP5
en este organo en los dos lechones (LI3 y LI4) podria sugerir una ruta de migracion hacia la
via sanguinea y de ahi a otros 6rganos, como en el caso de los astrovirus divergentes
(23,53,54,57,58). Sin embargo, aun no hay datos concluyentes de la replicacién viral a
pesar de que estudios han demostrado que virus entéricos, como rotavirus y astrovirus, han
estado presentes en otros érganos como el corazén (207), higado, pulmones, bazo,

rifiones, timo, vejiga (206) o incluso en el cerebro (53,56).

No se conoce todavia el mecanismo por el cual astrovirus produce diarrea. EI cambio mas
caracteristico se da en la morfologia epitelial del intestino, pero esta no es la causa principal
(1). En este estudio se concluy6 que hay desprendimiento de enterocitos apicales (Fig. 13)
y apariciéon de diarrea leve con una consistencia blanda y color marrén en los lechones
infectados desde el dia tres hasta el dia cinco. Este hallazgo correlaciona con lo reportado

en terneros gnotobidticos y pollos (22).

En el procedimiento realizado por RT-PCR se demostré la presencia del genoma viral de la
cepa de PoAstV/PUJP5 en las muestras de materia fecal de los lechones inoculados con el
virus, ya que se reportaron varias bandas especificas de 417 pb (Fig. 14). Esta cantidad de
nucleétidos disminuy6 a 398 pb después de la purificacién y secuenciacién de las bandas.
La purificacion y posterior secuenciacion de la banda recolectada de la muestra de materia
fecal recuperada en el dia 4 permitio confirmar la presencia de la cepa de PoAstV/PUJPS5.
Se eligio esta muestra a partir de analisis bioinformaticos que evidenciaron una identidad
del 95%. La proporcién de esta identidad sugiere que este segmento extraido de las heces
de lechones infectados se conserva casi igual que la cepa obtenida originalmente, por lo
gue se demuestra que esta cepa corresponde a PoAstV/PUJPS la misma que fue aislada
por Ulloa y colaboradores en el 2010 (6), aunque el porcentaje obtenido podria generar
dudas entre lo reportado en el afio 2010 y lo que se aislo en el 2015 es importante resaltar
gue los virus RNA poseen una alta tasa de mutacion lo cual es parte de su naturaleza para

adaptarse a varias situaciones, como la adaptacion a cultivo celular, entre otras, tal vez esta
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adaptacion fue la que generd esta clase de mutaciones, sin embargo dados los analisis

bioinformaticos se puede decir que ambas secuencias corresponden a la misma cepa.

La alta identidad se obtuvo a partir de que solo se presentaron 19 eventos de cambios de
bases pdricas y pirimidicas interpretandose estos como mutaciones no sinénimas, con
relacion a los andlisis de transiciones y tranversiones entre la secuencia reportada en el
Gene bank (6) y la obtenida en este estudio denominada (Pl/4dpi/7). A partir de la
traduccion de los nucleétidos de cada secuencia se obtuvieron dos péptidos de 132 a.a
cada uno, los cuales solo presentaron 5 aminoacidos diferentes entre ellos; a estos
péptidos se les realizaron algunos andlisis de modificaciones postraduccionales in sillico
incluidos en la pagina www.Expasy.org (Fig. 19-225-26.). En los analisis de SUMOilacion,
manosilacion, N-glicosilacién y O-glicosilacién se descubrié que los péptidos eran similares,
pues se presentaron pocas alteraciones que dejaran ver que alguna de las secuencias
fuera susceptible a estos cambios postraduccionales en la secuencia amino-acidica
sugiriendo que el cambio de los nucleétidos no afecta el producto final. Interpretandose que
la funcionalidad de ambos péptidos es similar, corroborandose lo esperado, que la

secuencia obtenida se comportase igual a la secuencia reportada.

Debido a los cambios encontrados se podria inferir que el marco abierto de lectura no se ve
afectado por el cambio del nucleétido donde se evidencié la sustitucién. (121,124). Ademas,
se conoce que la eficiencia de las RNA polimerasas de los virus no es tan alta debido a que
no tiene capacidad correctora, a diferencia de las DNA polimerasas de las células en
algunos casos, lo que lleva a mayores tasas de mutacion al replicar el genoma viral. Por lo
tanto, una de las causas de las mutaciones de los virus RNA para adaptarse al entorno es

asegurar su existencia (208).

Se presentaron bandas cercanas a los 417 pb en las muestras correspondientes a los dias
tres y cinco. De igual manera fueron secuenciadas obteniéndose como resultado una
similitud con PoAstV/PUJP5, aunque en menor porcentaje de identidad. Esto pudo deberse
a la presencia de RNAsas que hubieran tenido contacto con el RNA y lo llevaran a su

degradacion parcial, de lo que se generaria un fragmento menor al esperado. Aun mas si la
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secuencia estaba deteriorada se pudo haber afectado en el proceso de amplificacién, ain
cuando los primers estuvieran anillados a los sitios correctos; andlisis bioinformaticos con la
herramienta www.clustal-WOmega.com asegura que los primers descritos por Indik y
colaboradores en el 2006 disefiados para amplificar el segmento de 417 pb que esta en la
region conservada ubicada al extremo 5° del ORF2 de los astrovirus porcinos se anillan a la
secuencia publicada por Ulloa y colaboradores en el 2010 asegurando asi que las bandas
vistas en el gel pertenecen al genoma de PoAstV/PUJP5

En los dias uno y dos post infeccion no hubo deteccién del genoma viral esto se puede
correlacionar con reportes previos en humanos, gatos y corderos gnotobidticos, en los que
se indica que la eliminacion viral en las heces inicia entre el segundo y tercer dia después

de la exposicion al virus; lo cual concuerda con los resultados obtenidos.

Con respecto a los parametros fisicos de los resultados, se observo que la consistencia de
las heces de los cerdos infectados segln la escala propuesta por Shaw y colaboradores en
1995 fue similar a la de pollos (18) y corderos gnotobidticos (15,22): contextura blanda,

color marrén, por lo que se deduce una asociacién a diarrea leve.

Asi mismo, se evidencid un desprendimiento de los enterocitos a partir de los tejidos
evaluados el dia cinco, lo que podria ser comparado con efectos sistémicos o celulares
involucrados cuando la diarrea aguda se produce en humanos (1). De manera importante,
no se observé ninguna sintomatologia relacionada con enfermedad gastrointestinal como
nauseas, vomito, fiebre, pérdida de peso o depresion, lo que podria sugerir que la infeccién
del PoAstV/PUJP5 no tiene una manifestacion severa de la enfermedad, al menos en el

modelo evaluado. A diferencia de lo que se evidencia cuando la infeccidn es por rotavirus.

En cuanto a la alteracion de la permeabilidad intestinal, estudios in vitro con células
epiteliales intestinales diferenciadas (CaCo-2) mostraron que la infeccion por HAstV
provoca una alteracion de la funcion de barrera. Posiblemente esto se debe a la

reorganizacion de los filamentos de actina y la redistribucion de la ocludina, pues ambos
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elementos son importantes para la formacion de las uniones intercelulares (21). Estas
observaciones realizadas in vitro se ven reforzadas por estudios realizados en pavos, en los
gue la infeccién por TAstV-1-2 también provoca una reorganizacion de los filamentos de
actina (176). Ademas, se evidencia que la replicacion virica no es necesaria para la
alteracion de la permeabilidad puesto que las proteinas de la capside por si solas son
capaces de inducir tal alteracion. Esto sugiere que la capside de AstV podria actuar como
una enterotoxina (21).

Teniendo en cuenta los puntos anteriores, en este estudio se pudo determinar que los
eventos patogénicos tempranos asociados a la infeccion por astrovirus porcino en el
modelo experemintal evaluado mostraron un comportamiento esperado a lo descrito en la
literatura con respecto a la patogénesis de las enfermedades gastrointestinales virales. Asi
mismo, estos hallazgos sugieren que PoAstV/PUJP5 no corresponde a una cepa atipica,
por otro lado no se evidenciaron diferencias ni mutaciones relevantes en comparacion con
la cepa originalmente aislada a partir de cerdos en Colombia. También se deduce de la
ausencia del virus en tejidos distintos a los intestinales al igual que la ausencia del RNA y el
antigeno viral en suero de los lechones. En términos generales, se evidencié una infeccién

dirigida al intestino delgado con una manifestacion leve de la enfermedad.

Este trabajo resalta la importancia del uso del cerdo convencional como modelo de estudio
y aporta un gran avance al conocimiento de la ciencia para entender el mecanismo utilizado
por este virus para inducir la enfermedad en este organismo. La validez de este modelo se
fundamenta en su cercania filogenética con el humano y la dificultad de estudiar este
mecanismo en €l por implicaciones bioéticas. De este modo, es posible acercarse al

conocimiento de la infeccién de astrovirus humanos como también en cepas no atipicas.
7.Conclusiones y perspectivas

De acuerdo con los resultados obtenidos es posible catalogar al cerdo convencional

doméstico como modelo potencial para estudiar la patogénesis producida por astrovirus.
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La cepa PoAstV/PUJP5 tiene un tropismo intestinal y es capaz de producir dafios
manifestados por el desarreglo de las vellosidades y destruccion de los enterocitos.

Si bien la infecciébn experimental con PoAstV/PUJP5 produjo un dafio en el epitelio
intestinal, este solo ocasiond al dia 5to una diarrea leve lo que apoya la idea previamente
reportada por Moser et al., 2007, que la infeccion no es suficiente para que se produzca la
diarrea acuosa.

La presencia incipiente de antigenos virales de PoAstV/PUJP5 en el ganglio linfatico
sugiere la ruta de migracién desde el tejido intestinal hacia otros sitios corporales, como ha
sido reportado en otros estudios para los rotavirus, norovirus, poliovirus, etc.

Se sugiere un estudio adicional con un término mayor de tiempo para evaluar la migracion

del virus a otros tejidos.

Con base en la deteccién realizada de la cepa PoAstV/PUJP5 en el tejido intestinal del
75% de los cerdos domeésticos valorados en el estudio, se establece la posibilidad de
realizar otros estudios sobre el comportamiento patogénico de los astrovirus y con ellos

confirmar si el cerdo doméstico es un modelo Util para estos propositos.

Se sugiere confirmar si la presencia del antigeno viral en ganglio mesentérico se debe
simplemente a eventos inmunoldgicos (presentacion de antigenos) o por el contrario si

ejerce una ruta alternativa de migracion.
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9.Anexos

Inmunohistoquimica

El protocolo de inmunohistoquimica se desarrolld6 de manera convencional utilizando los
protocolos generales con algunas modificaciones. Los tejidos embebidos en secciones
parafinados fueron desparafinados en xileno y rehidratados con concentraciones
descendientes de etanol iniciando en una concentracion del 100% y finalizando en 50%, al
final se lavaron con agua destilada. después la peroxidasa enddégena se bloqued con
peroxido de hidrogeno al 3% en agua destilada por 15 minutos a temperatura ambiente;
inmediatamente se bloquearon los sitios de union no especificos con proteinasa K al
0.001% (Invitrogen Cat# 25530-015) — Tris Buffered Saline (TBST) por 2 minutos a
temperatura ambiente. Despues de lavar 2 veces con TBST, se adiciond el anticuerpo
polyclonal anti- PoAstV/PUJP5 en una concentracion de 1:200 dejandolo incubar por un
tiempo de 1 hora en camara humeda a 37°C. Luego se hacen dos lavados con TBST, y se
adiciona el conjugado cabra anti-conejo IgG (Dako™/Cat# P0448) en una concentracion de
1:100 este anticuerpo se deja por una hora a temperatura ambiente, finalmente el
conjugado se remueve y las células se lavan con TBST tres veces y se adicionan 3 gotas
de biotynylated link antibody - LSAB™2Kits, Universal (DAKO Cat# K0690) en las laminillas
por 30 minutos a temperatura ambiente. Luego se hacen dos lavados con TBST y se
adiciona Biotinylated Link and Streptavidin-HRP (DAKO K0609 LSAB®2 System-HRP/Cat#
K0609) siguiendo las instrucciones del fabricante, una vez més se hacen dos lavados con
TBST y se ponen 4 gotas de DAKO AEC (3-Amino-9-ethylcarbazole/Cat# K3969) en las
laminillas por un tiempo de 5 minutos en la oscuridad. Cuando se evidencie la aparicion de
la tincién color café citoplasmatica celular, se realizan de nuevo 2 lavados con TBST vy tres
lavados Unicamente con agua destilada. Finalmente se adiciona la hematoxilina de Meyer
como tincién de contraste por 5 minutos y el exceso se remueve con agua, después se

sumergen las laminas en una solucién de rinse amoniacal y se observan al microscopio.

Extraccion RNA.

Tanto a las muestras de sangre como las de suero y las muestras de heces se les realizo el
aislamiento del RNA mediante el uso de Trizol LS(Invitrogen), la solucion de fenol e
isotiocianato de guanidina genera un RNA limpio y es el método a elegir cuando se trabaja

con tejidos que contienen altos niveles de RNAasas enddgenas, propias en las sangre y las
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heces, para realizar este procedimiento se tomaran 400 uL de muestra (sangre, suero o
heces), dispuestos en tubos de 1,5 mL a los cuales se les adicionara 500 uL de trizol LS
(invitrogen) 300 uL de agua tratada DEPC (dietilpirocarbamato) para aumentar la fase
acuosa Yy facilitar la separacion de las fases, después de 5 minutos de incubacion a
temperatura ambiente (15 a 30°C), lo que permite la disociacibn completa de los complejos
proteicos, pasado este tiempo se adiciona 200 uL de cloroformo por cada mililitro de trizol
LS utilizado, dar vértex de 10 a 15 segundos y se dejan en incubacion por 5 minutos a
temperatura ambiente; posterior a esto se centrifugan a una velocidad de 16000 xg por 5
minutos a 4°C, luego se toma la fase menos densa que es donde se encuentra el RNA y se
transfiere a un nuevo tubo de 1,5 mL este se precipita con Isopropanol (alcohol
isopropilico) frio en una relacioén de volumen 1/1, luego se incuban las muestras a -20°C por
30 min y después de esto se centrifugan a 16000 xg por 25 min removiendose el
sobrenadante y lavandose el pellet de RNA con etanol frio al 75%, dar vortex y de nuevo se
centrifugan a 16000 xg por 25 min este procedimiento se hace por duplicado, al final se
deja secar el etanol y se resuspende el pellet de RNA en 25 uL de agua tratada DEPC libre
de RNAasas mediante este proceso se inactivan las endo y exonucleasas; para finalizar se
incuba a 55°C durante 10 minutos en thermomixer La cuantificacion de las muestras se
realiza por el método espectrofotométrico en el nanodrop 2000 (Thermo) empleando 1 ul de

muestra y haciendo la medicién de cada una por duplicado.

Transcripcion Reversa.

La sintesis del cDNA se realizé usando el kit Superscript Il (Invitrogen). El procedimiento
consistio en poner el RNA obtenido de la extraccion realizada anteriormente y que fue
resuspendido en 25ul de agua ultrapura tratada DEPC. Por cada vial de RNA se tomaran
5ul de templado y se mezclaron con 2ul de primer reverso AST665R (180), se denaturaron
por 7 minutos a 95°C en el termociclador C1000 Thermal Cycler (BIO-RAD) y luego se puso
en contacto en un bafio de hielo durante 5 minutos. Para la sintesis de la cadena
complementaria, a estos 7 pl se le adicionan 13 pl de mezcla (master mix) que contiene (
Buffer 5x-RT, DTT dNTPs, agua ultra pura tratada DEPC) y la enzima Super Script IlI
Reverse Transcriptase (RT) (Invitrogen), se lleva de nuevo al termociclador C1000 Thermal
Cycler (BIO-RAD) durante 60 minutos a 50°C etapa de unién del primer y sintesis, y luego
15 minutos a 72°C que corresponden a la etapa de elongacion. EI cDNA que se obtiene se

cuantifica por el método espectofotométrico en el equipo Nanodrop 2000 (Thermo)
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empleando 1 uL de cada muestra haciendo la medicién de cada una por duplicado. Estos

cDNA se almacenan a -20°C hasta su uso.

Rx-RT

Reactivos Concentracion

Buffer 5X-RT 50 mM Tris-HCI, 75 mM KCI, 3 mM MgCI2
DTT 5 mM

dNTP’s 0,5 uM

Super Script Il 3 U/uL

H20 tratada DEPC | 6,7 uL para completar volumen 20 uL
Ast-665R 0,28 pM/uL

RNA Total 5uL

Lista de reactivos y su concentracion final en la reacciéon de transcripcion reversa para obtener cDNAs de

Astrovirus porcino cepa PoAstV-PUJ-P5.

PCR

Para la determinacion de la presencia o ausencia del segmento de 417 pb que esta ubicado
en el ORF-2 de PoAstV-PUJ-P5 en las muestras de; sangre, suero y heces fecales de los
lechones del estudio, se realizara la PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)
convencional; Posterior a la cuantificacion de cada cDNA, la concentracion de cada
muestra se estandarizard a 50 ng/uL de los cuales se tomaran 2 ul y se mezclaran con 23
uL de master mix que contiene (Buffer, MgCI2, primer forward o cebador directo AST248F,
primer reverse o cebador reverso AST665R (180), dNTP’s, agua ultra pura tratada DEPC) y
la enzima platinum Taq Polymerase (lvitrogen), el tubo que contiene la mezcla y el cDNA se
lleva al termociclador C1000 Thermal Cycler (BIO-RAD) con el siguiente programa de
termociclado que consiste en: Denaturacion; 5 minutos a 95°C, 40 ciclos de 30 segundos
a 95°C, anillamiento, 30 segundos a 55°C, elongacién y extension, 30 segundos a 72°C y al

final extension por 7 minutos a 72°C.

Rx-PCR
Reactivos Concentracioén
Buffer 10X 20 mM Tris-HCI, 50 mM KCI

MgCl2 1,25 mM
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PF AST248F 0,4 uM
PR AST665R 0,4 uM
dNTP’s 0,4 mM
H20 tratada DEPC 15,95 uL para completar volumen a 25 uL

Platinum Taq Polymerase | 0,6 U Enzimaticas.
Cdna 2uL

Lista de reactivos y su concentracion final en la en la amplificacion del segmento de 417 pb del ORF-2 por PCR

convencional.

Todos los productos amplificados fueron dispuestos en un gel de agarosa al 1,5% que
contenia 0.5 uL/mL de bromuro de etidio (agente intercalante del DNA) y se sometieron a
una electroforesis de acidos nucleicos en las siguientes condiciones de corrido, 60 minutos,
100 voltios, 80 mAmp; se utiliza un marcador de tamafio de 100 pb (100 bp ladder
invitrogen) y por cada grupo de muestras procesadas bajo la técnica de PCR se utiliza un
control positivo que consistia en tomar células ESK-4 infectadas con POASTV-PUJP5, a las
gue se les extrae el RNA y se obtuvo el cDNA, y un control negativo que contenia todos los
reactivos del master mix o mezcla de reaccién a excepcion del cDNA (material genético), en
su lugar se adiciona agua ultra pura tratada DEPC que corresponde al volumen del cDNA
gue se agregara a los demas tubos de reaccion.

Purificacion de bandas productos de PCR

La purificacién de los productos de PCR se realiz6 siguiendo el protocolo de la enzima B-

Agarasa (New England BioLabs) que consisti6 en:

Primer paso, digestion de la agarosa: para esto se equilibré el DNA contenido en la agarosa
de bajo peso molecular, lavando el gel sélido con 2 volumenes del buffer 1X B-Agarasa | en
hielo por 30 min luego de esto se remueve el buffer remanente y se funde la agarosa por
incubacién a 65° C por 10 min, después se enfria a 42° C y se incuba la agarosa fundida

con 1 unidad de B-Agarasa | a 42 ° C por 1 hora, a continuacion el aislamiento del DNA.

El DNA es precipitado mientras los carbohidratos se encuentran en la solucion, de la
siguiente manera se ajusta la concentracion de la sal de la B-Agarasa | tratando la solucion
para la precipitacion del DNA con isopropanol (0.5 M NacCl, 0.3 M NaOAc, 2.5 M NH40Ac o
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0.8 M LiCl), luego se enfria en hielo por 15 min, luego se centrifuga a 15.000 x g por 15 min
para sedimentar cualquier carbohidrato restante que no se digiera, después se remueve el
DNA-contenido en el sobrenadante, y se precipita con 2 volumenes de isopropanol,
después se mezcla, enfria y centrifuga a 15.000 x g por 15 min por uGltimo se removio el
sobrenadante, se lava el pellet con IPA frio al 70% y se seca a °T amb. El pellet se

resuspende en agua tratada DEPC.

Elisa Directo

Con el fin de corroborar la capacidad infectiva de la cepa PoAstV-PUJP5 en células ESK-4
se tomo6 una placa de 96 pozos para ELISA donde se incubo el antigeno (obtenido
anteriormente) en un volumen de 50 uL de muestra en cada pozo de la placa, con un
tiempo de incubacién a 37°C por tres horas y luego a 4°C por 16 horas. (Tiempo requerido
para que se fijen los antigenos a la base de cada pozo). Posteriormente la proteina que no
unida fue retirada lavando 2 veces con: PBS+Tween 20 al 0.05% cada 5 min, la caja fue
bloqueada con dos lavados de 100ul de leche deslactosada 5X por espacio de 1 hora a

temperatura ambiente.

Las proteinas adheridas fueron incubadas con 50 pl del anticuerpo policlonal primario
respectivo en una diluciéon de 1:3000 en PBS el cual se dejé por un espacio de 90 min a
temperatura ambiente. El anticuerpo no unido fue retirado mediante dos lavados con PBS-
Tween 20 al 0.05% a continuacion se le adiciono a cada pozo el anticuerpo secundario
Anti-conejo conjugado a peroxidasa en una dilucion 1:3000 en PBS tween 20 a temperatura
ambiente. El exceso de anticuerpo secundario fue retirado con tres lavados de PBS+Tween
20 al 0.05% cada 5 min.

Finalmente, la deteccibn se llevé a cabo Aparte se inicia la preparacion del (o-
Phenylenediamine dihydrochloride) OPD SIGMA FAST™ (Sigma): preparar 20 minutos
antes que se cumpla el tiempo del anticuerpo secundario, tomar 20 mL de H20d y adicionar
1 pastilla dorada y 1 pastilla plateada, dejar en ultarrocker 20 min en completa oscuridad.
Este reactivo que viene en una presentacion de tabletas ha sido disefiado para ser usado
como substrato soluble para la deteccibn de la actividad de la peroxidasa en
inmunoensayos enzimaticos (EIA). Por ultimo se realizaran lavados, luego dispensar 100 uL

de OPD en cada pozo, dejar en oscuridad 30 minutos y de inmediato leer la placa en el
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lector de placas de ELISA o espectrofotbmetro a 450 nM. Los controles a tener en cuenta
para este ensayo fueron; control negativo de diluyente (PBS), control positivo Lisado de
células ESK-4 infectadas con PoAstVPUJPS5 y control negativo lisado de células ESK-4 sin

infectar.

Cuantificaciéon de RNA y cDNA a partir de material fecal

Al realizar la extraccion de RNA total a partir de las muestras de materia fecal de lechones
infectados y no infectados, se obtuvieron las siguientes concentraciones iniciales de RNA,
las cuales fueron luego usadas en la retro transcripcidén, en las tablas a continuacion se
observan las concentraciones obtenidas:

Céd. Muestra [RNA] ng/uL Relacion Abs 260/280
IPdia0 32,5 1,36
NIP dia 0 31 1,35
IP dia 1l 208,2 1,63
NIP dia 1 37,9 1,36
IP dia 2 50,8 14
NIP dia 2 40,8 1,36
IP dia 3 47,8 1,39
NIP dia 3 35,8 1,36
IP dia 4 40,8 14
NIP dia 4 34,1 1,39
IP dia 5 33,2 1,34
NIP dia 5 31,4 1,34
Agua Blanco RX -6,4 1,78

Concentracion de RNA total en muestras de heces tomadas de los corrales de lechones infectados (IP) y no
infectados (NIP) durante el tiempo del ensayo.

Al realizar el proceso de retrotranscripcion, las concentraciones obtenidas para el DNA
complementario (cDNA) son las siguientes (ver tabla 8):

Céd. Muestra [cDNA] ng/pL Relacion 260/280
IP dia 0 1038,7 1,75
NIP dia O 1014,9 1,74
IP dia 1 1228,6 1,75
NIP dia 1 1001,8 1,74
IP dia 2 965,8 1,74
NIP dia 2 1334,4 1,77
IP dia 3 1395,4 1,73




NIP dia 3 1457,2 1,75
IP dia 4 1104,5 1,74
NIP dia 4 1051,6 1,68
IP dia 5 920,4 1,72
NIP dia 5 938,3 1,71
Agua Blanco RX -1,2 1,98
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Concentracién de DNA después de retrotranscripcion en muestras de heces tomadas de los corrales de

lechones infectados (IP) y no infectados (NIP) durante el tiempo del ensayo.



